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INTRODUCAO

Os pés ambulacrarios (p.a.) (1) dos Equinodermes sdo tidos
por 6rgdos de funcdo originalmente sensorial ou de coletar alimen-
tos, mas algumas vézes nos Asteroides, Equindides e Holoturdides,
em virtude de possuirem ventosas nas suas extremidades, servem
também para a locomogdo. Essa multiplicidade de funcdes faz com
que tais drgdos sejam objeto de pesquisa de grande interésse, prin-
cipalmente por possibilitarem obter a relacdo entre sua delicada es-
trutura e o seu funcionamento. Verificou-se, por exemplo (2), pa-
ra o caso do p.a. da Estréla do Mar Asterina stellifera (Hupé) (3)
os valores que se seguem para o levantamento de péso: um pé
0,037mg.;, a combinacdo de dois pés elevam 0,060mg.; de trés p.a.
0,203mg. e de quatro 0,352mg. Seus movimentos sdo regulados
por meio da alteragdo da pressdo de um liquido contido no interior
do conjunto pé-empola e pela agdo de um sistema conhecido como

* Este trabalho é parte de uma tese apresentada pelo Departamento de Fisio-
logia Geral e Animal & Congregacdo da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras da Universidade de S&o Paulo, para a obtencdo do grau de “Doutor”.

* Recebido para publicagdo em dezembro de 1963.

(1) — Os pés ambulacrarios serdo indicados abreviadamente p.a.

(2) — Dados fornecidos pelo Professor P. Sawaya.

(3) — As Estréias do Mar foram determinadas pelo Professor P. Sawaya, se-
guindo a indicacdo de Tortonese (65A) e, posteriormente confirmado pe-
lo mesmo ao comparda-las com material brasileiro existente na “Smithsonian
Institution”, Washington.



sistema ambulacrario ou aparelho vascular, que se encontra exclu
sivamente nos Equinodermes. E’ caracteristico déste sistema o fato
de que, quando um Equinoderme anda, os inGmeros pés se acham
implicados na locomogdo, sendo de se notar a auséncia completa
de qualquer relacdo determinada de fase nos movimentos dos mui-
tos membros e a existéncia de uma diregdo comum de movimento
para todos os p.a. E’ de grande interésse, portanto, o estudo do
conjunto pé-empola, pois éste constitue realmente a unidade loco-
motora do sistema ambulacrario, apresentando comportamento ab-
solutamente autbnomo. O conhecimento de sua estrutura, relacio-
nada com o funcionamento, podera levar a idéias mais precisas
quanto ao mecanismo de opera¢do da atividade de todo o sistema
ambulacrério

Apesar disso, ésses notdveis 6rgdos hidrostaticos de locomo-
cdo receberam relativamente pouca atengdo no passado, com exce-
cdo de alguns aspectos de sua anatomia e funcdo, estudados por
SMITH em alguns Asteroides (61 a 65) A partir de 1959, apa-
receram os trabalhos de NICHOLS (33 a 36), referentes a estudos
comparativos da histologia, da morfologia funcional e da evolucéo
dos sistemas dos p.a., tendo estudado, principalmente, Equindides,
e apenas um Crindide (35) Pesquisas désse sistema com o auxilio
da microscopia eletrdnica ndo aparecem na exaustiva literatura que
tivemos a oportunidade de consultar. NICHOL (33) mostrou que
certos p.a., aparentemente semelhantes, possuem diferencas histolé-
gicas que refletem suas funcbes. A ultraestrutura dos tecidos désse
conjunto, revelada pela microscopia eletrbnica, poderdo certamen-
te enriquecer muito o conhecimento da sua morfologia, contribuin-
do assim para o melhor entendimento do seu funcionamento.

A vista destas consideracdes, foi julgado de interésse ter como
objetivo do presente trabalho o estudo da ultraestrutura de uma parte
désse sistema, isto é, do p.a. da Estréla do Mar Asterina stelliferam

Em virtude da enorme dificuldade da boa preservacdo de ani-
mais marinhos nos processos de fixagdo e inclusdo para microscopia
eletrénica, depois de uma minuciosa selecdo prévia entre outros Equi-
nodermes, foi escolhida a Estréla do Mar Asterina stellifera para a
obtencdo do material, pois apresentou melhor resultado nas prepa-
racdes. N&ao tendo sido encontrada na bibliografia & nossa disposi-



¢do, informagdes sbbre a histologia do p.a. dessa Estréla, as inves-
tigacbes foram iniciadas com a microscopia Optica, empregando-se
técnicas hitoldgicas comuns.  Assim, com o auxilio de microgra-
fias oOpticas obtidas a partir de cortes histolégicos em série, foi feita
a reconstrucdo topografica do p.a. da Estréla do Mar Asterina stelli-
fera,. 0 que é objeto do capitulo I. Nos capitulos seguintes sdo des-
critas as estruturas dos diversos tecidos constituintes do p.a., pri-
meiro descrevendo-os tal como sdo vistos no microscépio Optico e
depois apresentando a sua ultraestrutura como é observada nas mi-
crografias eletronicas. Procurou-se sistematizar a parte de micros-
copia eletrdnica quanto aos diversos elementos citoplasmaticos, por
uma questdo de ordem e para fins de comparacdo, em que pese a
monotonia que tal apresentagdo poderia trazer ao texto.

A microscopia eletrdnica permitiu verificar que os tecidos com-
ponentes dos p.a. da Asterina stellifera sdo grandemente especiali-
zados nas suas ultraestruturas para a funcdo que desempenham.

Na planificagdo déste trabalho pareceu conveniente discutir os
resultados concernentes a cada tecido no capitulo respectivo, dei-
xando para a parte final a discussdo especifica da mecénica da ope-
racdo do movimento do p.a.

PARTE |
MATERIAL E METODOS

COLHEITA E FIXACAO — As Estréias do Mar Asterina
stellifera foram coletadas no Laboratoério do Instituto de Biologia
Marinha da Universidade de S&o Paulo, localizado em S&o Sebas-
tido, Estado de Sdo Paulo. Os p.a. de animais vivos, sem anestesia
ou anestesiados com solu¢do aquosa de cloreto de magnésio a 8%,
foram cortados o mais junto possivel do esqueleto calcério.

Fixacdo para microscopia dptica — Utilizaram-se as solugdes
de Bouin (fixagdo de 6 a 24 horas) e de Helly (fixacdo de 6 ho-
ras) Os p.a. foram incluidos ou em parafina ou na inclusdo mista
de colddio-parafina, segundo o processo Peterfi. Cortes histoldgi-
cos de trés, quatro e cinco microns de espessura foram corados com
a solugdo tricrémica de Masson.



Fixacdo para microscopia eletrbnica — Apesar de algumas vé-
zes haver sido usada a solucdo de cloreto de magnésio como anes-
tésico para as preparacdes de microscopia eletrénica, procurou-se
evitar o emprégo da mesma, pois se desconhece seu efeito na ultra-
estrutura das células. Féz-se a disseccdo dos p.a. sob uma lupa
Zeiss, imergindo em seguida 10 delas em 2 a 3 ml do fixador, man-
tido a temperatura de ca. de 4°C.

O problema de fixagdo e inclusdo para microscopia eletronica
dos p.a. das Estréias do Mar e dos Equinodermes em geral, mos-
trou se complicado, sendo o material de preservagdo extremamente
dificil. Assim, foram experimentados varios meios de fixacdo, a sa-
ber: 1 solugdo aquosa a 1% de tetréxido de ésmio, tamponada
com acetato-veronal (40); 2. solugdo a 1% de tetréxido de 6smio
em &gua do mar filtrada; 3 solugdo aquosa de permanganato de po-
tassio a 1%, tamponada com acetato-veronal (28); 4 solugdo de
permanganato de potassio a 1% em agua do mar; 5. solucdo a 1%
de tetroxido de 6smio, contendo cloreto de sodio e tamponada com
acetato-veronal segundo HANSON e LOWY (18)

DESHIDRATAGAO E INCLUSAO PARA MICROSCOPIA
ELETRONICA — Depois de uma permanéncia de 60 a 90 minu-
tos em pequenos frascos contendo de 2 a 3 ml do fixador, os frag-
mentos dos p.a. foram lavados na solugdo tampéo empregada ou em
adgua do mar filtrada. Procedeu-se em seguida a deshidratagdo, per-
manecendo o material 30 minutos em cada um dos alcoois: 70°;
95°; absoluto; absoluto bi-destilado.

Terminada a ultima imersdo em alcool absoluto, iniciou-se a
inclusdio em resina do tipo “epoxy” (29), que se processou
da seguinte forma: acetona (30 minutos); acetona -j- mistura de
resina (50% -f- 50% ) (cérca de 15 horas) Os fragmentos do te-
cido foram entdo colocados em 1 a 2 ml da mistura de resina con-
tida em cdapsulas de gelatina N.° 00, a qual se adicionou o acele-
rador de polimerizacao.

A polimerizagdo da resina “epoxy” foi feita seguindo o esque-
ma seguinte: 1) depois de estarem os fragmentos de tecido nas cap-
sulas, essas foram colocadas em estufa a 35°C e deixadas durante
15 horas; Il) em seguida, as capsulas foram colocadas em estufa a
40°C durante 24 horas; Ill1) no dia seguinte as capsulas foram le-



vadas a estufa a 60°C; 1V) foi entdo conveniente que se conser-
vassem na estufa até duas semanas, nessa mesma temperatura, para
adquirirem um maior endurecimento e a consisténcia adequada pa-
ra o corte ultrafino.

CORTES E MONTAGEM PARA MICROSCOPIA ELETRO-
NICA — Os cortes ultrafinos (espessura de ca. de 50 milimicrons)
foram feitos com o ultra-micré6tomo Porter-Blum (51)

As facas de vidro (26), cortadas de placas de vidro plano, tipo
cristal, ttm ca. de 6 milimetros de espessura. Adaptou-se a faca,
uma cuba de aluminio que se prendeu com parafina ou céra de abe-
lha: nesta cuba foi, entdo, colocada uma solucdo de acetona em
agua, de 10 a 30%, para facilitar a flutuagdo e distensdo dos cortes.

Montada a faca no micrétomo, o angulo de corte foi ajustado
devendo ser de apenas alguns graus; a quantidade de liquido deve
ser tal que a sua superficie praticamente tangencia a cuba de alu-
minio, agindo ao mesmo tempo como um refletor da luz, prove-
niente de uma lampada montada acima do micrétomo; assim por
interferéncia da luz pode-se distinguir cortes do material e avaliar
suas espessuras.

Antes de ser adaptado ao microtomo, o bloco de resina poli-
merizada, contendo o espécimen, deve ser recortado em torno da
parte que contém o fragmento de tecido, na forma de um tronco
de piramide de base quadrada: a superficie de corte do bloco deve
ter de um a, no méaximo, quatro mm2, pois, com o0 aumento das di-
mensdes da superficie do corte, hd maior possibilidade de vibra-
¢des e conseqgiientemente aparecimento de estrias nos cortes. A iden-
tificacdo e selegdo dos cortes quanto a espessura conveniente para o
exame ao microscopio eletrénico féz-se, tomando como critério, as
cores de interferéncia que apresentam: os cortes de cor cinza e pra-
teada sdo os mais adequados. Os cortes foram montados em grades
de niquel de ca. de 3 mm de didmetro, com aberturas quadradas de
50 microns de lado. Essas grades sdo usadas com uma pelicula del-
gada de “formvar” ou colédio, s6bre as quais é depositada uma pe-
licula de carbono (67, 68), 0 que as torna mais estaveis quanto a
deformagdo ou aos efeitos do alto vacuo e do feixe de eletrons no
microscopio eletronico. Os cortes mais uniformes foram, muitas vé-
zes, colocados diretamente sdbre as telas sem pelicula suporte. -



Os cortes foram recolhidos da cuba do micr6tomo prendendo-
se a grade, recoberta com a pelicula, na ponta de uma pinga, a qual
foi mergulhada no liquido, colocada sob os cortes, e levantada len-
tamente; outra maneira foi a de tocar, por cima, a grade no corte, a
qual o carregava consigo ao ser retirada. As grades foram colocadas
em placas de Petri forradas com papel de filtro, sécas ao ar e obser-
vadas no microscopio eletrdnico.

CORANTES ELETRONICOS — Desde que os materiais bio-
l6gicos consistem principalmente de 4tomos de baixo péso atdmico e
apresentam apenas pequenas variacdes em densidade, diferencas es-
truturais sdo freqiientemente dificeis de serem observadas pelo exa-
me direto com o microscopio eletrénico. Consegue-se um contraste
adequado por meio de corantes eletrdnicos, que sdo materiais den-
s0s, que se associam com determinados elementos estruturais do es-
pécimen, de forma a produzir diferencas grandes entre os compo-
nentes pela capacidade que tém de dispersar os eletrons.

Depois de seccionados e colocados sbbre grades, os cortes fo-
ram “corados” com monéxido de chumbo segundo o método de KAR-
NOVSKY (21)

As micrografias do presente trabalho foram obtidas em um mi-
croscépio Siemens Elmiskop | operando com tensdo aceleradora de
60kV e usando aberturas de objetiva de 50 microns de dia-
metro; foram obtidas nos aumentos de 1.800 e 14.500X e am-
pliadas 6pticamente de 3 a 10 vézes.

PARTE Il

RESULTADOS

Capitulo 1

RECONSTRUCAO TOPOGRAFICA A PARTIR DE CORTES
EM SERIE

(Figs. 1e 2)

Os p.a. de espécimens narcotizados, quando em relaxamento,
medem ca. de 0,5 cm de comprimento e 2 mm de largura; podem



se distender até um comprimento de um cm e, quando isso aconte-
ce, 0 seu diametro, como no caso de outros p.a. observados por
SMITH (62) e NICHOLS (34), parece ndo sofrer alteracdo apre-
ciavel, notando-se entdo que as suas paredes ficam extremamente
delgadas.

A seguir serdo apresentadas as descricdes dos constituintes do
p.a., isto é do pedlnculo e da ventosa.

Histologia do pedinculo — a parede do pedinculo consiste de
cinco camadas distintas: 1) camada de epitélio externo, limitada
por uma camada transparente; 2) camada nervosa;, 3) camada de
tecido conjuntivo; 4) camada de musculo liso longitudinal; 5) ca-
mada de endotélio ciliado. Essas camadas acham-se ilustradas na
Fig. 1

1) O epitélio externo (Ep) é provido de uma camada trans-
parente (CT) delgada de ca. de 2 microns de espessura. E’ um epi-
télio prismatico com células dotadas de nucleos ovoides (N) com
ca. de 5 microns de diametro, agrupados irregularmente, mas con-
centrados principalmente na periferia do p.a., tdo juntamente, que
parecem tocar uns aos outros. O restante da camada consiste de
material difuso entrecortado transversalmente por fibras nervosas.
Nas secgdes de ambas as camadas, a do epitélio e a nervosa que a
segue, existem dobras onduladas, mesmo em animais narcotizados.
Ndo foram observados cilios na superficie externa désse epitélio.
Sua espessura total € de ca. de 10 microns.

2) A seguir, dispbe-se a camada nervosa (Nv), com dife-
rentes espessuras, dependendo da regido. Na parte superior do pe-
ddnculo tem apenas ca. de 5 microns, aumentando a medida que
se aproxima da ventosa para atingir, nessa regido de 50 a 80 mi-
crons de espessura. N&o se distingue espago entre o epitélio e essa
camada nervosa.

3) Abaixo do plexo nervoso, existe uma camada continua de
tecido conjuntivo (Cj) Como ndo existe espago livre entre as di-
versas camadas que compdem o p.a., de modo a permitir sua ex-
tensdo, & de se crer que somente esta camada de tecido conjuntivo
possua suficiente flexibilidade para acomodar as dobras do epité-
lio, durante a contragdo muscular. A espessura da camada do te-

z

cido conjuntivo, em seccdo é condicionada ao seu estado de tensdo;



no estado de contracdo, em animais anestesiados tem espessura de
ca. de 20 microns (Fig. 1)

4) Ao tecido conjuntivo segue-se a camada de células mus-
culares (Mu) do musculo retrator longitudinal, que forma um anel,
interno & camada de tecido conjuntivo. S&o células musculares lisas
muito longas, apresentando poucos nucleos de ca. de 4 microns de
diametro. No estado de contracdo a camada tem normalmente ca.
de 100 microns de espessura. Essa camada muscular, tanto quanto
nos permite a andlise das micrografias Opticas, parece ser constitui-
da de trés partes: 1) de um cilindro central cujas fibras ocupam o
interior do pedlnculo circunscrevendo a cavidade tubular; 2) afu-
nila-se convergindo distalmente, suas fibras indo inserir na super-
ficie profunda central do disco da ventosa (flexa, Fig. 1); 3) con-
junto de fibras laterais que se separam do funil e se dirigem para as
bordas da ventosa (Fig. 2)

5) A camada seguinte delimita a luz da cavidade do p.a. e é
constituida por um endotélio ciliado (Ed), de ca. de 50 microns de
espessura; contém pequenos nudcleos arredondados de ca. de 3 mi-
crons de didmetro e normalmente tém a espessura lateral correspon-
dente a duas ou trés células. Ao contrario do que é afirmado por
NICHOLS (35), existe uma separacdo definida entre esta camada
de endotélio e a camada de musculo longitudinal anterior. N&o se
pode distinguir no microscépio 6ptico, sendo com dificuldade, os ci-
lios (Ci) que o microscdpio eletrénico mostra com clareza neste en-
dotélio, e que serdo descritos no capitulo VII.

Histologia da Ventosa — a disposi¢do geral dos tecidos da ven-
tosa difere pouco da do pedinculo. As cinco camadas de tecidos
acima descritas também nela existem, mas alguns pontos interessan-
tes merecem citacao:

1) O epitélio da ventosa apresenta aspecto diverso devido a
maior espessura (20 microns, atingindo em certas regides ca. de 100
microns) e a presenca de células glandulares secretoras de muco, na
sua parte periférica. Mostra 0 mesmo denso agrupamento de nu-
cleos verificado no epitélio do peddnculo, tomando dificil distinguir-
se uns dos outros. Na face basilar, as células epiteliais sdo substitui-
das por numerosas células glandulares mucosas dispostas muito pro-
ximas umas das outras; ésse epitélio glandular acha-se intimamente



associado ao plexo nervoso e consiste, na sua camada periférica por
células glandulares alongadas, de ca. de 5 microns de comprimento
e 2 microns de largura, formando um lencol continuo; o nucleo tem
forma ovalada. Essa estreita associagdo existente entre as células
glandulares e o plexo nervoso pdde ser bem demonstrada por meio
da microscopia eletrdnica. A superficie da ventosa, externa as glan-
dulas mucosas, é limitada pela mesma camada transparente obser-
vada no pedunculo.

2) A camada de tecido nervoso vai se tornando mais espéssa
a medida que se aproxima da ventosa, chegando a duplicar e mes-
mo triplicar a espessura que tem no pedlnculo.

3) A camada de tecido conjuntivo além de constituir uma
camada continua no disco da ventosa, envia ramificacfes que pene-
tram no epitélio formando verdadeiros pilares entre as células epi-
teliais.

Em resumo, o peddnculo consiste de uma camada de tecido
conjuntivo que mantém a forma do p.a.; de uma camada de mus-
culo retrator longitudinal; de um epitélio externo dotado de uma
camada transparente e de um endotélio ciliado; contornando interna-
mente o epitélio existe um plexo nervoso. Na parte distai as cama-
das de tecidos epitelial e conjuntivo se expandem para participar na
formacdo da ventosa. Na periferia h4& uma substituicdo de células
epiteliais por células glandulares secretoras de muco.

Capitulo 11
TECIDO EPITELIAL
A — Microscopia éptica (Figs. 3 e 4)

O p.a. da Asterina apresenta em t6da a superficie externa do seu
peddnculo um epitélio (Ep) de ca. de 10 microns de espessura (Fig.
3), formado por duas ou trés camadas de células epiteliais prisma-
ticas. Os nucleos (N) estdo situados na parte basal da célula e me-
dem ca. de 3 a 5 microns de comprimento. Essas células tém as-
pecto mais denso na sua parte basal devido ao acumulo de nucleos
nessa posi¢cdo. Nas micrografias Opticas a membrana basilar epite-



liai ndo é visivel. A superficie livre das células epiteliais apresen-
ta-se claramente delimitada do resto da célula e aparece no micros-
copio o6ptico como uma camada transparente (CT) de espessura
constante de ca. de 2 microns, bem demarcada; é constituida por
uma &rea mais clara, como que debruada por uma linha mais densa.
N&do se percebe no microscopio Optico barras terminais. Em todo
0 peddnculo, ésse epitélio é encontrado disposto em dobras (Fig. 3).

Na ventosa o aspecto do epitélio é diverso: apresenta muito
maior espessura, atingido em certas areas ca. de 100 microns. Jun-
to & camada transparente, alterna-se com numerosas glandulas mu-
cosas que ai se agrupam, dando uma aparéncia estriada ao bordo da
ventosa (CG1, Figs. 16 e 17) A Fig. 4 mostra como ésse epitélio
sobe até muitas dezenas de microns ficando cercado entre pilares
de tecido conjuntivo (Cj) Entre as camadas de células epiteliais e

0 conjuntivo ndo se percebe membrana basilar
B — Microscopia eletronica (Figs. 5 a 12)

No microscopio eletronico o epitélio dos p.a. da Asterina apre-
senta-se prismatico, com células muito longas. As células sdo in-
teiramente contornadas pela membrana celular, que aparece como
uma linha densa de espessura uniforme. A matriz citoplasmatica
é de pequena densidade; o citoplasma contém os componentes usuais:
mitocdndrias, nucleo, reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi,
mas sdo raros e, em algumas micrografias, ausentes. Na ventosa as
células epiteliais alternam-se com células glandulares mucosas. A
superficie livre das células que no microscopio Optico parecem con-
tornadas pelo que descrevemos como uma camada transparente, apre-
senta-se, no microscopio eletrbnico, coberta por numerosas peque-
nas projecdes, as microvilosidades.

1. Membrana celular — as células epiteliais sdo delimitadas
umas das outras por uma membrana distinta (mc, Figs. 5, 6); esta
se apresenta como uma linha densa, de contorno liso, de ca. de 100
angstroms de espessura. Na zona de contacto entre duas células ad-
jacentes, as membranas celulares sdo separadas por uma camada in-
termediaria de densidade eletrénica mais baixa, de espessura re-
lativamente constante com ca. de 200 angstroms.



2. Matriz citoplasméatica — consiste de um material de estru-
tura homogénea, de densidade média em relacdo & membrana celu-
lar (Figs. 5, 6) e apresentando um certo nimero de pequenas parti-
culas discretas, dispostas sem organizagdo aparente.

3. Ndcleo — os nucleos sao relativamente pequenos em re-
lacdo as dimensbes da célula (N, Fig. 6) Encontram-se na parte
basal, sua forma sendo aproximadamente oval, podendo apresentar
invaginagGes (Fig. 5) Seu conteldo consiste de agregados de gra-
nulos densos em uma matriz homogénea, relativamente pouco den-
sa; 0 nucléolo (n) se apresenta como um acUmulo de material gra-
nulado, organizado mais compactamente dentro do nucleo. A mem-
brana nuclear (mn) é constituida por duas membranas. Em algu-
mas porcdes da periferia do nulcleo, pode-se perceber uma separa-
cdo entre as duas membranas nucleares, externa e interna, verifican-
do-se a presenga de um espaco perinuclear de 150 angstroms de es-
pessura. Em certas regides, as duas membranas se fundem, apresen-
tando orificios, que foram chamados poros (P, Fig. 10) da mem-
brana nuclear por WATSON (66)

4. Mitocbndrias — as células epiteliais do p.a. da Asterina
apresentam relativamente poucas mitocondrias (m, Fig. 5) com ca.
de 0,5 microm em média, para o diametro maior; possuem dupla
membrana de 150 angstroms de espessura, limitando a matriz mito-
condrial; apresentam-se homogéneas, de densidade pouco maior do
que a matriz citoplasmatica (Fig. 10) Nas preparacdes fixadas com
permanganato de potadssio as mitocondrias apresentam apenas um in-
dicio de poucas cristas internas e ndo se percebe na matriz mito-
condrial nenhum corpisculo. A maioria dos perfis das mitocondrias
observadas nos cortes sdo do tipo alongado ou circular. Sdo mais
numerosas na parte apical da célula (Fig. 6)

5. Reticulo endoplasmatico — &sse componente citoplasméa-
tico foi bem caracterizado quanto a sua aparéncia no microscépio
eletrénico por PORTER e PALADE (42, 44, 45, 52) e é composto
por uma réde de canaliculos e vacuolos mais ou menos achatados,
observados no citoplasma de quase tddas as células animais e vege-
tais. Algumas vézes os elementos do reticulo endoplasmatico apre-
sentam, agregados em sua superficie, granulos arredondados muito
pequenos cujos didmetros variam de 50 a 200 angstroms. Estes cons-



tituem os chamados granulos de Palade (43) e a éles é atribuido o
4cido ribonucleico da célula.

Nas micrografias do epitélio, o reticulo encontra-se em poucas
células e, quando existe, é pouco desenvolvido. E’ constituido por
perfis alongados, ovais ou circulares, que medem de 50 a 150 mili-
microns, limitados por membranas delgadas, tendo particulas de Pa-
lade, algumas vézes presas a superficie que da para a matriz citoplas-
matica (re, Fig. 5) Essas particulas encontram-se também distri-
buidas livremente na matriz citoplasmatica. Nota-se, algumas vézes,
a associacdo désses perfis com mitocondrias (m, re, Fig. 5)

6. Aparelho de Golgi — quando aparece nas micrografias
(Gm, Gv, Gg, Fig. 9), é relativamente bem desenvolvido.  Seus
componentes principais sdo representados por perfis alongados, cir-
culares e ovais, correspondentes a membranas (em grupos de cin-
co), vesiculas e vaclolos. Esses elementos s&o limitados por mem-
branas cuja superficie é lisa. O conteddo dos vacuolos maiores é
de baixa densidade, enquanto que as membranas, as vesiculas e os
vaclolos menores sdo semelhantes, em densidade, a matriz citoplas-
matica. Ocupam posi¢do preferencial na parte apical da célula.

7  Tonofilamentos — algumas das micrografias de células epi-
teliais apresentam na matriz citoplasmatica (Tf, Fig. 16) um mate-
rial filamentoso extremamente fino. Esses filamentos estdo predo-
minantemente orientados em um plano paralelo ao longo do eixo da
célula e provavelmente constituem os tonofilamentos.

8. Desmosomas — cada célula epitelial é contornada por to-
dos os lados pela membrana celular. Existem, entretanto, regides es-
pecializadas dessa membrana que tém sido denominadas pelo tér-
mo geral de desmosomas e apresentam ca. de 0,5 a 1 microm de
comprimento, sendo constituidas por um espessamento local de mem-
branas celulares apostas, que guardam entre si uma distancia cons-
tante; por um acumulo de denso material citoplasmatico na parte in-
terna das areas mais espéssas da membrana celular; por filamentos
delicados irradiando do material denso para o citoplasma de cada
uma das células. A espessura da membrana celular nessas &reas é
de ca. de 150 angstroms e o espaco constante entre as duas mem-
branas tem ca. de 200 angstroms de espessura; &sse espago parece
vazio no microscépio eletrénico, mas como foi sugerido por FAW-



CETT e SELBY (12), deve ser provavelmente ocupado por uma
substancia inter-celular amorfa de baixa densidade, que ndo é bem
preservada pelos fixadores de microscopia eletronica (D, Fig. 8)

9. Inclusbes — aparecem algumas vézes no citoplasma dessas
células epiteliais corpusculos bem maiores do que as mitocondrias
(I, Figs. 5 e 6), sem membrana limite definida e de densidade gran-
de, mas heterogénea, de natureza desconhecida. Estdo mais concen-
trados na parte apical da célula.

10. Microvilosidades — muitas vézes a superficie livre do epi-
télio apresenta numerosos processos citoplasmaticos muito delgados,
visiveis somente no microscopio eletr6bnico. As primeiras observa-
¢des foram feitas por GRANGER e BAKER (13) no epitélio do in-
testino de ratos. Os resultados désses autores mostram que as bor-
daduras descritas no microscopio Optico consistiam dessas proje-
¢des. Mais tarde, ODOR (38) sugeriu que o térmo microvilosidades
usado por BORYSKO e BANG para designar 0s processos observa-
dos nas células alantdicas de frango, fésse aplicado de uma maneira
geral.

A superficie livre das células epiteliais do p.a. da Asterina apre-
senta numerosos désses processos citoplasmaticos, individuais, lisos,
cilindricos, verticalmente orientados, que sdo as microvilosidades; es-
tas se apresentam regularmente espagadas, muito juntas umas das
outras e bem uniformes em dimensdes e em distribuicdo (Mv, Fig.
7) Quando medidas em seccdes passando paralelamente ao eixo
maior, seu comprimento até a superficie da célula é de ca. de 1,8
microns e seu diametro de aproximadamente 300 a 400 angstroms.
Em seccBes transversais aparecem como circulos (Fig. 12) organi-
zados em um arranjo hexagonal, um pouco irregular, com distancia
de centro a centro de 150 angstroms e didmetro do hexagono de 200
angstroms. Os apices das microvilosidades sdo arredondados, com o
aspecto de cabeca de alfinete (Fig. 7), possuem densidade pouco
maior do que o corpo da mesma, apresentando, porém, por vézes,
bem distintamente, uma aparéncia tubular (Figs. 11 e 12) Cada
microvilosidade compde-se de uma porgdo interna e outra externa
distinta, separadas por uma membrana delgada, muito delicada, apa-
recendo nas micrografias (Figs. 11 e 12) como uma Unica estrutura
de ca. de 100 angstroms de espessura. N&o apresentam, na resolugdo



das micrografias, uma estrutura interna. Essas microvilosidades es-
tdo associadas a um material extracelular que se encontra organizado
em duas camadas (Fig. 7): uma camada interna mais densa, com
ca. de 0,3 microns e uma camada externa menos densa, mais larga,
com ca. de 0,6 microns. Essas camadas apresentam em algumas das
micrografias (Figs. 11 e 12) uma aparéncia fibrilar. Entre as duas
camadas e a superficie livre das células epiteliais, existe um espago
de bem menor densidade e espessura variavel, medindo, em média,
0,5 microns. Essas microvilosidads ndo terminam porém na super-
ficie, mas passam para o citoplasma, formando raizes que penetram
na célula até distancias consideraveis; na Fig. 11 atingem ca. de 3,5
microns de profundidade. No espaco entre a superficie da célula e
as camadas fibrosas, algumas vézes as microvilosidades se fundem,
ocorrendo entdo ramificagbes (Fig. 7)

C — Discussao

Alguns pontos caracteristicos das células epiteliais do p.a da
Asierina merecem comentarios especiais.

Desmosomas ou regides especializadas da membrana celular —
as células epiteliais prismaticas do p.a. da Asterina stellifera parecem
estar ligadas entre si por zonas especializadas situadas nos seus api-
ces. Segundo o conceito cléssico de barras terminais, baseado em es-
tudos no microscopio 6ptico, essas estruturas sdo compostas de uma
substancia-cimento intercelular que contribui para a ligacdo mecénica
de uma célula a sua vizinha. As micrografias eletrdnicas revelam que
as células epiteliais do p.a. sdo delimitadas umas das outras por uma
membrana densa e distinta, que, nas &reas de duas células vizinhas,
apresentam um espessamento pronunciado e estdo separadas por uma
camada menos opaca, de espagamento bem uniforme. Os tonofila-
mentos terminam na parte interna e ndo atravessam o espagamento
entre elas. Provavelmente o espaco menos denso contém uma subs-
tdncia intercelular amorfa, como ja foi sugerido por SELBY (57, 12).
Portanto, essas regifes especializadas da membrana celular consis-
tem de um espessamento da membrana associado a um acimulo de
denso material citoplasmatico na sua vizinhanga imediata. Assim, 0s
desmosomas seriam uma estrutura da membrana e do citoplasma e



ndo de natureza intercelular. Estudos diversos com o microscopio
eletrénico revelaram na superficie de diferentes células, essas mesmas
regides especializadas (37, 50, 57, 59), que tém sido interpretadas co-
mo regides de forte adesdo mecénica entre células adjacentes. Essas
seriam, portanto, semelhantes tanto em estrutura como em funcéo,
as barras terminais da citologia classica e aos desmosomas de pon-
tes intercelulares do epitélio escamoso estratificado descrito por POR-
TER em microscopia eletrénica (50)

Microvilosidades — a superficie livre do epitélio do pedinculo
e da ventosa apresenta, no microscopio Optico, uma membrana trans-
parente de ca. de 2 microns de espessura. O microscopio eletrbnico
mostrou tratar-se de um conjunto de microvilosidades (que seriam
projecdes citoplasmaticas) organizadas em um arranjo hexagonal e as-
sociadas a duas camadas de um material fibrilar extracelular O ma-
terial dessas duas camadas,, provavelmente é o mesmo para ambas,
mas estd organizado em uma faixa com duas densidades diferentes.
Além de sua associacdo com ésse material extracelular as microvi-
losidades do p.a. da Asterina se distinguem pelo fato de suas raizes
penetrarem no citoplasma das células até grandes profundidades. Em
outros tipos de microvilosidade descritos na literatura (47 e 69), exis-
te uma membrana celular, que aparece na superficie da célula, nas
intervilosidades, e se estende, sem modificacdo importantes, sdbre a
superficie das microvilosidades. No epitélio do p.a. da Asterina as mi-
crovilosidades diferem, portanto, grandemente de outras microvilo-
sidades, neste particular O papel das camadas de material fibrilar
extracelular seria, provavelmente, o de manter unidas as microvilo-
sidades que ndo sdo, como na maioria dos casos, proje¢cbes a partir
da superficie, mas que possuem raizes que vem da profundidade do
citoplasma da célula.

Outro ponto interessame vem a ser a funcdo désse epitélio. E’,
sem ddvida, um epitélio secretor de muco como veremos no capitulo
seguinte. Quanto as microvilosidades, tém sido interpretadas como
um meio para aumentar a superficie efetiva para a absorcdo (13,
19) Na&o ha diavida de que as microvilosidades provém um aumen-
to consideravel da superficie celuiar, mas a sua relagdo com a absor-
¢do parece menos certa, desde que o microscopio eletronico revelou
processos semelhantes em uma grande variedade de epitélios, alguns



que ndo tém funcdo de absorcdo conhecida (citados em 11) No
caso dos p.a da Asterina seria talvez mais acertado admitir que as mi-
crovilosidades reforcariam a férga adesiva do p.a. ao substrato sdbre
o qual ela se move. E’ bem conhecido o fato de ser esta férga muito
pronunciada e, ndo raro, ao tentar retirar-se a Estréla aderente ao
substrato os p.a. ficam a éle colados, fraturando-se a sua conexdo com
0 sistema ambulacrario.

Capituio 11
GLANDULAS MUCOSAS
A — Microscopia optica (Figs. 13 e 14)

Todda a borda da ventosa do p.a. da Asterina, principalmente na
periferia do disco, apresenta logo em seguida ao que foi chamado de
camada transparente, numerosas glandulas mucosas (G1M) que se
alternam com as células epiteliais (CEp) Nas micrografias Opticas
(Figs. 13 e 14) pode-se distinguir essas células glandulares das epi-
teliais por possuirem o citoplasma muito mais denso. Em uma pro-
fundidade de cérca de 40 microns, vé-se que elas continuam a alter-
nar-se com as células epiteliais, podendo-se perceber os nucleos, que
sd0 maiores e mais irregulares do que os das células epiteliais (NG1,
Fig. 13), e os vacUolos, que ddo uma aparéncia estriada & borda da
ventosa e que, provavelmente se deve aos granulos de secrecdo (Figs.
13 e 14)

B — Microscopia eletrénica (Figs. 15 a 20)

Percebe-se também no microscopio eletrébnico que as glandulas
mucosas sdo numerosas ao longo de t6da a periferia da ventosa do
p.a. da Asterina. Sdo células de grandes dimensdes com ca. de 5 mi-
crons de comprimento por 2 microns de largura, com forma alonga-
da, que se alternam com as células epiteliais. Além dos constituin-
tes normais, apresentam um notavel aparelho de Golgi, muito desen-
volvido e localizado na mesma regido onde se encontram o0s granulos
de secre¢do. A superficie dessas células caracteriza-se por um sis-



tema de interdigitacdes de processos citoplasmaticos de células adja-
centes .

1 Membrana celular — a célula glanduiar mucosa apresenta
uma membrana celular, com grande nimero de projecdes curtas ou
onduladas (mc, Fig. 15); quando vizinhas, duas células glandulares
mucosas sdo, geralmente, separadas por um espaco de perfil irregu-
lar A espessura da membrana celular é de cérca de 50 angstroms;
algumas vézes, pode-se perceber que a membrana celular é composta
de duas camadas densas com uma camada menos densa entre elas
(Fig. 15), as trés camadas tendo mais ou menos a mesma espessura.

2. Matriz citoplasmatica — o citoplasma das células mucosas
é¢ muito denso comparado com o de outros tipos de células e cons-
tituido por uma substdncia homogénea, sem estrutura. A maior parte
do citoplasma localiza-se na zona basilar, com apenas alguns prolon-
gamentos distribuidos entre a massa de grdnulos mucosos, que ocupa
a parte central e apical da célula; seu principal componente é consti-
tuido por pequenos granulos fortemente osmiofilicos de cérca de 150
angstroms de diametro, que se encontram em grupos ou isolados, e
é 0 que da a aparéncia escura a célula. Esses granulos citoplasma-
ticos sdo os responsaveis pelo contetdo em acido ribonucléico da cé-
lula (PALADE 43)

3. Ndcleo — o nacleo esta situado na parte basilar da célula,
sendo de forma alongada com ca. de 3 microns de comprimento por
2 microns de largura (N, Fig. 15) E’ contornado por uma membra-
na tripla de 200 angstroms de espessura (Fig. 15) Nucleolos gra-
nulados, proeminentemente densos, de forma alongada ou filiforme
e abundantes (sempre dois ou mais) concentram-se na vizinhanga
da tripla membrana nuclear. O nucleoplasma €é fortemente granuloso,
com uma concentracdo désses granulos na periferia.

4. Mitocobndrias — as poucas mitocbndrias encontradas dis-
tribuem-se ao longo da célula (Fig. 15), sem localizacdo preferen-
cial: assim, seccBes da mesma célula podem apresentar uma gran-
de variacdo no numero de mitocdndrias, dependendo da &rea da cé-
lula observada. Sdo de forma arredondada, medindo ca. de 0,4 mi-
crons de didmetro e mostrando algumas membranas dispostas irre-
gularmente. N&o existe diferenca aparente na densidade do citoplas-



ma mitocondrial quando comparada com a densidade do citoplasma
da célula.

5. Reticulo endoplasméatico — o citoplasma é provido de mem-
branas duplas, tendo cada uma ca. de 50 angstroms de didmetro, li-
mitando pequeno espago: essas membranas formam o reticulo endo-
plasméatico da célula glandular (re, Fig. 15); suas paredes contém
sempre grénulos associados, com dimensfes aproximadamente iguais
aqueles que sdo encontrados isolados no citoplasma; ésses granu-
los constituem os granulos de Palade (43)

6. Aparelho de Golgi — particularmente interessante nessas
células glandulares é o desenvolvimento do aparelho de Golgi nas
areas que ficam entre o citoplasma e as massas de granulos mucosos
(G, Fig. 15) Ai sdo sempre encontradas algumas formacdes do
aparelho de Golgi, compreendendo um certo nimero de membra-
nas organizadas aos pares, vacUolos e vesiculas. Pares dessas mem-
branas (Gm) podem se alargar formando vaclolos de Golgi (Gv);
alguns désses vacuolos atingem dimensdes consideraveis; existe uma
gama completa de dimensGes, desde o0s pequeninos, associados as
membranas de Golgi, até os bem grandes, tendo densidade idéntica
a dos granulos de secrecdo (Figs. 17 e 18) Presume se serem és-
ses vacuolos a forma inicial dos granulos secretores. Pode-se tam-
bém perceber, entre as membranas e os vacuolos, pequenos granu-
los. A ordem de grandeza das dimensdes do aparelho de Golgi va-
ria grandemente de uma célula mucosa para outra, dependendo do
seu estagio de desenvolvimento.

7  Granulos e vaclolos — a parte apical da célula é muitas
vézes, dilatada pela presenca dos granulos especificos ou granulos
mucosos. O ndmero e a maneira de distribuicdo désses granulos se-
cretores variam grandemente de uma célula para outra. Algumas
vézes sdo encontrados em todo o citoplasma, outras em uma dada
zona bhem definida; essa zona do citoplasma pode conter varios gra-
nulos ou simplesmente uma fileira déles. Esses granulos, que tém
formas esféricas ou ovais, com um didmetro no intervalo de 0,5 a
1 microm, caracterizam se pela baixa opacidade aos elétrons, e por
possuirem, na parte central, uma estrutura caracteristica, a qual
aparece, em cortes longitudinais, como um sistema de linhas para-
lelas e, em cortes transversais, como secc¢des circulares; quando cor-



tados transversalmente vé-se que guardam um arranjo hexagonal.
Assim, poder-se-ia interpretad-los como sendo um feixe de bastone-

tes, em arranjo hexagonal, de 200 angstroms de didmetro e separa-
dos por uma distdncia deca. del00 angstroms (Figs. 19 e 20)
Localizam-se preferencialmente junto a superficie da célula e sdo
delimitados por uma membrana dupla bem distinta, de ca. de 150
angstroms de espessura. Entre os granulos mucosos podem-se per-
ceber porcdes de citoplasma. Muitas vézes veem-se membranas do
aparelho de Golgi em contacto com ésses granulos.

Por outro lado, sdo visiveis também nas células glandulares mu-
cosas, proximos ao nucleo, grandes granulos de forte densidade (GD,
Fig. 18) No estagio de atividade da célula em que esta contém pou-
cos granulos mucosos, existe um numero grande désses granulos
grandes e opacos, de dimensdes variando de 0,5 a 1 microm.

C — Discussao

As células glandulares que se encontram emtodo o epitélio da
ventosa do p.a. e que, emgrande parte, formamo epitélio secretor
do muco na superficie do disco da Asterina, apresentam as seguin-
tes particularidades interessantes.

Detalhes de estruturas internas dos granulos secretores de mu-
co propriamente dito, que ainda ndo haviam sido descritos na litera-
tura, pelo menos na bibliografia que tivemos & disposi¢do, puderam
ser evidenciados com clareza, por meio da microscopia eletronica.
Assim, os granulos de perfil arredondado, provavelmente esféricos, li-
mitados por uma dupla membrana bem delineada, apresentam no seu
interior, na parte central, uma espécie de feixe de bastonetes em ar-
ranjo hexagonal. Este pormenor pode aparecer, conforme a direcéo
do corte, ou como linhas paralelas ou como secg¢des circulares, e pro-
vavelmente representa a localizacdo da mucoproteina, de que o muco
se compbe em grande parte.

As células mucosas, quando estimuladas, liberam os granulos se-
cretores através das superficies livres das células epiteliais, os quais
carregam consigo a mucoproteina. Esse processo é visivel em varias
micrografias (Figs. 11, 12 e 16), onde se notam os granulos, ja sol-
tos da célula glandular, ou migrando para a superficie livre da célula



epitelial ou entdo bem junto dela. Provavelmente, a mucoproteina se-
cretada, va funcionar como um lubrificante de vedagdo do p.a. no
processo de adesdo e locomocdo dos Equinodermes.

Por outro lado, é de se notar que o mecanismo da formacgéo do
muco tem sido objeto de grande interésse desde ha muito tempo.
Em microscopia 6ptica, os granulos mucosos, por meio de reagdes
com corantes especificos, foram considerados como desenvolvidos ou
formados a partir do aparelho de Golgi por CAJAL (6), NASSO-
NOV (32) e BOWEN (3) A ultraestrutura do aparelho de Golgi
estava, entretanto, além dos limites da resolu¢do da microscopia 6p-
tica e, conseqlientemente, a sua verdadeira significacdo funcional na
formacdo dos granulos especificos s6 pode ser estudada por meio do
microscépio eletronico. As observagfes sébre a forma, disposicdo e
topografia do aparelho de Golgi (7, 60), estimularam investigadores
como HAGUENAU e BERNHARD (14), FARQUHAR e WEL-
LINGS (9) a reexaminar o problema dos processos secretores. Fo-
ram realizados uma série de trabalho (9, 60, 31), onde a relagdo ge-
nética entre os granulos e o aparelho de Golgi ficou bem estabeleci-
da. Em relacdo as glandulas mucosas, primeiramente RHODIN e
DALHAM (54) sugeriram que os vaclUolos e as membranas de Golgi
estariam envolvidas na formacdo do muco nas glandulas mucosas da
mucosa ciliada da traquéola do rato; mais tarde SCOTT e PEASE
(56) assinalaram que, aparentemente, o aparelho de Golgi da ori-
gem aos granulos mucosos das glandulas sublinguais e lacrimais.

Nas células glandulares do p.a. da Asterina, o aparelho de Golgi
é proeminente. Como se viu, apresenta diversas membranas lisas, as-
sociadas com numerosos vacuolos e vesiculas. Existem claros indi-
cios de que os vacUolos e as membranas de Golgi estejam envolvidos
na formacdo dos grénulos secretores (Figs. 17 e 18) As microgra-
fias de células glandulares mucosas mostram uma relagdo espacial
entre os componentes do aparelho de Golgi e os grénulos secretores:
os vaclolos dilatam-se grandemente, assemelhando-se aos granulos
mucosos, as membranas de Golgi estando em intima associacdo com
ésses grénulos. Pode-se, portanto, imaginar uma continuidade entre
essas dilatacBes do aparelho de Golgi e os granulos secretores, po-
dendo-se considera-las como vaclolos pré-secretores, isto é, vactolos
secretores em processo de formacéo.



Por outro lado, as glandulas mucosas apresentam granulos opa-
cos de diferentes formas e densidades. A observacdo de um certo
nimero de micrografias eletrénicas sugere a existéncia de uma rela-
¢do inversa entre os granulos mucosos e o0s grandes granulos opacos.
Portanto, pode-se imaginar, que, qualquer que seja a composicao
quimica déstes, éles sdo utilizados para a sintese dos granulos mu-
c0sos. Aliés isso j& havia sido notado por HUBER (20) para outros
tipos de glandulas mucosas. Portanto, é evidente uma relagdo muito
estreita entre o aparelho de Golgi e a formagdo dos granulos muco-
sos e poder-se ia dizer estarem certamente as membranas e 0s va-
ctolos de Golgi, assim como os grandes granulos opacos das células
mucosas, envolvidos na formagdo do muco.

Capitulo 1V
TECIDO NERVOSO
A — Microscopia optica (Figs. 21 e 22)

Logo abaixo do epitélio do p.a. ha uma camada nervosa ane-
lar que tem ca. de 3 microns de espessura, medida em cortes trans-
versais. Em cortes longitudinais, a espessura da camada nervosa
mostra-se maior do lado direito em todo o comprimento do peddn-
culo, e mede ca. de 10 microns. No término distai do peduinculo for-
ma um plexo nervoso subepidérmico, que se torna muito mais es-
pésso na ventosa, ramificando-se e penetrando em cada porcdo do
epitélio entre os pilares de tecido conjuntivo; a aderéncia do tecido
nervoso ao epitélio é tdo grande que ndo se distingue limite de de-
marcacdo entre ambas as camadas. S&o bem visiveis as células ner-
vosas sensoriais em todo o epitélio que recobre o p.a. (Figs. 3 e 4),
sendo mais numerosas na ventosa (Fig. 4) Dispfem-se juntas umas
das outras, com nucleo ovalado com ca. de 5 microns para o maior
didmetro (nv) A partir da camada de tecido epitelial, surgem nu-
merosos processos em forma de uma trama de fibras (Fig. 22), que
podem ser seguidos através de todo o epitélio (Ep) até o plexo ner-
voso (Nv) subepitelial, que é bem desenvolvido, principalmente a
partir do término do pedlnculo e na regido da ventosa. Nas regides



dos tecidos conjuntivo, muscular e endotelial, apesar de ndo ser facil
acompanhar com clareza, é possivel perceber ésses processos e as cé-
lulas nervosas. A Fig. 21 é uma seccdo longitudinal do peddnculo,
ja& quase na regido da ventosa e apresenta uma camada bem desen-
volvida de nervo (Nv), onde se pode perceber os ndcleos pequenos
(nv), ovais, de ca. de 5 microns de diametro, que provavelmente
pertencem as células sensoriais nervosas; notam-se ainda numerosas
fibras que tém origem nessa camada nervosa e parecem atravessar o0

tecido conjuntivo (Cj), penetrando na zona do tecido muscular (Mu).
B — Microscopia eletrénica (Figs. 23 a 27)

O sistema nervoso dos Equinodermes é extremamente complexo
(61, 62, 64, 65), de aspecto morfolégico muito diverso do que ha-
bitualmente se encontra descrito sébre sistemas nervosos ja estudados
no microscopio eletronico (39) Segue-se uma descricdo das células
que constituem o arco nervoso do p.a.

1) Na regido intra-epitelial (Fig. 23), encontram-se células
(CNvI) caracterizadas pelos seguintes elementos:

1. Membrana celular — dificil de se distinguir, pela exigiida-
de do citoplasma e pela proximidade com membranas que circundam
0 nucleo e com a prépria membrana nuclear Algumas vézes, porém,
(mc, Figs. 23 e 24) apresenta-se dupla com ca. de 200 angstroms de
espessura.

2. Matriz citoplasmatica — na maioria das nossas microgra-
fias, a matriz citoplasmatica dessas células se apresenta reduzidissi-
ma; eventualmente, porém (Figs. 23, 24 e 25), aparecem porcdes
de citoplasma, granulados com os elementos habituais, a saber: mito-
condrias, inclusdes e formagdes vesiculares. Em tdmo do nicleo sem-
pre aparecem elementos em forma de membranas, que provavelmente
formam o sistema do reticulo endoplasmatico. A maioria do citoplas-
ma das células estq, porém, contida nos longos processos delgados
que derivam destas e se ramificam extensivamente, enchendo o cam-
po das micrografias (Figs. 23 e 24)

3. Nulcleo — o nlcleo é o elemento predominante, tomando
quase toda a célula, visivel tanto em cortes transversais (N, Fig. 25),
como em longitudinais (N, Fig. 23) Tem forma alongada nas sec-



¢bes transversais, com 4 a 6 microns de diametro, denteado, carac-
terizado por um ndcleoplasma muito denso, constituido por parti-
culas osmiofilicas, arredondadas ou de forma irregular, com um dia-
metro de ca. de 150 angstroms; particulas preferencialmente concen-
tradas junto & membrana nuclear, mas que também se encontram dis-
tribuidas por todo o nucleoplasma, ou isoladas ou mais freqiente-
mente em grupos. As vézes, elas se encontram tdo juntas umas as
outras, que ddo mais a idéia de uma trama do que de particulas dis-
cretas. Nucléolo bem distinto (n, Fig. 25), delimitado por um aden-
samento de material opaco, que pode provavelmente ser cromatina.

4  Mitocbndrias — sdo ocasionais e raras, com ca. de 0,4 mi-
crons de diametro (m, Fig. 24) Possuem dupla membrana e um sis-
tema de ca. de cinco cristas internas. Forma oval ou irregular.

5. Reticulo endoplasmatico — circundando o nicleo, hd um
sistema de duas a trés lamelas com dupla membrana com uma dis-
tdncia interlamelar de ca. de 120 angstroms, que formam o sistema
do reticulo endoplasmatico.

6. Inclusbes — aparecem associadas a essas células, duas es-
pécies de formacdo de natureza ndo identificada: a) formacdes mul-
tivesiculares de grandes dimensdes (de 0,5 a 2 microns), circunda-
das por uma membrana e apresentando no seu interior numerosas ve-
siculas e granulos (FVe, Fig. 23); b) corplsculos densos, limitados
por uma membrana bem distinta (I, Figs. 23 e 24)

I1) Atravessando a camada de tecido conjuntivo as células
completas escasseiam, aumentando tremendamente a regido dos pro-
cessos citoplasmaticos. Esses processos, muito delgados e sinuosos,
com ca. de 500 angstroms de espessura, apresentam uma membrana
de ca. de 100 angstroms de espessura e uma parte interna de menor
dei.sidade (Figs. 23, 24 e 25)

I11)  Na regido do tecido muscular, camadas désses processos
e céiulas, como aquelas que serdo descritas na zona do endotélio se
alternam com as células musculares (Figs. 26 e 27) Cada célula mus-
cular parece poder estar em contacto com células nervosas em véa-
rias regibes ao longo de sua periferia. Esse tipo de relacdo, entre
células musculares e nervosas é bem ilustrado na Fig. 27



V) Aproximando da zona do endotélio encontram-se célu-
las de grandes dimensdes (CNv2) caracterizadas pelos seguintes ele-
mentos:

1. Membrana celular — dupla, com ca. de 150 angstroms de
espessura e de contorno muito ondulado (mc, Fig. 26)

2. Matriz citoplasméatica — abundante comparada com a do
primeiro tipo de células nervosas (CNvl) Além do nucleo, mito-
condrias e membranas, existem vacuolos que podem pertencer ao
reticulo ou ao aparelho de Golgi. O citoplasma é dotado de micro-
granulos, agregados em pequenos grupos em téda a extensdo. Asse-
melham-se na aparéncia e nas dimensdes aos descritos por PALA-
DE (43) (Figs. 26 e 27)

3. Nudcleo — de grande dimensdo (de 4 a 5 microns de dia-
metro) e ocupando a posi¢do central da célula. A caracteristica
mais marcante do nlcleo, o que alias permite que se identifique és-
se tipo de célula com facilidade, é a membrana nuclear, de contorno
irregular e profundamente indentada; o nGcleoplasma é levemente
granuloso. Nucléolo ndo evidente, mas h& aglomerados de granulos
que se acham espalhados por todo o nucleoplasma.

4. Mitocondrias — as mitocdndrias désse tipo de célula apre-
sentam uma membrana externa bem distinta, de densidade considera-
velmente maior que a da matriz mitocondrial, a qual se apresenta
mais ou menos com a mesma densidade do citoplasma. Poucas cris-
tas internas. Nas seccgdes transversais tém forma arredondada, mas
aparecem algumas vézes, com forma ovoidal (m, Figs. 26 e 27)

5. Reticulo endoplasmatico — em térno do nucleo, circundan-
do-o completamente, existem lamelas com dupla membrana de ca. de
100 angstroms de espessura, que formam o reticulo endoplasmatico
(Fig. 26) As dimensdes dos constituintes désse reticulo assemelham-
se as do reticulo das células nervosas (CNvl)

6. Aparelho de Golgi — elementos que poderiam ser identi-
ficados como constituintes do aparelho de Golgi aparecem poucas vé-
zes nesse tipo de células.



C — Discussao

Segundo os trabalhos de SMITH (61, 62, 64, 65) e de BARG-
MANN et al. (1), o sistema nervoso dos Equinodermes € um sistema
extremamente complexo. SMITH (62) apresenta, como resultado
de seus trabalhos em microscopia Optica, os caracteristicos principais
do arco nervoso dos p.a. de Asteroides especialmente de Astropecten
irregularis (Pennant) que compreenderia: células sensoriais e elemen-
tos associados no epitélio externo; neur6nios motores localizados no
endotélio; a conexdo do neurdnio motor com os elementos associados
far-se-4 por prolongamentos que SMITH chama, impropriamente,
de neurofibrilas que penetram os tecidos conjuntivo e muscular, che-
gando até o endotélio.

A identificacdo das células nervosas do p.a. da Asterina por
microscopia eletronica é dificultada pelos seguintes fatores: 1.°) néo
se ter uma concentracdo de células em uma determinada regido, de
modo a se poder examina-la por uma técnica especial de disseccdo
como é possivel em outros animais (39); 2.°) enquanto por mi-
croscopia 6ptica é possivel individualizar os componentes nervosos
de um tecido por meio de técnicas especiais de impregnagdo, ainda
ndo se tem técnicas dessa natureza para o caso da microscopia ele-
trénica, o que torna dificil o reconhecimento de elementos do teci-
do nervoso, quando ndo sdo conhecidos os seus caracteristicos mor-
foldgicos especificos em cortes ultrafinos; 3.°) o grande comprimen-
to dos ax6nios, a forma sinuosa dos mesmos e o fato de intrapene-
trarem diferentes tecidos, os torna de dificil reconhecimento em cor-
tes ultrafinos. Em vista désses fatos e devido a falta de dados na
literatura de microscopia eletrénica sébre o sistema nervoso dos p.a.
de Equinodermes, procurou-se fazer a identificacio do mesmo nas
micrografias eletrdnicas com base nas relagdes topograficas descri-
tas por SMITH nos seus trabalhos classicos (62, 65) Desta for-
ma, procurou-se identificar elementos que correspondessem aos axo-
nios em fita de SMITH, pela proximidade com o tecido conjuntivo
nas micrografias eletrénicas..

Assim na Fig. 25 pode-se observar a presenca de celulas e de
prolongamentos citoplasmaticos (PC) vizinhos as fibras colagenas
(FC) do tecido conjuntivo. A Fig. 25 mostra o tecido conjuntivo



em contacto direto com uma célula nervosa, sendo que a ancora-
gem descrita por SM1TH é evidenciada também pela microscopia
eletrénica. O que é particularmente interessante é o fato dessas cé-
lulas nervosas apresentarem grandes nucleos, o que faz supor serem
elas os corpos celulares (cell bodies), que SMITH teve dificuldade
em distinguir em Astropectem irregularis. Com base nessa hipdtese*
os axbnios em fita de SMITH seriam aqueles processos citoplasma-
ticos lamelares designados por (PC), que se podem ver nas Figs.
23, 24, 25 e 27 que saem como prolongamentos dos neurdnios
(CNvI)

As caracteristicas principais dos axdnios em fita de SMITH
(65) sdo as seguintes: existe um sistema de ax6nios em forma de
fita que inervam o p.a. e a empola; as fibras mais superficiais dos
musculos retratores do p.a. sdo acompanhadas ao longo de grande
parte de seu comprimento por &sses axbnios em fita, os quais se-
gundo ésse autor, podem ser visualizados em preparacdes tratadas
com coloragdo vital; as superficies chatas das fitas tém uma orien-
tacdo radial em relacdo ao diametro transversal do p.a., e das ares-
tas internas partem ramificacOes laterais que inervam as fibras mais
profundas da camada muscular; outras proje¢des menores fixam o0s
axbnios em fita ao tecido conjuntivo da parede do pé. Por outro
lado, SMITH afirma ser raramente possivel identificar com certeza
a posicdo e as relagdes dos corpos das células désses ax6nios.

O numero e a distribuicdo dos prolongamentos observados em
microscopia eletrébnica sdo bem ilustrados nas Figs. 23 e 24. Um
fator adicional para essa identificacdo sdo as formagbes vesiculares,
(FVe) que apresentam (Fig. 23) A interrelagdo désses prolonga-
mentos com o tecido muscular é posta em evidéncia na Fig. 27, on-
de se v& o contacto entre uma célula muscular e ésses prolongamen-
tos, além da proximidade com um neurbnio motor que vai inervar
a zona do endotélio.

A observacdo mais importante decorrente da hipotese désses
prolongamentos citoplasmaticos serem os axodnios em fita de SMITH
€ a estreita relacdo que apresentam com as células glandulares se-
cretoras de muco como é claramente mostrado na Fig. 24, na qual
se tem varios prolongamentos da célula nervosa, terminando numa
cavidade onde se encontram varios granulos, e se v& o contacto di~



reto entre um désses prolongamentos e a parede externa de um gré-
nulo. Este fato sugere a existéncia de uma conexdo direta entre a
célula secretora de muco e o sistema nervoso, 0 que possibilitaria
uma resposta imediata a um estimulo, para a secrecdo dos granulos
de muco.

As observacdes feitas com o microscopio eletrdbnico fornecem
indicagbes suficientes para se admitir a existéncia de dois tipos de
células nervosas distintas, situadas, respectivamente na zona do epi-
télio (Fig. 23) e préximas ao endotélio (Fig. 26), ligadas por pro-
longamentos que sdo expansfes do citoplasma das primeiras e atra-
vessam as camadas do tecido conjuntivo (Figs. 23, 24 e 25) Por-
tanto, existe uma concordancia entre os estudos de SMITH (62)
quanto as caracteristicas do arco nervoso do p.a. das Estréias do
Mar e as observagbes ao microscopio eletrébnico no p.a. da As-
terina. Parece ser possivel estender as conclusbes de SMITH (62,
65) para o caso da Asterina, i. é, 0 arco nervoso da musculatura
compreenderia: células sensoriais do epitélio que transmitiriam exi-
tacdo por meio de seus prolongamentos, que seriam o0s ax0nios em
fita de SMITH, aos neurbnios associados do plexo nervoso sub-
epitelial e dai aos neur6nios motores situados na regido do endotélio.

Capitulo Vv
TECIDO CONJUNTIVO
A — Microscopia optica (Figs. 28 e 29)

A camada de tecido conjuntivo do p.a. da Asterina, situada en-
tre as camadas nervosa e muscular, percorre todo o comprimento
do peddnculo. Na parte distai, expande-se para participar da for-
macdo da ventosa. Na Fig. 29, vé-se bem a sua posicdo (Cj) em
relacdo a camada nervosa (Nv) e a camada muscular (Mu) Na
ventosa, existe uma trama de fibras circulares e longitudinais (Fig.
4) A parte circular é apresentada na Fig. 28, percebendo-se tdda
uma massa de fibras, provavelmente coladgenas, como serd depois
claramente mostrado no microsqépio eletrénico; veem-se nulcleos
grandes e ovais de 3 a 4 microns de didmetro, adjacentes a super-



ficie dos feixes de fibras (N, Fig. 28) Trata-se com certeza das
células do tecido conjuntivo ou fibroblastos. Na ventosa, a camada
longitudinal de conjuntivo infiltra-se entre camadas de células epi-
teliais, formando entre elas pilares, como se viu na Fig. 4 de epité-
lio. NICHOLS (33, 34), descreve, para a maioria dos p.a. dos
Equindides, a existéncia de um espaco entre as camadas nervosas
e a camada seguinte, cuja funcdo seria a de permitir que os elemen-
tos contrateis, no centro do peddnculo, operem independentemente
do epitélio. Esse espaco ndo existe no p.a. da Asterina. Portanto,
a camada de tecido conjuntivo deve ter a possibilidade de se flexio-
nar suficientemente para acomodar as dobras do epitélio, quando os
musculos se contraem. As camadas de conjuntivo do p.a. da Asterina,
em uma seccdo vdo, portanto, depender do seu estado de contracdo.
Nas preparagbes estudadas (animais narcotizados) essa camada tem
ca. de 20 microns em todo o comprimento do peddnculo, atingindo,
porém, na ventosa algumas centenas de microns.

B — Microscopia eletrénica (Figs. 30 e 31)

Dentro das camadas de tecido conjuntivo, pode-se reconhecer
as seguintes estruturas: uma membrana basilar que separa esta cama-
da do tecido muscular, as células do tecido conjuntivo ou fibroblastos
e as fibras coldgenas. N&o puderam ser reconhecidas fibras elas-
ticas, nem outras células do tecido conjuntivo sendo os fibroblastos.
As fibras colagenas aparecem muito melhor em material fixado com
tetroxido de dsmio do que no tratado com permanganato,

A membrana basilar constitui-se de uma camada delgada de ca.
de 1 micron de espessura, de densidade eletrdnica média, que corre
aproximadamente paralela & membrana celular das células muscula-
res. Essa membrana apresenta-se ligeiramente filamentosa. Os com-
ponentes do tecido conjuntivo sdo encontrados usualmente adjacentes
a membrana basilar. Assim, fibras coldgenas podem ser vistas na Fig.
35 em contacto com essa membrana. Essas unidades sdo, entretan-
to, facilmente distinguiveis da membrana e ndo se observa, em ne-
nhum lugar, uma fusdo com a mesma.

Os fibroblastos apresentam-se como células alongadas, de con-
torno irregular, contendo, além dos elementos normais, reticulo en-



doplasmaético, aparelho de Golgi e inclusdes (re, G, I, Fig. 30); mui-
tas vézes, sdo encontrados isolados e separados por fibras colagenas
extracelulares; outras vézes, aparecem adjacentes uns aos outros.

1  Membrana celular — os fibroblastos apresentam uma mem-
brana celular dupla, comumente bem distinta (Fig. 30) Essa mem-
brana apresenta, porém, consideravel variacdo na aparéncia, mesmo
em uma mesma célula: é mal definida, algumas vézes quase nao
discernivel em porgbes apreciaveis da borda da célula. Quando é
bem definida, apresenta-se com ca. de 100 angstroms de espessura.

2. Matriz citoplasméatica — o citoplasma dos fibroblastos é
cheio de vaclolos, fino e uniformemente granuloso, com grénulos
de ca. de 150 angstroms de didmetro (Fig. 30)

3 Ndcleo — oval, com membrana definida, algumas vézes
dupla; em algumas células (N, Fig. 30), a membrana celular é se-
parada da membrana nuclear simplesmente por uma camada muito
delgada de citoplasma.

4. Mitocbndrias — de localizagdo variada, de forma oval
alongada, apresentando ca. de cinco cristas mitocondriais. Tém ca.
de 0,4 microns de didmetro (m, Fig. 30)

5 Reticulo endoplasmatico — pouco desenvolvido (re, Fig.
30); sdo encontrados poucos perfis alongados de forma tubular, com
as particulas de Palade agregadas. Aparecem também poucas ve-
siculas .

6. Aparelho de Golgi — ocorre nas vizinhangas do nucleo
(G, Fig. 30); constitui-se por vaclolos grandes, rodeados por um
pequeno nimero de membranas empilhadas muito perto umas das
outras, acompanhadas por granulos de pequena densidade e por
pequenas vesiculas. Existem vactolos e vesiculas de diferentes di-
mensdes e formas, a maioria dos quais podem também ser por¢Ges
de reticulo endoplasmético e/ou do aparelho de Golgi.

7 Inclusdes — observam-se, com pouca freqiéncia, corpUs-
culos densos, de dimensdes e forma irregulares, no citoplasma dos fi-
broblastos (I, Fig. 30) Essas incluses, de natureza desconhecida,
ndo apresentam estrutura tipica, mas pode-se distinguir uma mem-
brana limite.

As fibras colagenas do tecido conjuntivo aparecem como uni-
dades cilindricas de varios microns de comprimento. O diametro des-



sas fibras mede de 400 a 600 angstroms. Dispdem-se em grupos de
feixes, organizados paralelamente ao seu comprimento, sendo perfei-
tamente separadas dos fibroblastos pela membrana celular respectiva.
Em cortes e resoluges favoraveis distinguem-se bem o seu periodo
tipico (Fig. 31) Parece ndo haver direcdo preferencial dos feixes
de fibras colagenas no tecido conjuntivo do p.a., pois, em um mes-
mo corte e em uma mesma micrografia (Fig. 31), ocorrem em sec-
¢bes longitudinais e transversais. Os periodos tipicos das fibras cola-
genas, representados pelas bandas a e b, estdo espacados por inter-
valos ndo perfeitamente uniformes de ca. de 660 angstrons. As fi-
bras colagenas apresentam um perfil arredondado de textura homo-
génea (Fig. 31) O aspecto das fibras em algumas micrografias ele-
tronicas em corte transversal sugere a existéncia de uma membrana
limite com espessura de ca. de 50 angstroms (Fig. 31)

Podem ser distinguidos filamentos extracelulares ao lado e en-
tre as fibras coldgenas do conjuntivo (f, Fig. 30); ésses filamentos,
muito delgados, com ca. de 200 angstroms de diametro, em cortes
longitudinais aparecem como fios finos e em cortes transversais como
pontinhos densos. Assemelham-se aos filamentos observados (22) no
citoplasma de certos fibroblastos. Parecem apresentar uma relacéo
definida com as fibras colagenas, confundindo-se com elas (Fig. 30).

C — Discussao

Deve-se salientar a inexisténcia de outras células, no tecido con-
juntivo, sendo os fibroblastos, que aparecem sempre como uma Ccé-
lula perfeitamente separada de outros elementos do referido tecido,
por uma membrana celular bem distinta (Fig. 30) E’ uma mem-
brana dupla provida de uma camada menos densa entre as duas uni-
dades .

As fibras colagenas foram sempre observadas localizadas extra-
celularmente em relagdo aos fibroblastos (Fig. 30) Como ja foi ob-
servado por RHODIN e DALHAM (55), em secg¢des longitudinais,
as fibras coladgenas apresentam uma vaga indicagdo de membrana
externa limite (Fig. 31), sendo mais pronunciada em secgbes trans-
versais. Nas secgOes transversais, as fibras coldgenas do tecido con-
juntivo do p.a. foram vistas como tendo perfil arredondado ou oval,



uniformemente denso; assim, ndo apresentam indicacdo alguma, quer
em seccdo transversal ou obliqua de possuir uma estrutura tubular
vazia tal como KENNEDY (25) descreveu. N&do foram observados
filamentos na matriz citoplasmatica dos fibroblastos como foi des-
crito por KARRER (22) Entretanto, foram vistos filamentos del-
gados junto ou entre as fibras coldgenas em intima associagdo com
as mesmas. Estes poderiam, como sugeriu KARRER (22), corres-
ponder aos filamentos de aspecto semelhante, obtidos durante os pro-
cessos de purificacdo ou durante a reprecipitacdo de colageno.

No que se refere a membrana basilar pode ser considerada como
uma porcdo especializada do tecido conjuntivo. O fato de ter ori-
gem no tecido conjuntivo é sugerida pela intima relacdo topogréafica
com as células do tecido conjuntivo e por sua similaridade com cer-
tas camadas de fina estrutura filamentosa que envolvem os fibro-
blastos .

Dada a ultraestrutura désse tecido conjuntivo, isto é, presenca
de numerosos feixes de fibras coldgenas que o atravessam extensiva-
mente nas mais variadas diregfes (Fig. 25) formando uma verdadei-
ra trama; a auséncia das fibras elasticas; as interrelacGes désse teci-
do com o tecido nervoso e muscular, pode-se sugerir as fungbes espe-
cificas que teria no mecanismo de funcionamento do p.a.: prover uma
superficie suporte para o acondicionamento dos outros tecidos; cons-
tituir um arcabougo flexivel, o qual manteria a forma do p.a.; por
intermédio da trama de fibras colagenas, agiria como uma verdadeira
cinta em tdrno da camada muscular, possibilitando ao p.a. disten-
der-se e contrarir-se consideravelmente conservando sua forma ci-
lindrica (34, 62)

Capitulo VI
TECIDO MUSCULAR
A — Microscopia 6ptica (Figs. 32 e 33)
Internamente a camada de tecido conjuntivo, existe no p.a da

Asterina, uma camada muscular lisa bem desenvolvida, que se es-
tende continuamente por todo o pedlnculo. Em animais aneste-



siados, essa camada constitui ca. de um térco da parede do p.a.
(Fig. 1) E’ uma camada muscular longitudinal, de células longas,
com ca. de 100 microns de espessura, as fibras individuais medindo
de 2 a 6 microns de didmetro. As fibras tém origem e se inserem
na camada conjuntiva (Fig. 33), a qual sdo ligadas, ou ao longo
de todo o seu comprimento (Fig. 1) ou em suas extremidades (Fig.
33) O comprimento médio destas células no estado relaxado ¢é
dificil de se estimar a partir das micrografias dpticas, pois se en-
contram onduladas, devido ao estado de contragdo (Fig. 32) Pro-
vavelmente, porém, se trata de células extremamente longas que per-
correm grandes distancias, o que é sugerido pelo ndmero reduzido
de nucleos que apresentam (Figs. 32 e 33) Esses nlcleos tém
forma ovalada, densidade maior do que a parte fibrilar da célula,
medindo ca. de 4 microns de comprimento e 2 microns de diame-
tro. Ocupam, de preferéncia, posicdo periférica e dispdem-se ao
longo do comprimento da fibra, mais ou menos paralelamente uns
aos outros (Fig. 32) As células sdo longas, de contorno ondulado,
com membrana celular bem distinta e apresentam poucos nucleos.
A camada muscular é separada da cavidade do peddnculo do p.a.
por uma delgada camada de endotélio. A Fig. 33 mostra a dispo-
sicdo das camadas muscular e conjuntiva; em certos trechos perce-
be-se bem claramente a membrana basilar que as separa. As Figs.
39, 40 e 41 mostram a relacdo entre as camadas muscular e endo-
telial.

B — Microscopia eletronica (Figs. 34 a 38)

O tecido muscular liso do p.a. da Asterina compfe-se de cé-
lulas individualizadas, com delimitacbes bem definidas. Dispde-se
bem juntas umas as outras, como se pode ver na Fig. 34, que é um
corte transversal do tecido fixado com permanganato: os miofila-
mentos ndo estdo bem visiveis, mas a disposicdo das células umas
em relacdo as outras estd bem preservada. Essa observagdo confir-
ma os resultados de LAVALLARD com o musculo da lanterna
de Aristdteles do Ourico do Mar (27) quanto a rejeicdo da orga-
nizacdo sincicial, rejeicdo essa que CAESAR et al. (5) ja& haviam
estabelecido para os vertebrados. As células musculares lisas, en-



volvidas por um delgado sarcolema, estdo organizadas em duas por-
¢cdes distintas, bem nitidas em preparagbes fixadas em permanga-
nato, como mostra a Fig. 34: a porgdo constituida pelos miofila-
mentos e a porcdo onde se encontram o sarcoplasma, nudcleo e ele-
mentos citoplasmaticos. Em geral, as células sdo circundadas por
uma porcdo estreita de sarcoplasma e se acham ocupadas quase to-
talmente pelos miofilamentos; em certas regides, o citoplasma se
abre, formando verdadeiras bolsas (Figs. 36 e 37), onde se encon-
tram o nudcleo, mitocdndrias e particulas discretas muito finas, que
podem ser de glicogénio.

Os miofilamentos da célula muscular e as fibras do tecido con-
juntivo sdo completamente independentes e sempre separados por
uma membrana espéssa e bem definida (mb, Fig. 35) Quando
junto ao tecido conjuntivo, as fibras musculares lisas apresentam,
na zona de contacto, uma formacdo peculiar em Y (Fig. 35)

A célula muscular lisa é constituida pelos seguintes elementos:

1  Sarcolema — observando-se as células musculares com pe-
quenos aumentos, vé-se uma membrana mais ou menos continua en-
volvendo cada célula; éste sarcolema, que ocasionalmente é duplo,
mede ca. de 150 angstroms de espessura, e tem contorno ondulado,
cheio de dobras e invaginagbes, onde, as vézes, se encontram locali-
zadas vesiculas, provavelmente componentes do reticulo sarcoplas-
matico (re, Fig. 38)

2. Sarcoplasma — tem aparéncia homogénea; as miciogra-
fias do material fixado com permanganato (Fig. 34) mostram uma
independéncia completa entre os miofilamentos e o sarcoplasma, on-
de estdo situadas as mitocOndrias e os possiveis elementos do reti-
culo sarcoplasmético. Apesar de, em certas regides, a maior parte
do corpo da célula ser ocupada por fibrilas, associadas tdo junta-
mente que ndo se pode perceber nada entre elas (mf, MF, Figs.
35 e 38), a area ocupada pelo sarcoplasma das células musculares
do p.a. da Asterina é notdvel, se comparada com a propor¢cdo ocupa-
da pelo sarcoplasma em outras células de mdasculo liso (Figs. 36
e 37) Nas micrografias do tecido fixado com tetroxido de dsmio,
0 sarcoplasma apresenta particulas de dimensbes variadas, distri-
buidas uniformemente (Figs. 36 e 37)



3  Nucleo — as células musculares do p.a. da Asterina con-
tém muito pouco nacleos; quando, porém, a seccdo de corte passa
através de um nucleo, éste se encontra ocupando posicdo periférica,
numa espécie de bdlsa formada pelo sarcoplasma (Fig. 37); tem a
forma ovoide alongada e dupla membrana; as membranas externa
e interna apresentam ca. de 150 angstroms de espessura, sendo o
espago perinuclear entre elas de ca. de 100 angstroms. O ndcleo-
plasma é granulado, com particulas de dimensfes variadas, con-
tendo agregados periféricos de cromatina, com contorno mal defi-
nido. N&o foram observados nucléolos.

4. Mitocdndrias — a célula muscular do p.a. da Asterina
contem um numero razoavel de mitocondrias, com localizagBes pre-
ferenciais: na periferia (m, Fig. 34), e nas bolsas de sarcoplasma
(m, Figs. 36 e 37) As mitocdndrias apresentam formas diversas
(ovais, arredondadas, achatadas) e diferentes dimensfes (0,3 a 2
microns de diametro) Havendo varias localizagBes é possivel que
a grande variacdo nas dimensdes seja devida ao angulo de incidén-
cia das seccBes; estas mitocdndrias parecem ser constituidas por
uma membrana dupla, de ca. de 200 angstroms de espessura, que
a separa do resto do sarcoplasma; de um sistema de membranas in-
ternas (cristas mitocondriais) com ca. de também 200 angstroms
de espessura, que, em secgOes transversais, apresentam de 5 a 10
cristas (Fig. 37); e de uma matriz homogénea que preenche o es-
paco circundado pela membrana da mitocéndria, cuja densidade néo
difere muito da do sarcoplasma.

5. Reticulo sarcoplasmatico — a presen¢ga de um sistema de
reticulo sarcoplasmético ndo pOde ser perfeitamente estabelecida pa-
ra o masculo liso do p.a. da Asterina. Entretanto, no sarcoplasma,
imediatamente adjacente ao sarcolema, foram observadas vesiculas
organizadas de uma maneira linear, como pode ser visto na Fig. 34;
sdo vesiculas de forma ovdide, com dimensbes de ca. de 0,2 mi-
crons, com o eixo maior paralelo ao comprimento da fibra (re, Figs.
34 e 38) e limitadas por uma membrana constituida por uma Unica
linha densa. Parecem estar separadas umas das outras, mas existe
a possibilidade de estarem ligadas por um sistema de canais inter-
nos. Entretanto, ndo foi observado nada que se assemelhasse ao re-



ticulo no interior da porgdo contratil dessa célula muscular lisa, co
mo ocorre nas células musculares estriadas (8)

6. Desmosomas — o musculo do p.a. da Asterina apresenta
zonas especializadas ou desmosomas, de espessamento local do sar-
colema, com ca. de 0,1 microns de espessura; o sarcolema nessas
regibes aparece como uma camada opaca, osmiofilica, que apre-
senta continuidade com a membrana que cobre téda a superficie
da célula muscular Essas regifes especializadas, semelhantes aos
desmosomas do epitélio do p.a. de Asterina, que ja foram observa-
das em varios tecidos (12, 15, 37, 50) e também em musculos lisos
de vertebrados (5) e por LAVALLARD nos invertebrados (27),
onde aparecem com um contraste e uma precisdo notaveis, tém uma
estrutura consistindo de duas partes distintas: cada meia estrutura
apresenta um espessamento de certa area da membrana celular por
meio de acumulagdo de um material denso no citoplasma subja-
cente. As duas metades sdo separadas por um espaco constante, de
ca. de 200 angstroms. No musculo do p.a. da Asterina, os desmo-
somas estdo irregularmente dispostos ao longo da superficie da cé-
lula e ndo tém relagdo especial com outros elementos do sarcoplasma.

7 Miofilamentos — os miofilamentos ndo se acham organiza-
dos em miofibrilas, mas individualizados e paralelos ao comprimento
da fibra, porém de uma maneira muito menos regular do que no
caso dos musculos estriados; na maioria das A&reas, torna-se dificil
poder seguir um filamento individual por distancias longas. Isto
poderia também ser devido a outras causas: 1.°) porque sendo mui-
to delgados, assim como as secgdes do tecido, provavelmente dei-
xam o plano da sec¢do ao longo do seu curso; 2.°) devido a sua deli-
cadeza, poderiam ser perturbados na sua organizacdo e distorcidos
durante a preparacdo do espécimen. Pode-se observar nas micro-
grafias uma variacdo na direcdo do corte em relagdo ao compri-
mento da célula (Fig. 35), o que d& uma variacdo continua de as-
pecto, podendo-se notar os filamentos desde os seccionados longitu-
dinalmente até os que se apresentam apenas como pontos densos,
que representam o tbpo cortado désses filamentos, caracteristicos
dos cortes transversais: ai mostram, geralmente, uma forma arre-
dondada ou oval, com ca. de 100 milimicrons de diametro. Foram
observados bem distintamente dois tipos de filamentos: filamentos



espéssos com didmetros de 250 a 1.000 angstroms e filamentos del-
gados com ca. de 50 angstroms de espessura (MF, mf, Figs. 36 e
38) Parece existir uma correspondéncia definida entre a obser-
vagdo das areas do sarcolema que contem desmosomas e a presen-
ca dos miofilamentos. Pode-se observar que miofilamentos, diver-
gindo de miofilamentos vizinhos, terminam na substancia densa dos
desmosomas (Figs. 36 e 38)

8. Formacgbes densas — entre os miofilamentos do tecido
muscular do p.a., encontram-se freqlientemente, areas densas, pe-
quenas, ovoides em seccdo transversal (FD, Fig. 35), fusiformes
ou filamentosas em seccdo longitudinal (Figs. 36 e 38), com ca.
de 0,2 microns de comprimento e 0,1 microns de diametro. Essas
estruturas, ja descritas na literatura para muasculos lisos de verte-
brados (5, 48, 49) e invertebrados (17, 24, 58) tém recebido no-
mes diversos: “dark spots” (5) “dense bodies” 24) “formations
denses” (58) “dense areas” (48) Essas formacgGes se dispGem no
p.a., paralelamente ao eixo da fibra e apresentam uma distribuicdo
mais ou menos regular ao longo do comprimento dos filamentos
(FD, Fig. 36) N&o parecem apresentar nenhuma ligacdo com a
membrana celular, nem com os miofilamentos.

C — Discussao

1) As observagdes feitas mostram que o musculo liso do p.a.
da Asterina apresenta como caracteristicas principais: fibras excep-
cionalmente longas; existéncia de dois tipos de miofilamentos de dia-
metros diferentes; presenca de regides especializadas de contacto
entre duas células ou desmosomas, no sarcolema; formacdes densas
de contornos mal definidos entre os miofilamentos; auséncia ou pou-
co desenvolvimento do reticulo sarcoplasmatico; auséncia do apa-
relho de Golgi; nimero razoavel de mitocondrias.

2) As células musculares da Asterina apresentaram na sua
porcdo contratil dois tipos de filamentos de espessuras diferentes.
Os mais espéssos medem de 250 a 1.000 angstroms e os mais del-
gados sdo de ordem de 50 angstroms de diametro. As fibras per-
tencem, portanto, ao tipo classico de fibras musculares lisas com fi-
lamento de duas espessuras. De acérdo com a teoria de HANSON



¢ HUXLEY (16) a contragdo dos musculos estriados se daria pe-
lo deslisamento dos filamentos delgados entre os espagos dos fila-
mentos espéssos. Um ponto que parecia importante nesta hipotese
era necessariamente a presen¢a de dois tipos de filamentos. HAN-
SON e LOWY (18) mostraram que as duas espécies de filamen-
tos ocorrem em uma variedade de mdusculos lisos de diversos ani-
mais. Assim, foi sugerido que um mesmo mecanismo de deslisa-
mento entre as duas espécies de filamentos, seria responsavel pela
contracdo em musculos lisos e estriados. Isto poderd indicar, por-
tanto, um mecanismo de contracdo para o musculo liso do p.a. por
deslisamento dos elementos contrateis.

3) Foram observadas na porcdo contratil das células muscula-
res da Asterina, entre os miofilamentos, diversas formacdes densas,
difusas, semelhantes as que vém sendo descritas na literatura para
musculos lisos de diversos vertebrados e invertebrados, com denomi-
nacBes diferentes. Essas formacBes densas encontram-se paralelas ao
eixo da fibra, sdo, em geral, fusiformes e encontram-se distribuidas
mais ou menos regularmente. Foi sugerido por SILVEIRA (58) que
ndo havendo essa formagdo sido descrita para todos os musculos li-
sos, estejamos em face de uma substancia labil que se transforma qui-
mica e morfolégicamente no curso do ciclo de contragdo muscular e
que seria detetada somente ao microscopio eletrbnico sob certas con-
dicbes . Por outro lado, apesar de se encontrar entre os miofilamen-
tos, na porgdo contratil da célula muscular, foi concluido por PROS-
SER et al. (53), baseados em diversos tratamentos quimicos, que
essas formagbes densas consistem de proteinas ndo contrateis. Foi ob-
servado para o caso do musculo do p.a. da Asterina que essas forma-
¢des ndo apresentam relacdo alguma com os elementos celulares, co-
mo, alids, ja foi descrito por LAVALLARD (27) para o musculo
da lanterna de Aristoteles do Ourico do Mar. Assim, ha necessidade
de mais estudos antes de se considerar essas formacdes como sendo
um componente geral de todos os musculos lisos (27)

4) Observa-se, por outro lado, nos musculos lisos, regides es-
pecializadas, bem frequentes, de espessamento do sarcolema de duas
fibras vizinhas. Os componentes da membrana celular apresentam
diferencas que sdo provavelmente de grande significacdo para even-
tos eletrofisiolégicos. Essa ocorréncia de zonas especializadas em re-



gibes correspondentes de células adjacentes, sugere que elas desem
volvam fungdo especial na transmissdo de excitacdo intracelular. As-
sim PROSSER et al. (53), que consideram que essa transmissdo se
faca por um processo elétrico, pensam poder os desmosomas repre-
sentar caminhos de resisténcia relativamente baixa, entre fibras, du-
rante a conducdo. No musculo liso do p.a. da Asterina, as interfaces
dos desmosomas poderiam conter material denso amorfo como ja
foi sugerido por FAWCETT e SELBY (12), mas nenhuma estrutura
intersticial péde ser observada. Notou-se, entretanto, como ja havia
sido observado por LAVALLARD (27), que existe uma relacdo po-
sitiva entre os desmosomas e o elemento contratil da célula muscular,
pois os desmosomas sempre coincidem com a presenca dos miofila-
mentos. Portanto, pode-se pensar que neste caso os desmosomas tém
um papel definido na contragdo muscular. Outra possivel fungdo pa-
ra os desmosomas, como também foi sugerido por PROSSER (53),
seria uma funcdo mecénica, a fim de manter as fibras musculares
coesas como ja foi observado para outros tecidos (12, 15, 37, 50)
e, no caso particular da Asterina, para o epitélio do p.a.

5) As formacdes peculiares em Y descritas na Fig. 35
provavelmente, regibes onde existe uma fixacdo ou ancoragem do te-
cido muscular no tecido conjuntivo de forma a evitar o deslisamento
de um em relacdo ao outro durante a contracdo do p.a.

Capitulo VII
TECIDO ENDOTELIAL
A — Microscopis 6ptica (Figs. 39, 40 e 41)

A cavidade do p.a. é forrada por um endotélio (Ed), ciliado,
com ca. de 40 microns de espessura, de superficie muito irregular
e constituido lateralmente por poucas células. Nao é facil distin-
guir o limite entre as células endoteliais e a camada muscular (Mu),
pois, muitas vézes, elas parecem penetrar entre as fibras musculares
(Fig. 40) Tal dificuldade é, provavelmente, devida a presenca de
células nervosas nessa regido, como foi descrito no capitulo IV As
células endoteliais possuem nudcleo (N) ovalado, com ca. de 3 mi-



crons de didmetro e citoplasma com adensamento em toémo da re-
gido déstes; sdo providas na sua superficie livre de um numero re-
duzido de cilios (Ci) longos. As Figs. 39, 40 e 41 mostram o0 as-
pecto désse endotélio, e a sua relagdo com a camada de tecido muscular
(Mu); nota-se o aspecto irregular das células endoteliais superfi-
ciais (Ed), os seus nucleos (N), a densidade diferente do citoplas-
ma em tdmo déstes e os cilios (Ci) na superficie livre. Pode-se
perceber claramente o aspecto dessas células na camada externa,
contendo prolongamentos irregulares, caracteristicos de endotélios fa-
gocitares. Nessa mesma regido, aparecem outros nicleos arredon-
dados indicados, por (nv), maiores do que os primeiros (ca. de 4,5
microns), de cromatina muito mais densa. E’ provavel que perten-
cam as celulas nervosas, que estdo nessa regido: sempre que € pos-
sivel distinguir os nucleos das células que penetram entre as fibras
musculares (como aparecem bem claramente nas Figs. 40 e 41),
vé-se que sdo nudcleos que, provavelmente pertencem as células ner-
V0sas .

B — Microscopia eletronica (Figs. 42 a 46)

0 endotélio mostra, para as células situadas na superficie exter-
na, o mesmo aspecto irregular ja descrito para as preparagdes do mi-
croscopio éptico (Fig. 43) E’ constituido por uma camada celular
continua, que forra a cavidade do p.a., apresentando-se as células co-
mo blocos achatados, de didmetro de 3 a 4 vézes a altura das cé-
lulas; existem freqlientemente processos citoplasmaticos que se pro-
jetam na cavidade de p.a. (Figs. 42 e 43) Na superficie livre des-
sas células aparecem ciios, porém em nimero reduzido.

1 Membrana celular — de espessura de ca. de 100 angs-
troms, apresenta-se muito irregular, as vézes difici de ser distingui-
da; em raras por¢Ges do contorno da célula, percebe-se que essa
membrana é dupla. Contem comumente vérias vesiculas e invagi-
nagles, associadas a sua superficie interna (Ve, Fig. 42) Algumas
vézes essas invaginagBes sdo tdo grandes que constituem verdadei-
ras bolsas abertas para a cavidade (Fig. 46, flexa)

2. Matriz citoplasméatica — de aparéncia clara, devido a bai-
xa densidade, repleta de pequenas particulas densas que presumi-



velmente sdo de acido ribonucleico (43); essas particulas que me-
dem ca. de 100 angstroms, encontram-se dispersas, isoladas ou, al-
gumas vézes agrupadas em rosetas (Figs. 42, 45 e 46)

3. Ndcleo — grande, de 2 a 3 microns de diametro, arredon-
dado ou ovalado, com irregularidades na membrana; apenas numa
das micrografias o corte passa pelo nucléolo (n, Fig. 46); provido
de inGmeros granulos, de pequenas dimensdes e bastante densos. A
Fig. 46 mostra a membrana nuclear composta de duas linhas, com
um espaco mais claro entre elas.

4. Mitocéndrias — de forma arredondada ou ovoide, apre-
sentam dupla membrana limitante e um sistema de cristas internas
composta de ca. de 10 membranas (m, Fig. 46) Aparecem fre-
quentemente nas micrografias eletronicas, havendo, em média, seis
delas para cada célula nos cortes (Figs. 45 e 46) Sao bem regu-
lares quanto as dimensdes com ca. de 0,4 microns de didmetro.

5. Reticulo endoplasméatico — bastante desenvolvido, locali-
za-se principalmente em térno do ndcleo, formando longas mem-
branas duplas (re, Figs. 42 e 46) N&o foram observadas as par-
ticulas de Palade agregadas a essas membranas. Existem numero-
sos pequenos perfis ovais, arredondados e circulares que também
podem pertencer a ésse reticulo ou ao aparelho de Golgi.

6. Aparelho de Golgi — bem evidente em algumas micro-
grafias (Figs. 42 e 45) com membranas (Gm), vaclolos (Gv) e
granulos (Gg) E’ possivel que muitas das vesiculas e vaclolos en-
contrados no citoplasma pertencam a ésse aparelho, visto serem da
mesma ordem de grandeza.

7 Vesiculas — predominando na area citoplasmatica, apare-
cem pequenas vesiculas ou granulos de dimensdes variadas, com
borda externa mais escura e uma &rea central mais clara; os diame-
tros variam de 200 a 600 angstroms. Estas vesiculas foram primei-
ramente descritas por PALADE (41); assim, os endotélios que ndo
apresentam perfuracdes possuem caracteristicas estruturais que nédo
tinham sido apreciadas antes do estudo com o microscépio eletrd-
nico, pois PALADE (41) descreve, em adicdo aos componentes
usuais do citoplasma essas numerosas pequenas vesiculas que esta-
riam mais concentradas ao longo dos limites da célula onde apare-
cem alinhadas.



Ao contrario porém do que observou PALADE (41) e em
outros casos (2, 4, 30), a maioria dessas vesiculas no endotélio do
p.a. da Asterina se encontra no centro do citoplasma, distribuida ao
acaso em tdda a extensdo da célula (Ve, Figs. 42 e 45) N&o pa-
recem, porém, representar tlneis ou poros que se estendam através
da célula endotelial, mas simples vesiculas. Apesar de em menor
nimero, sdo também encontradas, algumas vézes, junto a membra-
na celular, na forma de verdadeiras balsas que se abrem para a ca-
vidade (Figs. 42 e 46), indicando a possibilidade de pinocitose; nes-
se caso, elas aproximam-se, chegando muitas vézes a se fundir com
a membrana celular limite da cavidade do p.a.

8. Inclusbes — encontra-se, com muita frequéncia no cito-
plasma dessas células endoteliais, um certo nimero de corpusculos
de contorno mal definido, em geral de grandes dimensdes e bas-
tante densos (l) Existe tdda uma transicdo envolvendo perda de
densidade e de dimensdes désses corplsculos. Provavelmente se re-
lacionam com as propriedades fagocitarias dessas células endote-
liais .

Foram também observadas formagdes que consistem de um
certo nimero de vesiculas de ca. de 300 angstroms de didmetro en-
volvidas por uma membrana. O didmetro total dessas formacdes
é ca. de 1,5 microns. A sua significacdo nessas células é desconhe-
cida.

9 Barras terminais e desmosomas — as células endoteliais
apresentam em certas areas de contacto, entre células adjacentes,
regides especializadas semelhantes as descritas para os tecidos epi-
telial e muscular do p.a. Essas regides caracterizam-se, como ja foi
também observado, por areas onde as membranas celulares de cé-
lulas apostas sofrem um espessamento, guardando entre si uma dis-
tdncia constante com acumulo de material citoplasmatico na parte
interna da area mais espéssa da membrana celular, a de filamentos
irradiando do material denso para o citoplasma de cada uma das
células. As vézes, isso se observa em tdda uma superficie de con-
tacto entre as duas células (BT, Fig. 43) constituindo uma barra
terminal que envolve completamente a célula; outras, apenas em
certas regides da superficie de contacto (D, Fig. 42), seriam um
desmosoma. Como no caso do epitélio, a espessura da membrana



celular nessas areas é de ca. de 150 angstroms, entre as duas mem-
branas especializadas, o espaco de material menos denso mede en-
tre 150 e 200 angstroms. N&o se observou interrupgdes nessas areas
especializadas.

10. Cilios — antes do uso do microscopio eletrénico, era fre-
quentemente dificil distinguir os cilios dos processos que sdo chama-
dos microvilosidades e que ja foram descritos no capitulo sbbre o
tecido epitelial; o critério mais usado tendo sido a presenca ou au-
séncia de mobilidade. Uma diferenciagdo definitiva pdde, entretanto
ser estabelecida depois do trabalho feito ao microscépio eletrénico
por FAWCET e PORTER (10) Assim, as microvilosidades com
suas estruturas relativamente simples, foram mostradas ser comple-
tamente diferentes dos processos mdveis chamados cilios. Com o
microscopio eletrébnico foi possivel observar que, em praticamen-
te tddas as formas de plantas e animais, os cilios apresentam estru-
turas internas semelhantes (10), compostas por um feixe de fila-
mentos, organizado paralelamente, em uma coluna delgada de pro-
toplasma, a qual é envolvida por uma membrana. Existem nove fi-
lamentos duplos e dois isolados em cada cilio. Os duplos encontram-
se uniformemente espagados em um anel em torno da periferia do
cilio, enquanto que o par de filamentos isolados estdo situados no
centro do cilio. Esse par é mais visivel em secgbes transversais. O
corpusculo basal dos cilios e suas conecgfes com éstes formam estru-
turas muito complexas (10)

As células do endotélio do p.a. da Asterina sdo providas na sua
superficie livre por um certo ndmero, ndo muito grande, de cilios
ligados a corpusculos basais (Fig. 44) A estrutura désses é seme-
lhante a descrita por FAWCETT e PORTER (10) Assim cada um
¢ formado por um arranjo longitudinal de filamentos incluidos em
uma coluna cilindrica de protoplasma, a qual, por sua vez, é envol-
vida por uma membrana; os filamentos sdo retos e paralelos e apre-
sentam uma densidade maior do que a matriz; como as sec¢des sdo
muito delgadas, somente trés ou quatro filamentos podem ser perce-
bidos nas secgdes longitudinais (Figs. 44 e 45), mas, em secgdes
transversais, as pontas de onze filamentos sdo perceptiveis (Figs. 42
e 43); dois désses sdo arranjados como um par no centro e nove em
um circulo em térno déles; o nimero désses filamentos € constante e



a disposicdo é precisamente a mesma para todos os cilios. Os fila-
mentos ndo atingem o corpulsculo basal, mas parecem terminar na
extremidade do cilio (Fig. 44); assim, o cliio e o seu corpusculo ba-
sal sdo distintos um do outro, mas se encontram, terminando conjun-
tamente, em uma espécie de articulacdo (Fig. 44)

C — Discusséo

1) A presenca de um certo nimero de corpusculos grandes e
densos, sem membrana definida e de diferentes dimensdes (de 0,5 a
1 micron de didmetro) e densidades indicam que possivelmente se tra-
ta de inclusdes de material absorvido pelas células endoteliais, que
seriam, entdo, dotadas de propriedades fagocitarias. Assim, se tal
hipotese for correta, depois de separados da membrana celular ésses
corplsculos se moveriam rapidamente através da célula até a base
desta, desintegrando-se aos poucos enquanto se movem, dissolvendo-
se no citoplasma que os envolve. Na parte apical de duas células que
aparecem na Fig. 46 sdo visiveis dois désses corplsculos de grande
densidade eletrénica e medindo 0,8 microns de didmetro; mais pro-
fundamente no citoplasma da célula, existe um corplsculo de ca. de
0,6 microns de diametro e de densidade bem mais baixa do que o
primeiro.

A presenca dessas inclusbes e a forma bastante irregular ob-
servada na camada superficial das células endoteliais, que langam
expansdes de citoplasma para a cavidade do p.a., constituem uma
evidéncia adicional de relacdo entre forma das células e a presenca
de inclusdes com funcdo fagocitdria. Por meio dessa propriedade
as células teriam uma funcdo de protecdo e limpeza purificando
o liquido da cavidade do p.a.

Os processos moveis ou cilios que essas células endoteliais apre-
sentam na sua superficie livre poderiam, devido ao seu batimento
rapido, ocasionar e manter uma circulacdo de liquido dentro da ca-
vidade do p.a., com o que facilitariam as propriedades fagocitarias
dessas células.

2) Algumas vézes, as células endoteliais apresentam 4areas de
contacto entre células adjacentes, cada uma unida em térno de tdda
a sua extensdo a uma célula vizinha, por uma espécie de cinto de
ligacdo com estrutura especializada; outras vézes, em intervalos ir-



regulares ao longo das bordas das células, observam-se apenas re-
gibes que apresentam o mesmo tipo de estrutura. Seriam as barras
terminais e os desmosomas. Portanto, as barras terminais aparecem
com a mesma ultraestrutura dos desmosomas, diferindo déstes ape-
nas na forma. Enquanto os desmosomas podem ser interpretados
nas micrografias como sendo constituidos por pequenas placas em
forma de discos ou arredondadas, as barras terminais seriam placas
muito maiores, cobrindo tdda a extensdo de contacto entre as duas
células. Assim, acredita-se que as barras terminais e os desmosomas
no endotélio bem como no epitélio do p.a. se destinem a manter a
coesdo entre células vizinhas.

3) Numerosas pequenas vesiculas citoplasmaticas e vacuolos
sdo encontrados principalmente na parte apical da célula. Parece-
nos, como foi sugerido por PALADE (41) e por BENNETT et al.
(2) que essas vesiculas estariam possivelmente envolvidas em um
processo de pinocitose. A presenca de barras terminais na extre-
midade apical do espago intercelular entre as células endoteliais,
levam a presumir que a livre difusdo de liquidos possa ser dificulta-
da pelo espaco intercelular e que um mecanismo, tal como a pino-
citose possa ser necessaria para o transporte através do endotélio.
As células endoteliais do p.a. da Asterina, como vimos, apresentam
essas pequenas vesiculas ao longo da membrana e no interior do ci-
toplasma. Muitas vesiculas, tal como foi assinalado por PALADE,
parecem abrir-se na cavidade do p.a., algumas vézes em invagina-
cOes grandes (Fig. 42, 45, 46), melhor descritas como bolsas do
que como vesiculas; também foram observadas vesiculas que esta-
riam em comunicagdo direta com a cavidade do p.a. Como podem
se estender até bem dentro do citoplasma, poderiam efetivamente
reduzir o caminho de materiais a ser transportados através dessas
células.

PARTE Il

DISCUSSAO SOBRE O MECANISMO DA OPERAGCAO DO
MOVIMENTO DO PE AMBULACRARIO

Como foi visto, é realmente complexa a estrutura do p.a. da
Asterina stellifera. A microscopia eletronica contribuiu de manei-



ra apreciavel para o conhecimento de ultraestruturas dos tecidos
constituintes do p.a.

Em vista dos resultados obtidos é interessante chamar a aten-
¢do para os pontos em que ésse conhecimento pode fornecer infor-
macgdes que contribuiram para a compreensdo do mecanismo da ope-
racdo do p.a., usando simultaneamente os resultados de SMITH (61
e 65) e NICHOLS (33 a 36)

0 movimento do p.a. deve ser entendido como o resultado de
uma série de eventos, que involvem a passagem de impulsos nervo-
sos, a contragdo da musculatura e o desenvolvimento da pressdo hi-
drostatica dentro do sistema do p.a., ainda devendo ser considera-
da a participacdo direta ou indireta de cada um de seus tecidos, tais
como o epitélio, as glandulas mucosas, o tecido conjuntivo e o en-
dotélio.

1 — Extensdo e Retragdo do Pé — Inicia-se a extensdo pela
contracdo dos musculos da empola quando o liquido é dirigido a
partir déla para a cavidade do pé. A camada interna do tecido con-
juntivo que envolve a musculatura e que se demonstrou ser forma-
da por uma verdadeira trama de fibras colagenas, é inextensivel,
constituindo uma verdadeira cinta flexivel que resiste a pressdo exer-
cida pelo liquido nos lados das paredes do pedunculo, evitando um
inchamento lateral déste; assim, a pressdo efetiva do liquido se exer-
ce contra o terminal da ventosa sendo inteiramente utilizada no alon-
gamento do pé, que, entdo, se distende. Durante essa distensdo, 0s
musculos longitudinais do p.a. relaxam. Considera-se que um p.a.
é incapaz por si s6 de se distender. A razdo, como foi verificado
nas micrografias, é a auséncia da musculatura circular no p.a. A
distensdo por parte do p.a. nessas condi¢cdes implicaria em um re-
laxamento ativo da camada de musculo longitudinal, fendmeno pa-
ra o qual ndo existem evidéncias validas. Conclui-se, assim, que o
alongamento do p.a. deve ser um processo passivo.

A retracdo do pé dé-se pela contragdo do cilindro de mdusculos
longitudinais retratores do pedinculo, sendo expulso o liquido da
cavidade do pé para a empola, com relaxamento provavel dos mus-
culos desta. Enquanto as condi¢fes de retracdo muscular sdo as
mesmas em tdmo de tdéda a periferia da camada, o pé retem sua



forma cilindrica, mas se existe uma contracdo diferencial das fibras
individuais, o pé se curva para o lado mais contraido.

Il — Adesdo e descolamento da ventosa — O p.a. sendo dis-
tendido, as microvilosidades, somente visiveis ao microscépio ele-
trébnico, que cobrem toda a periferia do disco da ventosa, fazem o
primeiro contacto com o substrato. Afi também estdo concentradas
as células sensoriais, na parte do disco onde vdo ser mais eficien-
tes, isto é, na periferia, que é usualmente a regido que vai tocar o
substrato em primeiro lugar, podendo, entdo logo receber excita-

¢des e transmitir sinais.

Apesar do muco desempenhar um papel importante na adesdo
do p.a. da Asterina stellifera a superficies so6lidas, a principal forga
adesiva nos pés que sdo providos de uma ventosa, é dada pela suc-
¢do. Quando o disco toca o substrato, dar-se-a ésse efeito de suc-
¢do, que é causado pelo levantamento do centro do disco, com uma
conseqliente diminuicdo de pressdo do liquido na cavidade de suc-
cdo. Esse levantamento vai se processar pelo auxilio de uma das
partes do tecido muscular. Esse misculo, como foi descrito no ca-
pitulo 11, constitui-se por trés partes: um cilindro central; porgéo
afunilada e conjunto de fibras laterais. Qualquer setor dessa cama-
da muscular pode contrair-se independentemente.

A succdo ocorre quando as fibras da porcdo afunliada contrain-
do-se, puxam para cima o terminal do centro do disco da ventosa,
ésse mecanismo operando com o principio de pistdo dentro de um
cilindro rigido formado pelas bordas da ventosa. Os musculos da
porcdo afunilada, levantando o centro do disco durante a adeséo,
provavelmente fazem com que se esvaziem uma série de glandulas
mucosas que se abrem na periferia do disco da ventosa; essas glan-
dulas estdo concentradas em grupos, de forma a poderem se com-
primir, umas contra as outras, para uma descarga eficiente: soltam
assim um anel de muco que se espalha na periferia do disco e que
ajudara, juntamente com o enorme aumento de &rea oferecido pe-
las microvilosidades, a estabelecer um bom contacto com o subs-
trato, agindo como um lubrificante de vedacdo para a ventosa ope-
rar. A rigidez da parede da cavidade e das extremidades da ventosa
serdo asseguradas pelas propriedades do tecido conjuntivo, que, em



tdda a margem livre da ventosa, penetra na camada do tecido epi-
telial em pilares, evitando o seu colapso durante a sucgdo.

A primeira condicdo para o despreendimento da ventosa é a
de que as fdrcas que tendem a segurd-la ao substrato sejam con-
trariadas por fércas maiores, agindo em dire¢do oposta. E’ interes-
sante assinalar que a pressdo de sucgdo é tdo forte que reagird a uma
forca estranha até a ruptura e amputacdo da ventosa. A auséncia
de sucgdo implica que a pressdo dentro da cavidade sugadora equi-
librou-se por outra pressdo, agindo sdbre a parede externa do disco.
O conjunto de fibras laterais do mdusculo retrator, tem suas fibras
em uma posi¢do tal, que contraindo-se, exercem fdrcas que agem
tangencialmente & superficie do disco e agiriam como os mdusculos
ativos no ato de destacar a ventosa. O mdusculo afunilado relaxaria,
enquanto que os musculos das bordas se contrairiam. Assim, o dis-
co serd pressionado no centro pelas forgas hidrostaticas, enquanto as
bordas da ventosa, sendo puxadas em sentido oposto, ajudardo a
desprender o anel de muco e a levantar essas bordas em relacdo ao
centro. O cilindro muscular retrator do pedinculo pode agora con-
trair de acérdo com a postura seguinte a ser tomada pelo p.a., ar-
rancando-o do substrato por sua contracdo. Supde-se que 0s mus-
culos da empola relaxem para que esta receba o liquido que é ex-
pelido da cavidade do pé.

111 Papel especifico de cada tecido que entra na estrutura do
p.a. da “Asterina”

1) — Epitélio — Além do papel basico de servir de suporte
e protecdo, comuns a todos os epitélios, teria um papel especifico
no mecanismo da operacdo do funcionamento do p.a. por meio das
suas microvilosidades. Essas estruturas, que 0 microscopio optico
ndo revela, aumentariam consideravelmente a superficie epitelial,
constituindo importante elemento para a adesdo do p.a. ao subs-
trato .

2) — Glandulas mucosas — As numerosas glandulas mucosas,
dispostas muito juntas umas as outras em téda a orla da ventosa
do p.a., teriam como papel o fornecimento do muco que proporcio-
naria o lubrificante para o perfeito vedamento da cavidade de succéo.



3) — Tecido nervoso — De grande interésse é, sem dulvida,
a estrutura nervosa, agora bem mais esclarecida ao microscopio ele-
tronico. Além da presenca de terminagfes nervosas em todo o epi-
télio e principalmente na periferia do disco da ventosa circunscre-
vendo a base do p.a., indicando, sem duvida, uma fungdo sensorial,
tactil, as células nervosas ligadas por pronlogamentos aos neurd-
nios motores do endotélio vdo suprir o tecido muscular para a trans-
missdo de excitacdo, bem como parecem estar em contacto direto
com as glandulas secretoras para comandar a liberagdo dos granu-
los mucosos.

4) — Tecido conjuntivo — O conjuntivo seria 0 verdadeiro
arcabouco do p.a. tendo como funcdo assegurar a forma cilindrica
do pedlnculo, evitando o inchamento lateral, para assim transfor-
mar a pressdo hidrostatica em pressdo verdadeiramente efetiva no
alongamento do pé e evitar o colapso da ventosa durante a forma-
cdo da cavidade de sucgdo. A disposicdo de suas fibras colagenas,
postas em evidéncia nas micrografias, que constituem uma trama a
formar uma verdadeira cinta flexivel em torno do peddnculo, e que
descem em pilares na ventosa entre as células epiteliais, bem justi-
ficam essas funcdes a que sdo destinadas.

5) — Musculos — O papel do tecido muscular é o mais obvio.
Existe a diversificacdo do cilindro retrator longitudinal principal em
outras duas partes, em fibras que se afunilam e vdo agir na parte
central do disco da ventosa para formar a cavidade da succdo e as
fibras que se inserem nas partes laterais da ventosa para auxiliar a
desprendé-las. Essas diversas partes do cilindro podem sofrer con-
tracdo, independentemente umas das outras, o que alias € verificado
também no caso de curvamento do p.a., o qual é urna postura fre-
glente .

O fato de haver sido mostrado ser o tecido muscular consti-
tuido somente de fibras longitudinais, ndo havendo fibras muscula-
res circulares, assegura o fato da distensdo ser um processo mus-
cular passivo, o papel predominante no alongamento do p.a. sendo
realmente o da pressdo hidrostatica.

6) — Endotélio — O papel do endotélio seria o de manter lim-
po, para um efeito de protecdo e eficacia, o liquido presente na ca-



vidade do sistema pé-empola. As células endoteliais periféricas tém
forma bastante irregular, consistente com o fato de terem uma fun-
¢do fagocitaria; alidas o microscopio eletrénico revelou no interior
dessas células inclusdes de diversos tamanhos e densidade, de apa-
réncia caracteristica de corplsculos fagocitados. Os cilios de que
essas células sdo dotadas, assegurariam a circulagdo interna na ca-
vidade, fazendo que o liquido fésse mantido em movimento para
facilitar a sua funcdo protetora de limpeza.

PARTE IV
CONCLUSOES

O objetivo do presente trabalho foi o estudo da ultraestrutura
dos tecidos constituintes do p.a. da Estréla do Mar Asterina stelli-
fera (Hupé)

Além da descricdo minuciosa de cada um dos tecidos consti-
tuintes désse p.a., comparada com dados da literatura relacionada
com 0s mesmos para outros animais (capitulos Il a VII) e da fun-
cdo da ultraestrutura de cada um dos tecidos no mecanismo do mo-
vimento do p.a. (Parte Ill), sdo abaixo destacadas as seguintes ob-
servacdes originais:

1) A superficie livre do epitélio do pedlinculo e da ventosa do
p.a. de Equinodermes foi descrita por SMITH (62) e NICHOLS
(33, 35, 36) como sendo recoberta por uma cuticula; o microscépio
eletrdbnico mostrou que essa camada € constituida por um conjunto
de projecBes citoplasmaticas, as microvilosidades, organizadas em
um arranjo hexagonal e associadas a duas camadas de material fi-
brilar extracelular; essas microvilosidades caracterizam-se pelo fato
de possuirem prolongamentos, que penetram no citoplasma das cé-
lulas epiteliais até grandes profundidades.

2) Foram postos em evidéncia detalhes da estrutura interna dos
granulos secretores de muco, que ainda ndo haviam sido observa-
dos; tais granulos sdo constituidos por feixes de bastonetes em ar-
ranjo hexagonal simétrico, nos quais, provavelmente, se encontra a
mucoproteina, que forma o muco.



3) O mecanismo da liberacdo dos grénulos secretores do muco
péde ser visualizado, éste processo sendo ilustrado em vérias mi-
crografias eletrbnicas, que mostra ésses granulos j& libertos das cé-
lulas glandulares, préximos a superficie livre e prontos para serem
expelidos.

4) Dois tipos de células nervosas, ligadas entre si por prolon-
gamentos citoplasmaticos, puderam ser caracterizados por meio da
microscopia eletrdnica; os prolongamentos foram identificados aos
axbnios em fita descritas por SMITH (65) Os corpos de células
nervosas que, segundo ésse autor, sdo de dificil identificacdo por
microscopia dptica, foram facilmente observados com auxilio da mi-
croscopia eletrénica; foi ainda posta em evidéncia uma relagdo di-
reta entre os prolongamentos citoplasmaticos das células nervosas
e os granulos secretores de muco.

5) A microscopia eletrdnica mostrou a disposicdo topografica
das fibras colagenas no tecido conjuntivo, as quais atravessando-o
nas mais diversas direcdes, formam uma trama, o que confirma e
justifica a suposicdo feita por alguns autores (33, 62) de ser ésse
tecido o arcabougo estrutural dos p.a.

6) As células musculares lisas apresentam uma formagédo pe-
culiar, que foi chamada formacdo em Y, a qual possivelmente serve
como ponto de ancoragem do tecido muscular no conjuntivo, evi-
tando o deslisamento do primeiro em relacdo ao segundo, durante a
contragdo muscular.

7) As células endoteliais, apresentaram ao microscépio dptico,
na sua camada externa, projecSes de forma irregular; o microscépio
eletronico revelou, no citoplasma dessas células, corplsculos de con-
tornos irregulares com um grande intervalo de dimensBes e densi-
dades, além da presenca de cilios na superficie livre; o conjunto dés-
ses fatos sugere uma atividade fagocitaria para o tecido endotelial
do p.a.
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Figura 1 — Micrografia 6ptica de uma seccdo longitudinal, po-
rém ligeiramente obliqua, do p.a. da Estréla do Mar Asterina stelli-
fera, mostrando as diversas camadas de tecidos constituintes:

1) epitélio externo (Ep) apresentando uma camada transpa-
rente (CT) e nicleos (N) ovais, densamente agrupados;

2) camada nervosa (Nv), apresentando diferentes espessuras:
no alto do pedinculo é bem estreita tornando-se mais espéssa a me-
dida que se aproxima da ventosa. As camadas epitelial e nervosa
apresentam-se onduladas e em dobras;

3) camada de tecido conjuntivo (Cj);

4) camada de tecido muscular (Mu) constituida por mus-
culo retrator longitudinal formando um anel interno a camada de
tecido conjuntivo. Na ventosa essa camada se afunila no centro
do disco;

5) camada de endotélio ciliado (Ed) apresentando peque-
nos nucleos arredondados.

A ventosa apresenta grande ndmero de células glandulares
(CG1) mucosas, dispostas muito préximas umas das outras. A ca-
mada de tecido conjuntivo (Cj) forma, na ventosa, pilares entre as
células epiteliais. 160 X






Figura 2 — Micrografia 6ptica apresentando um corte longi-
tudinal do p.a.. Pode-se ver a ramificacdo do cilindro do musculo
retrator em direcdo a borda lateral da ventosa, formando o musculo
postural. 200 X.






Figura 3 — Micrografia 6ptica mostrando uma zona do epi-
télio (Ep) no peddnculo. Este é ai encontrado em dobras apresen-
tando uma camada transparente (CT) delgada, células prismaticas
dispostas em poucas camadas, com nlcleos (N) ovais, densamente
agrupados nas bases das células. Corte longitudinal 1.200 X.

Figura 4 — Micrografia Optica de uma zona do epitélio na
ventosa. Aqui o epitélio (Ep) toma uma grande area, apresentando
0s mesmos nuacleos ovais. A parte lateral da micrografia apresenta
tecido conjuntivo (Cj) que corta o epitélio formando pilares entre
as células epiteliais. Corte longitudinal 1.200 X.






As Figuras de 5 a 12 sdo micrografias eletrdnicas de secgdes
ultrafinas do tecido epitelial do p.a. da Estréla do Mar Asterina
stellifera.

Figura 5 — Aparéncia geral do conjunto de células do epitélio
prismatico em corte transversal; podem ser observados: grande nd-
cleo (N) ocupando a posi¢do central da célula e a maior parte des-
ta. Os ndcleos possuem nucléolos (n) e membrana nuclear dupla
(mn); mitocdndrias (m) apresentando dupla membrana limite, que,

fias micrografias, ndo apresentam sendo indicios de estrutura inter-
na; aparelho de Golgi composto de membranas (Gm), vaclolos
(Gv) e vesiculas (Gg); reticulo endoplasméatico (re), raro e rela-
tivamente pouco desenvolvido; inclusdes (1) constituidas de corpus-
culos densos sem membrana definida e de matriz heterogénea. A
membrana celular (mc) aparece bem distintamente. Nos bordos
livres as células apresentam processos citoplasméaticos (Mv) Apa-
rece ainda um corpo de grandes dimensdes (X), bastante denso, de
natureza desconhecida. 20.500 X.






Figura 6 — Aparéncia geral do conjunto de células epiteliais
prismaticas em corte longitudinal. No citoplasma das células po-
dem ser observados: nucleo (N) com nucléolo (n); mitocondrias
(m); inclusGes (1); reticulo endoplasmatico (re) As células sdo
separadas umas das outras por uma membrana bem distinta, apre-
sentando, porém, as zonas especializadas ou desmosomas (D) Em
baixo, a direita, pode-se distinguir, o que parece ser uma célula
glandular mucosa (G1M) em estagio adiantado de atividade. E’ in-
teressante assinalar em algumas das células certas demarcagdes (fle-
xas) que ndo parecem tratar da membrana celular. 5.500 X.






Figura 7 — Micrografia de um corte espésso demais para de-
talhes das células epiteliais, mas interessante por se tratar da zona
das microvilosidades (Mv) e tornar possivel a observacdo da dispo-
sicdo destas na superficie livre do epitélio. As microvilosidades se
apresentam bem uniformes, quer quanto & forma, quanto as dimen-
sbes ou & disposicdo. Apresentam diversas ramificagfes (flexas)
Sdo processos citoplasmaticos minusculos, individuais lisos, retos,
cilindrico apresentando, no &pice, uma terminacdo arredondeada, de
densidade maior do que o corpo. Interessante notar a associacdo des-
sas microvilosidades com duas camadas de densidade diferente de
um material extracelular, parecendo tratar de uma substéncia fibro-
sa, que provavelmente mantém ésses processos unidos. Entre as duas

camadas e a superficie livre das células pode-se perceber um espago
de densidade eletronica muito baixa. 10.500 X.






Figura 8 — Detalhe mostrando o contacto de trés células epite-
liais. Apresenta claramente as zonas especializadas de espessamento
das membranas celulares de duas células apostas. Estas zonas, cha-
madas desmosomas (D) aparecem aqui com dimensdes e densidade
diversas, mas positivamente distintas do resto da membrana celular.
A micrografia mostra ainda duas zonas de Golgi (G) 37.500 X.

Figur 9 — Detalhe mostrando a zona de Golgi apresentando
uma fileira de duplas membranas paralelas (Gm) vaclolos (Gv) e
vesiculas ou granulos (Gg) de diferentes dimensdes. Pode-se distin-
guir com bastante clareza as membranas celulares (mc) que separam
uma célula da outra, a micrografia tendo na sua parte esquerda su-
perior uma zona de espessamento dessa membrana ou desmosoma
(D) 37.500 X.






Figura 10 — Detalhe mostrando o nicleo (N) de uma célula
epitelial. Pode-se distinguir bem claramente a dupla membrana (mn)
com um espago perinuclear desta, havendo uma zona em que éste
se abre parecendo constituir um poro (P) 37.500 X.






Figura 11 — Apresenta as microvilosidades (Mv) seccionadas

em diferentes angulos e granulos mucosos livres das células em urna
fase proxima da secrecdo. A esquerda em baixo, onde as microvilo-
sidades aparecem em cortes bem longitudinais pode se seguir ésses
processos até grande profundidade de citoplasma da célula. 37.500 X.

Figura 12 — Micrografia apresentando no centro as microvilo-
sidades (Mv) em corte transversal; é bem evidenciada a natureza
tubular e o arranjo hexagonal désses processos. 68.000 X.






Figuras 13 e 14 — Micrografias Opticas das bordas da ventosa
da Estréla do Mar Asterina stellifera. As micrografias mostram bem
visivelmente a zona onde estdo dispostas as células glandulares mu-
cosas (CG1) junto a camada transparente (CT) Corte longitudi-
nal. 1.200 X.






As Figuras de 15 a 20 sdo micrografias eletrbnicas de secgles
ultrafinas de células glandulares mucosas do p.a. da Estréla do Mar
Asterina stellifera.

Figura 15 — Micrografia eletronica apresentando uma célula
glandular mucosa completa, em estagio de pleno desenvolvimento;
corte transversal acima da regido de Golgi, proximo da parte api-
cal. Tbéda a parte da célula acima da regido de Golgi (G) é ocupa-
da por granulos mucosos (GM) Esses granulos s3o delimitados
por membrana bem distinta e apresentam em seu interior, feixes de
bastonetes densos, em arranjo hexagonal, o que é bem nitido quan-
do cortados perpendicularmente ao eixo maior, aparecendo entdo co-
mo seccOes circulares (1); quando a direcdo do corte é obliqua apa-
recem como um sistema de linhas paralelas (2); é interessante ob-
servar a diferenca em nimero désse sistema de bastonetes, desde bem
escassos (flexa) até bastante numerosos (duas flexas) Abaixo do
nacleo (N), pode-se ver algumas mitocondrias (m) de perfil cir-
cular; percebe-se na periferia da célula as membranas do reticulo
endoplasmatico (re) O ndcleo (N) apresenta forma alongada e no
seu interior acham-se nucléolos granulados (n), com depdsitos den-
sos em tomo da membrana nuclear (mn) Pode-se ver uma membra-
na celular (mc) delimitando a célula, membrana essa que apresenta
algumas projecOes para as células vizinhas. Apresenta alguns vacuo-
los (Gv) na parte superior da célula, que provavelmente fazem parte

do aparelho de Golgi; em todo o citoplasma pode se perceber pe-
quenos granulos muito densos. 20.400 X.






Figura 16 — Corte longitudinal da ventosa, apresentando gra-
nulos mucosos (GM) em boélsas, sOltos de duas células, migrando
para a superficie do epitélio da ventosa, provavelmente para serem
expelidos para o exterior A micrografia apresenta microvilosidades
(Mv) cortadas em diferentes inclinagBes: vé-se que algumas vézes
elas se ramificam (flexa) A micrografia mostra ainda células epi-
teliais (CEp), apresentando mitocdndrias (m), vacuolos e vesiculas
(V, Ve) de diferentes formas e dimensdes e desmosomas (D) nas
membranas celulares (mc) Apresenta também numerosos vaclo-
los, distintamente limitados por uma membrana e cheios de forma-
¢Oes circulares tendo um centro menos opaco (FVe), vacuolos éstes
de natureza desconhecida. 23.800 X.






Figura 17 — Detalhe de uma célula glandular, apresentando o
aparelho de Golgi na proximidade dos grénulos mucosos. Os grénu-
los mucosos (GM) encontram-se na micrografia em conexdo inti-
ma com as membranas (Gm) e os vaclolos (Gv) do aparelho de
Golgi. Percebe-se bem os detalhes da estrutura no interior dos gréa-
nulos de muco, todos cortados obliqua ou longitudinalmente. 50.750 X.

Figura 18 — Detalhe de outra célula glandular em corte lon-
gitudinal na regido de Golgi. O aparelho de Golgi é proeminente*
apresentando as membranas alargadas, formando grandes vacUlolos
(Gv) A micrografia apresenta também dois grandes granulos den-
sos (GD) 50.750 X.






Figura 19 — Detalhe de granulos mucosos apresentando prin-
cipalmente no centro, um désses granulos cortados bem transver-
salmente, e apresentando o0s bastonetes como secc¢des circulares em
arranjo hexagonal. 40.800 X.

Figura 20 — Outro granulo mucoso, que, além de mostrar as
estruturas internas bem nitidamente, mostra ainda a possivel forma
esférica déste e detalhes da membrana que liga uns granulos aos ou-
tros quando soltos da células. 68.000 X.






Figura 21 — Micrografia 6ptica apresentando a direita a re-
gido onde se encontra a camada nervosa (Nv) Em seguida, existe
uma camada de tecido conjuntivo (Cj) e as fibras musculares (Mu)
Corte longitudinal. 1.200 X.

Figura 22 — Micrografia Optica apresentando, provenientes da
zona do epitélio (Ep), em corte longitudinal, fibras que terminam na
camada nervosa (Nv) e que poderiam ser prolongamentos de células
nervosas que se acham junto as células epiteliais. Em seguida, vé-se
a camada de tecido conjuntivo (Cj) e fibras musculares (Mu). 1.200 X.






As Figuras de 23 a 27 sdo micrografias eletronicas de seccdes
ultrafinas do tecido nervoso do p.a. da Estréla do Mar Asterina stel-
lifera.

Figura 23 — A micrografia apresenta um corte longitudinal pas-
sando pela regido das células nervosas do tipo (CNvl), junto a zona
do tecido conjuntivo. Estas células apresentam grande nucleo (N) e
citoplasma muito reduzido, onde aparecem lamelas do reticulo endo-
plasmético (re) Entre as células nervosas, as vézes, aparecem por-
¢Oes de células epiteliais (CEp) No centro da micrografia aparecem
os prolongamentos citoplasmaticos (PC) das células nervosas (CNvl).
Na parte de cima da micrografia, aparece uma célula nervosa apre-
sentando uma inclusdo (l), de membrana bem distinta e as forma-
¢des vesiculares (FVe), que sdo constituidas por uma membrana
que circunda as vesiculas e granulos. A direita, em baixo, aparecem
fibras colagenas (FC) 23.800 X.






Figura 24 — Apresenta em corte bem longitudinal as células
nervosas do tipo (CNvl) Aparecem também na micrografia os pro-
cessos citoplasmaticos (PC) Uma das células, apresentam duas mi-
tocéndrias no seu citoplasma. 27.200 X.






Figura 25 — Micrografia em baixo aumento mostrando a dis-
posicdo das células nervosas (CNvl) e dos seus processos citoplas-
méticos (PC) na regido do conjuntivo. Aparecem fibras colagenas
(FC) cortadas em diferentes dngulos. E’ interessante assinalar os nu-
cléolos (n) apresentados pelos nucleos das células nervosas que tém
delimitagbes bem definidas. Corte transversal. 10.500 X.






Figura 26 — A micrografia apresenta uma célula nervosa do
segundo tipo (CNv2), que aparece sempre entre a camada muscular
e endotelial. Apresenta um grande nucleo (N) ocupando a posigdo
central da célula, cuja caracteristica mais importante sdo as ondula-
¢bes da membrana nuclear (mn) Apresenta mitocondrias (m) e
vaclolos (V) Junto a essa célula, de um lado e outro aparecem
células musculares (CMu) cortadas transversalmente: nestas pode-se
perceber os miofilamentos. 23.800 X.






Figura 27 — Apresenta porcbes de células nervosas do segundo
tipo (CNv2) Aparecem também os processos citoplasmaticos (PC).
A micrografia apresenta ainda uma célula muscular cortada longitu-
dinalmente. 23.800 X.






Figura 28 — Micrografia 6ptica apresentando grande zona de
tecido conjuntivo (Cj) na ventosa. Pode-se distinguir, nessa cama-
da, os nicleos (N) das células do tecido conjuntivo. Corte longitu-
dinal. 1.200 X.

Figura 29 — Micrografia Optica apresentando na sua parte cen-
tral, bem distintamente, a camada de tecido conjuntivo (Cj) Apare-
ce também o epitélio (Ep), tecido nervoso (Nv), fibras musculares
(Mu) e algumas células endoteliais (Ed) Pendlnculo do p.a. em
corte longitudinal. 1.200 X.






As Figuras 30 e 31 sdo micrografias eletronicas de secgdes ul-
trafinas do tecido conjuntivo do p.a. da Estréla do Mar Asterina
stellifera.

Figura 30 — A micrografia apresenta células do tecido conjun-
tivo ou fibroblastos. No centro, encontra-se um fibroblasto completo;
ao lado, porcBes de outros fibroblastos. A membrana celular aparece
em (me); o nucleo (N) e sua membrana nuclear (mn), que em cer-
tos pontos (flexa) se percebe ser dupla. Podem ser observados al-
guns perfis de mitocbndrias (m), com uma matriz pouco densa e
cristas pouco desenvolvidas. O aparelho de Golgi consiste de va-
cliolos, membranas e muitas vesiculas ou granulos. O reticulo endo-
plasmatico (re) é formado por poucos perfis tubulares. O citoplasma
contém numerosos granulos e vactolos (V) A micrografia mostra
no espago extracelular um grande nimero de fibras coladgenas (FC)
cortadas em diferentes angulos, e numerosos filamentos (f), que se en-

contram ao lado dos fibroblastos e entre as fibras coldgenas. 30.500 X.






Figura 31 — Micrografia apresentando feixes de fibras cola-
genas. Conforme o angulo de seccionamento percebe-se perfeita'
mente o periodo caracteristico. 34.000 X.






Figura 32 — Micrografia Optica apresentandoum conjunto de
células musculares lisas (CMu) Estas tém aspecto ondulado e pou-
cos nlcleos (N) Corte longitudinal. 1.200 X.

Figura 33 — Micrografia 6ptica mostrando a disposicdo das fi-
bras musculares lisas (Mu) em relacdo ao conjuntivo (Cj) Na parte
superior a micrografia apresenta uma camada nervosa (Nv) Corte
longitudinal. 1.200 X.






As Figuras de 34 a 38 sdo micrografias eletr6nicas de secgdes

ultrafinas de células musculares do p.a. da Estréla do Mar Asterina
stellifera.

Figura 34 — Micrografia de um corte transversal apresentando
0 aspecto geral de varias células musculares (CMu) Percebe-se bem
as zonas de espessamento do sarcolema, os desmosomas (D) e varias
vesiculas préximas a éste, que provavelmente representam elemen-

tos do reticulo sarcoplasméatico (re) Apresenta varias mitocondrias
(m) no tecido muscular. Os miofilamentos ndo sdo nitidos, vendo-se,
porém, alguns pontos que parecem ser formacdes densas (FD) A
esquerda, aparecem algumas células nervosas (CNv) apresentando nu-
cleo, mitocéndrias e vesiculas. 10.500 X.






Figura 35 — Micrografia em baixo aumento mostrando bem
claramente a disposicdo do tecido muscular em relagdo ao tecido con-
juntivo. P8e em relévo zonas de maior espessamento e densidade da
membrana muscular, os desmosomas (D) e as formagbes densas
(FD) A membrana basilar (mb) do tecido conjuntivo é bem dis-
tinta nesta micrografia. E’ interessante assinalar as formagfes em Y
nas juncdes dessa membrana com as células musculares, ai contendo
entdo maior densidade. A micrografia apresenta nessa regido pou-
cas mitocondrias (m) e a formacgdo estranha (flexa), de natureza des-
conhecida. 10.000 X.






Figura 36 — A célula muscular apresenta bem claramente uma
porcdo aprecidvel do sarcoplasma (S) A micrografia mostra uma cé-
lula muscular, onde aparece o sarcoplasma se alargando considera-
velmente para formar uma espécie de bdlsa onde estdo mitocdndrias
(m), vesiculas e membranas, possivelmente pertencentes ao reticulo
endoplastico (re) Aparecem bem distintamente os miofilamen-
tos (MF, mf) e entre ésses, as formacdes densas (FD) Entre cé-
lulas vizinhas apostas, estdo as zonas especializadas, apresentando
maior espessamento do sarcoplasma, os desmosomas (D) As for-
macOes entre as células musculares, pertencentes possivelmente a
uma zona nervosa, ndao puderam ser identificadas. 16.500 X.






Figura 37 — A micrografia mostra uma célula muscular (CMu)
apresentando o ntcleo (N) Devido a escassez déstes e o grande com-
primento das células musculares, raramente aparecem nas microgra-
fias eletronicas. Ocupa posicdo periférica na célula e apresenta a
membrana nuclear (mn) dupla. O nucleoplasma apresenta-se gra-
nuloso com um agrupamento désses granulos no centro do nucleo.
34.000 X.



H. Scuza Santos — Ultraestrutura Asterina Est. XXVIII
Fig. 37



Figura 38 — A micrografia apresenta duas fibras em aumento
maior que as demais. Pode-se perceber muito bem os contornos on-
dulados; o sarcolema, que parece ser formado por urna dupla mem-
brana; as invaginacGes désse sarcolema onde se encontram vesiculas,
que provavelmente pertencem ao reticulo sarcoplasmatico (re) Per-
cebe-se regides onde o sarcolema apresenta-se mais espésso, 0s des-
mosomas (D) A micrografia mostra tratar-se de dois tipos de miofila-
mentos (MF e mf), dispostos, porém, de uma forma desorganiza-
da. Aparecem também entre os miofilamentos as formacdes densas
(FD) 58.000 X.






Figuras 39 a 41 — Micrografias Opticas da zona do endotélio
(Ed) do p.a. da Asterina. Pode-se ver a forma irregular apresen-
tada por essas células na superficie da camada de contacto com a
cavidade do p.a. e a sua disposicdo em relagdo ao tecido muscular
(Mu) As células endoteliais apresentam grandes nucleos (N) e ci-
lios (Ci) Percebe-se ainda outro tipo de nucleos, de maiores di-
mensbes e densidade (nv), provavelmente pertencentes as células
nervosas. Cortes longitudinais. 1.200 X.






As Figuras de 42 a 46 representam micrografias eletrdnicas de
secgBes ultrafinas do tecido endotelial do p.a. da Estréla do Mar
Asterina stellifera.

Figura 42 — A micrografia apresenta varias células endote-
liais, de forma cubica, tendo membrana celular (me) bem distinta;
o citoplasma contém um grande nucleo (N) com forma arredonda-
da; mitocondrias (m); reticulo endoplasmatico (re) relativamente
desenvolvido; uma quantidade enorme de pequenas vesiculas (Ve)
no centro da célula, mas também enfileiradas e isoladas junto a mem-
brana celular; quantidade grande de vaclolos (V) de dimensfes di-
versas; aparelho de Golgi (G) apresentando sistema de membranas
(Gm), vactolos (Gv) e granulos (Gg); corplsculos densos (I), pro-
vavelmente inclusbes resultantes da fagocitose. A membrana celular
apresenta-se irregular, as vézes bem visivel, outras dificil de ser dis-
tinguida; apresenta zonas de contacto mutuo entre duas células adja-
centes (D), de maior espessamento. Na superficie livre, essas célu-
las apresentam cilios (Ci) cortados transversalmente: a presen¢a dos
filamentos internos é apenas sugerida. No centro da micrografia, na
parte inferior, encontram-se algumas células de mdsculo liso, cortadas
transversalmente (Mu) 20.400 X.






Figura 43 — Algumas células endoteliais mostrando claramen-
te a forma irregular da camada superficial. Duas delas sdo ligadas por
uma barra terminal (BT), claramente visivel. A célula da direita
apresenta mitocéndrias (m); aparelho de Golgi (G) e vesiculas (Ve)
de diferentes dimensdes. Séo vistos na micrografia cilios (Ci) corta-
dos transversalmente. Uma das células apresenta um corpUsculo de
grande densidade (l) para os quais foi sugerida associagdo com fa-
gocitose. 24.800 X.
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Figura 44 — Muicrografia apresentando um cilio cortado longi-
tudinalmente. Percebe-se bem os detalhes dos filamentos periféricos
(FP); central (FC); a membrana do cilio (mCi); e a matriz (ma)
58.000 X.






Figura 45 — Detalhe apresentando porcdes de trés células en-
doteliais. As células contém aparelho de Golgi (G); mitocdndrias
(m); vesiculas (Ve) que forram tddas elas; vactolos (V) que podem
fazer parte do reticulo endoplasméatico (re) Aparecem alguns ci-
lios (Ci) cortados longitudinalmente. A seccdo da micrografia ndo
passou pelo nucleo de nenhuma das células. 40.800 X.






Figura 46 — Micrografia apresentando diversas células endo-
teliais. Estas contém nGcleo (N), diversas mitocondrias (m) com as
suas cristas internas, citoplasma forrado de vesiculas (Ve), inclusGes
densas (l), desmosomas (D) 20.400 X.









