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1-INTRODUCAO

A biotecnologia resulta da integracdo das ciéncias da vida e da engenharia, de forma a
conseguir a aplicacdo de organismos, células, em produtos e servicos. Isso inclui o
desenvolvimento de processos condizentes com a elaboracdo e a obten¢do de produtos
de interesse para a drea biomédica (vacinas, novos métodos de diagnéstico), para a
inddstria farmacéutica (desenvolvimento de biofdrmacos), para a agro-indistria
(melhoramento da produg@o pecudria, desenvolvimento de bio-insecticidas e sementes),
para a industria alimenticia (processos de producdo onde intervém bactérias, fungos,
enzimas) e para o ambiente (a utilizacdo de agentes bioldgicos para o controle e

saneamento ambiental, tratamento de efluentes), entre outros (Lima e Mota, 2003).

A biodiversidade é modernamente entendida como a multiplicidade dos seres vivos
presentes na biosfera, e compreende trés niveis principais: o da diversidade genética ou
molecular, o da diversidade taxondémica e o da diversidade ecoldgica. A grande
diversidade de organismos com potencialidades biotecnoldgicas que tem vindo a ser
objecto de estudo nos ultimos anos é uma consequéncia da implementacdo de técnicas
inovadoras, aliadas a abordagens biolédgicas e interdisciplinares (Lima e Mota, 2003).

A resposta a diversidade de espécies pode variar dependendo do grupo de espécies
estudadas e o tipo de variavel estrutural que € escolhido (Atauri & Lucio, 2001). O que
é estudado é uma importante varidvel estrutural e pode variar entre os estudos,

dependendo, por exemplo, requisitos do grupo de espécies, e a perspectiva cientifica

para o trabalho em questdo (Tews et al., 2004).

A pele é um modelo excelente para o estudo da biologia bdsica da regeneragdo de
orgdos e para a abordagem da medicina regenerativa. A identificacdo de aspectos
comuns entre a regeneracdo da pele e a regeneracdo de outros Orgdos poderdo
proporcionar grandes avangos na medicina regenerativa (Yu et al., 2008). Actualmente,
existem varios estudos referentes a pele de humanos (funcio, resposta a raios UV,
modelacdo) (Norlén, 2001; Bernerd, 2005;Yu et al., 2008), contudo n3o hd muitas
referéncias a estudos com pele de peixes como modelo. Mais concretamente na drea de
regeneracdo/ formacgdo da pele (escamas), sistemas biolégicos e moleculares envolvidos

Nno processo.
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Alguns dos estudos realizados nesta drea, tais como identificacdo de uma padrio na
deposicao das escamas (escamosidade); identificacdo das interaccdes a nivel celular da
epiderme-derme; processo de calcificagdo no processo de regeneracdo (Sire and
Quilhac, 1997; Ohira et al., 2007), revelam a importancia deste tema.

Neste estudo utilizou-se a dourada, S. aurata, como material bioldgico, pois nio
existem muitos estudos nesta drea com este tipo de peixe e também devido ao tamanho
do seu corpo possibilitar uma remocdo dos tecidos com maior facilidade, etapa

importante neste estudo.

1.1 - A pele

1.1.1 A pele dos Humanos

O corpo do ser humano € revestido pelo tegumento, o qual é um invélucro protector que
inclui a pele e todas as estruturas derivadas ou associadas com a pele (figura 1), tais
como pélos, cabelos, sedas, escamas e penas. (Hickman et al., 2004) A pele reveste
praticamente toda a superficie do corpo e representa aproximadamente 16% do peso
corporal, constituindo uma barreira defensiva e reguladora que separa 0 nosso meio

interno do mundo exterior .
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Figura 1 — Imagem representativa da pele de humanos.
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1.1.2 - Funcao da pele no Homem

A pele nao € uniforme em toda a superficie cutanea, uma vez que se adapta, segundo as
zonas, as fungdes que tem de desempenhar. As fungdes bdsicas da pele sdo proteccdo,
termorregulagdo, sensagdo, secrecio e excregao.

A proteccao é devido a sua textura especial e composicdo, que protege os Orgaos
internos de traumatismos mecéanicos, fisicos e quimicos, evitando simultaneamente a
perda de 4gua e de electrdlitos a partir do interior. A pele protege dos traumatismos
mecanicos, através dos estratos dérmicos e hipodérmicos, que actuam como se fossem
“almofadas”. Também protege dos traumatismos fisicos, como radia¢des UV, através da
pigmentacdo epidérmica e dos traumatismos quimicos, impedindo a sua penetracdo
através de um epitélio celular compacto, a nivel superficial.

A pele apresenta uma funcdo no sistema imune inato — barreira fisica. As secrecdes das
glandulas sebiceas e sudoriparas originam a forma¢do de um manto ligeiramente acido
sobre a superficie da pele, com um pH entre 5 e 6. Este revestimento acido tem uma
funcdo protectora, inibindo o desenvolvimento de bactérias e fungos existentes na
pele.!!

Secre¢des da pele realizada pelas glindulas secretoras, podem tornar um animal
sexualmente atraente ou repugnante ou fornecer pistas olfactivas que influenciam
interac¢gdes comportamentais entre os animais.

A pele tem uma importancia vital para a manutencio das diferentes fun¢des bioldgicas
dos organismos. De tal forma, que o préprio organismo possui um mecanismo
fisiologico que, em condi¢cdes normais, garante a manutencdo da integridade cutanea

. ~ 1
através de uma renovagfo celular constante e controlada. [

Os mamiferos possuem o corpo coberto de pélos; pele com glandulas (mamdrias,
sudoriparas e sebiceas) e epiderme espessa revestida por queratina. A pele divide-se em
trés camadas: epiderme, derme e hipoderme, a dltima é formada por tecido adiposo,

caracteristica exclusiva dos mamiferos (Hickman et al., 2004).
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1.1.3 Funcio da pele/ escamas dos peixes

No caso dos peixes, a pele cobre todo o corpo e contém indmeras glandulas mucosas,
cuja secre¢do facilita o deslizar através da dgua e protege contra infeccdes, estando
coberta de escamas no tronco e cauda. As escamas podem ter vérias formas mas sdo
sempre de origem dérmica (Fast et al., 2002).

A excre¢do é um processo pelo qual se eliminam substincias nitrogenadas tdxicas
(denominadas excretas ou excre¢des que provém principalmente da degradacdo de
aminodcidos ingeridos no alimento), produzidas durante o metabolismo celular.

Os peixes 6sseos t€m tendéncia a perder dgua por osmose, que compensam com a
ingestdo de grandes quantidades de 4dgua e excrecdo de sal activamente por células

especializadas existentes nas branquias.

1.1.4 Estrutura e organizacao da pele nos peixes 6sseos

A estrutura da pele dos peixes ndao é complexa em comparagdo com os vertebrados
terrestres, porque estes estdo submetidos a menos stress € o ambiente é mais estavel.

Os peixes apresentam uma pele espessa, revestida por escamas e rica em glandulas
mucosas (epiderme estratificada). A pele divide-se em trés camadas: epiderme; derme e

hipoderme.

1.1.4.1 - Epiderme

A epiderme pluriestratificada contém somente células vivas, em contraste com os
vertebrados terrestres, em que a camada exterior é composta por células mortas, as
células queratinizadas. A queratinizacdo ndo € comum nos peixes, s ocorre em espécies
submetidas a condi¢des adversas do meio ambiente (Whitear, 1977, 1986). Nos peixes
adultos a epiderme é constituida por véarias regides com fungdes diferentes: Estrato

superficial, intermedidrio e camada basal.

O estrato superficial é composto por uma camada simples de células, a parte exterior

apresenta micro pontes que retém substancias mucosas secretadas pela superficie
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cutanea (Fishelson, 1984). Esta camada protege os peixes contra bactérias, fungos e
parasitas, e, provavelmente, melhora a eficiéncia da secre¢do na superficie celular e,
sendo rica em microfilamentos, presumivelmente filamentos de queratina, garante ao
animal proteccdo contra choques osméticos (Quilhac and Sire, 1999). Estas células
epidérmicas exteriores ndo sdo renovadas periodicamente, mas sdo substituidas
individualmente quando mortas. (Le Guellec et al., 2004)

O estrato intermediario ¢ composto por vdrios tipos de células especializadas:
glandulas mucosas unicelulares, que produzem substincias antiftingicas, e
antibacterianas; “club cells” e células sensoriais (Pfeiffer et al., 1971). A maioria das
células presentes na regido intermedidria continua indiferenciada, servem como
reservatdrio para substituir as células mortas em cada uma das regides da epiderme e
podem dividir-se rapidamente quando necessdrio, como por exemplo durante a

cicatrizacdo. (Quilhac and Sire, 1999)

A camada basal tem como funcdo principal manter a epiderme ligada a derme
subjacente por meio de estruturas (hemidesmossomas) que se encontram na camada
basal. Esta camada apresenta funcdes adicionais, nomeadamente: estd envolvida na
producdo precoce do colagénio da derme; interage com as células mesenquimais
subjacentes para iniciar o desenvolvimento dos diversos elementos do esqueleto
dérmico (escamas, barbatana radial e varios ossos dérmicos); e estd, provavelmente,
envolvida na deposicdo de substincias na superficie epidérmica da regido posterior das
escamas (Sire and Huysseune, 2003).

Esta organizacdo epidérmica em trés estratos € idéntica em todos os peixes teledsteos.
Somente na regido intermedidria existem modificagdes na espessura e composicdo das
células da epiderme, que estdo relacionadas com a ecologia e adaptacdo das espécies

(Whitear, 1971%,b).

1.1.4.2 - Derme

A derme pode-se dividir em duas regides, o estrato laxo e o estrato compacto. O estrato
laxo (regido superficial) € formado por um tecido conjuntivo rico em fibras de
colagénio que contém numerosos fibroblastos, células nervosas, algumas células de

pigmentacdo e escamas (Burdak, 1979; Sire, 1986). Sendo a pele uma superficie
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respiratéria, a camada superior da derme € fortemente vascularizada, especialmente em
torno das escamas. (Le Guellec et al., 2004)

O estrato compacto (regido profunda) € caracterizado por uma densa organizacdo da
matriz de colagénio em camadas de células pavimentosas, onde alguns fibrécitos estéo
intercalados. Esta regido também apresenta feixes de fibras de colagénio. A organizacdo
em pavimento da matriz de colagénio tem como principal funcio reforcar a pele fina

para proteger o peixe, mas também torna a regido superior transparente (Fujii, 1968).

1.1.4.3 — Hipoderme

Sob a derme existe uma camada de tecido conjuntivo mais lasso, designada hipoderme
que, em muitas partes do corpo, se transforma em tecido adiposo ou tecido celular
subcutaneo. Esta camada separa a face interior da derme das células musculares
subjacentes. A hipoderme estd organizada por estruturas de colagénio pouco densas,
cromatéforos (melanéforos, iridoforos e xantéforos), e tecido conjuntivo adiposo

(Whitear et al., 1980).

1.1.5 - Escamas 0sseas/ Desenvolvimento

A maioria dos peixes 6sseos (Teledsteos) apresenta uma derme bem diferenciada com
escamas do tipo elasméide (Le Guellec et al., 2004; Sire et al., 2000).

As escamas sdo um importante componente do esqueleto dermal e normalmente cobrem
completamente o tecido epidérmico. Estruturalmente existem trés tipos diferentes de
escamas, cosmoides, gandides e elasméides.

As douradas, (Sparus auratus) o modelo utilizado neste estudo, sdo revestidas por
inimeras escamas elasmoéides, orientadas verticalmente e longitudinalmente, formando
um padrio regular, semelhante ao apresentado pelo modelo da figura 2A. Estas sdo
relativamente finas e cont€ém laminas de colagénio localizadas na regido superior da

derme, perto da epiderme (Sire & Akimenko, 2004).
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Figura 2 — (A) Padrio das escamas no peixe-zebra (Danio rerio) adulto. (B) Escama isolada. A
epiderme cobre a maioria da superficie da escama; a linha branco pontilhada indica o limite anterior da
cobertura da epiderme. A linha preta pontilhada indica a seccdo em (C). (C) Secgdo longitudinal da
escama mostrando a relagdo com os tecidos vizinhos, especialmente a epiderme. (D) Detalhe da drea
em (C) ilustrando os vdrios componentes da escama. Notar a relagio entre as células da epiderme basal
e da superficie da escama. Ep, epiderme; de, estroma dermal; sfc, células “formadoras de escamas”
(Sire & Akimenko, 2004).

Cada escama estd rodeada por uma camada de células semelhantes a osteoblastos,
designadas por escleroblastos ou células “formadoras de escamas” (Quilhac & Sire,
1999). Os osteoblastos sdo células responsaveis pela producdo e mineralizacdo da
matriz extracelular.

Muitos teledsteos apresentam osso acelular, que é caracterizado pela auséncia de
osteoblastos e osteoclastos (Weiss & Watabe, 1979). No entanto, as escamas dos
teledsteos sdo tecidos calcificados que contém osteoblastos e osteoclastos (células que

formam e reabsorvem o tecido dsseo, respectivamente) idénticos aos encontrados nos

ossos dos mamiferos (Suzuki & Hattori, 2003).

As escamas tém origem na derme, ou seja, na camada profunda da pele e sdo formandas
por tecido 6sseo. A formacdo das escamas é um processo que também requer atencio,
pois esta directamente relacionado com o desenvolvimento da pele (figura 3).

Os tecidos envolvidos na formagdo das escamas, do interior para o exterior, sdo: placa

basal, camada externa e camada limitante (Sire and Huysseune, 2003).

A invasao do estroma dermal pelos fibroblastos € concomitante com a diferenciacao das

células da camada basal epidérmica (Sire and Akimenko, 2004). Os fibroblastos
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dérmicos penetram no estroma, onde alguns acumulam-se na superficie basal da
epiderme, adjacente & membrana basal e diferenciam-se em 5 passos distintos:

1 — Morfogénese precoce, isto €, acumulacdo de fibroblastos ao longo da fronteira
epidermal-dermal.

2 — Morfogénese lenta, caracterizada pela diferenciacio das papilas da escama
imediatamente abaixo da epiderme e no locus exacto entre a populacdo das células ja
acumuladas.

3 — Diferenciacdo precoce, onde as escamas papilares diferenciam-se em células
formadoras de escamas e depositam-se entre matriz primdria e a camada externa.

4 — Diferenciacao lenta, ocorre quando as células formadoras de escamas se diferenciam
em elasmoblastos, responsaveis pela deposi¢do da elasmodina.

5 — Dobravel, quando a epiderme comeca envolver a frac¢do superior adjacente as

escamas (Sire and Akimenko, 2004).
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Figura 3 - Esquema interpretativo dos vérios passos do desenvolvimento das
escamas de peixe. (A) Morfogenese precoce. (B) Morfogenese lenta. (C)
Diferenciagdo precoce. (D) Diferenciacdo lenta e dobragem da epiderme. (Adaptado
de: Sire and Akimenko, 2004)



Introducao

Os estudos do desenvolvimento das escamas a nivel molecular sdo raros, pois a maior
parte dos esforcos dos genéticos e bidlogos tém-se concentrado na pele de rato e
galinha, pois sdo modelos mais adequados, como modelos terrestres, para estudos mais
especializados que a pele do peixe (Sire and Akimenko, 2004).

Estudos preliminares t€ém mostrado que alguns genes conhecidos envolvidos no
controlo da organogénese (formacdo e desenvolvimento dos diferentes 6rgdos de um
organismo) sdo expressos durante o desenvolvimento das escamas, tais como: a
expressdo do gene sonic hedgehog (shh) durante o desenvolvimento das escamas de
peixe-zebra (Danio rerio) para testar os mecanismos de controlo das interac¢des
epitelial-mesenquimal e estas possam ser generalizadas em vertebrados (Sire and
Akimenko, 2004); o papel do colagénio no processo de calcificacdo e regeneracdo da
placa basal (Ohira et al., 2007); formacdo do colagénio e células responsdveis pela
sintese da matriz extracelular através de hibridagdo in situ utilizando uma sonda de
colagénio tipo I em tecido de peixe-zebra (Guellec and Sire, 2004); acompanhamento
com o auxilio de marcadores moleculares o desenvolvimento da epiderme em peixe
zebra e identificacdo dos pontos de interac¢do epiderme-derme através de marcadores
como proteina de ligacdo ao retinol 4 (rbp4), apolipoproteina Eb (apoeb) e receptor de

estrogénio 2a (esr2a) em pele de peixe-zebra (Babin ef al., 2006).

1.2 — Sistema Imunitario dos Peixes

O sistema imunitario dos peixes € dividido em duas categorias: imunidade especifica ou
adquirida e imunidade ndo especifica ou inata (Siwiki & Anderson, 1993a; Benjamini et
al., 1996; Raa, 1996). A pele tem um papel fundamental com barreira e um componente

chave de resposta inata.

1.2.1 - Sistema imunolégico especifico

A defesa especifica dos peixes € constituida por reac¢des complexas que necessitam de
ser activadas e por isso ndo ha uma resposta imunitdria de defesa imediata, demorando
algum tempo a actuar (Anderson et al., 1992; Siwiki & Anderson, 1993a; Wedemeyer,
1996; Manning, 1998).



Introducao

A resposta imunitdria especifica é aquela que o animal desenvolve ao longo da sua vida
e é colectivamente denominada imunidade mediada por células especificas. Ocorre
como resultado de infec¢des e tem como alvo antigenes geneticamente determinados
nos microrganismos invasores, que estimulam o sistema imunolégico dos peixes para
produzir linfécitos T activos e anticorpos que se ligam ao antigene e o inactivam ou
facilitam a sua captura pelos macréfagos (Anderson, 1992; Raa, 1996; Wedemeyer,

1996; Manning, 1998; Rovina i Pato, 1998).

Infelizmente os peixes produzem anticorpos relativamente devagar, particularmente
com temperaturas baixas mas, se o peixe jd estiver previamente imunizado, os
anticorpos podem j4 estar disponiveis ou podem ser produzidos com rapidez suficiente

para fornecerem protec¢do (Wedemeyer, 1996).

E ainda de salientar que a imunidade especifica nos peixes, é menos desenvolvida que
nos mamiferos (Anderson, 1990; Anderson, 1992; Anderson & Siwiki, 1994a e b; Raa,
1996) e a resposta imunoldgica especifica dos peixes estd integrada com as defesas de
origem mais antiga (imunidade ndo especifica), em que a mais notdvel talvez seja a

fagocitose (Manning, 1998).

1.2.2 - Sistema imunolégico nao especifico

A resposta de proteccio ndo especifica ou inata é direccionada contra microrganismos
ou substincias estranhas no geral, e ndo tem como alvo patdgenos especificos ou
antigenios (Anderson & Siwiki, 1994a; Raa, 1996; Benjamini et al., 1996; Wedemeyer,
1996; Manning, 1998).

Na primeira linha de defesa da chamada imunidade ndo especifica, estio mecanismos
ndo celulares como a pele, as escamas, o muco da pele, o muco das branquias e 0 muco
intestinal; mecanismos humorais, secrecdes toxicas que alguns peixes possuem,
proteinas do plasma, enzimas (ex. lisozima, lectinas e lactoperoxidase) e componentes
do complemento; mecanismos celulares, células citotéxicas nao especifica, celulares

fagocitarias e proteinas do sangue (Anderson, 1990; Anderson, 1992; Lall & Oliver,
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1993; Siwiki & Anderson, 1993a e b; Benjamini et al., 1996; Raa, 1996; Wedemeyer,
1996; Manning, 1998; Borrego, 1997; Rovira i Pato, 1998).

A camada epidérmica da pele tem um papel importante neste aspecto uma vez que,
secreta 0 muco que cobre a superficie epidérmica sendo esta a primeira linha de defesa
contra agentes patogénicos, e proporciona também uma protec¢do fisica (Fast et al.,
2002).

A camada de muco da pele e a epiderme sdo importantes na defesa dos peixes, porque
sdao os primeiros locais de interac¢do entre o hospedeiro, e potenciais agentes
patogénicos. No interior destas camadas existem muitas enzimas e proteinas
antimicrobianas, que estdo envolvidas na imunidade inata dos peixes (Cole et al., 1997;
Dalmo et al., 1997; Ebran et al., 2000; Oren and Shai, 1996; Patrzykat et al., 2001;
Smith et al., 2000).

1.3 — Regeneracio — danificaciao do tecido

Nos peixes teledsteos, bem como em muitas espécies em cativeiro, a perda das escamas
e de numerosas regides da derme superficial resulta em grandes ferimentos na superficie
da epiderme. Contudo estes individuos recuperam rapidamente destas lesdes, embora
uma grande superficie da epiderme fique carenciada de protecdo, pois esta funciona
como uma barreira de protecdo impedindo o choque osmdtico e a entrada de agentes
patogénicos existentes na dgua. (Bereiter-Hahn, 1986). Obviamente, porque é esta a sua
funcdo principal, esta proteccdo deve ser restaurada rapidamente como defesa contra o
ambiente externo (Quilhac and Sire, 1999).

A cicatrizagdo de feridas superficiais é conhecida em mamiferos e anfibios. Geralmente,
a reparacdo decorre seguindo uma sequéncia ordenada de eventos bioquimicos e
celulares resultando na recuperacdo dos tecidos lesionados subepidérmicos. (Radice

19807, 1980b; Pollack, 1984; Vanable, 1989).

Apesar da cicatrizagdo dos ferimentos, em peixes ciclideos, da epiderme se processar de
forma rapida, a superficie dermal (SPL (revestimento do “scale pocket”) e feixes de
colagénio em falta na derme) quando sujeita a um choque osmdtico ou outras agressoes

externas (agentes patogénicos), é reparada apds algumas horas. Os tecidos da camada
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subepidérmica sdo capazes de resistir a uma longa exposicdo a agressdes externas
(Quilhac and Sire, 1999).

As células do SPL podem resistir ao choque osmético durante pelo menos 3 horas sem
apresentarem qualquer lesdo no tecido. A “reaccdo” da primeira célula do SPL é
detectada 3 horas apds a lesdo, em regides onde ndo houve cicatrizagdo de epiderme
(Quilhac and Sire, 1999).

A derme apresenta duas formas de reac¢do as lesdes de acordo com a extensdo da
agressdo, isto €, abaixo da SLP onde néo esta directamente exposta, ou na derme onde

estd directamente exposta ao choque osmético (Quilhac and Sire, 1999).

Outro factor de proteccdo importante da pele dos teledsteos é o muco porque contém
anticorpos contra os antigénios bacterianos e enzimas proteoliticas (Mittal and Munshi,

1974).

1.4 — Processo morfolégico de regeneracio das escamas:

Apods a remocdo das escamas, fica um espaco que nio contém células susceptiveis de
observacdo (scale pocket). A epiderme e tecido conjuntivo até a extremidade distal dos
scale pocket foram removidos e perdidos. A reepitelizagdo da drea que sofreu a lesdo
ocorreu com um dia do processo de regeneracdo das escamas. Na regido posterior do
scale pocket, apenas sob a epiderme regenerada, foram reportadas células fusiformes
que contém um nucleo oval com 1-3 nucléolos. Estas células aparecem dois dias apds a
remocdo das escamas e acumulam-se na parte posterior do scale pocket onde formam
multiplos agrupamentos celulares. O primeiro sinal de producdo da matriz das escamas
foi encontrado também dois dias apds a remocdo das mesmas. A matriz extracelular
observa-se no interior da regifo central dos agregados celulares (Y. Ohira et al., 2007).

O processo de regeneracdo das escamas € evidente nos primeiros 5 dias apds lesdo/
remoc¢do das mesmas. A formacdo das escamas primordiais € importante para uma
regeneracdo rapida da area. Multiplas escamas primordiais similares foram também
encontradas em ciclideos no processo de regeneracdo do scale pocket, sugerindo que a
formacdo e o crescimento rdpido das escamas na fase inicial da regeneragdao é comum

nos peixes (Sire J-Y. et al., 1984; Y. Ohira et al., 2007).
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1.4.1 — Rapida producio da matriz da camada éssea:

A produgdo da matriz da camada dssea e iniciagdo da produgdo da placa basal ocorre a
partir dos 3 até aos 5 dias apds remog¢ado das escamas (Y. Ohira et al., 2007).

Primeiro, a produ¢@o da matriz resulta em agregados celulares. Em seguida, fundem-se
os agregados da matriz e formam a camada dssea, e inicia-se a produg¢do da placa basal.
Em concomitincia com o inicio da produgdo da placa basal, ocorre a diferenciacéo
morfoldgica das células que dao origem as escamas. Nesta fase a calcificagdo da

camada 6ssea avanga rapidamente (Y. Ohira et al., 2007).

A producdo da matriz ao longo da placa basal ocorre em simultineo com o crescimento
da camada Ossea. Sete dias apés a remogdo, a camada regenerativa das escamas €

composta por 2-3 camadas da placa basal e pela camada dssea (Y. Ohira et al., 2007).

Y. Ohira et al (2007) demonstrou que a capacidade de regeneragdo da camada dssea,
especialmente no inicio da fase, apresenta uma superficie rugosa sendo frequentemente
associada a orificios na matriz. Essa rugosidade na matriz da camada 6ssea pode resultar
da produgdo extremamente activa da matriz durante a regeneracdo. No entanto, a
rugosidade na superficie e os orificios na matriz éssea, bem como o nimero de células
associadas a esses processos, diminuem ao fim de 28 dias. Estes dados sugerem que a
remodelacdo da camada dssea ocorre durante a regeneracdo das escamas (Y. Ohira et
al., 2007).

A presenca de células osteocldsticas que reabsorvem a camada Ossea durante o

crescimento das escamas ja foi demonstrada em truta (P. Persson et al., 1995;1999).

1.5 — Técnicas para avaliar o processo de regeneracio da escama

Os estudos realizados para observacdo do processo de regeneracdo podem ser
completados através de varias ferramentas de estudo, tais como: a histologia, que
permite identificar a estrutura do material biolégico e a forma como os seus
componentes se inter-relacionam, tanto estrutural quanto funcionalmente; a
imunohistoquimica, que utiliza anticorpos para identificar estruturas tecidulares (que

funcionam como antigénios) in situ. O objectivo principal desta técnica consiste em
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localizar e identificar proteinas que fazem parte da constituicdo dos tecidos. O principio
basico incide num conjunto de reacc¢des especificas (interac¢des anticorpo-antigénio),
que conferem cor aos compostos que se pretende estudar. A imunocitoquimica
apresenta-se como um meio de identificacdo de vdrias estruturas celulares (através dos
respectivos antigénios) e patogénicas (neopldsicas ou ndo), bem como das
consequéncias, a nivel funcional e morfolégico, da ac¢do desses mesmos elementos;
através de analise molecular para verificar a expressdo de genes alvo ou mesmo
alteracdo dos mesmos; hibridacdo in situ permite identificar o locus cromossémico onde
se localiza uma determinada sequéncia de DNA ou RNA através do uso de sondas (Lodish
et al., 1995); a técnica de microarray permite a andlise comparativa da expressdo de
vérios genes perante uma dada situacio experimental, sendo assim possivel a elucidacéo
da funcdo de muitos genes ainda ndo anotados ou com pouca informacdo sobre eles

(Ferraresso et al., a publicar).

1.6 - A Dourada como espécie modelo

Neste trabalho utilizou-se a dourada (Sparus aurata) como espécie modelo. Pertence a
familia Sparidae, sendo um peixe com uma actividade metabdlica relativamente
elevada. O estudo do mecanismo de regeneracdo das escamas neste animal tem
particular interesse, uma vez que os trabalhos realizados nesta drea utilizaram peixes
com uma actividade metabdlica reduzida.

Este peixe € um teledsteo marinho, apresenta uma mancha negra por cima do opérculo e
uma mancha amarelo-dourada em crescente entre os olhos, envolvida por duas zonas
escuras. Pode atingir 70 cm de comprimento e vive no infralitoral, em fundos arenosos
ou rochosos, podendo surgir em dguas salobras. Habitam no Oceano Atlantico desde as
Ilhas Britanicas até Cabo Verde, incluindo o Mar Mediterrineo, a sua alimentacdo é a
base de outros peixes invertebrados e matéria vegetal. Sdo hermafroditas protrandricos
ou seja, mudam de sexo de macho para fémea, entre os dois e os quatro anos de idade.
A época de reproducao ocorre entre Outubro e Dezembro (Pillay, 1990; Saldanha, 1997,
Miller e Loates, 1997). A dourada tem um elevado valor comercial e é uma das
principais espécies de producdo em aquacultura no sul da Europa e este facto t€ém
impulsionado a investigacdo no que respeita ndo sé a cultura mas também a fisiologia

destes animais (Pillay, 1990).
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A dourada apresenta uma elevada importancia para a aquacultura devido a um aumento
nos estudos realizados nos ultimos anos em dreas como, imunologia, endocrinologia,
morfologia do osso e fisiologia muscular. O desenvolvimento e implementacdo das
vdrias ferramentas gendmicas em dourada podem providenciar uma ponte entre esta
espécie e os Perciformes, podendo atribuir a S. aurata o estatuto de organismo modelo

marinho.
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2 -OBJECTIVOS

A realizacdo da presente tese de mestrado tem como objectivo principal estudar o
processo de regeneragdo de escamas em douradas e esclarecer os mecanismos de
regulacdo por detrds deste processo. A caracterizagdo morfoldgica da estrutura da pele e
escama de dourada também serd efectuada. Pretende-se, ainda, avaliar as consequéncias
morfoldgicas de remog¢do de escamas e a sua subsequente regeneracdo durante 3 e 7 dias
em relacdo ao controlo e, também, identificar as células caracteristicas da escama

através da utilizacdo de marcadores moleculares.
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