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Resumo

Para aquisicdo de alimentos, bivalves utilizam de batimentos ciliares e secrecdo de muco nas
branquias. O muco além de exercer papel importante na captura de alimentos, tem também sido
utilizado como biomarcador de poluigdo. O presente estudo objetivou caracterizar, histoquimicamente,
as branquias de mexilhdes Brachidontes exustus provenientes de Anchieta, litoral sul do Espirito Santo.
Para isso, as branquias foram dissecadas e submetidas a técnica para inclusdo em historesina e
submetidas as técnicas histoquimicas de Azul de Bromofenol e Acido Periddico Schiff (PAS). No epitélio
branquial constatou-se a presenca de células que secretam mucoproteinas neutras; o vaso
hemolinfatico é circundado por uma estrutura constituida por polissacarideos associados a fibras
colagenas por onde circulam hemdcitos reagentes aos testes histoquimicos. As células e estruturas
aqui observadas auxiliam na defesa, alimentacdo e sustentagdo mecénica do érgéo.

Palavras-chave: Filamentos branquiais. Mexilh&o.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas — Morfologia.

Introducéo

Brachidontes exustus é um pequeno bivalve epifaunal, com tamanho méaximo de 25 mm, que se fixa
em substratos rochosos e tem ampla tolerancia a salinidade e temperatura (SEED, 1980; WINGARD;
STONE; HOLMES, 2001). Esses animais, por serem bivalves marinhos, possuem grande importancia
para alguns processos ecologicos (RUSSELL-HUNTER, 2013), uma vez que 0s movimentos ciliares
de células branquiais durante a alimentacdo contribuem para a autopurificacdo em ecossistemas
aquéticos (MORTEZA et al., 2012) por remover o material em suspenséo e contaminantes da coluna
de 4gua (OSTROUMOV, 2006).

Além dos batimentos ciliares, 0 muco secretado pelas branquias dos bivalves também exercem
papel importante na captura de alimentos (SZE; LEE, 1995) e tem sido utilizado como biomarcador de
poluicdo. Neste sentido, Tan; Lim (1984) notaram um aumento na producdo de muco em mexilhdes
Perna viridis expostos a chumbo assim como David; Fontanetti (2009) que observaram aumento em
numero de células mucosas em mexilhdes Mytella falcata provenientes de uma regiao poluida.

Perante a importancia desse 6rgdo para alimentacéo e defesa, este estudo objetivou caracterizar,
histoquimicamente, as branquias de mexilhdes B. exustus provenientes de Anchieta, litoral sul do
Espirito Santo, para verificar a atividade das células produtoras de proteinas e polissacarideos.

Metodologia

As coletas do material biolégico ocorreram durante a primavera do ano de 2020, no municipio de
Anchieta, litoral sul do Espirito Santo (Fig. 1), durante maré baixa (0,0) e dentro de um transecto de 20
metros. Os mexilhdes foram retirados do costdo rochoso com uma espatula, e acondicionados em
baldes com agua do mar e transportados para o Laboratério de Morfologia Animal do Centro de
Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (CCENS/UFES). As
branquias de vinte individuos foram dissecadas e fixadas em formol 10% tamponado para analises
morfoldgicas e histoquimicas.

Seguindo a rotina de preparagéo histolégica para inclusdo em historesina (Leica Historesin), o
material foi desidratado, por 30 minutos, em solucdes crescentes de alcool (70-95%) e submetido a
resina de embebicdo por 24 horas. Posteriormente, foi incluido em moldes contendo resina com
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catalisador e, ap6s a polimerizacao dos blocos, foi seccionado com espessura de 4 ym em micrétomo
manual (Lupetec MRP 09) com navalha de carboneto de tungsténio Leica. As secc¢des foram coletadas
em laminas de vidro e submetidos as seguintes técnicas:

Azul de Bromofenol para deteccéo de proteinas (PEARSE, 1985):

As laminas permaneceram no Azul de Bromofenol durante 2 horas, em temperatura ambiente. Em
seguida, foram lavadas com acido acético 0,5% por 5 minutos e, posteriormente, em agua corrente por
15 minutos.

Acido Periédico Schiff (PAS) para deteccdo de polissacarideos (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
1983):

As laminas foram colocadas em acido periddico 1% durante 10 minutos, lavadas em agua destilada
e, em seguida, mantidas no reagente de Schiff por uma hora e meia, no escuro. Posteriormente, as
laminas foram lavadas em agua corrente por 10 minutos.

Em ambas as técnicas, ap0s secagem, as laminas foram montadas em balsamo do Canada e
analisadas sob microscopio de luz Leica DM750 equipado com camera fotografica Leica ICC50 HD
acoplada ao computador e fotodocumentadas utilizando o software LAZ EZ 3.0 Leica.

Figura 1- Area de estudo no Municipio de Anchieta, Espirito Santo. Os pontos em rosa indicam os costdes
rochosos onde mexilh6es Brachidontes exustus foram coletados.
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Fonte: Autor, 2021.

Resultados

Na zona frontal dos filamentos branquiais, a célula pos laterofrontal (CPL), ndo ciliada, apresentou
fraca reacdo ao PAS (Fig. 2A)

Na zona lateral dos filamentos branquiais encontram-se células glandulares com indmeros granulos
que, segundo as andlises histoquimicas, demonstraram carater misto, pois foram evidenciadas por
ambos Azul de Bromofenol e PAS (Fig. 2C, D, E, F). Entretanto, B. exustus parece conter mais um tipo
de célula secretora no epitélio da zona lateral, a célula secretora tipo 2, com grénulos fracamente
reagente ao Azul de Bromofenol e negativo ao PAS (Fig. 2E) (Tabela 1).

No epitélio da zona abfrontal foi possivel visualizacdo do rompimento da membrana plasmatica de
algumas células, com liberacdo dos granulos serosos marcados pelo Azul de Bromofenol (Fig. 2B).

O epitélio branquial repousa sobre uma camada espessa, a base fibrosa, fracamente evidenciada
pelo PAS (Fig. 2C, F).
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As células epiteliais e a base fibrosa recobrem o vaso hemolinfatico, em cujo limen é frequente a
visualizacdo de hemdcitos com citoplasma contendo granulos (granuldcitos) ou ndo (agranuldcitos),
sendo os granuldcitos maiores e com granulos marcados pelos testes aplicados (Fig. 2B, E, F). Células
endoteliais que revestem esse vaso foram por vezes fortemente evidenciadas pelo PAS (Fig. 2A, C).

As reacfes das estruturas branquiais aos testes histoquimicos sédo mostradas na tabela 1.

Figura 2 - Seccdes histologicas dos filamentos branquiais de B. exustus submetidas ao Acido periddico Schiff
(PAS) e Azul de Bromofenol. A- Note as células pos laterofrontal (CPL) e uma endotelial (EN) positiva para PAS.
B- Observe o rompimento da membrana e liberagéo de granulos serosos das células da zona abfrontal (cabecas
de seta). C-F- Destaque as células glandulares mistas (GL) na zona lateral, os granulécitos (GR) e a base fibrosa
(BF) reagindo positivamente aos testes hlstoqwmlcos T2- Célula secretora tipo 2. Fonte: Autor (2020).
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Tabela 1 - Reacao, aos testes histoquimicos, das diferentes estruturas presentes nos filamentos branquiais de B.
exustus provenientes de Anchieta, litoral sul do Espirito Santo. Fonte: o autor.

Zona/ Tipos Celulares Acido Periédico Schiff (PAS) Azul de Bromofenol
Estrutura
zona Pds laterofrontal + -
Frontal
Zona Glandular mista +++ +++
Lateral Glandular tipo 2 - +
Zona
Abfrontal Serosa i A
Célula endotelial ++ (citoplasma) -
Granuldcito ++ ++
Agranuldcito - -
Base
fibrosa * i
Legenda: (-) negativa; (+) fraca reacdo; (++) moderada reagdo; (+++) intensa reagao.
Discusséo

A zona frontal em B. exustus apresentou somente um tipo celular aciliado, a célula pés laterofrontal,
que teve fraca marcacao para mucopolissacarideo neutro (PAS). Nos estudos de Gomez-Mendikute et
al. (2005) com Mytilis galloprovincialis, essas células foram evidenciadas pelo Azul de Alcian indicando,
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portanto, serem predominantemente secretoras de mucopolissacarideos acidos. David, Salaroli,
Fontanetti (2007) atribuem a essa célula a funcdo de absorcédo de material do meio externo, devido a
presenca de microvilosidades e vesiculas de pinocitose.

As células secretoras foram encontradas majoritariamente na zona lateral do filamento branquial,
identificadas como células que produzem uma secrecao mista, sendo evidenciadas pelo PAS e Azul
de Bromofenol, corroborando com o observado em outros estudos (BENINGER et al., 1993;
BENINGER; ST-JEAN, 1997; DUFOUR; BENINGER, 2001).

Com relagdo ao muco secretado, esse tem um papel importante no transporte de particulas -
podendo ser este para ingestdo como para rejeicdo- e na lubrificacdo do epitélio branquial, assim,
reduzindo a friccdo da agua (BENINGER et al.,, 1993; BENINGER; ST-JEAN, 1997; DUFOUR,;
BENINGER, 2001), além também de prevenir a perda de agua quando esses animais estdo expostos
ao ar (SZE; LEE, 1995). Ademais, essas secrecdes tem importante papel nos processos de digestao,
uma vez que 0 muco agrupa as particulas e os granulos proteicos de modo a auxiliar na digestao
enzimatica do alimento antes de chegar a boca do mexilhéo.

A secrecao de moléculas que neutralizam possiveis patégenos também pode ser uma das fungfes
dos granulos proteicos. Owen; McCrae (1976) observaram que as células mistas em Chlamys varia
nao eram evidenciadas pelo PAS e Azul de Bromofenol -que sugerira ser mucopolissacarideo acido -
porém as de Ostrea edulis mostram ser, assim como neste estudo, uma mucoproteina neutra.

Em andlises ultraestruturais, Bigas, Durfort, Poquet (2001) identificaram mais de um tipo de célula
secretora nas branquias de O. edulis, entretanto essas localizavam-se na zona frontal do filamento
branquial. Neste estudo, mais de um tipo de célula secretora na zona lateral foi identificada: a célula
secretora tipo 2. Esta diferiu das células mistas em composicao e tamanho dos granulos, contudo, ndo
se descarta a possibilidade de serem o mesmo tipo celular, em diferentes fases de sintese e/ou
liberacéo granular. Nogarol et al. (2016) encontraram células secretoras nessa zona evidenciadas pelo
Azul de Alcian com especificidade para mucinas acidas. Portanto sdo necessarios realizar mais testes
histoquimicos para melhor entendimento sobre as funcdes e propriedades quimicas da secrecgao
eliminada por este tipo celular da branquia de B. exustus.

Poucos autores discutem a composicdo da base fibrosa; Peck (1877) descreve essa estrutura como
constituida por quitina. Nogarol et al. (2016), ao submeter os filamentos branquiais de Diplodon
expsansus a histoquimica, identificaram fibras colageno e célcio nessa estrutura. A fraca rea¢éo desta
base ao PAS aqui observada, bem como a presenca de elementos fibrosos, corroboram com os
estudos de David, Salaroli, Fontanetti (2007) com branquias de Mytella falcata, indicando que a base é
constituida por polissacarideos associados a fibras colagenas.

Algumas células endoteliais apareceram intensamente coradas ao PAS, podendo ser explicadas
pelo fato de que moléculas existentes no meio extracelular adentram o citoplasma pela formacao de
vesiculas de pinocitose. Nos epitélios simples pavimentosos que revestem os capilares sanguineos e
linfaticos (endotélio), essa atividade ocorre de forma intensa para transportar moléculas entre o vaso e
seu tecido conjuntivo subjacente ou sentido contrario (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Os granuldcitos foram marcados moderadamente pelo Azul de Bromofenol e PAS. David, Salaroli,
Fontanetti (2007) retratam que os hemacitos fazem fagocitose para renovacgéo do epitélio e para isso
atravessam o vaso da hemolinfa e alcangam o tecido. Apesar desses autores tratarem este como um
processo fisiolégico, Sunila (1988) aponta ser mecanismos de defesa contra poluentes. Os granulos
proteicos dos granulécitos além de exercer fungcbes na defesa, podem também conter proteases e
colagenases que auxiliariam no rompimento da base fibrosa para assim atingirem o epitélio.

Conclusao

As analises histoquimicas apontaram estruturas e células nos filamentos branquiais de B. exustus
com diferentes composi¢des quimicas e até carater misto, dentre elas células secretoras da zona lateral
e abfrontal, hemécitos, células endoteliais e tecido conjuntivo- base fibrosa, nas quais exercem funcdes
vitais no érgéo, como a aquisicdo e digestdo de alimentos, defesa do organismo e sustentacao.
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