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RESUMO

Os hemdcitos, células sanguineas dos moluscos, exercem vdrias fungdes, tais como reparo de
lesdes dos tecidos e da concha, digestdo, transporte de nutrientes, defesa e excre¢cdo. Os tipos
hemocitdrios compreendem os hialindcitos, os granulécitos e uma terceira linhagem, cujas
células s@o denominadas de "brown cells", a que propomos denominar de células marrons.
Este estudo investigou as células marrons em Lucina pectinata (Bivalvia: Lucinidae), quanto
a: morfologia, ocorréncia, quantidade e distribui¢cao nos 6rgaos e composi¢cdo bioquimica. Os
exemplares de L. pectinata (n = 48) foram coletados na Baia de Camamu (Bahia) em abril de
2012. Foram feitos cortes de 5 mm de tecido, que foram fixados, parte em formalina a 10% e
outra parte em fixador de Carnoy. Os cortes foram processados por técnica rotineira de
histologia, com inclusdo em parafina e obtencdo de sec¢cdes de tecidos com 6-7 pm de
espessura. Para o estudo morfoldgico e controle, usou-se o corante hematoxilina de Harris e
eosina (HE). O Acido Periédico de Schiff (PAS) foi usado para evidenciar glicogénio,
glicoproteinas € mucoproteinas, o Azul da Prissia (= “Método de Perls”), para evidenciar
Fe"™™ e o Azul de Turnbull, para evidenciar Fe™". A estereologia foi utilizada para avaliar a
area ocupada pelas células marrons em cada 6rgao. O material foi analisado em microscopia
de luz. Todos os exemplares apresentaram células marrons, que estiveram sempre presentes
no rim e¢ na gonada. O rim apresentou o maior nimero de células marrons, o que
provavelmente esté relacionado a funcdo de excrecdo dessas células. Sua presenca no interior
dos foliculos sugere papel de fagocitose de gametas residuais. A glandula digestiva e o manto
também apresentaram alta prevaléncia dessas células. Baixa prevaléncia foi observada nas
branquias e no sifdo exalante e no pé estas estiveram ausentes. O resultado histoquimico
positivo a0 PAS pode indicar: armazenamento de carboidrato, presenca de mucoproteina,
glicoproteina ou de lipofuscina, polimero relacionado com o envelhecimento. A positividade
aos métodos de Perls e Azul de Turnbull possivelmente indica presenca de hemossiderina,
depdsito amorfo de ferro. Esse fato pode estar relacionado ao ambiente em que vive L.

pectinata, o manguezal, conhecido por apresentar teor significativo de compostos de ferro.

Palavras-chave: Bivalves; excrecao; hemdcitos; histoquimica; "pigment cells"; "serous

cells".
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ABSTRACT

The hemocytes, molluscs blood cells, perform several functions, such as tissue repair and
shell lesions, digestion, transport of nutrients, defense and excretion. The types of hemocyte
comprise hyalinocytes, granulocytes and a third lineage, whose cells are called brown cells.
This study investigated the brown cells in Lucina pectinata (Bivalvia: Lucinidae), regarding
its the morphology, occurrence, quantity and distribution in organs and biochemical
composition. Specimens of L. pectinata (n = 48) were collected in Camamu Bay, Bahia, NE-
Brazil, in April 2012. Tissue-sections of approximately 5 mm were cut, were fixed part in
10% formalin and part in Carnoy's fixative. The fixed tissues were processed using the routine
histological technique, which included paraffin embedding, and microtome sections of 6-7
um in thickness. For morphological studies and control, we used Harris hematoxylin and
eosin (H&E). The Periodic Acid Schiff (PAS) was used to demonstrate glycogen,
glycoproteins and mucoproteins, Prussian Blue to highlight Fe™" and Turnbull's blue to
highlight Fe™. The tissue area occupied by the brown cells was evaluated through the
stereological technique. The preparations were analyzed by light microscopy. All specimens
showed brown cells that were mainly present in the kidney and gonad. The kidney had the
highest number of brown cells, which is probably related to the function of excretion of these
cells. Its presence within the follicles suggests phagocytosis of residual gametes. Digestive
gland and mantle also showed a high prevalence of these cells. Low prevalence was observed
in the gills and exhalant siphon, and in the foot they were absent. The positive histochemical
result to PAS may indicate: storage carbohydrate, presence of mucoproteins, glycoproteins or
even of lipofuscin, polymer-related aging. Positive results to Perls and Turnbull Blue possibly
indicates the presence of hemosiderin, amorphous iron deposit. This fact may be related to the
environment where L. pectinata lives, the mangrove, known for high amount of iron
compounds.

n,on

Keywords: Bivalves; excretion; hemocytes; histochemistry; "pigment cells"; "serous cells".
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1. INTRODUCAO GERAL

Os bivalves sao moluscos lateralmente comprimidos, tipicamente com conchas
divididas em duas metades, também denominadas de valvas, que sdo articuladas dorsalmente
por um ligamento eldstico quitinoso interno ou externo. Os locais da dobradiga das valvas sdo
travados por dentes, que evitam que estas deslizem uma na outra ou se fechem indevidamente.
A concha € mantida fechada pela acdo de um par de miusculos adutores, que por sua vez,
agem contra a tensdo do ligamento eldstico, que tende a manter as valvas afastadas (LEAL,
2002).

A subclasse Heterodonta (Neumayr, 1884) possui conchas com dobradica, tendo
dentes cardinais e laterais, um ligamento posterior aos bicos, assim como lobos do manto
juntos desenvolvendo sifées e concha com uma estrutura lamelar ou prismética, nunca
nacarada, sendo que esta subclasse inclui a ordem Veneroida (RIOS, 2009).

A ordem Veneroida (H. & A. Adams, 1856) € constituida por bivalves cujas conchas
tém geralmente os lados diferentes entre si, com as duas cicatrizes musculares do mesmo
tamanho e dobradi¢as com dentes cardinais e laterais. Os moluscos desta ordem raramente sao
sedentarios (RIOS, 2009).

Dentro dos Veneroida estéd incluida a superfamilia Lucinoidea (Fleming, 1828), que,
por sua vez, inclui a familia Lucinidae (Fleming, 1828). Esta dltima caracteriza-se por possuir
valvas quase circulares, espessas e equivalentes; a cicatriz do musculo adutor anterior &
alongada e a posterior é arredondada; o ligamento € externo ou parcialmente interno e a
dobradica contém dois dentes cardinais, um anterior e um posterior lateral (RIOS, 2009).
Muitos Lucinoidea (e.g., Lucina, Divaricella, Codakia) perderam completamente o sifao
inalante, porém os mesmos fazem tocas de 25 a 30 cm de profundidade com a a¢do de um pé
alongado, construindo assim um tinel revestido de muco que funciona como um sifao
inalante. As correntes respiratorias e de alimentacdo entram anteriormente por esse canal e
saem pelo sifao exalante (RUPPERT et al., 2005; RIOS, 2009).

Os bivalves podem viver em diversas condicdes de habitat. Por exemplo, as ostras se
fixam permanentemente a substratos duros, os mexilhdes vivem temporariamente ligados aos
substratos por feixes de fibras proteicas chamados de bisso e a maioria das améijoas (nome
comum dado a varias espécies da familia Veneridae) enterram-se na areia ou na lama (LEAL,
2002).

Os bivalves da Familia Lucinidae vivem em dguas rasas e em habitats sujeitos a agao

das marés. Geralmente sdo coletados manualmente e consumidos localmente. S3o aptos a



viver até em dreas quimicamente toxicas e, além disso, membros desta familia tipicamente
hospedam bactérias simbidticas em suas branquias (LEAL, 2002). O género Lucina
(Bruguiere, 1797) tem valvas que variam de tamanho médio a grande, subtrapezoidais em vez
de comprimidas e que sdo esculpidas por sulcos concéntricos. O ligamento eldstico €
totalmente externo e os dentes cardinais sdao bem pequenos nos adultos (RIOS, 2009).

Lucina pectinata (Gmelin, 1791), pertencente a esta familia, distribui-se da Carolina
do Norte até a Florida e Texas (EUA), nas Indias Ocidentais, Venezuela, Suriname e no Brasil
do Amapd até Santa Catarina (RIOS, 2009). Tem valvas circulares (5,1 x 4,8 cm), pouco
infladas e de cor branco-amarelada (Figura 1). A superficie externa € esculpida com sulcos
bem espacados. As dreas da dobradi¢a e das margens sdo tingidas com amarelo ou laranja.
Esta espécie vive em substrato lodoso de dguas rasas. E uma espécie comestivel e conhecida

popularmente como "Lambreta" ou "Sernambi" (RIOS, 2009).

Figura 1. Lambretas (Lucina pectinata) recém-coletadas no manguezal da Bafa de Camamu,

Bahia. Barra = 3 cm (Foto de acervo pessoal).

O sistema circulatério dos moluscos bivalves € do tipo aberto, o que significa que a
hemolinfa estd presente tanto no coragdo e nos vasos, como banha continuamente todos os
tecidos do corpo (CHENG, 1981).

Os hemdcitos, células sanguineas dos bivalves, exercem vdrias funcdes, tais como:

reparo de lesdes dos tecidos e da concha, digestdo e transporte de nutrientes, defesa e



excre¢do (CHENG, 1981). Podem ser de dois tipos: hialindcitos e granuldcitos. Os
hialindcitos sdo células sem granulos e tém um nucleo central rodeado por relativamente
pouco citoplasma, enquanto que os granuldcitos sdo maiores que estes e t€ém o nicleo bem
menor (CHENG, 1981; CARBALLAL et al., 1997). Além desses dois tipos de hemdcitos,
existe uma terceira linhagem que compreende as "serous cells", "pigment cells" ou "brown
cells" (MACKIN, 1955; CHENG, 1981). As "brown cells" ndo tem nome equivalente na
Lingua Portuguesa, entdo propomos, doravante, chama-las de células marrons.

A fungdo excretora dos hemdcitos envolve as glandulas pericardicas, que também sdo
conhecidas como glandulas de Keber. Essas glandulas, que compreendem uma parte do
sistema excretor, sdo proeminentes em muitos bivalves e ocorrem em dois locais: nas
auriculas e/ou no manto e dentro da cavidade pericardica. Essas glandulas sdo também os
locais de producao das células marrons (CHENG, 1981). Ao contrdrio desse autor, Stein e
Mackin (1955) assumem que as células marrons se formam a partir dos leucdcitos e sdao
resultado de processos metabolicos.

Conforme Cheng (1981), as células marrons mais novas, ou seja, aquelas que
continuam dentro da glandula de Keber ou que foram recentemente produzidas, sao
caracterizadas por serem essencialmente sem motilidade e possuirem grande quantidade de
glébulos pigmentados no citoplasma, com coloragdo que varia de um marrom claro a marrom
escuro. Esses globulos conferem a cor marrom para essas células, por isso a atribuicdo do
nome célula marrom (ZAROOGIAN e YEVICH, 1994; ZAROOGIAN, 1997; ZAROOGIAN
e JACKIM, 2000).

Essas células ocorrem em tecidos e algumas vezes, dentro de porcdes fechadas do
sistema circulatério e por isso compreendem um tipo celular de circulacdo e migracao
(CHENG, 1981). Conforme Ruddell e Wellings (1971), as células marrons sdo ovéides ou
esféricas. Ja Takatsuki (1934a) e Kato (1960) afirmaram que as mesmas sdo ameboides. Esses
autores verificaram, mediante uso de carmim, atividade fagocitaria dessas células.

Muitas fungdes tém sido atribuidas as células marrons, incluindo defesa contra
doencas causadas por patégenos (STEIN e MACKIN, 1955). Essas células podem ter,
também, um importante papel na excrecdo e na osmorregulacio (HAIGLER, 1964), no
armazenamento de gordura e secrecdo do material formador da concha (WHITE, 1942;
HAIGLER, 1964) e na protecdo da musculatura auricular (TAKATSUKI, 1934b; HAIGLER,
1964). Zaroogian e Yevich (1994) observaram ainda um aumento destas células em
associa¢do com hemdcitos em respostas inflamatdrias agudas e cronicas, sugerindo que talvez

estas participem da acumulagdo e detoxificacdo (= desintoxica¢do) de poluentes. Guzméan-



Garcia et al. (2009), estudando os efeitos de metais pesados em C. virginica sugeriram que 0o
aumento de células marrons e a reacdo hemocitdria sdo respostas especificas do processo de
detoxificagdo e recuperagdo celular.

Além das fun¢des mencionadas, White (1942) propos que as células marrons teriam
funcdo excretora e, desse modo, extrairiam acidos do sangue, os quais seriam carregados para
o rim (6rgdo de Bojanus) através de canais renopericardiais ciliados. Ruddell e Wellings
(1971), por sua vez, sugeriram que essas células poderiam estar envolvidas no movimento e
no processamento de fluidos bioldgicos. Cheng e Burton (1966) sugeriram que as células
marrons agem como fagdcitos na remoc¢do de residuos e outros produtos associados com
parasitismo e outras condi¢des patolégicas. Cheng (1981) mencionou ainda que esta seria a
funcdo mais importante dessas células e que estas removem produtos de degradacdo de
parasitos mortos ou moribundos, assim como produtos metabdlicos de parasitos bem
sucedidos.

A primeira publicacdo que considerou uma possivel associa¢do funcional das células
marrons com parasitismo € atribuida a Mackin (1951), que notou um crescimento em nimero
destas células em C. virginica, parasitada pelo fungo Perkinsus marinus (=Labyrinthomyxa
marina ou Dermocystidium marinum). Mackin (1951) também notou um crescimento em
nimero destas células em Macoma balthica (Linnaeus, 1758) parasitada por Perkinsus sp. €
de modo semelhante, Cheng e Burton (1965) notaram que embora as células marrons
estivessem presentes em ostras C. virginica nao parasitadas, sua quantidade era aumentada em
ostras parasitadas por esporocistos do trematédeo Bucephalus sp.

Stein e Mackin (1955) mostraram que as vesiculas das células marrons contém lipidios
e proteinas, que podem estar combinados em lipofuscina, um pigmento lipogé€nico que
aumenta no citoplasma de muitas células a medida que estas envelhecem. Alguns anos depois,
Haigler (1964) relatou a presenga de “granulos” de lipidio e tirosina em células marrons de C.
virginica. Esse autor também verificou que a lipofuscina presente nas células marrons dessa
ostra é soluvel em 4cidos e bases diluidos. Porém, Stein e Mackin (1955) observaram que as
células marrons na mesma espécie de ostra sdo insoliveis em 4cidos e bases diluidos, o que,
segundos esses autores, seria de se esperar de lipofuscinas verdadeiras.

Além de lipidios e proteinas, as vesiculas das células marrons contém grandes
quantidades de ferro (KATO, 1960; RUDDELL e WELLINGS, 1971; PIRIE e GEORGE,
1979). Ruddell e Wellings (1971) observaram também glicogénio nestas células em C. gigas,
porém, segundo esses mesmos autores, as mesmas nao parecem estar envolvidas no

armazenamento desse componente. Kato (1960) observou, nas células marrons da glandula



pericardica de Corbicula sp. (Bivalvia: Corbiculidae), bilirrubina, amodnia, uréia, alantoina,
creatina, 4cido hipurico e 4cido drico.

Conforme Zaroogian e Yevich (1994), essas células possuem ainda glutationa
reductase, fosfatase dcida e lisozima, indicando que as vesiculas contidas nas mesmas sio
lisossomos. A glutationa das células marrons estd envolvida na manutencdo da integridade da
membrana celular, equilibrio de oxidagdo-redu¢do e detoxificagdo de muitas substincias
organicas e inorganicas (ZAROOGIAN, 1997; ZAROOGIAN e NORWOOQOD, 2002). Esta
atua na capacidade celular de destruir os radicais livres e espécies reativas de oxigénio,
diminuindo o potencial oxidativo da célula, ou seja, essa substancia e as enzimas associadas a
mesma exercem um papel protetor da célula (JESUS e CARVALHO, 2008). A fosfatase acida
desempenha papel fundamental na autdlise de tecidos e por isso € considerada um marcador
lisossomal (LANELLA e ITOYAMA, 2004). A lisozima compde a defesa imunoldgica e esta
presente em células fagociticas, possuindo, também, atividade bactericida e sua
estimulagcdo/producdo varia diretamente em fungdo da situacdo de estresse do organismo
(JESUS e CARVALHO, 2008).

Além desses componentes, foi também verificada a presenca de metalotioneina nas
células marrons, que foi relacionada a ligacdo metdlica e protecdo contra a toxicidade de
metais (ROESIJADI, 1994; ZAROOGIAN e JACKIM, 2000). Além da homeostase de ions
metais e sua detoxifica¢io, as metalotioneinas estariam ainda envolvidas em outros processos
fisiopatoldgicos, como na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, proliferacio e
apoptose celular, além da quimio-resisténcia e resisténcia a radioterapia (FABRIK et al.,
2008). Estes mesmos autores, considerando a significativa detoxificacdo de metais pesados
por parte dessas proteinas, indicaram o uso das mesmas como biomarcadores de polui¢do
ambiental por metais pesados.

Cheng e Burton (1966) analisaram células marrons de vérios tamanhos em C.
virginica e observaram a presenca de d4cido mucopolissacarideo nas células de tamanho médio
(entre 6 ¢ 12 pm de didmetro). Microanélises de raios-X mostraram que estas contém varios
metais, incluindo: zinco, cdlcio, chumbo e cddmio (PIRIE e GEORGE, 1979). Analises de
raios-X com microssonda também indicaram altas concentracdes de enxofre, inclusive no
interior dos lisossomos destas, o que reafirma ainda mais o seu papel de detoxificacdo
(RIFKIN et al., 1969).

No Brasil ndo ha estudos publicados sobre as células marrons. Lucina pectinata foi
escolhida no presente para a investigacdo dessas células, com base em estudos prévios (nao

publicados) realizados no Litoral Sul da Bahia, em que foi observada conspicua presenca de



células marrons nesta espécie em comparacdo com outros bivalves. Em um desses estudos,
Souza (2008) comparou a frequéncia de ocorréncia dessas células em L. pectinata,
Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828) e em Mytella guyanensis (Lamarck, 1819) e

observou prevaléncia mais alta na primeira.
OBJETIVO GERAL

Investigar a morfologia (tamanho e forma), os locais de ocorréncia, a prevaléncia, a

intensidade e aspectos da composi¢ao bioquimica das células marrons em Lucina pectinata.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a distribuicdo e possiveis locais de concentragdo das células marrons nos
diferentes 6rgaos de L. pectinata;

e (Constatar existéncia de variagdo morfoldgica (forma e tamanho) das células marrons
nos diferentes 6rgaos;

e Inferir sobre a composicdo bioquimica das células marrons nessa espécie e nos seus
diferentes 6rgdos;

e Atribuir possiveis fungdes das células marrons em L. pectinata,

e Observar possivel associa¢do das células marrons com estes.

2. AREA DE ESTUDO

A Baia de Camamu, localizada no Litoral Sul da Bahia, é a terceira maior baia
navegdvel do Brasil, ficando atrds apenas da Baia de Guanabara e da Baia de Todos os
Santos. No seu interior encontram-se varias ilhas, sendo as principais as ilhas Grande e
Pequena. No entorno da baia, extensas dreas de manguezal ocupam mais de 40 km? e sdo
consideradas de grande importancia no contexto da regido sul do litoral do Estado da Bahia,
como fator econdmico de produgdo priméria, com fornecimento de pescado para consumo e
subsisténcia das populacdes locais (OLIVEIRA et al., 2002). A ilha de Porto do Campo
(13°57'84"S;39°02'94"W) tem dimensdo territorial de aproximadamente 200 ha e sua
populacio é composta aproximadamente por cerca de 300 habitantes. E principalmente no

manguezal e nos rios (Matapera e Conduru) que se concretizam as relagdes de trabalho e de



sobrevivéncia dessa populacido. A economia local € de subsisténcia e consiste principalmente

na pesca, mariscagem e na producao do azeite de dendé (GOMES, 2008).
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Resumo:

As células marrons, células da linhagem hemocitdria em moluscos, realizam diversas funcoes,
como defesa, excre¢do, osmorregulacdo, detoxificagdo e recuperacdo celular. Este estudo
investigou estas células em Lucina pectinata (Bivalvia: Lucinidae), quanto a morfologia,
locais e quantidade de ocorréncia e composi¢ao bioquimica. Os exemplares de L. pectinata (n
= 48) foram coletados na Baia de Camamu, sul da Bahia (NE-Brasil), em abril de 2012.
Cortes de 5 mm foram fixados em formalina a 10% e em Carnoy, que foram processados por
técnica rotineira de histologia, com inclusdo em parafina e obten¢do de cortes com 6-7 um.
Estes foram corados com: (a) hematoxilina de Harris e eosina (HE), para o estudo
morfoldgico e controle, (b) Acido Periédico de Schiff (PAS), para evidenciar glicogénio,
glicoproteinas € mucoproteinas, (c) Azul da Prussia (= “Método de Perls”), para evidenciar
Fe™™ e (d) Azul de Turnbull, para evidenciar Fe™. A estereologia foi utilizada para avaliar a
area ocupada pelas células marrons em cada 6rgao. O material foi analisado em microscopia
de luz. Todos os exemplares apresentaram células marrons, que estiveram em prevaléncia
absoluta no rim e na gdnada, em alta prevaléncia na glandula digestiva e no manto, em baixa
prevaléncia nas branquias e no sifado exalante e ausentes no pé. O rim apresentou o maior
nimero de células marrons, o que provavelmente estd relacionado a func¢do de excregao
dessas células. J4 a sua presenca no interior dos foliculos sugere papel de fagocitose de
gametas residuais. O resultado histoquimico positivo ao PAS pode indicar: armazenamento de
carboidrato, defesa e presenca de lipofuscina, polimero relacionado com o envelhecimento. A
positividade aos métodos de Perls e Azul de Turnbull, indica presenca de hemossiderina,
depdsito amorfo de ferro, o que pode estar relacionado ao ambiente em que vive L. pectinata,

o manguezal, conhecido por apresentar teor significativo de compostos de ferro.

Palavras-chave: Bivalves; excrecao; hemocitos; histoquimica; "serous cells".
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Introducao

Os hemocitos, células sanguineas dos bivalves, cumprem vdrias funcdes nestes
moluscos, como defesa, excrecdo, digestao/transporte de nutrientes e reparo de lesdes dos
tecidos/concha (CHENG, 1981). Dentre estes, os hialindcitos sdo células sem granulos que se
caracterizam por apresentarem um nucleo central rodeado por relativamente pouco
citoplasma, enquanto que os granuldcitos sdo maiores que estes € t€ém o nicleo bem menor
(CHENG, 1981; CARBALLAL et al., 1997).

Além dos hialindcitos e granuldcitos, ocorre nesses animais uma terceira linhagem de
hemdcitos, denominadas de "serous cells", "pigment cells" ou "brown cells" (CHENG, 1981).
Essas células sdo caracterizadas por possuirem grande quantidade de glébulos pigmentados no
seu citoplasma, com coloragdo que varia de um marron claro a marron escuro, o que confere a
cor marrom as mesmas, assim como o seu nome mais comum, células marrons (ZAROOGIAN
& YEVICH, 1994; ZAROOGIAN, 1997; ZAROOGIAN & JACKIM, 2000). A funcdo excretora dos
hemdcitos envolve as glandulas pericdrdicas, também conhecidas como glandulas de Keber,
que sdo também os locais de produgdo das células marrons (CHENG, 1981).

As células marrons ocorrem tanto nos tecidos quanto dentro de por¢des fechadas do
sistema circulatério e por isso compreendem um tipo celular de circulacdo e migragdo para os
bivalves (CHENG, 1981). A forma dessas células estd relatada como sendo ameboide
(TAKATSUKI, 1934a; KATO, 1960) ou ainda ovdide ou esférica (RUDDELL & WELLINGS, 1971).

Muitas fungdes tém sido atribuidas as células marrons, incluindo defesa contra
patégenos (MACKIN, 1951; STEIN & MACKIN, 1955; CHENG & BURTON, 1965), excrecdo,
osmorregulagdo, armazenamento de gordura, secrecio do material formador da concha
(WHITE, 1942; HAIGLER, 1964), protecdo da musculatura auricular (TAKATSUKI, 1934b;
HAIGLER, 1964), acumulacdo e detoxificagdo de poluentes, recuperacdo celular (ZAROOGIAN
& YEVICH, 1994; GUZMAN-GARCIA et al., 2009), movimento e processamento de fluidos
biologicos (RUDDELL & WELLINGS, 1971) e remocgdo, via fagocitose, de residuos e outros
produtos associados com parasitismo ou de outras condicdes patoldgicas (CHENG & BURTON,
1966). CHENG (1981) considerou que esta ltima talvez seja a fungdo mais importante dessas
células.

As vesiculas do citoplasma das células marrons contém lipidios e proteinas, que
podem estar combinados na forma de lipofuscina, um pigmento lipogé€nico que aumenta no
citoplasma de muitas células a medida que estas envelhecem (STEIN & MACKIN, 1955),
“granulos” de lipidio e tirosina (HAIGLER, 1964), grandes quantidades de ferro (KATO, 1960;

RUDDELL & WELLINGS, 1971; PIRIE & GEORGE, 1979) e particulas de glicogénio (RUDDELL &
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WELLINGS, 1971). Em células marrons da glandula pericardica de Corbicula sp
(Corbiculidae) foram identificados bilirrubina, amdnia, uréia, alantoina, creatina, acido
hipurico e dcido urico (KATO, 1960). Na ostra Crassostrea virginica (Gmelin, 1791), foram
identificados glutationa reductase, fosfatase dcida e lisozima, indicando que as vesiculas
contidas nestas c€lulas serem lisossomos (ZAROOGIAN & YEVICH, 1994). A respeito dessas
substancias, a glutationa estd envolvida na manuten¢do da integridade da membrana celular,
equilibrio de oxidacdo-reducdo e detoxificacdo de muitas substancias organicas e inorganicas
(ZAROOGIAN, 1997; ZAROOGIAN & NORWOOD, 2002). A fosfatase dcida desempenha papel
fundamental na autdlise de tecidos e € considerada um marcador lisossomal (LANELLA &
IToyama, 2004). Quanto a lisozima, esta compde a defesa imunoldgica e estd presente em
células fagociticas, possuindo ainda atividade bactericida e sua estimula¢do/producdo varia
diretamente em funcao da situagdo de estresse do organismo (JESUS & CARVALHO, 2008).

As células marrons estariam ainda envolvidas na remog¢do de metais das células. Fato
€ que em seu interior foi encontrada a proteina metalotioneina (ROESUADI, 1994; ZAROOGIAN
& JACKmM, 2000). Segundo FABRIK et al. (2008), as metalotioneinas estdo envolvidas na
homeostase de fons metais e sua detoxificagdo, eliminacdo de espécies reativas de oxigénio,
proliferacdo e apoptose celular, quimio-resisténcia e resisténcia a radioterapia. Ainda segundo
esse autor, por sua caracteristica de ligacdo metdlica, estas podem ser utilizadas como
biomarcadores de poluicio ambiental por metais pesados. Microandlises de raios-X
mostraram que de fato essas células contém vérios metais, como o zinco, célcio, chumbo e
cadmio (PIRIE & GEORGE, 1979). RIFKIN et al. (1969), ao realizarem analises de raios-X com
microssonda em C. virginica, também verificaram altas concentracdes de enxofre, tanto no
citoplasma quanto nos lisossomos dessas células, interpretado pelos autores como um possivel
papel de detoxificagdo.

Lucina pectinata (Gmelin, 1791) (Lucinidae), com distribuicdo geografica da Carolina
do Norte até a Florida e Texas (EUA), nas Indias Ocidentais, Venezuela, Suriname e no Brasil
do Amapa até Santa Catarina (RI10S, 2009), é um importante recurso extrativista no Litoral Sul
da Bahia, principalmente para as popula¢des tradicionais, que a utilizam para consumo
préprio e comercializagdo. Em estudos prévios ainda nao publicados realizados nessa regiao,
foi sugestiva a presenca de células marrons nessa espécie. Lucina pectinata vive em
sedimento lodoso, principalmente em dreas de manguezal, onde enterra-se a cerca de 20 cm
no substrato. Conforme RI0S (2009), gracas a acdo de um pé alongado, esta constréi um tinel
revestido de muco, que funciona como um sifdo inalante. As correntes respiratrias e de

alimentacdo entram por esse canal e saem pelo sifdo exalante.
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Nao h4 estudos publicados no Brasil sobre as células marrons. Este estudo objetivou
investigar a morfologia (tamanho e forma), os possiveis locais de ocorréncia, a prevaléncia, a
intensidade (4rea ocupada no tecido) e a composi¢do bioquimica das células marrons de L.

pectinata, de uma populacdo natural da Baia de Camamu, sul da Bahia.

Material e Métodos

Os exemplares de L. pectinata foram coletados na localidade de Porto do Campo
(13°57°84”’S; 39°02°94”W), Baia de Camamu, sul da Bahia (Figura 1), em abril de 2012. Os
exemplares (n = 48) foram obtidos mediante coleta manual em &4rea de manguezal e
transportados a fresco ao Laboratorio de Histologia Animal da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC), onde foram imediatamente processados. Apdés medidos quanto ao
comprimento (eixo antero-posterior) e altura (eixo dorso-ventral) com um paquimetro digital,
estes foram abertos e examinados, sob microscopio estereoscOpico, quanto a possiveis
alteracdoes anatdmicas, presenca de macroparasitos ou sinais de enfermidades. Cortes de
aproximadamente 5 mm de tecido foram retirados do manto, pé, sifao, musculo adutor,
branquias, rim, gonada e glandula digestiva , sendo que 50% desse material foi fixado em
formalina a 10% e 50% em fixador de Carnoy, nos quais foi mantido por 24 h e 1 h,
respectivamente, conforme metodologia proposta por CAPUTO et al. (2010).

O material foi processado por técnica rotineira de histologia, com inclusdo em parafina
e obtencdo, mediante microtomia, de cortes de 6-7 pum, apés o que os tecidos foram
submetidos a quatro tipos de coloragdo: o Acido Periédico de Schiff (PAS) (CALDINI, 2002)
foi utilizado para evidenciar glicogénio, glicoproteinas e mucoproteinas, o Azul da Prussia
(CALDINI, 2002), também conhecido como “Método de Perls”, para evidenciar ferrocianeto

) e o Azul de Turnbull para evidenciar ferricianeto ferroso (Fe™) (CALDINI,

férrico (Fe
2002); a hematoxilina de Harris e eosina (HE) (HOWARD et al., 2004) foi utilizada para o
estudo morfoldgico e também como controle das andlises histoquimicas, ja que as "brown
cells" sdo negativas a estes corantes (STEIN & MACKIN, 1955). Para evidenciar a intensidade
de reagdo dos trés primeiros corantes, adotou-se a classificacdo descrita por ANDRIAO et al.
(2009). Assim, estes foram divididos, conforme a intensidade da cor da reacdo em:
Fortemente corado (+++) (vermelho para PAS e azul escuro para Método de Perls e Azul de
Turnbull), Corado (++) (rosa para PAS e azul para os outros dois corantes) e Fracamente

Corado (+) (rosa claro para PAS e azul claro para os demais). O material foi analisado ao

microscépio de luz, em qual também foi feita a sexagem, mediante a observacdo das gonadas.
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As células marrons foram analisadas quanto aos locais de ocorréncia, morfologia
(forma e tamanho das células), prevaléncia (quantidade de animais/6rgdo especifico com
presenca de células marrons/nimero total de animais analisados, expresso em porcentagem),
intensidade de ocorréncia e reacdo histoquimica. Utilizou-se uma lamina graduada para
realizar a medida das células (n = 30) células marrons/6rgdo. A captura das imagens dessas
células foi feita com o uso de uma camera digital marca Olympus, modelo E-330 acoplada ao
microscépio de luz.

A intensidade de ocorréncia das células marrons nos 6rgaos de L. pectinata foi
avaliada através da técnica de estereologia (LOWE et al.,1994). Essa técnica permite avaliar a
area ocupada por determinado parasito ou célula em tecidos e 6rgdos do animal em andlise e
assim quantificar a intensidade de ocupagdo. Para tal, foi feito uso de uma graticula de
Weibel, sendo que 10 exemplares de L. pectinata foram escolhidos aleatoriamente para essa
andlise. Em cada animal avaliou-se cinco campos/6rgdo com positividade para essas células,
apos o que foi calculada a média da drea ocupada pelas células marrons por 6rgio e em cada
animal. Os resultados foram ordenados em uma escala de classificagcdo também sugerida por
LOWE et al. (1994), sendo: I - ocupagdo leve = < 5% de area ocupada pelas células marrons; I1
- ocupacdo moderada = 5 - 25%; III - ocupagdo alta = 25 - 50% e IV - ocupagdo muito alta =
> 50%. Andlises de variancia unifatoriais e o teste a posteriori de Tukey foram utilizados para
verificar variagOes espaciais na intensidade de ocorréncia das células marrons.

O teste de Qui-quadrado (y°) foi aplicado para verificar a existéncia de dependéncia da
frequéncia de ocorréncia das “brown cells” em L. pectinata no que se refere aos diferentes
orgdos. O nivel de significincia adotado para todas as andlises foi de 95%. As andlises foram

feitas no programa BioEstat 5.0.

Resultados

Os exemplares de L. pectinata mediram 4,3 + 0,27 cm de altura e 4,9 + 0,31 cm de
comprimento (n = 48). A andlise macroscopica ndo evidenciou sinais de enfermidades ou de
parasitismo. A proporc¢ao sexual (PS) macho: fémea (M: F) foi de 1: 1,4.

As andlises microscopicas evidenciaram células marrons em todos os exemplares e
todos estes apresentaram essas células no rim e na gonada. Neste ultimo 6rgdo, as células
marrons foram encontradas quase sempre dentro dos foliculos. O pé foi o tnico 6rgdo no qual
estas estiveram ausentes. A prevaléncia nos diferentes 6rgios estd apresentada na figura 2,
sendo que o teste de Qui-quadrado (x*) mostrou que a frequéncia de ocorréncia das células

marrons € dependente do 6rgao (p< 0,0001).



17

Tanto a forma quanto o tamanho das células marrons foi varidvel nos diferentes 6rgaos
(Figuras 3-8). Nas branquias, gonada e glandula digestiva, estas se apresentaram sempre
arredondadas, enquanto que no manto, rim, sifao e musculo adutor, estas apresentaram
também outras formas, como em bastonete (manto), virgula (muisculo adutor) e em forma
retangular (sifdo e rim). Além disso, na gonada, rim e glandula digestiva, estas estavam
geralmente agrupadas, por vezes pareadas, enquanto que nos demais 6rgdos (manto, sifdo,
musculo adutor e branquias) estas apresentavam-se, quase sempre, isoladas. O tamanho médio
das células marrons variou de 2,83 um a 5,41 um (4,37 £ 0,77). As maiores células foram
geralmente encontradas no manto e no sifdo, com tamanhos que variaram de 2,5 a 10 um
(Tabela I).

A quantidade de células marrons variou expressivamente entre os 6rgdaos. O rim
apresentou a maior quantidade dessas células, com uma média de 7,51% de area ocupada,
caracterizando-se, na escala de LOWE ef al. (1994), como tendo “ocupag¢dao moderada” de
células marrons. Os demais 6rgdos apresentaram “ocupacdo leve”, isto é, menos de 5% de
area do Orgdo ocupada pelas células marrons (Tabela II), o que resultou em diferenca
estatistica (p<0,05) no que se refere a intensidade de ocorréncia dessas células nos diferentes
orgdos. A quantidade de células marrons no rim foi semelhante apenas as da génada e do
manto (Tabela III).

Os resultados histoquimicos apresentaram positividade apenas em trés dos oito 6rgaos
analisados (Figura 9). O rim apresentou grande nimero de individuos positivos nas trés
técnicas (PAS, Azul da Prassia e Azul de Turnbull) (Figuras 10-13). O manto apresentou
positividade nas trés técnicas, mas em poucos animais (Figuras 14-15). Ja a gbnada (Figuras
16-17) apresentou positividade somente ao Método de Perls e ao Azul de Turnbull, em apenas
um individuo em cada técnica. Os resultados histoquimicos evidenciaram, também, que
nenhum o6rgdo foi classificado como “Fortemente Corado”. O rim destacou-se com o maior
numero de individuos positivos a0 PAS como “Fracamente Corado” e ao Método de Perls na
categoria “Corado”. O manto e a gdnada apresentaram poucos individuos positivos as técnicas

histoquimicas, como estd apresentado na Tabela IV.

Discussao

Este estudo evidenciou a presenca de células marrons na maioria dos 6rgaos de Lucina
pectinata, o que estd em concordancia com os resultados obtidos por CHENG (1981) em C.
virginica e por MORADO et al. (1998) em Mytilus trossulus Gould, 1850. Em relagdo a grande

variacdo de forma e tamanho dessas células em L. pectinata, estudos anteriores mostraram as
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mesmas caracteristicas: ZAROOGIAN & YEVICH (1994) relataram o fato em C. virginica e
ZAROOGIAN & JACKIM (2000) em Mercenaria mercenaria (Linnaeus, 1758). Referente ao
tamanho e organizacdo das células marrons, no presente estudo foram observadas médias de
tamanho de 2,83 um a 5,41 um, com valores que variaram entre 2,5 ¢ 10 um. A média geral
de tamanho nos 6rgdos foi de 4,37 um. Esses resultados se assemelham aos observados em C.
virginica por CHENG & BURTON (1966), que encontraram tamanho entre 6 e 12 pm, que
foram classificadas por esses autores como células marrons de tamanho médio. Convergindo
com 0s nossos resultados, os mesmos observaram, também, agrupamento dessas células.
Similarmente ao observado nas células marrons deste estudo, em outra espécie de ostra,
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), RUDDELL & WELLINGS (1971) observaram células
marrons com aproximadamente 12 a 20 um e relataram que estas ocorriam isoladamente, mas
que nao foi incomum encontré-las pareadas.

A presenca de células marrons nos rins de todos os exemplares, 6rgdo em que estas
c€lulas se apresentaram, também, em maior quantidade, estd provavelmente relacionada a sua
funcdo primdria de excrecdo. Estudos de KATO (1960) relatam que substancias contidas nas
células marrons da glandula pericdrdica, como bilirrubina, amonia, uréia, alantoina, creatina,
acido hipdrico e acido urico evidenciam claramente esta funcdo. Além da remoc¢do dessas
substancias, WHITE (1942) propds que estas células extraem 4cidos do sangue, os quais
seriam carregados para o rim pelos canais renopericardiais.

Em relacdo a alta prevaléncia e altos valores de intensidade de ocupagao das células
marrons também no manto, isso estd provavelmente relacionado ao fato de este 6rgao,
juntamente com as auriculas e cavidade pericdrdica, serem os locais de ocorréncia das
glandulas de Keber, produtoras dessas células (CHENG, 1981). No que se refere a conspicua
presenca dessas células na gdnada, principalmente dentro dos foliculos, isso pode sugerir que
estas participam da fagocitose de gametas residuais. Por outro lado, a presenca evidente destas
na glandula digestiva foi relatada também em Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)
(CAJARAVILLE & ANGULO, 1993). USHEVA & FROLOVA (2006), também relataram agregagdes
de “brown cells” na glandula digestiva de Crenomytilus grayanus (Dunker, 1853) contendo
vacuolos de cor marrom claro e marrom amarelado com lipofuscina no citoplasma. J4 a baixa
frequéncia das “brown cells” no sifdo e no musculo adutor e sua auséncia no pé, pode estar
relacionado a natureza de tecido que predominantemente forma esses Orgdos (tecido
muscular). A estrutura do sifao é derivada da fusdao de pregas opostas do manto nas
proximidades das aberturas inalante e exalante e sua base € composta pelos musculos

retratores do sifdo. O miusculo adutor € constituido por dois tipos de fibras: musculos de
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contracOes rapidas e musculos de contracdes lentas (ANSELL et al., 1999; RUPPERT et al.,
2005). Entretanto, ZAROOGIAN & YEVICH (1994) relataram a ocorréncia de células marrons na
superficie e dentro dos feixes musculares de C. virginica. A baixa frequéncia de ocorréncia
das células marrons nas branquias foi também observada por Souza (2008) em C.
rhizophorae, e em principio, ainda ndo hd uma explicacdo para esse fato.

Em nenhum exemplar de L. pectinata foi observado parasitismo. Isso pode explicar,
em parte, os valores geralmente baixos de intensidade de ocorréncia das células marrons nos
diferentes 6rgaos. A auséncia de parasitos nessa espécie foi também observada por ZEIDAN et
al. (2012). Em ostras C. virginica parasitadas por Perkinsus marinus (Mackin et al., 1950), foi
observado um aumento do nimero de células marrons em relagdo a ostras ndo infectadas
(MACKIN, 1951). Isso foi atribuido a um desequilibrio no metabolismo lipidico dessa ostra,
possivelmente devido a um crescimento nos processos de oxidagdo e reducao resultante desta
doenca. O mesmo autor também notou um crescimento em numero destas células em
Macoma balthica (Linnaeus, 1758) parasitada por Perkinsus sp. € concluiu que a resisténcia
desse molusco a esse patdgeno seria o resultado da grande quantidade de células marrons
produzidas. Também CHENG & BURTON (1965) observaram que embora estas células
estivessem presentes em ostras C. virginica ndo parasitadas, sua quantidade aumentava em
ostras parasitadas por esporocistos do trematddeo Bucephalus sp.

Com relacdo aos resultados histoquimicos observados neste estudo, as células marrons
sao melhor evidenciadas quando coradas com o Acido Periédico de Schiff (PAS). Os
resultados positivos dessas células a esta técnica indicam possivel presenga de glicogénio no
interior das mesmas, o que pode remeter a uma fung¢do de armazenamento de carboidrato.
Porém, por ndo ser um método especifico para o glicogénio, o PAS também pode indicar
presenca de proteinas conjugadas a carboidratos, como glicoproteinas, que entre outras
fungdes, compdem o glicocdlix das células animais e estdo envolvidas no reconhecimento
celular (CARVALHO & HAINES, 2000) ou ainda mucoproteinas que atuam no transporte de
substiancias e em mecanismos de defesa (NAKAIE et al., 1983). STEIN & MACKIN (1955)
também encontraram “brown cells” positivas ao PAS em C. virginica. CHENG & BURTON
(1966) estudando esta mesma espécie de ostra, observaram apenas algumas “brown cells”
positivas ao PAS e didstase resistentes (resistentes a acdo dessa enzima, conhecida hoje como
amilase, que catalisa a hidrélise de carboidratos). CHENG (1981) considerou que a natureza
deste material poderia ser uma substancia como mucoproteina, glicoproteina, glicolipidio ou
ainda um esfingolipidio. Esse autor argumenta ainda que desde que HAIGLER (1964) mostrou

que as c€lulas marrons sdo compostas por lipidios e por proteinas com propriedades similares
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as de lipofuscinas, o material positivo ao PAS e didstase resistente poderia ser classificado
como esfingomielina e que a reacdo positiva ao PAS ndo seria devido a presenca de
carboidrato, mas sim devido a presen¢a de uma amina primdria acilada adjacente ao grupo
hidroxila, que € capaz de reagir com o 4cido periédico. Entretanto, RUDDELL & WELLINGS
(1971) observaram particulas de glicogénio em células marrons de C. gigas, embora
considerassem que essas células ndo estariam envolvidas no armazenamento de carboidrato.

A positividade ao PAS das células marrons pode indicar ainda a presenca de
lipofuscina, substancia intralisossomal polimérica, formada principalmente por residuos de
ligacdo cruzada de proteinas devido a processos oxidativos catalisados pelo ferro e que €
composta principalmente de proteina e lipidio (30-70% e 20-50%, respectivamente),
carboidratos (4-7%) e metais, especialmente ferro, que também sdo encontrados em
quantidades considerdaveis (BRUNK & TERMAN, 2002). De acordo com esses autores, a
formacdo inevitdvel e o acimulo de lipofuscina em células, parecem conduzir a uma
variedade de defeitos em funcdo celular e homeostase e que a natureza indigestivel deste
material estd associada com uma diminui¢do progressiva da fungdo lisossdmica, que tem
efeitos secunddrios em diversas atividades celulares, constituindo assim, um importante
aspecto do envelhecimento. Portanto, permanece incerta a questdo sobre a natureza quimica
evidenciada pelo PAS nas células marrons.

Os compostos de ferro evidenciados pelo Método de Perls e pelo Azul de Turnbull nas
células marrons de L. pectinata neste estudo podem estar relacionados a presenga de
hemossiderina e/ou ainda da lipofuscina, jd mencionada acima. Conforme KURZ et al. (2008),
o ferro pode se acumular em alguns lisossomos na forma ndo degraddvel, seja como
lipofuscina ou, principalmente, como hemossiderina. Segundo GROTTO (2008), quando o
ferro estd em excesso, a capacidade de armazenamento de apoferritina (proteina nao
combinada com ferro) recém-sintetizada pode ser ultrapassada, o que levaria a deposi¢ao de
ferro adjacente as esferas de ferritina, proteina que € responsdvel pelo armazenamento e
transporte controlado de ferro e histologicamente, tal depdsito amorfo de ferro é chamado de
hemossiderina. Ferro € um mineral vital para a homeostase celular, sendo essencial para o
transporte de oxigénio, sintese de DNA e metabolismo energético, porém seu actimulo é
extremamente nocivo para os tecidos, uma vez que em sua forma livre induz o estresse
oxidativo através da sintese de espécies reativas de oxigénio, que por sua vez sdo toxicas e
lesam proteinas, lipidios e DNA (KOURY & DONANGELO, 2003; GROTTO, 2008). Portanto, a
presenca de hemossiderina e/ou lipofuscina nas “brown cells” de L. pectinata pode sugerir

que estas células t€m um possivel papel no controle da quantidade de ferro, metal que em
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excesso torna-se toxico. Ainda com relagdo a presenga desse metal nas células marrons, STEIN
& MACKIN (1955), mediante o uso do Método de Perls, observaram reacdo negativa em C.
virginica, o que indicaria que estas células sdo livres de ferro. Porém, KATO (1960)
demonstrou, através desse mesmo método que as células marrons de alguns bivalves sdo
ferro-positivas, o que foi confirmado por RUDDELL & WELLINGS (1971) e por PIRIE &
GEORGE (1979).

Com relacdo a conspicua presenga das células marrons em L. pectinata, é possivel que
haja uma relacdo ao ambiente e profundidade com que essa espécie vive no substrato. De
acordo com PRADA-GAMERO et al. (2004), a combinagdo dos elevados conteidos de matéria
orgdnica com a condi¢do anaerdbia, as fontes de Fe reativo e de SO42' (ion sulfato)
prontamente disponiveis, fazem dos solos dos manguezais ambientes propicios a ocorréncia
da reducdo bacteriana do sulfato a sulfeto e seu consequente acimulo sob a forma de pirita
(FeS,). E muito provavel que as células marrons tenham um importante papel na remogcio de
compostos de ferro e enxofre dos tecidos de L. pectinata, possibilitando que a mesma possa
habitar o ambiente do manguezal.

Em conclusao, ficou claro que as células marrons tém ampla distribuicio em L.
pectinata, mas com maior concentragdo no manto, rim, gonada e glandula digestiva.
Sugerimos que a ocorréncia dessas células no manto deve-se a presenca de glandulas de
Keber nesse local, produtoras desses hemdcitos. J4 no rim indica papel de excre¢do e na
gbonada fagocitose de produtos da gametogénese. A positividade aos métodos para evidenciar
ferro, indica que as células marrons atuam na remog¢ao desse metal do meio, o que permite a
essa espécie habitar camadas mais profundas do sedimento do manguezal. Consideramos
importante o aprofundamento e a continuidade dos estudos sobre essas células em bivalves da
costa brasileira, principalmente em funcao de sua evidente multiplicidade funcional, o que
pode levar a um melhor entendimento da fisiologia e ecologia desses organismos,

principalmente em ambientes de manguezal.
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Tabela I. Tamanho médio das células marrons em pum (micrometros) nos 6rgaos de Lucina

pectinata.
Orgao Manto Sifao Misculo Branquias Rim  Gonada Glandula
Adutor Digestiva
Tamanho 5,16 5,41 4,08 2,83 4,5 4,41 4,25
+2.32 +2,42 + 1,64 + 0,84 + 1,97 +1,53 + 1,84

Tabela II. Média dos valores da intensidade de ocorréncia das células marrons nos 6rgaos de

Lucina pectinata (n = 10).

Manto Sifao Miisculo Branquias Rim Gonada Glandula
Adutor Digestiva

Ocupacio 3,42% 1,14% 1,04% 0,95% - 3,61% 3,04%
Leve

Ocupacio - - - - 7,51% - -
Moderada

Ocupacio - - - - - - -
Alta

Ocupacao - - - - - - -
Muito alta




26

Tabela III. Resultado da ANOVA e teste de Tukey da intensidade de ocorréncia das células
marrons entre os 6rgdos de Lucina pectinata. GL = graus de liberdade; SQ = soma dos
quadrados; QM = quadrado médio; F = estatistica de teste; p = valor; 2 = sifao; 3 = musculo

adutor; 4 = branquias; 5 = rim; 7 = glandula digestiva.

Fontes de GL SQ oM F p Tukey (p < 0,01)
Variacao
Tratamentos 6 324312 54,052  5,3614 0,0003 5>2;5>3;
Erro 63 635,144 10,082 5>4;5>7

Tabela IV. Intensidade das reacdes histoquimicas mostrando o nimero de individuos em

cada categoria.

Fortemente Corado Fracamente
Corado (++) Corado (+)
(+++)
Rim Manto Gonada Rim Manto Goénada Rim Manto Gonada
AS 0 0 0 7 1 0 20 0 0
Perls 0 0 0 17 2 0 4 1 1

Turnbull 0 0 0 9 2 1 9 0 0
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Figura 2. Prevaléncia (%) de células marrons em Lucina pectinata da Baia de Camamu,

Bahia (n = 48).



Figura 3-8. Células marrons, indicadas por setas e no detalhe, em 6rgdos de Lucina pectinata

corados com hematoxilina de Harris e eosina (HE). 3. Na regido da gonada, no interior de
foliculo masculino, sendo: F = foliculo; G = gametas; EI = espaco interfolicular; 4. No tecido
conjuntivo da glandula digestiva, entre os 4cinos, sendo: CD = células digestivas; S. No
manto; 6. No musculo adutor, sendo: FM = feixes musculares; 7. No rim e nas brinquias,
sendo: CR = células renais: FB = filamento branquial; C = cilios; 8. No sifdao, sendo MRS =

musculos retratores do sifdo; Barras = 50 um e detalhe das figuras = 20 pm.
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Figura 9. Frequéncia absoluta de positividade para as técnicas histoquimicas em células

marrons de Lucina pectinata (n = 48). PAS = Acido Periédico de Schiff; Perls = Método de

Perls; Turnbull = Azul de Turnbull.
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Figuras 10-13. Reacgdes histoquimicas no rim. 10. Células marrons fracamente coradas (+)
com o PAS; 11. Células marrons coradas (++) com o PAS; 12. Células marrons coradas (++)
com o Método de Perls; 13. Células marrons fracamente coradas (+) com o Azul de Turnbull.

Setas = células marrons reativas; Barras = 20 um
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Figuras 14-15. Reacdes histoquimicas no manto. 14. Células marrons fracamente coradas (+)

com o Método de Perls; barra = 50 um; 15. Células marrons coradas (++) com o Azul de

Turnbull; barra = 20 pm. Setas = células marrons reativas.

Figuras 16-17. Reacdes histoquimicas na gonada. 16. Agrupamento de células marrons no

espaco interfolicular fracamente coradas (+) com o Método de Perls, mostrando positividade
ao Fe™™; barra = 50 um; 17. Grupos de células marrons coradas com Azul de Turnbull
mostrando positividade ao Fe™; barra = 20 um. Setas = células marrons reativas; F = foliculos

e G = gametas.
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ANEXO (Normas da Revista)

GENERAL ORIENTATIONS

ZOOLOGIA, the journal of the Sociedade Brasileira de Zoologia (SBZ), publishes
original scientific articles on Zoology, authored by members and non-members of the Society.
Members of the SBZ publish free of charge, whereas non-members are required to pay page
charges, as indicated in the updated price list published in the Society’s homepage
(www.sbzoologia.org.br).

Manuscripts should be prepared solely in American English. Manuscript submission to
ZOOLOGIA is available online only at http://mc0O4.manuscriptcentral.com/zool-scielo. The
system is user-friendly and allows authors to monitor the submission process. If you have any
difficult with the system, there are many tutorials at the SBZool site that can help you. All
documents should be prepared with a word-processor software (preferably MS Word or
compatible).

ZOOLOGIA refrains from publishing simple occurrence notes, new records (e.g.
geographic, host), distribution notes, case studies based on observation of few specimens, list
of species, and similar purely descriptive studies, unless well justified by the authors.
Justification should be sent prior submission to the Managing Editor.
RESPONSIBILITY

Manuscripts are received by ZOOLOGIA with the understanding that:
— all authors have approved submission;
— the results or ideas contained therein are original;
— the paper is not under consideration for publication elsewhere and will not be submitted
elsewhere unless rejected by ZOOLOGIA or withdrawn by written notification to the
Managing Editor;
— the manuscript has been prepared according to these instructions to authors;
— if accepted for publication and published, the article, or portions thereof, will not be
published elsewhere unless consent is obtained in writing from the Managing Editor;
— reproduction and fair use of articles in ZOOLOGIA are permitted provided the intended use
is for nonprofit educational purposes. All other use requires consent and fees where
appropriate;
— the obligation for page charges and text revision fees is accepted by the authors.
— the authors are fully responsible for the scientific content and grammar of the article.

— the authors agree with additional fees associated with English revisions, if necessary.
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FORMS OF PUBLICATION

Articles: original articles on all areas of the Zoology.

Short Communications: this form of publication represents succinct, definitive
information (as opposed to preliminary results) that does not lend itself to inclusion in a
typical, more comprehensive article. A new or modified technique may be presented as a
research note only if the technique is not to be used in ongoing studies. Ordinarily, techniques
are incorporated into the materials and methods section of a regular article.

Review articles: only invited reviews are published. Unsolicited reviews should not be
submitted, but topics may be suggested to the editor or members of the editorial board.

Opinion: letters to the editor, comments on other publications and ideas, overviews
and other texts that are characterized as the opinion of one or a group of scientists.

Book reviews: books having a broad interest to the membership of the Society are
reviewed by invitation.

Short biography/Obituary: biography and/or obituary of important zoologists that
significantly contributed with the knowledge on animal sciences.

MANUSCRIPTS

The text must be left-justified and the pages should be numbered. Use Times New
Roman font, 12 points. The front page must include: 1) the title of the article including the
name(s) of the higher taxonomic category(ies) of the animals treated; 2) the name(s) of the
author(s) with their professional affiliation, only for correspondence purposes, additional
affiliations should be included in the Acknowledgments section; 3) name of the
Corresponding Author with complete addresses for correspondence, including e-mail; 4) an
abstract in English; 5) up to five key words in English, in alphabetical order and different of
those words used in the title. The total information on the items 1 to 5 cannot exceed 3,500
characters including the spaces, except if authorized by the Managing Editor.

Literature citations should be typed in small capitals, as follows: SMITH (1990), (SMITH
1990), SMITH (1990: 128), SMITH (1990, 1995), LENT & JURBERG (1965), GUIMARAES et al.
(1983). Articles by the same author or sequences of citations should be in chronological order.

Only the names of genera and species should be typed in italics. The first citation of an
animal or plant taxon in the text must be accompanied by its author’s name in full, the date (of
plants, if possible) and the family.

The manuscript of scientific articles should be organized as indicated below. Other
major sections and subdivisions are possible but the Managing Editor and the Editorial

Committee should accept the proposed subdivision.
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ARTICLES AND INVITED REVIEW

Title. Avoid verbiage such as “preliminary studies on...”, “aspects of ...”, and “biology
or ecology of...”. Do not use author and date citations with scientific names in the title. When
taxon names are mentioned in the title, it should be followed by the indication of higher
categories in parenthesis.

Abstract. The abstract should be factual (as opposed to indicative) and should outline
the objective, methods used, conclusions, and significance of the study. Text of the abstract
should not be subdivided nor should it contain literature citations (exceptions are analyzed by
the editors). It should contain a single paragraph.

Key words. Up to five key words in English, in alphabetical order and different of
those words used in the title, separated by semicolon. Avoid using composite key words.

Introduction. The introduction should establish the context of the paper by stating the
general field of interest, presenting findings of others that will be challenged or expanded, and
specifying the specific question to be addressed. Accounts of previous work should be limited
to the minimum information necessary to give an appropriate perspective. The introduction
should not be subdivided.

Material and Methods. This section should be short and concise. It should give
sufficient information to permit repetition of the study by others. Previously published or
standard techniques must be referenced, but not detailed. If the material and methods section
is short, it should not be subdivided. Avoid extensive division into paragraphs and sub items.

Results. This section should contain a concise account of the new information. Tables
and figures are to be used as appropriate, but information presented in them should not be
repeated in the text. Avoid detailing methods and interpreting results in this section.

Taxonomic papers have a distinct style that must be adhered to in preparing a
manuscript. In taxonomic papers the results section is to be replaced by a section headed
TAXONOMY, beginning at the left-hand margin. The description or redescription of species,
in a single paragraph, is accompanied by a taxonomic summary section. The taxonomic
summary section comprises a listing of site, locality and specimens deposited (with
respective collection numbers). The appropriate citation sequence and format include:
COUNTRY, Province or State: City or County (minor area as locality, neighborhood, and
others, lat long, altitude, all in parenthesis), number of specimens, sex, collection date,
collector followed by the word leg., collection number. This is a general guideline that should
be adapted to different situations and groups. Several examples can be found in the previous

numbers of the ZOOLOGIA. The taxonomic summary is followed by a remarks section
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(Remarks). The Remarks section replaces the discussion of other articles and gives
comparisons to similar taxa. Museum accession numbers for appropriate type material (new
taxa) and for voucher specimens (surveys) are required. Type specimens, especially holotypes
(syntypes, cotypes), paratypes, and a representative sample of voucher specimens, should not
be maintained in a private collection; deposition of specimens in established collections is
required. Appropriate photographic material should be deposited if necessary. Frozen tissues
must also include accession numbers if deposited in a museum/collection.

Discussion. An interpretation and explanation of the relationship of the results to
existing knowledge should appear in the discussion section. Emphasis should be placed on the
important new findings, and new hypotheses should be identified clearly. Conclusions must
be supported by fact or data. Subdivisions are possible. A section labeled Conclusion is not
allowed in ZOOLOGIA.

Results and Discussion. The combination of Results and of Discussion into a single
section should be avoided. It will ONLY be acceptable if well justified and when the
separation is clearly impossible.

Acknowledgments. These should be concise. Ethics require that colleagues be
consulted before being acknowledged for their assistance in the study.

Literature Cited. Citations are arranged alphabetically. All references cited in the text
must appear in the literature cited section and all items in this section must be cited in the text.
Citation of unpublished studies or reports is not permitted, i.e., a volume and page number
must be available for serials and a city, publisher, and full pagination for books. Abstracts not
subjected to peer review may not be cited. Work may be cited as “in press” only exceptionally
and until the copyediting stage when the reference should be completed or suppressed if not
published by then. If absolutely necessary, a statement may be documented in the text of the
paper by “pers. comm.”, providing the person cited is aware of the manuscript and the
reference to his person therein. Personal communications do not appear in the Literature Cited
section. The references cited in the text should be listed at the end of the manuscript,
according to the examples below. The title of each periodical must be complete, without
abbreviations.

Online Supplementary Material. Tables, movies, photographs, documents, and any
other electronic supplementary material may be associated to the manuscript in the moment of
submission and, upon approval and publication, will be made available in the site of the

journal for free access by the readers.
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Periodicals
Always add DOI whenever available (as shown below).

GUEDES, D.; R.J. YOUNG & K.B. STRIER. 2008. Energetic costs of reproduction in female
northern muriquis, Brachyteles hypoxanthus (Primates: Platyrrinhi: Atelidae). Revista
Brasileira de Zoologia 25 (4): 587-593. doi: 10.1590/S0101-81752008000400002.

LENT, H. & J. JURBERG. 1980. Comentdrios sobre a genitdlia externa masculina em Triatoma
Laporte, 1832 (Hemiptera, Reduviidae). Revista Brasileira de Biologia 40 (3): 611-627.
SMITH, D.R. 1990. A synopsis of the sawflies (Hymenoptera, Symphita) of America South of

the United States: Pergidae. Revista Brasileira de Entomologia 34 (1): 7-200.

Books

HENNIG, W. 1981. Insect phylogeny. Chichester, John Wiley, XX+514p.

Chapter of book

HuLL, D.L. 1974. Darwinism and historiography, p. 388-402. In: T.F. GLICK (Ed.). The
comparative reception of Darwinism. Austin, University of Texas, IV+505p.

Electronic publications

MARINONI, L. 1997. Sciomyzidae. In: A. SoLIs (Ed.). Las Familias de insectos de Costa
Rica. Available online at: http://www.inbio. ac.cr/papers/insectoscr/texto630.html
[Accessed: date of access].

lllustrations. Photographs, line drawings, graphs, and maps should be termed figures. Photos

must be clear and have good contrast. Please, organize, whenever possible, line drawings

(including graphics, if it is the case) as plates of figures or pictures considering the size of the

page of the journal. The size of an illustration, if necessary, should be indicated using

horizontal or vertical scale bars (never as a magnification in the caption). Each figure must be
numbered in Arabic numerals in the lower right corner. When preparing the illustrations,

authors should bear in mind that the journal has a matter size of 17.0 by 21.0 cm and a

column size of 8,3 by 21,0 cm including space for captions. Figures must be referred to in

numerical sequence in the text; indicate the approximate placement of each figure in the
margins of the manuscript. Half-tone illlustrations must be saved and sent as separate TIFF
files with LZW compression; vectorial images (maps, graphics, line drawings, diagrams)
should be preferentially provided as vectors in Adobe Illustrator (AI), Corel Draw (CDR) or

EPS formats. The required final resolution is 300 dpi for color photos and 600 dpi for half-

tone photos or line art. The illustration files should be uploaded to the submission. Upload is

limited to 10 MB per file. Color figures can be published if the additional costs are covered by

the authors. Alternatively, the authors may choose to publish black and white illustrations in
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the paper version of the manuscript and retain the color versions in the electronic version at
no additional cost. Captions of the figures should be typewritten right after the Literature
Cited. Use a separate paragraph for the caption of each figure or group of figures. Please, note
previous publications and follow the pattern adopted for captions. Tables. Tables should be
generated by the table function of the word-processing program being used, numbered in
Roman numerals and inserted after the list of figures captions. Do not use paragraph marks
inside of table cells. Legends are provided immediately before each respective table.

SHORT COMMUNICATIONS

Manuscripts are to be organized in a format similar to original articles with the
following modifications.

Text. The text of a research note (i.e. Introduction + Material and Methods + Discussion)
is written directly, without sections. Acknowledgments may be given, without heading, as the
last paragraph. Literature is cited in the text as described for articles.

Literature cited, figures captions, tables, and figures. These items are in the form and
sequence described for articles.

OPINIONS

Title. Simply provide a title for the opinion.

Text. Should be concise, objective and contain no figures (unless absolutely
necessary).

Name and address of author. This information follows the text or, if present, the
literature cited section. The reviewer’s name should be in bold type.

BOOK REVIEWS

Title. Give the title of the book, cited as indicated below: Toxoplasmosis of Animals
and Man, by J.P. DUBEY & C.P. BEATTIE. 1988. Boca Raton, CRC Press, 220p.

The words “edited by’ are substituted for “by” when appropriate.

Text. The text usually is not subdivided. If literature must be cited, a headed literature
cited section follows the text in the style described for articles. Figures and tables should not
be used.

Name and address of author. This information follows the text or, if present, the
literature cited section. The reviewer’s name should be in bold type.

SHORT BIOGRAPHIES/OBITUARIES

Title. Give the name of the person for which this biography/obituary is being written
in boldface, followed by the date of birth and death (if it is the case), in parenthesis:
Lauro Travassos (1890-1970)
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Text. The text usually is not subdivided. If literature must be cited, a headed literature
cited section follows the text in the style described for articles. Figures and tables should not
be used.

Name and address of author. This information follows the text or, if present, the
literature cited section. The reviewer’s name should be in bold type.

PROCEDURES

Manuscripts submitted to ZOOLOGIA will be initially evaluated by the
Administrative Editor for adequacy (for the scope) and formatting. A first evaluation of the
English (if it is the case) is performed also at this moment by the Language Editor. Manus-
cripts with problems may be returned to the authors. The Adminstrator forwards the
manuscript to the Managing Editor which will the adequate Section Editor. The Section
Editor sends the manuscript to Reviewers. The copies of the manuscript with the Reviewers’
comments and the Section Editor’s decision will be returned to the corresponding author for
evaluation. The authors have up to 30 days to respond or comply with the revision and return
revised version of the manuscript to the adequate area of the electronic system. Once
approved, the original manuscript, Reviewers comments, Section Editor’s comments, together
with the corrected version and the respective figure files, properly identified, are returned to
the Managing Editor. Exceptionally, the Managing Editor may, after consultation with the
Section Editors, modify the recommendation of the Reviewers and Section Editor, based on
adequate justification. Later changes or additions to the manuscript may be rejected. A
copyedited version of the manuscript is sent to authors for approval. This version represents
the last chance for the author to make any substantial changes to the text, as the next stage is
restricted to typographic and formatting corrections. Electronic proofs will be submitted to the
corresponding author prior to publication for approval.

REPRINTS

The corresponding author will receive an electronic reprint (in PDF format) after publication.
Authors may print and distribute hardcopies of their article on demand. Authors may also
send the electronic file to individuals, as one would send a printed reprint. However, we
would appreciate if you refrain from distributing PDF files via discussion groups and bulk-
mail systems. It is important for ZOOLOGIA that users access the journal homepage for
statistical purposes. By doing this, you are helping increase the indexes of quality of

ZOOLOGIA.
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VOUCHER AND TYPE SPECIMENS

Specimens including types (where appropriate) or vouchers that have received authoritative
identification are the foundations for all biological studies from taxonomy and systematics to
ecology and biogeography and including all aspects of biodiversity survey and inventory.
Representative individuals (or parts of entire specimens that retain diagnostic information for
identification) used in any study reported in the Journal should be deposited in a recognized
biological collection, so that such are freely available to the research community. Vouchers
should also be deposited to substantiate records of sequence data in all molecular studies (e.g.,
phylogeography and diagnostics), and ideally the physical voucher should be the remaining
portion(s) of individual specimens that have been processed for DNA extraction. It is
recommended that such specimens not be limited to the holotype and a limited number of
paratypes in descriptions, or relatively few specimens derived from survey or from ecological
studies. It is a requirement of ZOOLOGIA that all manuscripts must document the
collection(s) where the specimens (types or vouchers) are deposited along with their

respective catalogue or accession numbers in those repositories.





