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RESUMO

O manto ¢ de fundamental importéncia na formagao da concha que envolve e protege
os Bivalvia. Supomos que 1o manto existam células secretoras de matriz orgnica que
participardo ativamente na formagdo das valvas. Pretendemos estudar 0 manto, por
possibilitar mais informagdes sobre as relagdes existentes entre 0 processo de mineralizagdo €
a presenca de glicosaminoglicanas. O material para estudo, foi fixado € as pegas submetidas a
processamento de rotina para microscopia optica € eletronica. Para o estudo em microscopia
de luz os cortes foram corados em solugdo de azu! de toluidina. O material preparado para
microscopia eletronica foi posteriormente tratado com uma solugdo de enzimas e observado
a0 MiCroscopio eletronico de transmissao. Foram observados no manto, regides que
apresentavam metacromasia. Notou-s¢ 2 existéncia de aglomerados mucoides no tecido
conjuntivo subjacente a0 manto, nos quais houve a agfio da solugdo de enzimas. Acreditamos
que as proteoglicanas encontradas em tais aglomerados participem ativamente da formagdo ¢

mineralizagdo das valvas.

Palavras chave:

a) manto b) mineralizagao c)Anomalocardia brasiliana
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1. INTRODUCAO

Desde os tempos de Aristoteles os caracdis e os bivalves sd0 designados como animais
possuidores de concha (Testécea, Ostracoderma), devido a sua caracteristica mais marcante,
que & ter o corpo protegido por tal estrutura rigida. Estes invertebrados se contrapunham a
outros animais, desprovidos de conchas, denominados moles (Mollusca, Mallakia). A partir
dos estudos do Bardo Georges de Curvier, demonstrou-se através da anatomia comparada, as
coincidéncias fundamentais na estrutura do corpo dos dois grupos animais supostamente t30
opostos. Os estudiosos entdo, resolveram agrupa-los num grupo unico denominado Mollusca
(LINDNER, 1983).

No filo Mollusca estéo reunidos animais de variadas formas, como 0s bivalves, lulas,
polvos e caracdis. Poucos filos de invertebrados despertam tanta curiosidade em leigos €
cientistas. Para os leigos de todas as épocas, os moluscos chamam atengdo pela concha, cujo
ato de coleciona-las ja foi febre entre nobres, nos séculos XVIII e XIX. Para 0s cientistas, 0
filo com mais de 100.000 espécies vivas e 35.000 fosseis, tem ajudado a esclarecer partes da
historia do homem, sendo ferramenta importante para ciéncias como: geologia, paleontologia
e biogeografia, entre outras (BARNES, 1990).

As homologias funcionais mais evidentes no grupo resultam do extenso uso de
mecanismos ciliares € mucosos na alimentagdo, locomogdo ¢ reprodugdo. Apesar das

diferengas morfologicas aparentes, a estrutura basica dos orgéos € apéndices dos moluscos €
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notavelmente uniforme através de todo filo (KUKENTAL et al,, 1967, RUSSEL, WILLIAN,
1969).

A classe Bivalvia, também conhecida pela denominagio de Pelecypoda ou
Lamelibranchia, constitui o grupo mais uniforme entre o filo Mollusca. Sdo animais
predominantemente marinhos, existindo poucos exemplares que vivem em agua doce. Uma
concha recobre todo o corpo dos animais, sendo formada por duas valvas ricas em ions
minerais e compostos orgdnicos. As valvas sdo normalmente similares, ovais e convexas,
unidas por um ligamento altamente flexivel composto basicamente por proteinas. Este
ligamento faz com que haja a necessidade de poderosos musculos para que o animal consiga
fechar a concha. Cada valva exibe uma protuberdncia denominada umbo, que eleva-se a
partir da linha onde o ligamento protéico une as duas valvas. Para que sejam fechadas com o
maximo de eficiéncia, existem saliéncias ¢ reentrincias que se encaixam nas bordas das
paredes laterais. Gragas ao encaixe ndo ha a possibilidade de deslizamento entre elas. As
conchas exibem os mais diferentes tamanhos, formas e ornamentagdes, sendo que alguns
destes caracteres sdo de importéncia taxionomica (KUKENTAL et al, 1967, RUSSEL,
WILLIAN, 1969; VILLE et al., 1985; BARNES, 1990).

Os moluscos possuem o corpo dividido em trés regioes distintas das quais advém seu
modo de crescimento e sua fisiologia. Estas s3o conhecidas como; cabega-pé, massa visceral e
manto. Na cabega-pé concentram-se¢ 0§ ganglios nervosos, os 6rgdos dos sentidos, como
tentdculos e olhos, a abertura bucal e os 0rgdos locomotores. A cabega de tais animais, se
comparada com outros 0rgaos, ¢ extremamente reduzida. A massa visceral contém 0s Orgdos
da digestdo, reproducdo e excregdo, constituindo uma volumosa protuberdncia na regido
dorsal. Abriga também as branquias, que além da tarefa de realizar trocas gasosas, promovem
a filtragdio da agua que prové alimento ao animal (KUKENTAL et al., 1967).

O manto ou palio, recobre 0 saco visceral e responde pela formagio do nacar € do
periostraco da concha. Apresenta uma borda saliente denominada prega do manto, que forma
o teto de um sulco denominado cavidade paleal. Posiciona-se logo abaixo da concha,
adotando seu contorno. Ao contrario da simetria bilateral da cabega-pé ¢ massa visceral, o
manto-concha possui uma simetria radial (KUKENTAL et al, 1967, MARSHAL,
WILLIANS, 1980; BARNES, 1990).

A concha dos bivalves € composta por um periostraco externo que recobre duas a
quatro camadas de carbonato de calcio e mais internamente uma camada de nacar. As

camadas internas podem ser de carbonato de calcio, inteiramente de aragonita ou de uma
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mistura de aragonita e calcita. Os ions minerais podem ser depositados na forma de pequenos
prismas, como placas em forma de paralelogramos arranjadas em camadas, lenticulas ou
formas espaciais mais complexas. Internamente encontra-se a camada de nacar, formada por
lamelas horizontais muito ténues. Logo ap0s, encontram-se 0s prismas verticais compostos
por cristais minerais diversos além de material organico (KENNEDY et al.,, 1969,
MARSHAL, WILLIANS, 1980; VILLE et al,, 1985: BARNES, 1990).

O periostraco ¢ uma camada organica formada por glicoproteinas taninadas que
respondem pela variagio de cor e espessura das conchas nas multiplas espécies e as protege
do contato direto com a agua do mar, (OLIVEIRA, OLIVEIRA, 1974). As proteinas taninadas
sio obtidas gracas a interagdo de compostos protéicos com substincias formadas pelos
aminoacidos fenilalanina, tirosina e tripsina. Apos a agdo dos taninos, as proteinas adquirem
resisténcia a oxidagdo. Esta protecdo ¢ importante por dificultar trocas idnicas entre a agua,
um solvente poderoso, € 0 tecido mineralizado das valvas, particularmente quando se
considera que a agua do mar € rica em acidos orgdnicos ¢ inorganicos, como 0 acido
carbonico (KENNEDY et al., 1969; MARSHAL, WILLIANS, 1980; VILLE et al., 1985;
LINDNER, 1983; BARNES, 1990; LENHINGHER et al., 1995). ’

Além da formagdo do periostraco € do nacar das valvas, 0 manto ¢ responsavel pela
formagdo da cavidade extrapalial, ou do manto, importante caracter taxiondmico e fisiologico
destes animais. Esta estrutura contém o fluido extrapalial, onde sdo secretados os ions
inorgénicos, proteinas, € outras moléculas, que compordo a matriz extracelular responsavel
pela formacdo das valvas (BEEDHAM, OWEN, 1965; KENNEDY et al., 1969; MARSHAL,
WILLIANS, 1980).

O crescimento das valvas s€ da de forma concéntrica, acarretando a formagdo de
linhas de crescimento que possibilitam 2 inferéncia da idade destes animais. A forma do
crescimento da concha é um produto direto da forma como esté disposta a matriz organica €
inorganica. O crescimento em extensdo so acontece ao longo da borda do manto. Esta regido
mostra trés pregas longitudinais separadas por duas goteiras profundas. A dobra externa,
origina 0 periostraco, camada organica formada basicamente por proteinas taninadas, das
quais a conchiolina ¢ a mais abundante. Esta proteina ¢ muito parecida quimicamente com a
quitina, comum nos exoesqueletos de insetos € crustaceos. Secreta também as porgdes
organica e inorginica da matriz extracelular que formara as valvas. A dobra média, possui
numerosas células sensoriais ¢ a prega ou dobra interna é musculosa, contribuindo assim para

o fechamento das valvas. O epitélio localizado na parte dorsal do manto esta em contato com
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as valvas, apenas no sulco do periostraco € nos pontos de inser¢do muscular. Nas outras
regides 0 manto € separado das valvas pela cavidade extrapalial (BEEDHAM, OWEN, 1965,
KUKENTAL et al., 1967, KENNEDY et al., 1969; LINDNER, 1983; BARNES, 1990).

Os tecidos mineralizados sdo amplamente difundidos nas mais diversas classes de
moluscos, com excegdo de alguns Cefalopodos nos quais a concha desapareceu ou foi
interiorizada durante o processo evolutivo. Normalmente estes tecidos sio uteis nestas
espécies, quando se faz necesséria a presenga de estruturas rigidas, capazes de suportar forgas
de tensdio e atrito advindas da necessidade de protegdo e sustentagdo de orgdos e tecidos
moles. Além disso confere melhores condigdes para a escavagdo, defesa contra predadores €
permite suportar profundidades abissais.

Para que exista tecido mineralizado nas valvas alguns problemas tiveram que ser
solucionados durante 0 processo evolutivo dos Bivalves. Segundo ZIPKIN, 1990, o grande
problema a ser enfrentado, foi desenvolver métodos que tornassem possivel a concentragdo
dos ions calcio e fosfato em tecidos animais ricos em solventes organicos. Outros problemas
para a formagdo de tecidos mineralizados foram levantados mas ndo sfo criticos a0 processo.
Se resumem em conseguir do meio externo, quantidades suficientes de calcio e fosfato para a
formagdo de cristais € a manutengdo do equilibrio osmotico entre o tecido mincralizado ¢ as
células adjacentes. A concentragdo do meio externo ndo é critica pois dentre 0s silicatos
terrestres a apatita € a classe mais abundante em volume e nela, além dos ions calcio e fosfato,
podem-se encontrar tragos de magnésio, enxofte, fluor e outros fons que sdo encontrados em
menor quantidade. O problema da regulag@o da pressdo osmética é resolvido naturalmente por
uma caracteristica dos cristais organicos, a capa de solvatagdo que forma-se em volta do
cristal (LINDNER, 1983; ZIPKIN, 1990).

Os cristais encontrados em tecidos mineralizados de vertebrados sdo basicamente
formadas por fons calcio e fosfato com pequenos tragos de potassio, sodio, magnésio, citrato e
bicarbonato. Os fons calcio e fosfato, formam pequenos cristais, que estudados com auxilio
de métodos bioquimicos, mostraram possuir composi¢ao quimica Cayo(PO4)s(OH),, (KATZ,
1973; ADDADI, WEINER, 1989; GOLDBERG et al, 1993). A difragio de raios X
(TERMINE, 1972) mostrou que tais atomos arranjam-se em grade cristalina tipica, podendo
determinar a formagdo de hidroxiapatita, calcita e/ou aragonita. Para que tais ions estejam
presentes em quantidades suficientes ¢ também venham a se arranjar na grade cristalina

especifica, o tecido conjuntivo que originara 0ssos, dentina e cemento, sofre alteragdes na fase

embriogenética. Ha aumento da rede vascular local e diferenciagio de células especializadas
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sintetizadoras de matriz organica, rica em fibrilas de colageno ¢ substancia fundamental
amorfa especial.  Tais células  obrigatoriamente, secretam a matriz em um
microcompartimento especifico separado do resto do tecido bonjuntivo, sem o qual 0 processo
de mineralizagdo ndo ¢ iniciado (BISHOP, WARSHAWSKY, 1982, MORADIAN-OLDAK
et al., 1992; LINDE, 1989; BUTLER, 1992).

Nos Bivalves, as células da superficie do manto e das branquias s&0 a§ responsaveis
pela retirada dos jons calcio e bicarbonato da 4gua do mar, Dentro do manto, o ion célcio €
modificado transformando-se em carbonato de célcio. O manto langa no fluido extrapalial,
acido carbdnico, bicarbonato € ions calcio, associados a proteinas € proteoglicanas. Tal
associacdo provavelmente evita a precipitagdo precoce do carbonato de calcio em locais que
ndo contenham agentes nucleadores. Estes ions tendo como agentes nucleadores, proteinas
e/ou proteoglicanas, formam a intricada rede cristalina da hidroxiapatita, calcita e aragonita
(WADA, 1964; LINDNER, 1983; BARNES, 1990).

No caso da formag#o das valvas nos moluscos, chama a atengo as células secretoras
ndo possuirem um contato intimo com o tecido mineralizado, ja que todos 0s tipos celulares
secretam diretamente no fluido extrapalial. A polimerizagdo de proteinas, glicoproteinas € a
associagdo de compostos orgdnicos ¢ inorganicos, dar-se-a na superficie interna da propria
valva (KENNEDY et al., 1969). Na formag@o dos tecidos mineralizados, 0s jons de calcio €
fosfato devem estar organizados de forma a assumir arranjo tridimensional que possibilite a
formagdo de cristais. Para que OS cristais sejam formados, oS {ons inorgnicos devem se
relacionar com a matriz orgdnica que servira como agente nucleador. Supde-se que as
proteoglicanas participem da formagdio dos cristais € na estabilizagdo da nuvem de ions
inorganicos que acompanham tais moléculas (ADDADI, WEINER, 1989).

As células secretoras do manto, principalmente as da dobra externa sintetizam €
langam no meio extracelular a matriz orgénica sempre em locais definidos. O fluido
extrapalial recebe duas importantes classes de macromoléculas; as substancias ndo colagenas
e o colageno particularmente aquele do tipo L. |

Em outros tecidos de diversos vertebrados foi demonstrado com 0 auxilio de analises
ultraestruturais e tratamentos bioquimicos, que € possivel pensar-se numa interagdo entre as
fibrilas de colageno do tipo I € as proteoglicanas, dentre outras substdncias ndo colagenas,
como importante associagdo a criar condigdes para a materializagio dos cristais minerais
(GLIMCHER, 1959; KENNEDY et al., 1969; MARSHAL, WILLIANS, 1980, SCOTT,
1986; SCOTT, HUGHES, 1986; ALMEIDA et al, 1995). A relagdo entre a matriz organica
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e os {ons minerais foi comprovada através de trabalhos experimentais, realizados in vitro € em
in vivo. Apos a descalcificagdo de valvas com o uso de substéncias alcalinas que precipitaram
o carbonato de célcio, foi demonstrado que existe reconstituigio do tecido mineralizado.
Foram usados nestes experimentos animais do género Elliptio cujo cristal ¢ do tipo aragonita,
Atrina e Pinctada cujo cristal € do tipo calcita. Os testes demonstraram que Mesmo in Vilro,
a presenca da matriz induziu uma neodeposi¢do proxima de 25% do material inorgénico, onde
houvera acontecido prévia desmineralizacio (KENNEDY et al., 1969).

Dentre as moléculas ndo colagenas que sdo depositadas 1o fluido extrapalial
provavelmente as proteoglicanas devam desempenhar importante papel como elemento's
nucleadores dos cristais minerais, 4 semelhanga do que acontece nos tecidos duros dos
vertebrados. As proteoglicanas sdo complexos moleculares constituidos por proteinas €
glicosaminoglicanas. Estas ultimas sdo cadeias polissacaridicas lincares formadas por
unidades repetidas de dissacarideos, onde um dos acticares ¢ sempre aminado, sendo N-
acetilglicosamina ou N-acetilgalactosamina. Elas se dividem em quatro grandes grupos, de
acordo com a molécula de agucar, 0 tipo de ligagdo entre elas, o niimero e a localizagdo dos
grupos sulfato em: hialurona, sulfato de condroitin, sulfato de heparan e sulfato de queratan.
Pode-se também classifica-las em glicosaminoglicanas ndo sulfatadas, representadas pelo
4cido hialurdnico e as sulfatadas, representadas pelos acidos condroitinicos A, B ¢ C
respectivamente, 4cido condroitino 4 sulfato, dermatan sulfato e acido condroitino 6 sulfato,
além do queratan sulfato e heparan sulfato. Este segundo grupo difere entre si, na quantidade
e na posigdo de radicais sulfato, contudo todos apresentam grande potencial eletronegativo
(ALBERTS et al., 1993).

Geralmente as proteoglicanas apresentam um eixo proteico onde se ancoram cadeias
retilineas de glicosaminoglicanas, como acontece nas cartilagens e tecido conjuntivo frouxo.
Recentemente foram descritas proteoglicanas de pequeno peso molecular, encontradas em
tecidos mineralizados, onde a porgdo glicosaminoglicana € representada por poucas unidades
dissacaridicas e a porgdo protéica ¢ globular. O grande potencial eletronegativo das
glicosaminoglicanas confere a tais moléculas uma série de propriedades fisicas e quimicas
singulares. Podem atrair moléculas de agua, formando assim, capas de solvatagdio. Atraidas
pelas cargas elétricas, no meio aquoso das capas de hidratag8o, ocorrem pequenas moléculas €
ions hidrossoliiveis como sodio, potassio, calcio, magnésio, etc. Possuindo tais caracteristicas,

as proteoglicanas podem desempenhar multiplas fungdes, como a formagdo de membranas

com poros apresentando diferentes didmetros e cargas elétricas, que atuam COmO filtros
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reguladores do trafego de moléculas de um tecido para outro, nos processos de
desenvolvimento embrioldgico, nos processos de regeneragdo tecidual, na cicatrizagdo do
tecido conjuntivo, etc (GLIMCHER, 1959, ALBERTS et al,, 1993; BOSKEY, 1995,
ROBEY, 1995).

Com o auxilio de diversos métodos, como andlises ulttaestruturais, tratamentos
bioquimicos € métodos citoquimicos, vérios autores tem mostrado a interagdo entre as fibrilas
de colageno € as proteoglicanas em diferentes tipos de tecidos € suas relagdes com O processo
de mineralizagdo. Apesar da discussdo atual sobre os provaveis mecanismos que iniciam 0
processo de mineralizagio da matriz secretada por odontoblastos, osteoblastos e células
metacromaticas do manto, ha um consenso entre os autores que as fibrilas de colageno do tipo
], em associagéo com outras substancias organicas, tem papel de destaque na mineralizacio de
tais tecidos. As fibrilas de colageno, apos terem sido secretadas no meio extracelular dos
tecidos mineralizaveis, de mamiferos, derivados do mesénquima, COmo 0sso, cemento €
dentina, com o passar do tempo, apresentam estruturas fusiformes, eletrondispersantes que
aparecem no seu interior. Antes do aparecimento dos cristais, a fibrila colagena recebe O
agente de nucleagdo, processo que provavelmente ocorreé nas bandas escuras da fibrila. O
agentes nucleadores devem possuir caracteristicas especiais como  cargas elétricas,
comportando-se como estruturas hidrofilicas. Geralmente as areas hidrofilicas sdo envolvidas
por outras éreas da mesma molécula, que tem comportamento hidrofobico para promover a
microprotegdo ambiental necessaria para a implantagdo do ntcleo inicial de mineralizagdo.
Além disso tais compartimentos sd0 pequenos € herméticos evitando a saida dos ions calcio €
fosfato que foram atraidos para 0 local pelo agente nucleador (GLIMCHER, 1959,
KENNEDY et al., 1969; ALBERTS et al., 1993; ALMEIDA etal, 1995).

Sao sugeridas vérias fungdes para as proteoglicanas associadas ao colageno. Devido a
sua forte carga negativa, alguns autores acreditam que desempenhariam papel de agente
controlador na formagéo de fibrilas, outros que poderiam atuar como agente estabilizador das
fibrilas apos a agregagdo das moléculas de colageno. E possivel que as proteoglicanas e/ou
fosfoproteinas, quando imobilizadas em um suporte estavel, possam induzir a mineralizagdo
nas condigdes de concentrag@o fisiologicas dos fons de célcio e fosfato (GLIMCHER, 1959;
KENNEDY etal., 1969; LINDE 1988; ALMEIDA et al., 1997).

O molusco Anomalocardia brasiliana possui diversos tipos celulares espalhados pelas
trés regides do corpo, ricos em uma glicosaminoglicana sulfatada denominada heparina. Esta

glicoproteina, € parecida bioquimicamente 2 outras heparinas encontradas em mamiferos,
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pode desempenhar um papel importante na formagdo e organizagdo de tecidos duros nestes
animais (DIETRICH et al., 1985, PEIJLER et. al., 1987, DIETRICH et al., 1989, PAIVA
et al., 1989).

Como vimos, em outros tecidos mineralizados existe uma forte relagdo entre
glicosaminoglicanas € jons minerais quando da analise dos processos que levam a
mineralizagio de tais tecidos. Sabe-se que, €m moluscos na formagdo do nacar,
provavelmente ocorrem as mesmas relagdes, contudo ndo se sabe ao certo quais proteinas €
glicoproteinas participam no processo de mineralizagio das valvas. As células secretoras de
substancias mucoides, associadas ou ndo a proteinas e outras substancias, estdo presentes nos
diferentes tecidos espalhados pelos multiplos orgios dos Bivalves.

As substancias mucoides podem ser encontradas no tecido conjuntivo ou nos tecidos
epiteliais que recobrem as diferentes dobras do manto. Em cada dobra do manto, podemos
observar diferentes tipos de células ou agregados extracelulares repletos destas substancias
mucosas. Acreditamos que algumas destas células ou agregados mucoides, situados
especificamente na dobra externa que forma o teto da cavidade extrapalial, possam
responder pela secregdo da matriz orginica que atuard nos processos de mineralizagdo que

ocorrerdo na superficie interna da concha.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é tentar esclarecer 0s aspectos ultragstruturais das
células secretoras da matriz organica, responsavel pela formagdo do periostraco € das
células e substancia matricial que forma a camada de nacar da concha. Nesta ultima
serdo estudadas, com especial interesse, as fibrilas colagenas € substancias ndo colagenas

que se associam para promover a mineralizagdo que acontece na formagdo da concha.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. O MATERIAL DE ESTUDO

Foi utilizado, como material de estudo o manto, retirado de moluscos da classe
Bivalvia, espécie Anomalocardia brasiliana coletados em Natal, RN. Estes moluscos, sdo
encontrados em todo litoral brasileiro € em diversos outros litorais em todo mundo. O
Anomalocardia brasiliana € uma espécic  que yive no mar, na zona entre mares,
permanecendo imersa por aproximadamente doze horas por dia (MOURAO, GROTTA,
1995). O género Anomalocardia foi descrito pela primeira vez por Schummacher em 1817,
e a espécie descrita por Gmelin que a denominou Anomalocardia brasiliana. Possui como
sindnimo 0 nome Anomalocardia flexuosa, descrita por Linnaeus em 1780. Um espécime
permanece conservado para fins taxidnomicos, no museu da Universidade Federal de Juiz
de Fora, MG ¢ pertence a colegdo de moluscos daquela instituigdo sob o n° 5826
(OLIVEIRA, OLIVEIRA, 1974; OLIVEIRA et al., 1990) .
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3.2. ESTUDO EM MICROSCOPIA OPTICA.

Os animais toram mergulhados em uma solucdo fixadora de formaldeido, a 4%.
recem preparado do paratormaldeido a pH 7.4. tamponado com solugdo de cacodilato de
sodio. onde a agua destilada fot substituida por agua do mar filtrada. durante um periodo
de 3-5 horas. a temperatura ambiente. Em seguida. houve lavagem do tecido durante 12
horas na mesma solugdo tampao. O material foi desidratado em etanol a concentragoes
crescentes de 0%, 75%, 90% ¢ 100%. ¢ em seguida. embebido ¢ incluido em resina
hidrossoltvel. Os cortes obtidos com 0 auxilio de um microtomo Richeter Jung, com
espessura de 2.5 micrometros foram montados em laminas de vidro. apos coloragao com
solucdo de azul de toluidina em borax a 1%. as fotomicrografias foram obtidas com auxilio

de um fotomicroscopio Richeter-J ung-Polivar.
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3.3. ESTUDO EM MICROSCOPIA ELETRONICA.

Apos previa fixacdo dos animais “in totum’. o manto foi retirado com auxilio do
MICrOSCOpIO EStere0scopico € imediatamente devolvido a solugdo fixadora de formaldeido
4%, recém preparado a partir do paratormaldeido ¢ glutaraldeido 4%, a pH 7.4, tamponado
com solucdo de cacodilato de sodio por 3 horas a temperatura ambiente. Apos lavagem na
solu¢do tampdo por 12 horas. foi pos fixado em solugdo de tetroxido de 6smio a 1°0.
tamponado com solucdo de cacodilato de sodio a pH 7.4. durante 3 horas, a temperatura
ambiente. A desidratagdo foi realizada merguihando-s¢ as pegas <m solugdes de
concentracdes crescentes de alcool etilico (50%. 70%. 90% e 100%). Em seguida
mergulhados em oxido de propileno durante 30 minutos. solugio que foi renovada apos 15
minutos. As pecas foram impregnadas ¢ incluidas em resina do tipo EPON 812. A
polimerizagdo demandou 3 dias e aconteceu em estufa a 60 “C.

A obtencdo dos cortes se deu com 0 auxilio de um ultramicrétomo Richeter-Jung-
Ultracut, tendo sido recolhidos sobre a superficie de telas de cobre com 200 furos. O
contraste foi conseguido. fazendo-os flutuar em solucdo de uranila a 4%, durante 30 minutos.
Em seguida. foram lavados em agua destilada ¢ pos contrastados em soluciio de citrato de
chumbo durante 30 minutos. A analise ultraestrutural e as microgratias foram obtidas no
microscopio eletronico de transmissdo Carl Zeiss EM 109.

Telas de cobre suportando cortes com espessuras que variaram entre 50 e 100
nandmetros, apos terem sido selecionadas. foram eletronmicrografadas. As mesmas telas
foram analisadas novamente apoés flutuarem em uma gota de solucdo da enzima, em tampao

Tris. pH 7.0, durante 1 hora. no interior de uma camara umida mantida a 30 °C.



4, RESULTADOS

4.1. DA ANALISE EM MICROSCOPIA OPTICA:

Para a sistematizagdo dos estudos morfolégicos no molusco Anomalocardia brasiliana
utilizou-se a sugestdo dos autores em subdividir o manto dos Bivalves em trés regioes,
denominadas de: dobra interna, dobra média e dobra cxterna (KENNEDY et al., 1969;
BARNES, 1990). Uma vez localizadas tais regides. optou-s¢ por concentrar as analises
morfologicas nas dobras media ¢ externa do manto. Estas dobras sdo caracterizadas por
apresentarem atividades sensoriais na media e secretora de valvas ¢ periostraco na exierna. A
face interna da dobra externa € a produtora do periostraco. enquanto que a face externa
produz os componentes Organicos Necessarios a mineralizagdo das valvas. figura 1.

O epitélio de revestimento da dobra externa do manto ¢ cilindrico e formado por uma
unica camada de celulas. As células da face interna da dobra exierna formam um lamina
epitelial que acompanha todo o contorno da cavidade extrapalial. recoberta pelas valvas. Tal
lamina mantém-se unida ao periostraco na sua tace paleal. enquanto mergulha para formar a
dobra. a partir da quai originara a lamina de células secretoras que ficarao apoiadas na face
secretora do periostraco. figura 2.

Observou-s¢ com auxilio da microscopia optica uma forte metacromasia em certas
células secretoras de muco na dobra externa. Na face interna da mesma. nota-s¢ claramente a
regido secretora do periostraco fortemente metacromatica. contrastando com o periostraco que

ndo se cora pela solugao de azul de toluidina. figura 3.



42. DA ANALISE EM VICROSCOPIA ELETRONICA:

As dobras interna, media ¢ exiwerna do manto. apresentam-se revestidas por um
epitélio caracteristico para cada uma delas. Nas regioes limitrofes entre as dobras ¢ possivel
observar-se alteragoes morfologicas entré um tipo de epitelio ¢ outro. Chama a atengao na
dobra externa. as alteragoes morfologicas que acontecem quando da formagao da lamina
epitelial responsavel pela formagdo do periostraco. A face interna da dobra externa do manto
& a regido formadora do periostraco. Cortes radiais da mesma. permitem caracterizar a regiao
onde acontece a formagdo € diferenciacdo das células que secretam & sua matriz organica.
Tais cortes mostram O periostraco desde sua formagao. mostrando-se como uma lamina
acelular com forte cletrondispersividade. Esta ¢ ladeada por dois grupos de células distintas
morfologicamente. que unem-se na regido de uma alca, local onde observa-se a diferenciacdo
gradual de um t1po celular para outro. figura 4.

Células da dobra externa que apoiam-s¢ no periostraco em formacdo. apresentam
inumeras projegoes digitiformes. semelhantes a estereocilios. merguthadas no liquido da
cavidade extrapalial. Pouco antes de alcancar a alga. a partir da qual as cclulas transformam-
se em secretoras de matriz organica, estas passam a mostrar  profundas dobras entre as
membranas. nucleo heteropicnotico ¢ figuras de mielina no citoplasma. Observa-se a presenga
de desmossomas unindo as membranas citoplasmaticas de células vizinhas que atuam CcoOmo
estruturas de bloqueio a passagem da matriz organica. do periostraco para 0 €spago
extracelular. tfigura 3.

Para formar O periostraco as células ao se diferenciarem mostram aumento de
organelas citoplasmaticas como 0 complexo de Golgi ¢ reticulo endoplasmatico rugoso,
envolvidos na produgdo de proteinas de exportacdo. Estes granulos contem 0 material que ao
ser secretado. formara o periostraco que no inicio de sua formagao. constitui uma ténue linha
que ao avangar em diregdo as valvas. torna-se mais espesso.

As celulas secretoras comegam a mostrar 03 primeiros granulos nas proximidades da

alca da dobra externa. Estes alinham-se ao longo do eixo maior das celulas sendo ladeados

(N4
o



por reticulo endoplasmatico rugoso. Na medida em que aumentam <m numero as células
epiteliais diferenciadas sofrem uma inclinacao de aproximadamente 43° a0 assentarem-se
sobre a lamina acelular do periostraco. Apresentam-se alongadas. com cerca de 10 a 12
micrometros de comprimento € 2 3 de largura com uma polarizagao caracteristica. Os nucleos
apresentam-se heterocromaticos. com perfil algo irreguiar. ocupando grande parte da celula.
O polo secretor citua-se no terco apical ¢ esta repleto de granulos com cerca de 0.5
micrometro de didmetro. A superficie das celulas que tocam © periostraco. apresentam 2
membrana do polo secretor modificada, formando inumeras proje¢des que a0 s€ aproximarem
do periostraco mostram-se semelhante a podocitos mergulhados por numa matriz granular,
figura 6.

O tecido conjuntivo subjacente ao epitélio. mostra varias estruturas onde se destacam
uma lamina de fibras colagenas que provavelmente quxilia na sustentacdo da dobra externa.
Além disso observam-se diferentes tipos de aglomerados de substancias mucoides, cujo

aspecto morfoiogico permite supor a existéncia de secregoes que s€ misturam. figura 3.

4.3. DA ANALISE APOS ACAO DAS ENZIMAS.

O pertostraco ¢ 0s granulos cletrondispersantes ~ das calulas secretoras ndo foram
afetados pelas enzimas figura 7.

Dois tipos de particulares de agregados mucoides mostraram reagdo positiva a agdo
das enzimas heparitinase I associada a condroitinase AC. O primeiro mostra agregados
mucoides constituidos por estérulas com didmetro de > a 10 micrometros que apresentam
um componente INterno menos eletrondispersante que O envolvimento externo. A solugao de
enzimas atuou na substancia eletrondispersante associada a gldndulas mucosas encontradas no
tecido conjuntivo. logo abaixo do epitélio pavimentoso que recobre o piso da cavidade palial.

figuras 8 € Y.
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5. DISCUSSAO

A ocorréncia de metacromasia em tecidos do manto de moluscos da classe Bivalvia ja
foi considerada por varios autores. A possivel causa do fenomeno deve-se a presenga nestas
células de grdos ricos em glicosaminoglicanas que reagirdo com a solugio azul de toluidina
mais borax a 1% corando tais regioes na tonalidade rosa (DIETRICH et al,, 1985; PAIVA et
al.. 1989). Tal fenomeno ocorre porque o corante utilizado reage com radicais carboxila,
fosfato e ou sulfatados, presentes em COMpostos que encontram-se no interior das células que
podem estar no tecido conjuntivo ou fazendo parte da estrutura epitelial das diferentes dobras
do manto. Através de tecnicas histoquimicas pode-se identificar com qual dos trés grupos o
corante azul de toluidina reagiu. Usa-se para isso reagoes de saponificagdo, metilagao ¢
diminuicdo do pH da solugao corante. Em pH 3.4 ha 1onizagao apenas dos grupos fosfato nao
se ionizando OUtros grupos quimicos. como  por exemplo o grupo carboxila. O citrato de
uranila € OUlTOS coTanies cationicos. como o vermelho de ruténio. que atuam COmo
marcadores citoquimicos nas analises ultraestruturais. pode ajudar na identificacdo de grupos
quimicos presentes nestas estruturas ( SIRO, NORIAKI, 1962 WADA. 1964)

Supde-se que a ndo coloragio do periostraco pelo azul de toluidina. seja devido a sua
composi¢do quimica, formada por proteinas que sofreram um processo de oxidagdo para
torna-lo mais resistente a digestdo pelos acidos organicos presentes na agua do mar.

Eventualmente pode-se confundir a regido secretora do periostraco como sendo a superticie



externa da dobra media. {ssO acontece porque o perostraco €m algumas especies de Bivalves
pode se achar fortemente aderido a esta superticie.

As regides do epitélio de revestimento do manto opostas ao local de secregdo do
periostraco. apresentam cilios em sua superficie. Provavelmente mostrando uma adaptagao
morfoldgica para manter tal regido livre de particulas estranhas (KUKENTAL et al., 1967
MARSHAL. WILLIANS, 1980).

Foi utilizada neste trabalho a condroitinase AC. produzida por uma especie de bactera
de vida livre denominada [Javobacterium heparium. qué além das condroitinases, produz
também enzimas que degradam outras glicosammoglicanas (heparina ¢ heparan-sulfato). A
condroitinase AC produzida pelo [lavobacterium heparium, a0 contrario das produzidas pelo
Proteus vulgaris sdo altamente especificas nao agindo sobre outras glicosaminoglicanas
como: a heparina. acido hialuronico. heparan suifato ¢ queratan sulfato (MICHELACCT etal,
1987).

A condroitinase AC quebra glicosaminoglicanas emn unidades menores. Age sobre 0
substrato condroitin 4 sulfato, promovendo a formagdo de oligossacarideos. O pH otimo para
a sua acdo esta na faixa entre 6.5 e 7.0 . enquanto que a temperatura otima ¢ de cerca de
30°C. Caso esta temperatura s€ja excedida em 5°C, a attvidace da enzima ¢ reduzida para
cerca de 3/5 da atividade observada na temperatura otima. Outro fator limitante da agao das
condroitinase AC ¢ a presenca de certos ions que interferem significativamente 10
desempenho da mesma sobre 03 condroitins. Os fons Ca™ . Mn " e Ba®” em uma concentracao
de 10 M inibem a agdo das condroitinases. enquanto o Co~" inibe as condroitinases ACeC
(MICHELACCI et al.. 1987: WEBB. 1992).

Em conjunto com a condroitinase AC  fot utilizada a enzima heparitinase [. Esta
enzima age quebrando as ligagdes quimicas do tipo N-acetil-D-glucosamina com 0 uronato.
Nio apresenta agdo quando as glicosaminas que possuem ligagdes do tipo N-O foram
dessulfatas, ou quando a glicosamina em questdo apresenta ligagdes do tipo N-acetil-O-
sulfato. O produto obtido apos a acio Heparitinase do tipo | sobre polissacarideos € um agucar
insaturado (MICHELACCT et al.. 1087: WEBB. 1992).

Na regido da dobra externa onde ¢ produzido o periostraco nio houve a acdo da
enzima sobre os graos eletrondispersantes, que formam-se no limite entre a dobras media e
externa. Provavelmente ndo houve a¢do de tais enzimas sobre os granulos por estes possuirem
em seu interior compostos proteicos semi ou totalmente oxidados que assim, adquiriram
resisténcia a digestdo por tais enzimas (OLIVEIRA. OLIVEIRA. 1974: BARNES, 1990
LENHINGHER etal., 1995).
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ApoOs a acao enzimatica. o produto da degradacao fo1 eliminado dos cortes ¢,
consequentemente. tals areas se apresentaram eletroniuscentes ao microscopio eletronico. Os
resultados mostraram claramente a presenca destas areas no interior de aglomerados de
substancias de carater misto. E interessante ressaltar que estas nio eram observadas antes das
telas sofrerem o tratamento. Acredita-se que a regido onde se encontram tals estruturas
possuem um papel importanic na formagdo das valvas (WADA. 1964. KENNEDY et al.,
1969 BARNES. 1990). Tais estruturas. ricas em ulicosaminogiicanas. sio de importancia
para nossos estudos pois acreditamos que tais substancias possam participar do processo de
mineralizacdo da face interna da concha para formar a camada de nacar.

Como se sabe o colageno constitui uma familia de proteinas cor mais de uma duzia
de tipos dos quais quatro <30 mais conhecidos. Sdo proteinas caracteristicas dos metazoarios
que supde-se terem evoluido de um tipo comum. O colageno do tipo L. 1L J11. sdo conhecidos
pela capacidade de polimerizar-se formando fibrilas. Assim proteoglicanas associadas as
fibrilas de colageno poderiam responder pela nucleagdo dos cristals minerals na camada de
nacar das valvas. fato semelhante a0 que ocorre nos processos de mineraliza¢do dos tecidos
mineralizaveis. derivados do mesénquima, em vertebrados (LENHINGHER et al., 1995,
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1997).

Estas substancias parecem migrar para a area de crescimento exiensao da dobra
externa e possivelmente participam da formacdo das valvas. Em vertebrados observa-se que O
processo de mineralizacio da dentina, ocorre na frente de mineralizagdo. O odontoblasto,
provavelmente secreta proteoglicanas apos ter secretado uma cera quantidade de matriz
organica que formara a pré dentina. Assim a proteoglicana ¢ secretada apos a previa
secrecdo da pre- dentina que ¢ rica em tibrilas colagenas (VEIS. 1987, ALMEIDA et al.,
1997). Acreditamos que em invertebrados possa ¢star ocorrendo 0 mesmo tipo de processo
na elaboragdo da camada de nacar que 0COTTe na cavidade extrapalial.

A deposigdo do material rico em cargas elétricas negativas ¢ fator importante a ser

considerado quando se pensa cm agente de nucleagdo dos cristais minerais, que se depositam
na regido do nacar da valva. Nao foi possivel observar s¢ aconteceu a participagao do
colageno do tipo 1 com a substancia detectada. pois a concha foi retirada apos a fixacdo. E
estimulante pensar numa provavel associagdo entre as fibrilas e as proteoglicanas como
acontece nos tecidos mineralizaveis dos vertebrados. A dissolucdo da por¢ao mineral das

valvas. mantendo-se a matrz organica, podera nos auxiliar estudos ultraestruturais sobre as

interagdes sugeridas.



O diagnostico de glicosaminoglicana. na substancia mucoide do tecido conjuntivo da
dobra externa. podera estar indicando a participagdio de tal substancia nos processos de
mineralizacdo em invertebrados. mostrando que ao longo da escala evolutiva dos animaits,

ndo houve grande modificagdo quanto as macromoléculas envolvidas em tais processos.



6. MATERIAL ILUSTRATIVO



Figura 1. Fotomicrografia do manto de Anomalocardia brasiliana mostrando em: De-

dobra externa, Dm- dobra média, Ec- epitélio da cavidade extrapalial, C- tecido conjuntivo,

F- face externa secretora do periostraco, M- musculos adutores das valvas. Ampliagéo 90 =.
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Figura 2. Fotomicrografia mostrando a regiio secretora do periostraco. Em P-

periostraco, De- dobra externa, F- face externa secretora do periostraco,

revestimento da dobra externa,

D - dobra média. Ampliagdo 360 x.

E- epitélio de
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Figura 3. Fotomicrografia mostrando a metacromasia na alqa cpitclial formadora do

periostraco. Em F- face externa secretora do periostraco aprcsentando metacromasia, -
periostraco, De- dobra externa. Ampliagdo 400 x.
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Figura 4. Micrografia eletronica da regido secretora do periostraco mostrando em: A-

alca secretora do periostraco, S- secregio em granulos do periostraco, C- colageno, M-

musculos adutores das valvas, E- estereocilios, P- periostraco em formagio, Gm- grﬁnulos de

secre¢do mucoide. Ampliagdo 5.040 x.
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Figura 5. Micrografia oletrénica da regido onde aparecem as primeiras células
contendo granulos eletrondispersantes  que coftem  diferenciago progressiva. Em D-
desmossomas, S- scorcgiio em granulos do periostraco, Gm- granulos de secre¢do MUucoidcs,

P- periostraco, C- colageno fibrilar. Ampliagao 11.760 =.
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Figura 6. Micrografia eletronica da regido onde comega a diferenciagdo das celulas

secretoras do periostraco antcs da agdo da solugdo de enzimas. Em P- periostraco, Po-

podocito, S- secre¢do em granulos do periostraco. Ampliagdo 33.600 x.
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Figura 7. Micrografia eletrénica da regido onde comega a diferenciacdio das células

secretora do periostraco apos da agdo da solugdo de enzimas. Em P- periostraco, Po-

podocitos, S- secregdo em granulos do periostraco. Ampliagdo 32.400 x.
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- Figura 8. Micrografia eletronica da regido secretora das valvas, antes da agdo da

solucdo de enzimas. Em g- grinulos mucdides antes da agao da solugdo do cnzimas.
Ampliagdo 11.220 x.
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Figura 9. Micrografia eletronica da regido secretora das valvas, apos a agdo da solucdo

de enzimas. Em g- granulos mucoides com areas digeridas

condroitinase AC + heparitinase L Ampliagio 48.600x.

pela solugdo de enzimas
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7. CONCLUSOES

Nio houve a acdo das enzimas sobre os granulos de secregdo que respondem pela
tormagdo do periostraco € tampouco sobre 0 periostraco.

A agdo das enzimas sobre os aglomerados mucoides situados no tecido conjuntivo
subjacente ac epitélio da cavidade extrapalial, sugere sua participagdo no processo de

formacdo das valvas.
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