MENEZES, J.S; SILVA, M.G.; CARVALHO, R.; SABOIA-MORAIS, SM.T. Estudo histoquimico, bioquimico e morfométrico
de células mucosas de peixes eurialinos adultos e em estagio larval. In: CONGRESSO DE PESQUISA, ENSINO E
EXTENSAO DA UFG - CONPEEX, 2., 2005, Goiania. Anais eletrénicos do XlIl Seminario de Iniciagdo Cientifica
[CD-ROM], Goiania: UFG, 2005. n.p.

ESTUDO HISTOQUIMICO, BIOQUIMICO E MORFOMETRICO DE
CELULAS MUCOSAS DE PEIXES EURIALINOS ADULTOS E EM ESTAGIO
LARVAL

MENEZES, Janaina de Sousa' : SILVA, Mirelle Garcia: CARVALHO, Rodolfo®;
SABOIA-MORAIS, Simone M. Teixeiré’.

Palavras-chave: alevinos, salinidade, Poecilia vivipara e células mucosas

1.INTRODUCAO

Uma das respostas para a busca por um habito € que esses sao desenvolvidos
gradualmente, até a sua adaptacdo (Nepomnyashchikh et al., 2003). Algumas
espécies de peixes conseguem sobreviver em ambientes com mudancas de
salinidade, dentre elas, estd o guaru (Poecilia vivipara), que € um peixe
moderadamente eurialino. Tal capacidade confere a esse peixe uma maior
possibilidade de sobrevivéncia em diferentes ambientes aquéaticos. Um dos
mecanismos utilizados por esses peixes para a protecao dos tecidos epiteliais
expostos ao ambiente € a secrecdo de uma camada superficial de
glicoproteinas e glicolipidios (Burkhardt-Holm, 1997; Sabdia-Morais et al.,
2004). O guaru é freqientemente utilizado como modelo biologico devido ao
seu curto ciclo de vida, as grandes quantidades de alevinos produzidos,
proporcionando assim material suficiente para estudos da biologia do
desenvolvimento de peixes com fecundacéo interna, porém sem troca materno-
fetal (Araujo et al., 2001). Neste sentido, uma vez que s6 a mae entra em
conato com alteracdes de salinidade e os filhotes estdo resguaradados dessas
intervengdes, tentou-se propor via de ativacdo celular do tipo mucoso de
alevinos poés-nascimento e dentro de periodo de 24 horas de exposicdo as
condicOes alteradas de salinidade do meio. Pois a salinidade altera uma gama
de mecanismos que proporciona a adaptacdo desses animais ao meio por
constituir revestimento extracelular, que pode ser protetor e lubrificante mas,
em altas quantidades pode promover a morte do peixe por asfixia. Todas essas
funcdes ficaram evidenciadas ao se qualificar os glicoconjugados de
populacdes celulares submetidas a diferentes concentracdes de salinidade. O
estudo histolégico e histoquimico serd conduzido para ajudar a estabilizar
casuais relacbes entre a exposicdo a salinidade e as varias respostas
biolégicas. Neste sentido, as espécies que desenvolverem mecanismo de
resposta em nivel celular certamente elaborardo essas respostas por alteracao
do comportamento celular. De acordo com Sabdia-Morais et al. (2004), seriam
ativadas expressbes de glicoproteinas distintas de acordo com o ambiente
salino de exposicéo.

2 .METODOLOGIA

Fémeas adultas de P. vivipara obtidas no Corrego Cascavel, em Goiania, foram
transferidas para o Laboratério de Comportamento Celular - DMORF/UFG e
permaneceram por 24 horas sob periodo de adaptacédo, 15 espécimes foram



aclimatizados por 05 dias em cada salinidade experimental nas concentracdes
decrescentes (15, 10, 5 e OuL/L). Alevinos nascidos nesse periodo
experimental permaneceram por 02 e 24 horas no ambiente salino e apos isso,
foram sacrificados. Amostras coletadas para analises de microscopia de luz,
foram fixadas em Karnovisky (paraformaldeido 10%, glutaraldeido 2,5% em
tampao fosfato de sodio 0,2M, pH 7,3). As estruturas dissecadas foram
incluidas em parafina. Foram obtidos cortes de 4um. Apdés isso, as laminas
foram submetidas a bateria histologica, e foram coradas segundo as
metodologias de rotina histoldgica para analisar a morfologia geral (HE), e para
deteccdo da presenca de glicoconjugados (PAS, PAS + acetilagcdo, PAS +
acetilacao + saponificacao, Alcian Blue pH 0,5, Alcian Blue pH 2,5, Alcian Blue
pH 2,5 + metilacdo e Alcian Blue pH 2,5 + metilacdo + saponificacdo). As
imagens histologicas foram obtidas através de fotomicrografias realizadas no
equipamento Olympus CH 30.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel identificar nos alevinos a organizagéo geral dos arcos branquiais e,
diagnosticar as estruturas componentes do arco branquial. Os alevinos nessa
fase inicial provavelmente receberdo muitos sinais ativadores que permitirdo a
diferenciacao celular em tipos ativos especificos. O monitoramento nos permitiu
diagnosticar que a partir do terceiro dia de exposicdo, aparentemente 0s
espécimes ja haviam se adaptado. Durante o periodo de exposicdo as
diferentes salinidades, verificou-se que apdés o nascimento dos alevinos, as
fémeas adultas prenhes ou ndo se alimentavam dos mesmos, e diante da alta
freqiéncia de canibalismo observada, foi elaborada uma metodologia
adaptativa para que os animais poés-natal estivessem separados fisicamente
dos peixes adultos. Durante o periodo de cinco dias de experimentacao, quatro
alevinos expostos a salinidade de 5 pL/L morreram antes mesmo de
completarem 2 horas de exposi¢cdo. ApGs 0 nascimento, 0S sistemas mais
funcionais do peixe sdo incompletos, por isso a morfogénese e a diferenciacao
sdo muito intensas durante o estagio de vida de desenvolvimento prematuro. O
epitélio branquial dos guarus apresenta quatro tipos de células mucosas que se
diferenciam de acordo com sua localizacdo e a histoquimica de
glicoconjugados em microscopia de luz (Saboia-Morais et al., 1996; 1997),
apresentando também diferencas morfolégicas e, nos alevinos envolvem o
surgimento precoce das células mucosas diferenciadas, as quais s&o
detectadas na regido do rastelo branquial (células mucosas do tipo 1V). Foi
possivel verificar que essas células mucosas tém granulos com conteddo rico
em glicoconjugados neutros, pelos métodos de PAS e PAS + acetilacdo, que
foram observados em alta reatividade nas células tipo IV e em reacao
moderada nas células tipo Ill e, a presenca de grupamentos &acidos
carboxilados e/ou sulfatados, identificados pelas rea¢cdes ao Alcian-blue pH 2,5
e ao Alcian Blue pH 0.5, respectivamente. As células marcadas pelo PAS e
pelo Alcian Blue pH 2,5 estdo aderidas a superficie interna do opérculo. Além
desse diagndstico, foi possivel identificar células Alcian-blue e PAS-reativas no
epitélio de revestimento branquial. As andlises preliminares permitem identifica-
las como do tipo Ill e do tipo IV. Através da reacdo de Alcian Blue pH 0.5 +
metilacdo, as células Ill e IV apresentaram reatividade, sendo indicativo de
presenca de sialomucinas. No tecido branquial dos peixes controle, ap0s 2
horas de exposicdo, ndo foi observado a presenca de células mucosas, mas



nos animais controles que permaneceram durante um periodo de 24 horas de
exposicdo, foi verificado células mucosas do tipo IV. E em grupos
experimentais tratados, em ambos os tempos de exposicdo, também foram
observadas células Il e V. Alguns autores argumentam de diferentes modos
que a variabilidade do comportamento intrinseco é parte essencial para a
adaptacao comportamental (Nepomnyashchikh et al. 2003; Woo et al, 1995).
Sugere-se que 0 mesmo ocorra na espécie Poecilia vivipara.

4. CONCLUSAO

Pode-se distinguir duas fases no desenvolvimento de P. vivipara, sendo que a
primeira consiste desde a formacdo do embrido até a iniciacdo da vida externa
(p6s-natal) enquanto que a outra comeca apds este periodo até a
transformacao para o estagio adulto. Altas salinidades, possivelmente refletem
no elevado metabolismo na osmorregulagdo. Por isso, sugerimos para essa
fase do desenvolvimento, aumento do niumero bem como da diferenciacao
celular por ativacao imposta pelo ambiente. A histoquimica de glicoconjugados
indica a presenca de grupamentos vic-glicol (mucinas neutras) e grupamentos
acidos sulfatados e carboxilados freqlientes nas células mucosa do tipo IV, as
primeiras a serem detectadas nas larvas do guaru. Na seqiéncia surgiram as
células do tipo Il como as primeiras no epitélio de revestimento dos filamentos
branquiais, que foram observadas desde o grupo controle com exposi¢cao sub-
aguda de 2 horas (presente em baixa frequéncia) até o grupo experimental
submetido a uma salinidade de 20 uL/L com exposi¢cao aguda de 24 horas,
porém células do tipo Il aparecem com menor freqtiéncia do que as células do
tipo IV. Indica-se que elas seriam induzidas a surgirem pela ativacéo feita pelo
aumento da salinidade.
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