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1. INTRODUCAO

Os peixes tém sido usados em pesquisas académicas por um longo tempo, menos
que outros animais como ratos e camundongos, mas tem sido objeto de anélises
crescentes desde 1960. Eles vivem em uma ampla variedade de habitats aquaticos;
que vao desde a agua doce, passando pelas salobras até a salgada, de mares
polares frios a recifes quentes e tropicais e de rasas superficies de agua a
profundidades oceanicas (BOLIS et al., 2001). Nesse sentido, o organismo
selecionado para estes experimentos foi 0 Poecilia vivipara, vulgarmente conhecido
como guaru, espécime neotropical, adaptavel ao cativeiro, onde se reproduz com
facilidade, possuindo fecundacao interna. Eles séo flexiveis a variagcbes ambientais,
facilmente adaptados em aguas continentais, assim como em &guas salobras
(MARSHALL et al., 2000), o que possibilita a analise do comportamento de suas
células frente a diferentes fatores bioticos e abidticos de corpos d’agua, destacando-
se alteracfes na salinidade do ambiente. O processo de adaptacdo a aguas
salobras, assim como outras alteracfes no ambiente aquatico (variagcbes de pH,
temperatura, demanda de oxigénio, entre outros poluidores, por exemplo), podem
provocar modificagdes celulares em alguns tecidos deste organismo, principalmente
no epitélio branquial. As branquias sdo 6rgdos multifuncionais e com uma
organizacdo interna complexa que é similar para muitos teledsteos (FERNANDES &
PERNA-MARTINS, 2001). Desempenham atividades vitais para a sobrevivéncia do
peixe, tais como, trocas entre sangue e agua, controle da osmolaridade sanguinea,
participacdo no equilibrio &acido-base e excrecdo de nitrogénio, além de
desempenhar um papel central no estresse osmético (ARAUJO et al., 1999). A
branquia dos guarus, bem como de outros teledsteos € revestida por um epitélio
estratificado pavimentoso constituido por quatro tipos de células que séo, as
pavimentosas, do cloro (ricas em mitocondrias), neuroepiteliais e mucosas (SABOIA-
MORAIS, 1996), sendo a ultima nosso enfoque de estudos. Sugere-se, para tanto,
gue as células pavimentosas sejam o principal local de trocas gasosas, enquanto as
células mucosas secretam muco contendo substancias de defesa para proteger o
revestimento branquial. Ha ainda 4 tipos de células mucosas distintas, tipo I, Il, 1l e
IV. O tipo | situa-se na regido apical do filamento branquial; o tipo I, na regido apical
e também na interlamelar; a do tipo Il localiza-se somente na regido interlamelar; e
a do tipo IV no arco branquial. Estas células tém importante funcdo em mecanismos
adaptativos (SABOIA-MORAIS 1996) como, por exemplo, 0 aumento da secrecéo de
muco quando 0s peixes estdo expostos a ambientes adversos. O muco € uma
substancia composta por glicoconjugados que tem sido grandemente estudado por
outros pesquisadores (BJERKNES e CHENG, 1985). O estudo das células mucosas
frente as diferentes salinidades tem demonstrado a formacdo e o papel dos



glicoconjugados para a sobrevivéncia do peixe (SABOIA-MORAIS et al., 2004).
Assim, tém sido importantes as pesquisas que demonstrem a altera¢do do contetdo
de glicoconjugados durante as modificacbes das condicBes abidticas do meio
aquético, e no decorrer do desenvolvimento pds-natal dos peixes. Nesse sentido, é
necessaria a investigacdo de como esses glicoconjugados mudam em resposta a
diferentes a¢cdes ambientais apdés o nascimento e no individuo adulto. Seriam os
tipos celulares mucosos ativados em funcdo da concentracao de salinidade?

2. METODOLOGIA

Os exemplares de Poecilia vivipara foram obtidos no Cérrego Cascavel, em Goiania,
e levados para o Laboratorio de Comportamento Celular, DMORF/UFG. Os peixes
foram adaptados em aquario por um periodo de 24 horas. Quinze fémeas de
Poecilia vivipara foram retiradas aleatoriamente do tanque de adaptacdo e
colocadas em outro aquario contendo agua declorinada. Este grupo foi observado
constantemente e os alevinos que nasceram (61 no total) foram distribuidos em
recipientes contendo agua em diferentes concentracdes de salinidade (Oul/, 5ul/,
10pl/, 15 pl/e 20ul/). Para reconstituicdo da salinidade foi utilizado sal marinho
comercial (Tetra - Alemanha). A exposicao foi feita em periodos de 2 horas e 24
horas. Apos a exposicéo dos alevinos as diferentes concentracdes de salinidade, os
mesmos foram fixados em solucdo Karnovsky (associacdo glutaraldeido 2,5% e
paraformaldeido 4%, tampéao fosfato de sédio 0,2M, pH 7,3). O material foi entdo
incluido em parafina e, para a montagem das laminas histoldgicas, foram obtidos
cortes de 4 um. Procedeu-se a coloracdo das laminas, utilizando-se as seguintes
técnicas histoquimicas: bateria histolégica com HE, Periodic Acid Schiff (P.A.S.),
P.A.S. + acetilacdo, P.A.S. + acetilagdo + saponificacao, Alcian Blue pH 2,5, Alcian
Blue pH 2,5 + metilacdo, Alcian Blue pH 2,5 + metilacdo + saponificacdo e Alcian
Blue pH 0,5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do material permitiu a identificacdo dos diferentes tipos de células
mucosas presentes no epitélio branquial dos alevinos de Poecilia vivipara. A
visualizacdo dos tipos celulares foi possivel devido a utilizacdo das técnicas que
permitem a deteccdo de glicoconjugados, presentes na composicdo do muco
secretado pelas células mucosas. Esse muco participa dos mecanismos adaptativos
do animal desencadeados pelas células mucosas frente condicdes ambientais
diversas. (SABOIA-MORAIS, 1996). No grupo controle exposto a agua doce por 2
horas e 24 horas foram observadas células mucosas tipo I, lll e IV muito reativas ao
PAS. Isso € um indicativo da presenca de glicoconjugados neutros, ricos em 1,2-vic-
gliclol, no muco secretado por essas células. Grande quantidade de células mucosas
tipo IV com contetudo de glicoconjugados contendo grupos acidos carboxilados e
sialomucinas foram observadas nos grupos controle (2 horas e 24 horas) e nos
animais expostos as diferentes concentracdes de salinidade (5pl/L, 10 pl/L, 15 pl/L e
20 pl/L). A visualizacdo dessas células foi possivel devido a utilizagdo das técnicas
Alcian Blue pH 2,5, Alcian Blue pH 2,5 + metilacéo e Alcian Blue pH 2,5 + metilac&o
+ saponificacdo, que detectam os grupos acidos carboxilados. Células mucosas tipo
[l foram visualizadas com menor freqiéncia e, no grupo controle 24 horas,
mostraram-se muito reativas ao PAS, indicando a presenca de glicoconjugados
neutros no muco, e muito reativas ao Alcian Blue pH 2,5, sendo um indicativo de
glicoconjugados com grupos acidos carboxilados. Enquanto que, células tipo Il foram
visualizadas nos alevinos expostos por 2 horas a concentracdo de salinidade igual a
20 ppm. Os tipos celulares mucosos citados também foram visualizados pela técnica



HE. Essa técnica, entretanto, ndo marca as células mucosas especificamente de
acordo com o conteado de glicoconjugados no muco, sendo utilizada para
investigacdo da morfologia geral dos animais estudados.

4. CONCLUSAO

As técnicas histoquimicas permitem detectar a composicdo de glicoconjugados do
muco e, consequentemente, sua viscosidade, em diferentes concentracdes de
salinidade. O muco mais fluido é composto por glicoconjugados ricos em
grupamentos  1,2-vic-glicol, enquanto aquele mais viscoso apresenta
glicoconjugados ricos em sialomucinas (presenca de &cido sidlico). Os
glicoconjugados presentes no muco secretado pelas células mucosas de animais do
grupo controle s@o ricos em 1,2-vic-glicol (muco fluido). E provavel que esta
caracteristica esteja relacionada a auséncia de salinidade (grupo controle) ja que,
nao tendo sido expostos a um ambiente rico em sal, os alevinos ndo necessitaram
produzir uma barreira de protecéo para o epitélio branquial tdo eficiente.
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