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INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

Os peixes sao formas de vida abundante no meio aquético. Colonizam os mais variados
habitats, sendo por isso, submetidos as mais variadas condi¢cdes ambientais. O guaru (Poecilia
vivipara) caracteriza-se por ser eurialino, possuindo tolerancia suficiente para se manter vivo em
ampla variacéo de salinidade que vai desde a condi¢cdo de 4gua doce 0 pl/L até a 4gua salobra
com 20 ul/L, foi também verificado que esta condicdo esta diretamente relacionada ao aumento
do namero de células mucosas e pelo aumento da liberacdo do contetido dos seus granulos, o
que promove a formacdo de uma camada superficial protetora (Saboia & Ferri; 1987; Sabdia-
Morais, et al.;1996). Por estar em intimo contato com 0 meio externo, as branquias representam
um dos principais 6rgdos afetados pela toxicidade de produtos quimicos e variagdes no meio
aquatico (Araujo, 2001; Vigario 2005), além de desempenharem numerosas fun¢des, incluindo
respiracdo, osmorregulagéo, excrec¢do de produtos nitrogenados e balanco acido-basico, sendo
a célula rica em mitocondria, o principal tipo responsavel pela regulacdo ibnica em nivel epitelial
(Laurent, 1985). O estudo do desenvolvimento nesta espécie, considerando as fases
embrionarias e de alevinos, com consequente diagnostico da ativagdo de suas células permitira
uma melhor compreensdao dos mecanismos morfo-fisiolégicos responsaveis pela adaptacao
desta espécie as diferentes ambientes, o que permitira a caracterizacdo da mesma para testes
de toxicidade ambiental. No presente trabalho pretende-se avaliar e caracterizar os tipos
celulares presente no epitélio branquial de embries expostos a agua salobra através da
citoquimica de glicoconjugados e morfometria.

2. METODOLOGIA

2.1. Coleta do material biologico e procedimentos experimentais

Os guarus foram coletados em cdérregos do entorno de Goiania-GO (S 16° 34’ 24”; W 48°
56’ 17”; 769m) e transportados em caixa térmica (isopor) até o Laborat6rio de Comportamento
Celular (LCC) — ICB - UFG, onde passaram por um periodo de adaptacdo em aquarios de 40
litros a temperatura ambiente, durante 24 horas. A qualidade da agua foi monitorada
diariamente para pH, temperatura, amdnia, oxigenac¢ao e iluminacao.

Vinte fémeas de Poecilia vivipara foram retiradas aleatoriamente do tanque de
adaptacao e colocadas em outro aquario contendo agua declorinada. Ao nascerem, os alevinos
foram retirados da 4gua doce e expostos em agua com diferentes concentracdes de salinidade
(O ul/L, 5 pi/L , 10 pl/L, 15 pl/L e 20 pl/L) por um periodo de 2 horas, totalizando 25 alevinos (5
alevinos para cada tratamento). O grupo controle foi composto por 5 peixes para os quais
também foram mantidas as mesmas condi¢des acima citadas. Para reconstituicdo da salinidade




foi utilizado sal marinho comercial (Tetra - Alemanha). A manutencdo dos animais, bem como
todo o experimento, foi realizado de acordo com as normas de conduta ética em
experimentagéo animal (Brasil, 1979).

2.2. Preparacédo para Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Apbs a exposicdo dos embrides e alevinos as diferentes concentracdes de salinidade,
0os mesmos foram fixados por imersdo em solugcdo Karnovsky , pés-fixados com Tetroxido de
Osmio (0s04) 1% aquoso, desidratados em concentracdes crescentes de etanol, imersos em
acetona, submetidos a ponto critico e metalizacdo, montados em “stubs” préprios para MEV e
analisados no MEV — JEOL 240 do CEMIE — UNIFESP — S&o Paulo.

2.3. Processamento dos embrides e alevinos

Para deteccdo das fases embrionarias e larvais em microscopio estereoscépio, os embribes
foram fixados em formol 10% e conservados em alcool 70%.

Para estudos microscépicos, apds a exposicdo dos embribes e dos alevinos as diferentes
concentracdes de salinidade, os mesmos foram fixados em solucdo de formol neutro a 10%,
desidratados em concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol e incluidos parafina
Plaraplast. Foram obtidos cortes de 4 um.

2.3.1. Preparacéo para reacdo com lectinas

As reacBes com lectinas, os cortes foram desparafinizados, hidratados, lavados com agua
destilada, tratados com tampédo PBS 0,1M pH 7,4, inibidos com H,O, 1 % em tampéao fosfato
0,1M pH 7,4 , lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 , incubados com SAV- Peroxidase, revelacao
com DAB 0,5mg/ml, contra-coloracdo com Hematoxilina e montagem em Entelan.

2.4. Estatistica da ocorréncia de filhotes em fase embrionaria, larval e pés-eclosao por fémea.
Por meio da contagem total dos filhotes foram obtidos dados os quais foram trabalhados com o
uso do teste T de Student e ANOVA a fim de definir a melhor metodologia para este tipo de
amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para compreender o desenvolvimento ontogénico do guaru, foram padronizados
padronizou parametros macroscoépicos, evidenciando caracteristicas morfoldgicas (Carvalho et
al., 2005). Assim sendo, o desenvolvimento do animal foi descrito em 5 fases. Essa forma de
descri¢do esta de acordo com os parametros de classificacdo estabelecidos por Borcato et al.
(2004). Além disso, apos efetuar esta classificacdo (Carvalho et al., 2005), fez as medidas de
didmetro e comprimento dos embries, utilizando os olhos e a cauda como pontos referenciais.
Em continuidade aqueles dados, averiguou-se que, no grupo controle nasceram 14 alevinos
com um comprimento total de 7,573 = 0,289 mm e no grupo experimental (20ppm) nasceram
11 alevinos com 7,612 + 0,178 mm. Contudo, devido ao diminuto tamanho dos espécimes foi
inviavel a determinagéo do peso dos animais ao nascimento. Os alevinos, apés duas horas de
nascimento, possuem comprimento total (boca a cauda) de 8,33 + 0,338 mm, largura da cabeca
(de um olho ao outro) de 1,52 + 0,132 mm e comprimento da cauda de 2,20 + 0,248 mm.

Verificou-se a presenca de vitelo depois do nascimento nos alevinos ao microscopio
optico, confirmando a ndo alimentacdo exdgena durante as primeiras horas ap6s o nascimento.
Mas o nascimento prematuro ou com grande quantidade de vitelo dificulta a sobrevivéncia dos
mesmos, pois neste Ultimo caso, o alevino ndo conseguia nadar e permanecia girando no fundo
do aquario. Caso este evento ocorresse na natureza, certamente este animal seria alvo facil
para predadores. Estudos acerca do canibalismo inter e intra-especifico realizado por Manica



(2002) tem descrito dados que consubstanciam a observagdo experimental realizada no
presente trabalho.

Nos alevinos de Poecilia vivipara foi possivel observacdo dessas estruturas: arcos
branquiais, filamentos e lamelas, todos em processos finais de formacao. A analise do presente
material permitiu a identificacdo de trés tipos de células mucosas (as dos tipos II, I, 1V)
presentes no epitélio branquial dos alevinos de Poecilia vivipara. Averiguou-se, de acordo com
descrito por Saboia-Morais et. al. (1987) que em diferentes estagios de vida, o guaru consegue
se adaptar em concentracdes de salinidade, variando de 0 (zero) a 20 ulL/L, sendo esta
caracteristica exclusiva de poucos peixes, isso porque parte da energia metabdlica é
empregada nos processos osmorregulatérios. As técnicas citoquimicas permitiram detectar a
composicao de glicoconjugados do muco e, conseqientemente, sua viscosidade, em diferentes
concentracoes de salinidade. Nos embrifes os glicoconjugados presentes e secretados pelas
células mucosas de animais do grupo controle em 2 horas séo ricos em 1,2-vic-glicol. Esse
muco é mais fluido e é 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 protecdo mais densa para o epitélio
branquial.

Células mucosas tipo Il foram detectadas, porém com baixissima ocorréncia no epitélio
interlamelar mais proximo a base dos filamentos e presentes, mas com menor incidéncia, ainda
foram detectado as células mucosas do tipo Il. Neste sentido, a analise do material permitiu a
identificacdo de trés tipos de células mucosas (as dos tipos I, Ill, IV), dos quatro descritos por
SABOIA-MORAIS et al. (1996) como presentes no epitélio branquial dos adultos de Poecilia
vivipara, os quais foram reativos a PHA-E4, LTA e MAM.

4. CONCLUSAO

*Nas fases embrionarias e larvais, o guaru possui um grande desenvolvimento cranial, os
globos oculares, o intestino, comprimento da cauda bem formados e desenvolvidos.

*Ao nascer 0 alevino esta na fase 5 e, a cada 2 horas, provavelmente ocorrem mudancas
significativas para as fases subsequentes.

*A diferenca de concentracdes salinas nao interfere no comprimento total do alevino.

*A andlise do material permitiu a identificacdo de trés tipos de células mucosas (as dos tipos II,
1, 1V).

*Nos embribes os glicoconjugados secretados pelas células mucosas de animais do grupo
controle em 2 horas sao ricos em 1,2-vic-glicol e parecem exercer funcao protetora.

* Verificou-se a presenca de vitelo, depois do nascimento, nos alevinos ao microscépio éptico.

* O vitelo presente em grande quantidades apds o nascimento é fator de risco de predacao,
consequentemente de morte.
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