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RESUMO

RESPOSTA MORFO ADAPTATIVA CUTANEA E BRANQUIAL DO JUNDIA
(Rhamdia quelen) SUBMETIDO A DIFERENTES DENSIDADES DE ESTOCAGEM
E PRIVACAO ALIMENTAR

AUTORA: Gabriela Pires Scherer
ORIENTADOR: Silvio Teixeira da Costa

A demanda mundial por pescado tem sofrido um significativo incremento nas ultimas
décadas, principalmente em funcdo do crescimento populacional e da busca dos
consumidores por alimentos mais saudaveis. A contribuicdo da aquicultura para a
producdo mundial de alimentos vem aumentando significativamente nos altimos anos.
Assim, a necessidade da criacdo em sistemas intensivos € uma constante. Porém,
esse sistema propicia condicdes de estresse para 0s peixes, podendo causar
imunossupressao e o desenvolvimento de doengas. Assim o objetivo deste estudo foi
avaliar as respostas morfo adaptativas cutaneas e branquiais de jundias submetidos
a diferentes densidades de estocagem e a privagcdo alimentar, avaliando seus
possiveis efeitos na atividade da lisozima no muco cutaneo, na populacéo de células
mucosas da pele e das branquias e determinacdo de um ponto de coleta mais
representativo na pele. Juvenis de jundid (Rhamdia quelen) foram distribuidos em
tanques de 250L e divididos em 4 grupos experimentais com 1 grupo controle, que foi
coletado pré experimento e p6s adaptacdo, os grupos experimentais foram GDA
(grande densidade alimentado), GDNA (grande densidade ndo alimentado), PDA
(pequena densidade alimentado) e PDNA (pequena densidade ndo alimentado). Os
valores estabelecidos para as pequenas densidades foi de 2,5kg/ms3, enquanto para
as grandes densidades foi de 32 kg/m3. Os peixes apresentavam 185-195 g, 24-26
cm. Os animais dos grupos alimentados recebiam alimento 2 vezes ao dia, com racao
comercial sendo fornecido 5% da biomassa do tanque e os animais do grupo nao
alimentado permaneceram em jejum durante o experimento. Apds o periodo
experimental, os peixes foram anestesiados e eutanasiados para coleta de material
bioldgico. Foram coletados fragmentos de pele de 7 pontos diferentes no corpo do
animal, o segundo arco branquial esquerdo e amostras de muco cutaneo. Nos
resultados observou-se que o ponto VFNV € o ponto de coleta mais representativo. A
populacdo de células mucosas na pele foi menor no tratamento GDNA e maior no
PDA. Nas branquias a populagéo de células mucosas foi significativamente menor nos
tratamentos PDA e PDNA, ja no CONTROLE e no GDNA foram maiores. A atividade
de lisozima do muco epidérmico foi maior no tratamento GDNA que nos outros
tratamentos. Foi possivel concluir que a densidade de estocagem e a privacéo
alimentar oferecem situacéo de estresse para exemplares de jundid, que variam sua
resposta a cada situacao.

Palavras-chave: Branquias. Células mucosas. Histologia. Lisozima. Pele.



ABSTRACT

MORPHO-ADAPTATIVE RESPONSE IN SILVER CATFISH (Rhamdia quelen)
SUBMITTED TO DIFFERENT STOCK DENSITIES AND FOOD DEPRIVATION

AUTHOR: Gabriela Pires Scherer
ADVISOR: Silvio Teixeira da Costa

The world demand for fish has experienced a significant increase in the last decades,
mainly due to population growth and the search for consumers for healthier foods. The
contribution of aquaculture to world food production has increased significantly in the
last few years old. Thus, the need for creation in intensive systems is a constant.
However, this system provides stress conditions for fish, and may cause
immunosuppression and the development of disease. So the aim of this study was to
evaluate the adaptive cutaneous and gill morpho responses of silver catfish submitted
to different stocking densities and food deprivation, evaluating its possible effects on
the activity of lysozyme in cutaneous mucus, in the population of mucous cells of the
skin and gills and determining a collection point more representative on the skin. Silver
catfish juveniles (Rhamdia quelen) were distributed in 250L tanks and share into four
experimental groups with one control group, that was collected pre-experiment and
post-adaptation, the experimental groups were: GDA (high density fed); GDNA (high
density not fed); PDA (low density powered); and, PDNA (small density not fed). The
values established for small densities were 2.5 kg / m3, while for high densities it was
32 kg / m3. The fishes had 185-195 g, 24-26 cm. The animals in the fed groups received
food 2 times a day, with commercial feed being supplied 5% of the biomass of the the
tank and the animals in the non-fed group remained fasting during the experiment.
After the experimental period, the fish were anesthetized and euthanized to collect
biological material. Skin fragments were collected of seven different points on the
animal's body, the second left branchial arch and skin mucus samples. In the results,
it was observed that the VFNV point is the most representative collection point. The
population of mucous cells in the skin was lower in GDNA treatment and higher in PDA.
In the gills the cell population mucous membranes was significantly lower in the PDA
and PDNA treatments, CONTROL and GDNA were higher. Lysozyme activity of
epidermal mucus it was higher in the GDNA treatment than in the other treatments. It
was possible to conclude that stocking density and food deprivation offer a stressful
situation for specimens of silver catfish, which vary their response to each situation.

Keywords: Gills. Mucous cells. Histology. Lysozyme. Skin.
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1 INTRODUCAO GERAL

A demanda mundial por pescado tem sofrido um significativo incremento nas
tltimas décadas, principalmente em funcéo do crescimento populacional e da busca
dos consumidores por alimentos mais saudaveis. Neste contexto, a aquicultura
desponta como a alternativa mais viavel para continuar aumentando a oferta nos
proximos anos, visto que a pesca se encontra com a producdo estabilizada desde a
década de 1990 (FAO, 2014).

A contribuicdo da aquicultura para a producdo mundial de alimentos vem
aumentando significativamente nos ultimos anos. Segundo a PEIXE BR (2020) a
piscicultura brasileira manteve a rota de crescimento em 2019, a produgdo avangou
4,9% e chegou a 758.006 toneladas. Foi 0 maior indice entre todas as fontes proteicas
animais no pais. A demanda por pescados no Brasil vem aumentando nos ultimos dez
anos, no entanto o consumo ainda esté abaixo da média mundial, pois o brasileiro
consome cerca de 9,5 kg de peixes por ano, e a média mundial é superior a 20
kg/hab./na, ja a recomendacéo da FAO é de 12 kg/hab./ano (FAO, 2018).

Os ecossistemas de agua doce se constituem em importantes fontes de peixes
para a alimentacdo humana e fornecem cerca de 40% de todos os peixes destinados
ao consumo nos ultimos anos (FAO, 2018). A estimativa é que para 2030 a aquicultura
contribua com 60% do pescado para consumo humano e sua producao supere a
pesca (54%), segundo o relatério (FAO, 2018).

Segundo Kubitza (2015), o Brasil € considerado um dos paises de maior
potencial para aquicultura, gracas ao forte mercado interno, producao recorde de
gréos, industria de racdes estabelecida e amplo territério (8,5 milhdes de km?), grande
parte sob um clima tropical, com boa disponibilidade hidrica e areas favoraveis para a
construgcdo de tanques e acudes. Além disso, o Brasil possui um enorme potencial
para a aquicultura, pois possui 12% da agua doce disponivel do planeta, um litoral de
mais de oito mil quildbmetros e ainda uma faixa maritima equivalente ao tamanho da
Amazobnia (MPA, 2014).

O cultivo de espécies nativas de peixes no Brasil vem ganhando importancia
no cenario da aquicultura, uma vez que representa uma alternativa de grande valor
econdmico e ecologico (DE AMORIN, 2016). Em funcédo disto, o jundid (Rhamdia
guelen) é considerado uma das espécies de peixes nativos com grande potencial para

o cultivo intensivo, com expressiva produgao na regido Sul do Brasil, por apresentar
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tolerdncia a baixas temperaturas, crescimento rdpido, boa eficiéncia alimentar,
resisténcia ao manejo, docilidade e facilidade de adaptacéo por alimentos (GOMES et
al., 2000; BALDISSEROTTO, 2004).

Considerando o cultivo comercial de peixes, diferentes espécies vém sendo
produzidas de forma cada vez mais intensiva, ou seja, com altas densidades de
estocagem (DE AMORIN, 2016). Este tipo de cultivo promove condicbes
extremamente estressantes aos animais que podem causar disturbios em seu estado
fisiolégico levando a reducdo do ganho de peso e crescimento, queda do desempenho
e na reproducdo e baixa resisténcia a patdgenos, ficando suscetiveis ao ataque de
parasitas, bactérias, virus e/ou fungos (URBINATI; CARNEIRO, 2004;
BALDISSEROTTO et al., 2010). Com isso, se faz importante avaliar o aumento na
densidade de estocagem e a privacao alimentar como elementos que proporcionem
adaptacdes histolégicas na pele e na branquia do jundia, levando em consideracao a
inexisténcia de estudos que abordem as alteracdes histoldégicas da pele do jundia
frente a esses desafios, bem como o seu reflexo na atividade de lisozima do muco

cutaneo.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da densidade de estocagem e da privagao alimentar na resposta

cutanea e branquial de jundias (Rhamdia quelen).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar o local de coleta de amostras mais representativo para analise
cutdnea em juvenis da espécie Rhamdia quelen;

o Verificar o efeito da densidade de estocagem na resposta de células mucosas
na pele e na branquia de juvenis de Rhamdia quelen;

o Verificar o efeito da privacao alimentar na resposta de células mucosas na pele
e na branquia de juvenis de Rhamdia quelen;

o Verificar o efeito da densidade de estocagem e da privacdo alimentar na

atividade de lisozima do muco cutaneo de juvenis de Rhamdia quelen
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ESPECIE EM ESTUDO

O jundia (Rhamdia quelen) € um peixe de couro, cuja cor varia de marrom-
avermelhado claro a cinza, com a parte ventral do corpo mais clara (SILFVERGRIP,
1996). Ele vive em lagos e pocos fundos dos rios, preferindo os ambientes de aguas
mais calmas com fundo de areia e lama. As larvas alimentam-se de zooplancton, mas
os adultos sdo onivoros, com uma clara preferéncia por peixes, crustaceos, insetos,
restos vegetais e dendritos organicos (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO, 2004).

Imagem 1. Exemplar adulto de Jundid (Rhamdia quelen).

Fonte: De Souza, 2014.

O Rhamdia quelen (jundid) pertence a ordem Siluriformes, familia
Heptapteridae (BALDISSEROTTO, 2009). E uma espécie nativa de grande
representatividade e interesse econdmico, aparentemente bem adaptado a diferentes
ambientes e de rapido crescimento (BARCELLOS et al., 2003; 2004).

Segundo Baldisserotto (2009), o jundia é a espécie nativa mais comercializada
no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. E pode ser encontrado desde o sudeste do
México até o centro da Argentina. Esta espécie apresenta alto potencial para a
industria aquicola, devido a elevada taxa de crescimento, bom rendimento de carcaca
e facil reproducéo no clima subtropical (FRACALOSSI et al., 2004; DE AMORIM et al.,
20009).

Em relacdo a morfologia essa espécie caracteriza-se por possuir boca sem
dentes e corpo sem escamas, possuindo barbilhbes de forma cilindrica com
comprimento variando proporcionalmente ao tamanho do animal (GUEDES, 1980).



16

Segundo Amorin (2016), mesmo que o jundid seja considerado uma espécie
nativa promissora para a piscicultura, a intensificacdo do cultivo comercial pode
oferecer condi¢cdes propicias a introducdo e disseminacdo de doencgas, e
consequentemente, causar prejuizo para o produtor. Durante o processo de cultivo,
0S peixes sdo constantemente submetidos a diferentes procedimentos de manejo e
variacdes ambientais, que podem alterar o equilibrio organico e promover alteracdes
em seu metabolismo, comprometendo sua imunidade. Sabe-se que alteracbes no
sistema imune de peixes provocados por agentes externos estdo diretamente

associadas a significativa reducéo na sua capacidade de resistir as doencas.

3.2 CARACTERIZACAO DA PELE DOS PEIXES

A pele é o maior tecido mucoso, o qual envolve o animal inteiro, incluindo as
barbatanas, nadadeiras e barbilhdes. Apesar das diferencas inerentes de espécies, a
organizacao geral e as estruturas micro anatébmicas sédo conservadas, assim como 0S
tipos de células (PETERSON, 2015). Em sua organizacdo mais simples, o tegumento
de peixe é um precursor comparativo da pele de mamiferos (RAKERS et al., 2010),
com as notaveis excecdes de ndo ser queratinizada e conter abundantes células
caliciformes. Isto €, segundo Peterson (2015), a pele possui multicamadas e tem uma
epiderme com membrana basal subjacente, uma derme composta de dois tecidos
distintos, o estrato esponjoso e 0 estrato compacto, com um espaco hipodérmico
subjacente associado e uma camada de musculo esquelético, a epiderme néo
queratinizada metabolicamente ativa € composta de varios tipos de células; as mais
abundantes sédo células epiteliais escamosas estratificadas simples, intercaladas com
células caliciformes. Na figura 2, temos o esquema estrutural da pele de Salméo
prateado (Oncorhynchus kisutch), uma espécie de com pele recoberta por escamas,
diferente do jundia, mas que exemplifica a organizacdo das camadas da pele de varios

peixes em geral.

Figura 1. Esquema da estrutura da pele de salmé&o (Oncorhynchus kisutch) e suas
camadas.



17

ey € /! ™
N g .

Microridges -~~~ u# et - |
e gj- Keratinocyte {\] : & - i
3 g Mucous glond k\ ‘\"\{:‘\‘ - "
%E Scale
“ £|gosol IominacN PO
2 — \" : > ;( Z o -
> \M - == |
i N G
r ) V -
\'= = - S <
i Stratum -
E spongiosum | ¢
- a
3 _\\‘: ,
Stratum 4 = ,
= Y, oy ; A xS
compactum ‘ £ s - - :
: : ——— e : =
Fibroblast---=-grax «-fmmmmns oo , =7 —-————‘ : ‘:-——
= > =T m"""‘_\:’ﬁ_‘/—"—‘&’ -
@ N = - -
3 T .‘__—‘li% '-‘_‘,_\::;_ - -*_'— S = —
2 A o
z e Simp T e ":_ e
R [ r .
ST

Fonte: Yasutake (1983).

Além disso, a derme tem véarias camadas de células de pigmento, macréfagos
e mastocitos (ELLIOTT 2000, SOUZA et al., 2003, LE GUELLEC 2004). Segundo
Elliott (2000), a epiderme do peixe consiste em um epitélio escamoso estratificado e
ndo queratinizado. Células caliciformes estdo dispostas na epiderme produzindo
continuamente uma secrecdo mucosa viscoelastica rica em glicoproteinas. Estas
células especializadas ndo proliferativas surgem do epitélio basal no inicio da vida das
larvas e migram continuamente para as respectivas camadas epidérmicas, antes de
iniciar atividade secretora (OTTESEN & OLAFSEN, 1997). A derme contém,
predominantemente, fibroblastos que se misturam com uma matriz de colageno que
€ pontuada por vasos sanguineos, nervos, células pigmentares e células imunes
misturadas (PETERSON, 2015).

Nos peixes, a pele é um dos principais locais para a entrada de patdégenos, pois
€ uma superficie mucosa com células vivas por toda parte e desprovida de queratina
(PATEL & BRINCHMANN, 2017). A camada mucosa epidérmica contribui
significativamente para a defesa imunoldgica contra patbgenos, como uma barreira
fisica e através da producdo de varios peptideos, enzimas e lectinas aglutinantes
(CHO et al., 2002; NAKAMURA et al., 2004). Agregados soltos e linfécitos individuais
estdo presentes em todo o tegumento, células B e plasmaocitos sdo as células mais

populosas. Anticorpos secretados, consistindo de IgM e IgT, localizam-se na camada
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epidérmica, epitelial e mucosa, conferindo mais especificidade e protecdo aditiva
contra patégenos (HATTEN et al., 2001; ZHAO et al., 2008).

Em relacdo a acdo, imunoglobulina IgT permanece dentro do tegumento,
enquanto IgM pode participar nas respostas imunes sistémicas, e a IgT é
compartimentada para interacdes da mucosa e patégeno (XU et al., 2013). A pele de
peixes ndo possui um extrato cérneo, sendo composta de células vivas, portanto, a
epiderme esta susceptivel ao ataque direto de patégenos (SUZUKI et al., 2003;
TSUTSUI et al., 2011). Como sistema de protecdo primario, a pele é revestida por
uma camada de muco, que é secretado pelas células caliciformes da epiderme
(HARRIS E HUNT, 1975; ALEXANDER et al., 1992; SUZUKI et al., 2003). De acordo
com Ellis (1981), o muco que recobre a camada epitelial da pele do peixe é
considerado um componente chave do seu mecanismo inato de defesa. A pele
também é um local de imunidade da mucosa. O SALT (também conhecido como
sistema imunologico da pele (SIS) ou sistema imunoldgico cutaneo) em peixes é um
tecido linféide da mucosa. A pele do teledsteo é histologicamente muito diferente da
dos mamiferos, uma vez que no peixe a camada mais externa de células esta viva e
retém a capacidade de se dividir, a epiderme do teledsteo é um epitélio estratificado,
mas ndo queratinizado, de espessura variavel. Encontram-se entre as ceélulas
epiteliais, abundantes células secretoras (mucosas) que produzem conjuntamente
uma complexa secrecdo de muco com amplas funcbes biolégicas (SALINAS et al.,
2001).

3.3 CARACTERIZACAO DO MUCO DA PELE DOS PEIXES

O muco é uma secrecao aderente viscoelastica complexa que € sintetizada e
secretada pelas células caliciformes, que sao células mucosas nos epitélios colunares
que revestem o lumen de todos os 6rgdos e glandulas que estdo expostos e se
comunicam com o ambiente externo (ANDRIANIFAHANANA et al., 2006, CORFIELD
2015). O muco foi descrito em organismos de todos os reinos (LANG et al., 2016).
Segundo Patel & Brinchmann (2017), o muco da pele tem um papel muito importante
na manutencao da saude dos peixes, especialmente na aquicultura intensiva, onde o
nivel de estresse e infec¢gBes pode ser alto.

Nos peixes, 0 muco epidérmico é considerado um componente chave da

imunidade inata, € produzido principalmente por células caliciformes epidérmicas e é
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composto de macromoléculas formadoras de agua e gel incluindo mucinas e outras
glicoproteinas (INGRAM,1980). O muco da pele do peixe contém uma variedade de
fatores imunologicos relevantes, incluindo lectinas, lisozimas, camodulina,
imunoglobulinas, complemento, proteinas C-reativas, enzimas proteoliticas,
peptideos antimicrobianos e proteinas (ESTEBAN, 2012). Esses fatores formam uma
barreira bioquimica que serve como primeira linha de defesa contra uma ampla gama
de patégenos (PATEL & BRINCHMANN, 2017).

Além disso, muco € continuamente secretado e substituido, 0 que impede a
colonizacéo estavel de potenciais microrganismos infecciosos bem como invasao de
metazoarios parasitas (INGRAM, 1980; ELLIS, 2001; NAGASHIMA et al., 2003).

O muco é um fluido complexo e sua composicdo varia ao longo da superficie
epitelial e entre espécies de peixes. A composicao e caracteristicas do muco da pele
sdo muito importantes para a manutencdo de suas funcbes imunoldgicas (CONE,
2009). Além disso, as células mucosas e as composi¢des do muco que produzem sao
influenciadas por fatores enddgenos (por exemplo, sexo, estagio de desenvolvimento)
e fatores exdégenos (como estresse, pH e infeccbes) (BLACKSTOCK E PICKERING,
1982; ZACCONE et al., 1985). Além disso, mudancas na densidade das células
mucosas das branquias tém sido consideradas como uma resposta as mudancas na
concentracéo de ions na agua, como sédio, calcio e cloreto (PERRY e WOOD, 1985;
LAURENT e HEBIBI, 1989; MORON et al., 2009).

O muco constitui uma barreira mecéanica e bioguimica entre a superficie do
corpo do peixe e a agua circundante do ambiente, a qual apresenta abundante
diversidade de microrganismos, incluindo os patogénicos (PICKERING, 1974;
TSUTSUI et al., 2009; RAMOS et al.,, 2012). Aléem disso, apresentam funcdes
lubrificantes, de locomocdo, papéis importantes na formagdo de cardumes,
reconhecimento de individuos e até na migragéo de determinadas espécies (HARA E
MCDONALD, 1976). Além disso, fornece um meio no qual o mecanismo
antibacteriano pode atuar (TORT et al., 2003). A mucosa da pele dos peixes € uma
barreira essencial e serve como protecdo contra o meio ambiente com fatores biéticos
e abidticos. A mucosa consiste em uma parte celular e uma parte humoral. A parte
celular consiste na membrana mucosa e seu tecido conjuntivo subjacente e a parte
humoral consistem nas moléculas extracelulares presentes no muco da pele
(SALINAS et al., 2011).
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Os principais componentes macromoleculares do muco sao as glicoproteinas,
dentre elas as mucinas, sao as principais (PHILLIPSON et al., 2008). Estas proteinas
sao fortemente glicosiladas o que confere as camadas mucosas propriedades
viscoelasticas e reoldgicas (THORNTON et al., 2008).

O papel antiviral do muco foi recentemente descrito por Rajan e colaboradores
(2011). Estes autores, utilizando técnicas de bioimagem mostraram que o virus Koi
herpes se liga a superficie da pele nos locais onde o muco foi removido manualmente,
0 que sugere que uma superficie mucosa intacta € a defesa do hospedeiro contra a
infeccéo.

Vérias proteases tém sido encontradas no muco de peixes (FIRTH et al., 2000;
SALLES et al., 2007) e a sua atividade proteolitica no &mbito da pele de peixes pode
ser considerada um mecanismo fundamental na defesa primaria. Uma atividade
proteasica aumentada foi observada para o0 muco da pele do salmédo do Atlantico
(Salmo salar) em exemplares infectados com o piolho de salmdo Lepeophtheirus
salmonis, quando comparados aos nao infectados (ROSS et al., 2000). As proteases
podem ter um efeito direto sobre os agentes patogénicos no muco (HJELMELAND et
al.,1983), ou poderiam ativar outras substancias imunolégicas presentes no muco, tal

como demonstrado em sistemas de mamiferos (MORRISSEY, 1998).

3.4 CARACTERIZACAO DAS BRANQUIAS DOS PEIXES

As branquias séo tecidos mucosos multifuncionais de peixes que sdo ricamente
vascularizadas e tém area de superficie respiratoria macica muito semelhante aos
sacos alveolares dos pulmbes dos mamiferos. Em um nivel funcional basico os
filamentos branquiais, em particular as lamelas, sdo responsaveis pelas trocas
gasosas, ionorregulacdo ativa para manter equilibrio osmotico e acido-base em
relacdo ao meio ambiente, controle da hemodindmica via vasoconstricdo e vaso
relaxamento, e eliminacéo de residuos nitrogenados (PETERSON, 2015).

Em relacdo ao epitélio de revestimento das branquias, ele € formado por uma
camada epitelial de células escamosas simples, muitas vezes referida como "células
pavimentosas”, que cobre as lamelas assim como o filamento branquial todo
(PETERSON, 2015). Interpostas entre as células epiteliais estdo uma grande
variedade de células especializadas, incluindo iondcitos, células caliciformes

(secretoras de muco), células neuroepiteliais e do globo (LIN et al., 1998). A camada
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mucosa da superficie que cobre o filamento branquial e o epitélio lamelar € uma
barreira fisica inicial ao patégeno e insultos ambientais (DALMO et al.,, 1997,
MAGNADOTTIR, 2006) e contém numerosas substancias bioativas, incluindo
enzimas (como lisozima) e peptideos antimicrobianos.

Anticorpos pré-formados do isotipo IgM, liberados da circulagdo sistémica,
também residem na camada mucosa. Além da barreira fisica do muco, hd um
complemento total de células do sistema imunoldgico, incluindo linfécitos, plasmécitos
(células secretoras de anticorpos), macrofagos, neutrofilos e células granulosas
eosinofilicas, presentes em ambos 0s espacos intra-epiteliais do filamento e epitélio
escamoso lamelar e em torno dos compartimentos perivasculares (PETERSON,
2015).

Populacdes linfociticas dentro do tecido branquial s&o particularmente
numerosas e bem caracterizadas, com identificacdo definitiva de células B,
plasmacitos e macrofagos de ligacdo a anticorpos, e as branquias foram reconhecidas
como um 6rgdo primario para a produc¢do de anticorpos (DOS SANTOS et al., 2001).
Macrofagos residentes intra-epiteliais com capacidade de interagir com a
imunoglobulina IgM servem como uma defesa de linha de frente contra antigenos
soluveis, dando uma resposta relativamente rapida quando os patégenos sao
encontrados (DAVIDSON et al., 1997; GROVE et al., 2006). As células plasméaticas e
endoteliais fagociticas provavelmente funcionam em conjunto para permitir uma
resposta eficaz frente a patdgenos, especialmente dada a exposi¢cao constante das

branquias ao ambiente aquoso circundante (PETERSON, 2015).

3.5 HISTOLOGIA DA PELE E BRANQUIA DOS PEIXES

A pele é o maior 6rgao imunologicamente ativo dos peixes e € notavelmente
diferente da pele dos vertebrados terrestres. A pele da maioria dos teledsteos adultos
é dividida em trés camadas: a cuticula ou camada mucosa, a epiderme e a derme. A
epiderme é um epitélio estratificado de espessura variavel, consistindo inteiramente
de células escamosas e células mucosas, onde também pode ser subdividida em
camadas superficiais, intermediarias e basais. A camada superficial € uma camada
unicelular de células escamosas com quantidades minimas de queratina na superficie.
Na camada intermediaria encontram-se varios tipos de células, como células

mucosas, células sensoriais, ionocitos, células imunes, células pigmentares e células
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indiferenciadas. E na camada intermediaria que se encontram as células caliciformes
e as células mucosas, responsaveis por secretar muco e substancias antibacterianas
para o exterior da epiderme. A camada basal liga fortemente a epiderme a derme. E
a derme € composta principalmente de tecido conjuntivo denso com uma grande
quantidade de fibras de colageno (ESTEBAN, 2012; ESTEBAN e CERENZUELA,
2015).

Imagem 2. Fotomicrografia da estrutura histologica da pele de Jundia (Rhamdia
quelen) apresentando as camadas

Fonte: A autora (2020).

Naimagem acima, a camada mais externa representada pela seta é a epiderme
local onde estdo contidas as células epiteliais e as células mucosas que séo alvo
desse estudo.

A branquia dos peixes é considerada um local de consideravel atividade
imunoldgica, devido a sua constante exposicao a agua e espessura delgada do seu
epitélio respiratério branquial (SMITH, 1982; GOLDES et al., 1986; PEDRERA et al.,
1992; LAURENT, 2002).

Imagem 3. Fotomicrografia da estrutura histologica de branquia de jundia
caracterizando as estruturas contidas. Aumento de 40x e escala de 5 pum.
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Fonte: A autora (2020).

Demarcadas na imagem pelo circulo estdo as células pilares, e pelo quadrado
estdo os vazos sanguineos que irrigam o 6rgao. As branquias de peixe sdo cobertas
com uma fina membrana mucosa, que possui uma grande superficie externa que esta
em contato continuo com a agua que irriga o 6rgao durante a respiracdo. As lamelas
séo recobertas por um epitélio estratificado com 2 camadas de células epiteliais (DA
COSTA et al., 2017).

Figura 2. Esquema estrutural da lamela branquial.

A

Marginal channel

Proximal
channel

Fonte: DA COSTA et al., (2017).
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Grandes quantidades de substancias soluveis e particuladas, incluindo varios
patégenos, podem penetrar nessa barreira mucosa para causar infec¢ées locais e /
ou sistémicas, seguidas por respostas imunes mucosas e sistémicas. Enquanto
substancias que ndo representam uma ameaca aos peixes podem ser toleradas pelo
sistema imunoldgico das branquias, verificou-se que patégenos induzem respostas
imunes inatas e adaptativas ao entrar no peixe através das branquias (KOPPANG et
al., 2015).

3.6 IMUNOLOGIA DE PEIXES

Os peixes possuem um sistema imunolégico complexo, dividido em duas partes
gue se complementam: o sistema imune inato, que é proprio do animal para a acao
de forma inespecifica e o sistema imune adquirido ou especifico, que é formado
durante as diferentes exposi¢cdes a patdégenos no decorrer de sua vida (IWANA,
NAKANISHI,1996).

O sistema imune inato e 0s componentes correspondentes sao essenciais para
o reconhecimento de patégenos e para desencadear células responsaveis pela
imunidade adquirida (MAGNADOTTIR, 2006). Embora os mecanismos imunoldgicos
inatos mediem a primeira linha de defesa, a eliminacdo dos microrganismos depende
de uma resposta robusta de células, linfocitos e producdo de antigeno Ig especifica
gue séo os principais componentes da resposta imune (MAGNADOTTIR et al., 2005).

O sistema imune inato € considerado a primeira barreira de defesa frente aos
patégenos e consiste basicamente de barreiras fisicas (escamas, muco, branquias e
epiderme) e quimicas como enzimas e proteinas do sistema complemento, além de
células de defesa fagociticas inespecificas como macréfagos, neutréfilos e
trombdcitos (TORT et al., 2003; ABREU, 2007)

Ja o sistema imune especifico ou adquirido é caracterizado pela especificidade
e memoria imunoldgica, envolvendo os oOrgaos e tecidos linféides (primarios e
secundarios), células apresentadoras de antigeno (APCs), linfécitos T e B,
imunoglobulinas e moléculas do sistema complemento. Funcionam blogueando o
desenvolvimento de nova infecgdo causada pelo mesmo patogeno (WEDEMEYER,
1996; VERLHAC e GABAUDAN, 1997; TORT et al., 2003). Outro componente do
sistema imune € a lisozima, importante anti-bacteriano encontrado em varias espécies

de peixes marinhos e de agua doce (LIE et al., 1989). Ela é produzida durante as
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infeccdes e € capaz de lisar a parede celular de bactérias, atuando nas ligagGes beta
1,4 glicosidicas entre o acido N-acetiimuramico e o &cido N-acetilglicosaminico
(PAULSEN et al., 2003). Esta propriedade torna esta enzima capaz de lisar algumas
bactérias gram-positivas e, agindo em conjunto com as proteinas do sistema
complemento, podem destruir também algumas bactérias gram-negativas (VERLHAC
e GABAUDAN, 1997; PAULSEN et al.,, 2001). Os leucdcitos sdo 0s principais
produtores de lisozima em peixes e o tecido renal parece apresentar os maiores
indices de atividade enzimatica, devido a alta concentracdo de leucocitos em seu
interior, especialmente, na porcao anterior, conhecida como rim cefalico (BALFRY e
IWAMA, 2004). Por outro lado, a atividade desta enzima ja foi detectada no figado,
branquias, ovario e em ovos (SANKARAN e GURNANI, 1972; LIE et al., 1989;
TAKEMURA E TAKANO, 1995).

Segundo Fletcher (1997), o sistema imune em peixes de cativeiro pode ser
influenciado por varios fatores, ambientais. Em Spaurus aurata, Tort et al. (1996)
relataram reducéo significativa dos niveis de linfécitos circulantes apds trés semanas
de adensamento. Indo de encontro a esses resultados Rotllant et al.,, (1997)
observaram imunodepressédo semelhante em Pagrus pagrus também submetidos ao

adensamento.

3.6.1 Lisozima

A lisozima é uma enzima mucolitica de origem leucocitaria, € um componente
importante do sistema imunolégico inato e media a protecdo contra invasao
patogénica (DASH et al., 2011). As lisozimas séo sintetizadas no figado e nos locais
extra-hepaticos; entretanto, a cinética de sintese e secrecdo ainda ndo é clara
(BAYNE & GERWICK, 2001). A caracteristica comum da lisozima é sua capacidade
de hidrolisar ligagbes B- (1,4) -glicosidicas entre os residuos alternados de acido N-
acetilmuramico (NAM) e N-acetil glucosamina (NAG) de peptidoglicano da parede
celular bacteriana, resultando em rapida lise celular em um ambiente hipo-osmético
(DASH et al., 2018). Além das bactérias, a lisozima também inibiu virus (LEE-HUANG
et al., 1999), parasitas (LEON-SICAIROS et al., 2006) e fungos (WU et al., 1999),
apesar da auséncia de peptidoglicano tipico em seus envelopes. A enzima também
ataca estruturas contendo &cido muramico, hidrolisa glicol quitina e tem um efeito

degradante restrito sobre a quitina, que € um componente principal das paredes
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celulares de fungos e do exoesqueleto de certos invertebrados (WU et al., 1999). A
resposta da lisozima foi considerada variavel em sua poténcia, dependendo da
espécie e da localizacéo do tecido (QASBA E KUMAR, 1997).

A lisozima dos peixes é liberada pelos leucocitos, e tem uma atividade mais
ampla do que a lisozima de mamiferos (DEMERS & BAYNE, 1997). Tem sido
frequentemente usada como um indicador de func¢des imunoldgicas ndo especificas,
gue é de importancia primaria no combate a infeccoes em peixes. A lisozima de peixe
é distribuida principalmente no rim cefalico, que é rico em leucécitos, e em locais como
branquias, pele, trato gastrintestinal e ovos, onde o risco de invasdo bacteriana é muito
alto, o que enfatiza o papel da lisozima na defesa, especialmente na primeira linha de
mecanismos de defesa (MURRAY & FLETCHER,1976; LIE et al., 1989).

3.7 FATORES QUE AFETAM A IMUNIDADE DOS PEIXES

O jundia é considerado um peixe rastico, mesmo assim, sdo animais que
cultivados sob condicdes intensivas e sujeitos a estresses ambientais se tornam mais
propensos ao desenvolvimento de doencas, especialmente as que afetam o
tegumento e as branquias, pois ndo possuem escamas, que fazem parte da primeira
defesa contra os patégenos (BAGLIOLI, 2008).

Existem no Brasil inUmeras espécies de patdgenos que causam danos aos
peixes, no entanto os protozoarios e as bactérias representam o0s grupos de
microrganismos que mais causam prejuizos a piscicultura, devido principalmente ao
fato de que sua reproducao é muito eficiente quando em ambiente favoravel (ONAKA,;
MORAES, 2004).

As bactérias que fazem parte da microbiota aquatica sdo consideradas como
patogénicas oportunistas para peixes, visto que s6 se manifestam, provocando
infec¢des, quando os peixes se encontram em condigdes ambientais desfavoraveis
(BARJA & ESTEVES, 1988). Segundo Roberts (1981), a pele é a primeira barreira de
protecdo dos peixes frente ao meio externo. A epiderme dos peixes apresenta
multiplas propriedades, dependentes da producdo de secrecbes pela camada
superficial que apresenta importante funcao de lubrificacdo e protecdo, impedindo a
invasao e proliferacdo de microrganismos patégenos, permitindo assim que a mesma
permaneca hidratada e com viscoelasticidade, proporcionando uma adaptacéo para a
peculiar vida dos peixes (MITTAL, 1997).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2109.2007.01883.x?casa_token=PE2ty2VImDMAAAAA%3ATd5HJhrSt1GTb0QQRqGNCIVGyQ5BiCBfVksGhkcbbDPqoSHiT1oif0KCxkbtkJ6n11twoR__yYP9SIXf#b21
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2109.2007.01883.x?casa_token=PE2ty2VImDMAAAAA%3ATd5HJhrSt1GTb0QQRqGNCIVGyQ5BiCBfVksGhkcbbDPqoSHiT1oif0KCxkbtkJ6n11twoR__yYP9SIXf#b96%20
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As principais doencas em jundias ocorrem devido as varia¢des da temperatura,
altas densidades nos cultivos, alimentacdo inadequada e tratamentos de forma
errbnea, deixando-os assim, mais vulneraveis ao desenvolvimento de doencas
(BRANDAO, 2004).

3.7.1- Densidade de Estocagem

Segundo Lazzari e colaboradores (2011) € imprescindivel a utilizacdo de
sistemas intensivos quando se busca atender a grande demanda por carne de peixe,
porém, a melhor densidade varia conforme a espécie, tamanho dos exemplares e
sistema de cultivo. Peixes criados a baixas densidades podem acumular mais
gordura, em razdo da maior oferta de racdo e da menor competicdo por alimento
(LAZZARI et al., 2011). Baixas densidades conduzem a um subaproveitamento do
espaco para a criacdo dos peixes (PIAIA & BALDISSEROTTO, 2000). Em
contrapartida, altas densidades criam maior chance de estresse e respectivos efeitos
sobre o sistema imunoldgico (SALARO et al., 2003) e maior probabilidade de
degradacdo da qualidade da 4gua (JOBLING, 1994). A densidade de estocagem € um
fator estressante que ativa respostas de estresse nos peixes, essas respostas afetam
diferentes enzimas metabdlicas relacionadas ao metabolismo de lipidios, carboidratos
e proteinas (COSTAS et al., 2008, LAIZ-CARRION et al., 2012; MONTERO et al.,
1999; SANGIAO-ALVARELLOS et al., 2005). Outros estudos avaliam os efeitos da
densidade de estocagem no crescimento, comportamento, metabolismo e parametros
fisiol6gicos e bioquimicos dos peixes (HERRERA et al., 2009; MONTERO et al., 1999;
SANGIAO-ALVARELLOS et al., 2005). Devido a diversidade de resposta ao estresse
em peixes, acredita-se que esses efeitos sejam especificos de cada espécie e
principalmente dependentes da sensibilidade dos animais em alta densidade de
estocagem e do aumento das intera¢gdes sociais em densidades de estocagem muito
baixas e/ou muito altas (ELLIS et al., 2002; MONTERO et al., 1999; NORTH et al.,
2006).

Trabalho realizado por Lazzari et al (2011) evidencia que o peso individual e
crescimento do jundia em funcdo da elevacdo da densidade de estocagem,
diminuiram em sistema de recirculacdo de agua, onde os melhores resultados se
deram em peixes com densidade de estocagem de 4,2 kg m3. Em experimento
conduzido por Martinelli et al., (2013), a densidade de estocagem nao produziu efeito
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sobre o desempenho zootécnico dos jundias, sob condi¢des de 2,8 e 8,7 kg m3 em
sistema de tanque-rede.

Dessa forma, densidades de estocagem inadequadas podem comprometer as
condicbes de saude dos peixes, afetando também a lucratividade da producéo
(MENEZES et al., 2015). Estudos anteriores mostram que a densidade de estocagem
afeta o crescimento dos peixes (BARCELLOS et al., 2004; PIAIA e BALDISSEROTTO,
2000), mas ndo ha nenhum estudo sobre as adaptacOes histoldégicas do jundia

(Rhamdia quelen) diante de tal situagéo.

3.7.2 Privagcdo Alimentar

A privacao alimentar € um tipo comum de fator de estresse em peixes que induz
processos catabdlicos de liberacdo de energia que compensam a ingestdo de energia
reduzida (WUNDERINK et al., 2012). Durante os estagios iniciais de jejum, a
manutencdo da glicemia esta diretamente relacionada a capacidade de mobilizacédo
do glicogénio hepatico e depende da ativacdo subsequente da gliconeogénese
hepética e subsequente reducdo da taxa de utilizacdo de glicose (NAVARRO e
GUTIERREZ, 1995). O jejum é frequentemente utilizado para estudar se o ritmo no
metabolismo da glicose € independente do efeito da alimentacdo, uma vez que o0s
ritmos diarios dependentes da alimentacdo devem desaparecer em animais privados
de comida (POLAKOF et al., 2007). Nos peixes os efeitos do jejum nas mudancas
diarias de véarios metabdlitos e hormdnios plasmaticos foram caracterizados em
diferentes espécies (LAIZ-CARRION et al., 2012; POLAKOF et al., 2006; SANGIAO-
ALVARELLOS et al., 2005).

Menezes et al., (2006) avaliaram a privacao alimentar mantida por 14 dias em
Rhamdia quelen, sobre parametros fisiologicos e observaram a diminuigdo do peso
do figado, o que pode ter decorrido da mobilizacdo das reservas hepaticas para
manuten¢do da homeostase levando a um quadro estressante para 0s animais. As
respostas metabolicas a essa situacdo variam dependendo de vérios fatores, como
idade, tamanho e espécie, exibindo alteracbes no metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas para manter a homeostase (NAVARRO e GUTIERREZ, 1995).

Porém, ainda ndo existem trabalhos que explorem o efeito da privacao
alimentar sobre quaisquer parametros histologicos do jundia.
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3.7.3 Estresse

Para Selye (1950, 1973), 0 estresse € um termo genérico aplicado a uma
situacdo em que um individuo é submetido a um desafio que pode resultar em um
perigo real ou simbdlico para a sua integridade. A resposta ao estresse € uma reagao
generalizada e essa generalizacdo em animais, pode se supor que tenha tracos
comuns ao longo da arvore filogenética. Assim, respostas como a reacao de luta e
fuga e, portanto, os repertérios de arranjos energéticos para atender ao excesso de
atividade sédo observados em todos os animais (SUNG et al., 2009). Para Balasch e
Tort., (2019) estresse € um conceito de primeiro plano definido contra um pano de
fundo de interacdes entre a expressdo do genoma da rede e a consolidacdo do
fenbmeno em um nicho ecoldgico especifico. Segundo Barcellos et al., 2011 em
sistemas de piscicultura, o estresse é constante e pode afetar o desenvolvimento
produtivo, prejudicando a saude dos peixes e aumentando a suscetibilidade a
doencas. Assim, a resposta ao estresse € como uma forma de adaptacdo, que
promove uma melhor chance de sobrevivéncia frente a uma situacdo de medo ou
ansiedade, permitindo uma divisdo de recursos (para crescimento ou para
reproducao, por exemplo), favorecendo a sobrevivéncia nessas situagoes. Entretanto,
quando o agente estressor é cronico, o valor adaptativo a resposta pode ser
comprometido e efeitos deletérios podem tornar-se aparentes. A liberagéo de cortisol
na corrente sanguinea dos peixes desencadeia uma progressdao de mudancas
comportamentais e fisiolégicas para promover a sobrevivéncia (MOBERG e MENCH,
2000; MOMMSEN et al., 1999). No entanto, quando essa liberagdo conhecida como
resposta ao estresse é prolongada ou grave, pode ter consequéncias prejudiciais a
salde, as defesas imunoldgicas, ao crescimento e a reproducdo (REYES-LOPEZ et
al., 2018; SAPOLSKY et al., 2000; SCHRECK e TORT, 2016). Carbajal et al (2019)
avaliando os niveis de cortisol do sangue, muco e escamas, de exemplares de truta
arco-iris descreveram que 0s niveis encontrados no muco e nas escamas refletem os
niveis sanguineos. Com isso entende-se que o horménio se dissipa por toda a
estrutura corporal, gerando uma série de efeitos deletérios ao animal.

Dada essa importancia, conhecer as diferentes adaptacdes dos peixes frente
ao estresse, tem sido um assunto de grande interesse, pois através da resposta de
desempenho dos peixes, podemos ter um indicador de bem-estar (SCHRECK e

TORT, 2016), o que esta diretamente ligado a producao.
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4 ARTIGO [:

ALTERACOES HISTOLOGICAS NA PELE E NAS BRANQUIAS DE JUNDIA
(Rhamdia quelen) SUBMETIDOS A DIFERENTES DENSIDADES DE
ESTOCAGEM E PRIVACAO ALIMENTAR

HISTOLOGICAL CHANGES IN THE SKIN AND GILLS OF SILVER CATFISH
(Rhamdia quelen) SUBMITTED TO DIFFERENT STOCKING DENSITIES AND
FOOD DEPRIVATION

RESUMO: A piscicultura em sistemas intensivos proporciona situacfes estressantes
que podem afetar os peixes cultivados, deixando-0s imunossuprimidos e suscetiveis
a infeccbes e doencas. A privacdo alimentar e a densidade de estocagem séo
situacdes que podem causar estresse em peixes, e as respostas a essas situagoes
podem ser variadas de acordo com a idade, tamanho e espécie. O objetivo deste
estudo foi avaliar as respostas morfo adaptativas cutaneas e branquiais de jundias
submetidos a diferentes densidades de estocagem e a privagéo alimentar. Juvenis de
jundia (Rhamdia quelen) foram submetidos a 4 grupos experimentais e 1 grupo
controle que foi coletado pré experimento e pés adaptacdo dos animais, ja 0S grupos
experimentais foram; GDA (grande densidade alimentado), GDNA (grande densidade
nao alimentado), PDA (pequena densidade alimentado) e PDNA (pequena densidade
nao alimentado). Os valores estabelecidos para as pequenas densidades foi de
2,5kg/m3, enquanto para as grandes densidades foi de 32 kg/m3. Foram coletadas
amostras de pele de 7 pontos do corpo do animal, o segundo arco branquial esquerdo
e amostras de muco cutaneo de 5, 6, 6, 8 e 8 peixes dos tratamentos CONTROLE,
PDA e PDNA, GDA e GDNA respectivamente. Observou-se que o ponto VFNV é o
ponto de coleta mais significativo. A populacédo de células mucosas na pele foi maior
no PDA e menor no GDNA. J& nas branquias foi menor no PDA e PDNA e maior no
CONTROLE e GDNA. A atividade de lisozima do muco epidérmico foi maior no
tratamento GDNA que diferiu dos tratamentos PDNA e GDA. Foi possivel concluir
gue a densidade de estocagem e a privacdo alimentar oferecem situacéo de estresse
para exemplares de jundia (Rhamdia quelen), que variam sua resposta a cada
situacgao.

Palavras-chave: Branquias. Células mucosas. Histologia. Jejum. Pele.

ABSTRACT: Intensive systems may provides stressful situations that affect farmed
fish, leaving them immunosuppressed and susceptible to infections and diseases.
Food deprivation and stock density are situations that can cause stress in fish, and the
responses to these situations can vary be varied according to age, size and species.
The objective of this study was to evaluate the morpho adaptive skin and gill responses
of catfish submitted to different stock densities and food deprivation. Silver catfish
juveniles (Rhamdia quelen) were submitted to four experimental groups and one
control group that was collected pre-experiment and post adaptation of the animals.
The experimental groups were: HDF (high density fed); HDNF (high density not fed);
SMF (small density fed); and SMNF (small density not fed). The values established for
small densities were 2.5 kg/m3, while for large densities it was 32 kg/ms3. Skin samples
were collected from 7 different points: BT (branchial arch); CBDF (caudal back to
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dorsal fin); FBDF (frontal back to dorsal fin); LLBLB (left lateral back to lateral band);
FVVF (frontal ventral to ventral fin); CVVF (caudal ventral to ventral fin); LLVLB (left
lateral ventral to lateral band). The second left branchial arch and samples of epidermal
mucus from 5, 6 and 8 fish from the CONTROL, SDF and SDNF treatments, HDF and
HDNF groups respectively. It was observed that the VFNV point is the most significant
collection point. The population of mucous cells in the skin was higher in the SDF and
lower in the HDNF group. The gills, it was lower in SDF and SDNF and higher in
CONTROL and HDNF groups. The lysozyme activity of the epidermal mucus was
higher in the HDNF treatment, which differed from the SDNF and HDF treatments. It
was possible to conclude that stock density and food deprivation offer a stressful
situation for specimens of catfish (Rhamdia quelen), which vary their response to each
situation.

Keywords: Gills. Mucous cells. Histology. Fasting. Skin.

INTRODUCAO

O cultivo comercial de peixes de diferentes espécies vem ocorrendo de forma
cada vez mais intensiva, em altas densidades de estocagem. Este tipo de cultivo
oportuniza um ecossistema que pode ser estressante aos animais alterando seu
estado fisiolégico, reduzindo o ganho de peso, crescimento, queda do desempenho
na reproducao e baixa resisténcia imunoldgica a patégenos, ficando suscetiveis ao
ataque de parasitas, bactérias, virus e/ou fungos (URBINATI; CARNEIRO, 2004;
BALDISSEROTTO et al., 2010). A privacdo alimentar € um tipo comum de fator de
estresse em peixes que induz processos catabdlicos de liberacdo de energia que
compensam a ingestao de energia reduzida (WUNDERINK et al., 2012). As respostas
metabdlicas a essa situacdo variam dependendo de varios fatores, como idade,
tamanho e espécie, exibindo alteracdes no metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas para manter a homeostase (NAVARRO E GUTIERREZ, 1995).

Trabalhos anteriores abordam as alteragdes histologicas promovidas pelo
estresse em peixes como por exemplo, Burgess e Coss (1982) examinou
(Hemichromis bimaculatus) e determinou que estresse moderado de aglomeracéo foi
associado com mudangas morfolégicas no cérebro.

Sparus aurata L. apresentou significativo aumento no cortisol e glicose no
sangue apos aglomeracdo (ORTUNO et al., 2001), e resultados semelhantes foram
observados em tilapia de Mogambique (Oreochromis mossambicus) por (VIJAYAN et

al., 1997). Embora, alteracdes morfoldgicas ndo tenham sido o foco desses trabalhos,
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€ possivel supor que o estresse de adensamento pode, se manifestar em alteracdes
histoldgicas.

Além disso, a privacdo de comida pode levar a reducdo da resisténcia ao
estresse, como foi o resultado quando o bacalhau do Atlantico (Gadus morhua L.) foi
privado de alimento e submetido a exercicios exaustivos (OLSEN et al., 2008).

Bagre do canal (Ictalurus punctatus) exposto a hipdxia subletal exibiu um
conjunto de alteracfes nao especificas nas branquias, que podem interferir nas trocas
gasosas (SCOTT E ROGERS, 1980).

Porém, ainda ndo existem trabalhos que explorem o efeito da privacdo
alimentar sobre respostas imunoldgicas cutdneas e parametros histolégicos desta
primeira barreira na defesa do jundia (Rhamdia quelen). Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar as respostas morfo adaptativas cutaneas e branquiais de jundias

submetidos a diferentes densidades de estocagem e a privagdo alimentar.

MATERIAIS E METODOS

EXPERIMENTO E ANIMAIS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fisiologia de Peixes -LAFIPE,
da Universidade Federal de Santa Maria, com duracéo de 21 dias, sob autorizacdo do
Comité de ética em Experimentacdo Animal da UFSM/1604060319. Os animais
utilizados no experimento foram adquiridos de uma piscicultura local. Antes do periodo
experimental os peixes permaneceram em adaptacdo, no 7° dia 5 exemplres foram
anestesiados com eugenol e eutanasiados por sec¢do medular para coleta de
amostras, caracterizando o grupo controle. O restante dos peixes foi alocado em
tanques de 250L de agua, em sistema com renovacgao continua de agua, onde foram
testados 4 tratamentos. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e duas repeticdes. Os tratamentos de grande
densidade de estocagem possuiam uma densidade de 32 kg/m?3 e, os tratamentos
com baixa densidade 2,5kg/m3. Foi testado a privacdo alimentar nas diferentes
densidades, o que formava 0s seguintes grupos experimentais; 1° grande densidade
alimentados (GDA); 2° grande densidade ndo alimentados (GDNA); 3° pequena
densidade alimentados (PDA); 4° pequena densidade nao alimentados (PDNA). Os

peixes apresentavam peso corporal variando de 185-195 gramas e comprimento total
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de 24-26 centimetros. Os animais dos grupos alimentados recebiam alimento 2 vezes
ao dia com ragdo comercial, sendo fornecido 5% da biomassa do tanque.

PARAMETROS DE QUALIDADE DA AGUA

Os tanques eram sifonados para retirar residuos de fezes e racdo decantados
no fundo do tanque, previamente ao manejo alimentar as 8 e 17 horas. A temperatura
da agua, o pH, amdnia total, nitrito, oxigénio dissolvido e alcalinidade foram
monitorados diariamente e apresentaram valores de 21,3 °C; 5,7; 0,37 mg/l; 0,15mg/l;
6,39 mg/l e 37mg/l, respectivamente, valores esses encontram-se dentro da faixa

adequada para a espécie.

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Ao término do periodo experimental, os peixes foram anestesiados com
eugenol para biometria e apds, eutanasiados por seccao de medula espinhal. Foram
coletadas amostras de muco cutaneo seguindo a metodologia de Nigam et al., (2012)
e Palaksha et al., (2008), pele e o segundo arco branquial esquerdo de 6 peixes nos
tratamentos de pequena densidade de estocagem e 8 peixes nos tratamentos de
grande densidade de estocagem. O muco coletado foi armazenado em frascos do tipo
eppendorf© com 1,5 ml e mantidos sob refrigeracédo a -80° para posterior analise de
composicdo. Foi coletado o segundo arco branquial esquerdo, bem como sete
fragmentos da pele de diferentes pontos do lado esquerdo da superficie corporal do

animal, conforme a Figura 1.

Figura 3. Representacao dos locais de coleta de amostras de pele do Jundia (Rhamdia
quelen).
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NN Dorso frontal a nadadeira dorsal MO\ Dorso caudal a nadadeira dorsal

Caudo branquial SN Ventro caudal a nadadeira ventral
VWA Ventro frontal a nadadeira ventral DIRIZM Dorso lateral esquerdo a faixa lateral

LS8 \entro lateral esquerdo a faixa lateral

Fonte: A autora (2021)

Essas amostras foram armazenadas individualmente em tubos falcon com
solucdo de formaldeido 10% para posterior processamento histoldégico de rotina.
Depois de emblocados em parafina, seccdes com 5 um de espessura de pele e
branquia foram coradas através das técnicas de PAS e Alcian Blue para analises de
células secretoras de muco (GUARDIOLA, CUESTA, & ESTEBAN, 2016) e, pela

técnica tricrobmica de Masson-Goldner.
ANALISES DE MATERIAL BIOLOGICO

As laminas foram observadas e fotomicrografadas com auxilio do microscépio
modelo Axio Scope.Al em sistema digital de captura de imagem usando a camera
acoplada Axiocam 105 color (ZEISS®, Germany). Apos foi feita a avaliagdo da
porcentagem de células secretoras em relacdo ao epitélio utilizando o software
Imaged, e correcdo através da formula: (area comparativa X % area / area total da
foto). O muco foi homogeneizado na proporgéo de 1:1 com solucéo salina tamponada
com fosfato (PBS - 0,01 M, pH 7,2). As amostras foram centrifugadas a 7000xpor 10
min e o sobrenadante obtido foi separado e armazenado. A atividade da enzima
lisozima no muco dos peixes foi determinada conforme metodologia descrita por
JORGENSEN, et al. (1994). 200 pL de uma suspenséo de Micrococcus lysodeikticus
(M3770, Sigma), preparada em PBS (0,2 g/L, pH 6,2, previamente determinado como
otimo para a atividade da lisozima em R. quelen), foi misturada com as amostras de
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muco (10 pL) em placas de 96 pocos de fundo plano. As absorbéancias foram
mensuradas com uso de um leitor de microplacas (Synergy H1 Multi-Mode Reader) a
450 nm. A atividade da lisozima (unidades/mL) foi calculada usando a seguinte
férmula: [(Aabsorbancia (4—1 min)/3)/0,001]x100. Lisozima de clara de ovo (L6876,
Sigma) foi utilizada como padréo e uma unidade de atividade de lisozima foi definida
como a quantidade de enzima que produz uma diminuicdo na absorbancia de
0,001/min.

ANALISES ESTATISTICAS

Todas as medicdes foram submetidas a andlise estatistica usando o software
GraphPad Prism 7.00. Inicialmente, foi calculado a média e o desvio padréao (DP) pela
ANOVA. Entéo, foi testada a normalidade dos dados pelo teste de D'Agostino e
Pearson, seguido pelo teste de Kruskal-Wallis com Dunn's multiplas comparagdes. (p

<0,05). Os resultados sao apresentados como média + erro padrao (min-max).

RESULTADOS E DISCUSSOES

PONTO DE COLETA DE FRAGMENTO DE PELE MAIS REPRESENTATIVO.

Os valores médios da avaliacdo do ponto de coleta mais representativo estao
expressos na tabela 1. Observa-se diferenca entre o ponto VFNV em relacdo aos
demais, exceto ao VLEFL. A populacdo de células mucosas no grupo controle,
apresentou maior porcentagem no ponto de coleta VFNV, o que indica que a regiao
ventral frontal se apresenta mais adequada para a coleta. Corroborando com esse
resultado, Li et al., (2010), avaliando densidade de células mucosas em (Siluris
asotus) concluiu que a densidade de células mucosas foi maior na pele ventral.

Esses dados diferem de Cordero et al., (2017), que ndo encontraram diferenca
na densidade de células mucosas entre as regides dorsal e ventral em Sparus aurata.
Da mesma forma estudando a densidade de células mucosas em Salméo do Atlantico
(Salmo salar), Pitmman et al., (2012), relataram nimeros significativamente mais altos
de células, na regido latero-dorsal, diferindo também dos dados encontrados no
presente estudo, pois o ponto VLEFL também diferiu do controle, porém é ventral
lateral e ndo dorsal lateral. Acredita-se que o Jundia (Rhamdia quelen) apresente uma
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capacidade de proliferacdo de células mucosas, maior na porcao ventral e na regiao
frontal, pois se trata de um local de maior contato e possivel abrasdo com o solo no
fundo do tanque, pedras e obstaculos que podem ser observados na area de habitat
bentdnico. Uma das funcdes atribuidas ao muco é a reducao no atrito entre a pele do
peixe e a agua circundante (ROSEN & CORNFORD, 1971). Sendo assim, uma vez
gue a regido frontal tem esse contato direto precisa ser um ponto bem lubrificado. A
avaliacdo em questao exibe importantes descobertas em relagéo a histologia do jundia
(Rhamdia quelen) no entanto, ainda s&o necessérios maiores estudos com referéncias

a histologia da espécie.

Tabela 1 - Porcentagem de células mucosas presentes no epitélio de revestimento de
jundia (Rhamdia quelen).

Porcentagem de células mucosas

CONTROLE

0,03%20,003 2
(0,01-0,06)

0,07%20,01 a
(0,001-0,326)

0,04%20,01 2
(0,002-0,237)

0,04%¢0,01 2
(0,001-0,270)

0,119%:0,02 acd
(0,019-0,478)

0,04%20,01 a
(0,003-0,225)

0,15%+0,02 bd

(0,01-0,399)

0,07%=0,006

(0-0,47)

*Os valores estdo apresentados em Mean £ SEM (min-méx). ANOVA - Kruskal-Wallis statistic. p< 0,05.
Letras diferentes indicam diferenca entre os dados. CB:caudo branquial, DCND:dorso-caudal a
nadadeira dorsal, DFND:dorso-frontal a nadadeira dorsal, DLEFL:dorso-lateral esquedo a faixa lateral,
VLEFL: ventro-lateral esquedo a faixa lateral VCNV: ventro caudal a nadadeira ventral, VFNV:ventro
frontal a nadadeira ventral.

Fonte: Autora (2020).

CB

DCND

DFND

DLEFL

VLEFL

VCNV

VFNV

Total

INFLUENCIA DA DENSIDADE DE ESTOCAGEM E PRIVACAO ALIMENTAR SOBRE
A POPULACAO DE CELULAS MUCOSAS NA PELE

Tratando-se da influéncia da densidade de estocagem e da privacéo alimentar
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sobre as células mucosas na pele (dados descritos na tabela 2), os grupos de pequena
densidade alimentado (PDA) e grande densidade n&o alimentado (GDNA)
apresentaram diferenca em relacéo ao controle, porém, foram estatisticamente iguais
entre si. Observa-se que para o jundia é condicdo mais estressante estar alimentado
em baixa densidade (PDA), do que nao estar alimentado em baixa densidade (PDNA).
Segundo Segner et al., (1988) as taxas de producdo de muco sédo conhecidas por
aumentar durante tempos de estresse. Isso vem de encontro aos estudos de Landeira-
Dabarca et al., (2014), que demonstram que a privagdo de alimento causou uma
rapida diminuicdo na densidade das células da mucosa epidérmica no Salmé&o do
Atlantico. Fato igualmente ao ocorrido com o tratamento de grande densidade n&o
alimentado (GDNA) no presente estudo, que apresentou menor densidade de células
mucosas, sugerindo, consequentemente menor estresse. Jia et al., (2016), aborda
que alta densidade de estocagem, € um fator de estresse e causa imunossupressao

em pregado (Scophthalmus maximus).

Tabela 2 - Porcentagem de células mucosas presentes no epitélio de revestimento
cutaneo de jundia.

PORCENTAGEM DE CELULAS MUCOSAS

CONTROLE GDA GDNA PDA PDNA

B 0,03+0,003 2d | 0,04+0,007 2b¢ | 0,01+0,002b | 0,05£0,01¢ | 0,060,015 def

(0,01-0,06) | (0,001-0,18) (0-0,05) (0,008-0,25) (0,001-0,37)

beND | 007:0,012 | 053+0,012 | 0,01£0,002 | 0,07£0,01° 0,06+0,01 def

(0,001-0,326) | (0,003-0,238) | (0,006-0,067) | (0,010-0,258) | (0,001-0,402)

DEND | 040,012 | 0,030,01% | 0,030,01%9 | 0,10+0,01°¢ 0,03+0,01 o
(0,002-0,237) | (0,004-0,192) (0-0,438) (0,009-0,332) (0-0,146)

DLEFL | 0.0430,012¢ | 0,02£0,002 % | 0,03:0,001 %9 | 0,110,001° | 0,07+0,02
(0,001-0,270) | (0,002-0,076) (0-0,165) (0,01-0,303) (0-0,481)

VLEFL 0,11#0,022 | 0,020,004 bce | 0,020,007 <@ | 0,060,012 | 0,03+0,01 def
(0,019-0,478) | (0,003-0,177) (0-0,200) (0,006-0,306) (0-0,177)

veny | 0.040,012 | 0,08£0,01% | 0,06:0,01°8 | 0,21%0,02° 0,11+0,02 df9

(0,003-0,225) |  (0-0,409) (0,002-0,285) | (0,039-0,656) | (0,016-0,624)

VENy | 0:15%0,02% | 0,20£0,023 | 0,10£0,02% | 0,28+0,04 " | 0,170,03 dfo"

(0,01-0,399) | (0,031-0,691) (0-0,579) (0,037-0,825) | (0,005-0,713)

Total 0,070,006 | 0,06x0,0058 | 0,04+0,003° 0,120,009 | 0,08+0,007a
(0-0,47) (0-0,69) (0-0,05) (0-0,82) (0-0,71)

*Os valores estédo apresentados em Mean = SEM (min-max). ANOVA - Kruskal-Wallis statistic. p< 0,05.
Letras diferentes indicam diferenca entre os dados. CB:caudo branquial, DCND:dorso-caudal a
nadadeira dorsal, DFND:dorso-frontal a nadadeira dorsal, DLEFL:dorso-lateral esquedo a faixa lateral,
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VLEFL: ventro-lateral esquedo a faixa lateral VCNV: ventro caudal a nadadeira ventral, VFNV:ventro
frontal a nadadeira ventral.
Fonte: Autora (2020)

Imagem 4. Fotomicrografia A pele de peixe do tratamento GDNA, com menor
celularidade. Fotomicrografia B pele de peixe do tratamento PDA, com maior
incidéncia de células mucosas. (Fotomicrografias em 10x e escala de 40 um).

A B

e N §

%0 pm “wopm

Fonte: A Autora (2021)

INFLUENCIA DA DENSIDADE DE ESTOCAGEM E PRIVACAO ALIMENTAR SOBRE
A POPULACAO DE CELULAS MUCOSAS NAS BRANQUIAS

O percentual de células mucosas nas branquias em funcao da densidade de
estocagem e da privacao alimentar esta representado na tabela 3. Observa-se que 0s
tratamentos de pequena densidade de estocagem alimentado e ndo alimentado (PDA
e PDNA), diferiram estatisticamente do grupo controle e do grupo GDNA
apresentando percentuais menores de células mucosas. Dados esses que
corroboram com Ledy et al., (2003) que avaliou exemplares de truta marrom (Salmo
trutta) mantidos em corrente acida, e observou reducédo da populacdo de células
mucosas. Ja Ferguson et al., (1992) observou que exemplares de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) expostas a altas concentragcbes de amdnia apresentaram
elevacdo na populacéo de células mucosas. Reis et al., (2009) avaliando alteracdes
no epitélio branquial de tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus) sob diferentes
ambientes aquaticos, observou que conforme diminuia a temperatura, a
disponibilidade de oxigénio e o pH com a passagem de agua de um tanque para outro,
houve aumento abrupto do nimero de células no tanque 2 e logo uma diminuicao

progressiva nos demais tanques. Sugerindo que o0s animais do primeiro tanque
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estavam em condi¢cdes 6timas para cultivo. Berntssen et al., (1997) expuseram
Salmdo do Atlantico (Salmo salar) a ambientes aquaticos com diferentes
concentracfes de aluminio e verificaram um aumento do nimero de células mucosas
na branquia conforme aumentava a exposi¢cdo. Resultado semelhante quanto ao
aumento da populacdo de células mucosas foi encontrado por Dezfuli et al., (2003),
observando a espécie Abramis brama infectada por ectoparasitas (Ergasilus sieboldi).

A ocorréncia de menor numero de células mucosas nos tratamentos de
pequena densidade de estocagem em relacdo ao controle pode representar uma
maior liberacdo de muco em func¢éo da situacéo de estresse elevado, uma vez que se
acredita ndo ser devido a uma condicdo de menor estresse, ja que jundias preferem

grupos maiores de individuos e essa pequena densidade ndo lhes é confortavel.

Tabela 3 - Porcentagem de células mucosas presentes nas branquias de jundia nos
diferentes tratamentos.

BRANQUIAS

CONTROLE GDA GDNA PDA PDNA

0,220,032 | 0,19+0,02a¢ | 0,24+0,022 | 0,10£0,01° | 0,13+0,02°
(0,05-0,65) | (0,01-0,66) | (0,01-0,53) | (0,02-0,29) | (0,01-0,61)

% ceél.
mucosas

*Os valores estdo apresentados em Mean £ SEM (min-méx). ANOVA - Kruskal-Wallis statistic. p< 0,05.
Letras diferentes indicam diferenca entre os dados. CB:caudo branquial, DCND:dorso-caudal a
nadadeira dorsal, DFND:dorso-frontal a nadadeira dorsal, DLEFL:dorso-lateral esquedo a faixa lateral,
VLEFL: ventro-lateral esquedo a faixa lateral VCNV: ventro caudal a nadadeira ventral, VFNV:ventro
frontal a nadadeira ventral.

Fonte: Autora (2020)

Imagem 5. Fotomicrografia A: branquia de peixe do tratamento PDNA. Fotomicrografia
B: branquia de peixe do tratamento PDA. Ambos os tratamentos apresentaram menor
porcentagem de células mucosas. (Fotomicrografias em 10x e escala de 100 pm).

A B

100 pm 100 pm

Fonte: A autora (2021)
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Imagem 6 Fotomicrografia A: branquia de peixe do tratamento CONTROLE.
Fotomicrografia B: branquia de peixe do tratamento GDNA. Ambos os tratamentos
apresentaram maior porcentagem de células mucosas. (Fotomicrografias em 10x e
escala de 100 pm).

Fonte: A Autora (2021)

ANALISE DA ATIVIDADE DE LISOZIMA NO MUCO EPIDERMICO DE JUNDIA
(RHAMDIA QUELEN)

O nivel ou atividade da lisozima pode ser um parametro importante da
imunidade inata dos peixes. Estd bem documentado na literatura que a lisozima de
peixe possui atividade litica contra bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-
negativas. Também € conhecido por ser de natureza opsénica e ativa o0 sistema
complemento e células fagociticas. Também é demonstrado que a atividade da
lisozima varia dependendo do sexo, idade e tamanho, estacao, temperatura da agua,
pH, substéancias toxicas, infec¢des e grau de estresse (SAURABH E SAHOO, 2008).
Em relacéo a atividade de lisozima do muco da pele, o tratamento GDNA apresentou
porcentagem significativamente superior de atividade de lisozima em relacdo aos
tratamentos PDNA e GDA. Sugere-se que tal aumento foi em decorréncia de uma
descarga macica de muco, buscando uma maior prote¢cdo da mucosa. Soltanian and
Gholamhosseini (2019), investigando os impactos da inanigdo nas respostas imunes
da mucosa cutanea da truta arco-iris, concluiram que a atividade enzimatica da
lisozima foi significativamente reduzida no muco da pele de peixes em jejum. Visto
que a principal razao para a secre¢do de muco em peixes € a protecdo contra agentes
infeciosos, especulamos que as mudancas nas propriedades do muco causadas pelo

estresse nutricional podem afetar sua resisténcia a doencgas (Landeira-Dabarca et al.,
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2014). Jia et al., (2016) observaram que a atividade de lisozima em (Scophthalmus
maximus) foi mais baixa no grupo com alta densidade (19,1 kg/m3), em comparacao
com meédia (13,6kg/m3) e baixa densidade (9,3 kg/m3), sendo que induziu maior
resposta ao estresse celular e dano oxidativo na pele na densidade mais alta.

Parece que a resposta da lisozima em peixes pode ser induzida muito
rapidamente e ndo esta apenas relacionada a presenca de microrganismos, mas
também a outras situacdes de alarme, como estresse. Assim, a lisozima em peixes
estaria envolvida na resposta geral de alarme, agindo como uma proteina de fase
aguda. A estimativa da lisozima pode ter valor diagnéstico para determinar o grau de
afeccdes dos peixes (DASH et al., 2018).

Tabela 4 - Atividade da lisozima no muco de jundia (Rhamdia quelen)

ATIVIDADE DE LISOZIMA

CONTROLE | GDA GDNA PDA PDNA
AT'V[;%ADE 86,7430,9%¢ | 75+12,28 | 133+22,7% | 94,5+13,3%c | 72,2+10,22
LISOZIMA (33-200) (33-133) | (66-197) (66-133) (33-100)

*Os valores estdo apresentados em Mean + SEM (min-méax). ANOVA - Kruskal-Wallis statistic.
p< 0,05. Letras diferentes indicam diferenca entre os dados. CB:caudo branquial, DCND:dorso-caudal
a nadadeira dorsal, DFND:dorso-frontal a nadadeira dorsal, DLEFL:dorso-lateral esquedo a faixa
lateral, VLEFL: ventro-lateral esquedo a faixa lateral VCNV: ventro caudal a nadadeira ventral,
VENV:ventro frontal a nadadeira ventral.

Fonte: Autora (2020)

CONCLUSOES

Previamente ao aparecimento de uma lesdo macroscopica, alteragcdes na
biologia das células e tecidos acontecem visando manter a homeostasia do animal
e/lou prepara-lo para se defender de uma situagcdo de ameaca. Nesse sentido o
presente trabalho observou um ponto de coleta mais representativo e adequado para
a coleta de fragmentos de pele, o VFNV, por ser um ponto que apresentou maior
aparecimento de células mucosas, sugerindo uma boa representatividade em relacéo
ao restante do corpo, esse ponto localiza-se na regido ventro frontal do corpo do
animal.

Alteracdes histolégicas na pele e nas branquias de exemplares juvenis de
jundid (Rhamdia quelen) decorrentes da diferenca de densidade de estocagem e da

privacdo ou ndo de alimento, também foram observadas. A populacdo de células
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mucosas nos diferentes tratamentos, variou sem obedecer a uma linha especifica,
com isso conclui-se que a densidade de estocagem e a privagao alimentar alteraram
as caracteristicas histolégicas da pele e branquia do jundia (Rhamdia quelen) porém,
existem outros fatores inexplorados e associados a esses estimulos adaptativos que
nao foram considerados nesse estudo, gerando uma necessidade de maiores
observacdes a respeito desses ajustamentos histoldgicos. A Tratando-se da atividade
de lisozima do muco epidérmico, o tratamento GDNA foi diferente dos demais
apresentando uma maior atividade.

Dessa forma, a oscilagdo na densidade de estocagem e a privagao alimentar
oferecem uma condicao de estresse para o jundia, que também se reflete na histologia

cutanea e branquial do peixe.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho auxiliam no conhecimento das alteracfes
histologicas do jundia frente a desafios que causam estresse. Porém, ndo sao
conclusivos, servindo de base para posteriores estudos. O ineditismo de estudos que
avaliam histolégicamente a pele de jundad tornam os resultados ainda mais
importantes. Dessa forma, sdo necessarios muitos outros estudos para uma completa

compreensao desses mecanismos de adaptacao histoldgica na espécie.



