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RESUMO

MORFOMETRIA CUTANEA E BRANQUIAL DE JUVENIS DE JUNDIA (Rhamdia
quelen)

AUTORA: Isadora Maria Oliveira Zavaglia
ORIENTADOR: Mauro Alves da Cunha

O interesse em espécies de peixes nativos tem aumentado exponencialmente nos
altimos anos. O jundid (Rhamdia quelen) é uma espécie que tem se destacado e
recebido atencdo de diversos pesquisadores e piscicultores devido ao facil cultivo,
rusticidade e bons desempenhos produtivos, porém ainda ha escassez de
informacBes morfolégicas e estruturais para 0 maximo aproveitamento do potencial
da espécie. Portanto, este estudo objetivou avaliar o perfil morfolégico da estrutura
epitelial e branquial de juvenis de jundia, e como cada fase do desenvolvimento pode
manifestar a expressao de células mucosas, oportunizando reconhecer a area mais
representativa para futuras analises. Os peixes utilizados foram adquiridos em uma
piscicultura local e aclimatados em caixas com capacidade de 30L em sistema de
recirculacdo com parametros de agua monitorados de acordo com a faixa étima para
a espécie. Durante o periodo experimental, dois grupos de peixes foram alimentados
com racdo comercial (37% proteina) diariamente trés vezes ao dia até sua saciedade.
Os grupos, composto por peixes juvenis foram avaliados de acordo com seu estagio
de desenvolvimento sequencial cutaneo e branquial. O grupo de juvenis | era
composto por 9 peixes com peso médio de 7,659 e comprimento de 9,18cm. O grupo
de animais juvenis Il também composto por 9 peixes, possuia peso medio de 28,09g,
e comprimento de 16,69 cm. Ao final do periodo experimental, todos os animais foram
anestesiados e eutanasiados por seccdo medular. Apds, foram colhidas 6 seccdes de
pele do lado esquerdo do peixe, sendo trés seccdes na regido dorsal e trés na regiao
ventral, além do segundo arco branquial, também do lado esquerdo. As amostras
foram fixadas em formaldeido 10% e submetidas a procedimentos histologicos de
rotina com coloracdo PAS + Alcian Blue pH 2,5 e Tricdbmico de Masson-Goldner. Os
resultados indicaram que devido ao habito bentdnico da espécie, a regido ventral é o
ponto mais representativo para coleta de pele em razdo da maior concentracédo de
células mucosas encontradas. Nas branquias, a distribuicdo de células mucosas
permite a avaliacdo sanitéria a partir da produgéo excessiva ou escassa de muco que
recobre as lamelas. Os jundias (R. quelen) possuem maior sensibilidade quanto a
protecdo imunoldgica proveniente das propriedades viscoelédsticas da camada
mucosa e da barreira epitelial.

Palavras-chave: Branquias. Células mucosas. Epitélio. Peixe. Revestimento
cutaneo.



ABSTRACT

CUTANEOUS AND GILL MORPHOMETRY IN JUVENILE SILVER CATFISH
(Rhamdia quelen)

AUTHOR: Isadora Maria Oliveira Zavaglia
ADVISOR: Mauro Alves da Cunha

The interest in native fish species has increased exponentially in recent years. The
silver catfish (Rhamdia quelen) is a species that has stood out and received attention
from several researchers and fish farmers, due to its easy cultivation, rusticity and good
productive performances, however, there is still a lack of morphological and structural
information for the maximum use of the potential of the species. Therefore, this study
aimed to evaluate the morphological profile of the epithelial and branchial structure of
juvenile silver catfish, and how each stage of development can manifest the expression
of mucous cells, making it possible to recognize the most representative area for future
analyzes. The fish used in the study were purchased from a local fish farm and
acclimated in boxes with a capacity of 30L in a recirculation system with water
parameters monitored according to the optimum range for the species. During the
experimental period, two groups of fish were fed with fish food (37% protein) daily -
three times a day until their satiety. The groups, composed of juvenile fish, were
evaluated according to their stage of sequential cutaneous and gill development. The
group of juveniles | was composed of 9 fish with an average weight of 7.65g and a
length of 9.18cm. The group of juvenile animals II, also composed of 9 fish, had an
average weight of 28.09g, and a length of 16.69cm. At the end of the experimental
period, all the animals were anesthetized and euthanized by spinal cord sectioning.
Afterwards, 6 sections of skin were collected from the left side of the fish, three sections
in the dorsal region and three in the ventral region, in addition to the second branchial
arch, also on the left side. The samples were fixed in 10% formaldehyde and subjected
to routine histological procedures with PAS + Alcian Blue pH 2.5 staining and Masson-
Goldner Trichomium. The results indicated that due to the species' benthic habit, the
ventral region is the most representative point for skin collection due to the higher
concentration of mucous cells found. In the gills, the distribution of mucous cells allows
for health assessment based on the excessive or scarce production of mucus that
covers the lamellae. Silver catfish (R. quelen) have greater sensitivity in terms of
immunological protection arising from the viscoelastic properties of the mucous layer
and the epithelial barrier.

Keywords: Gills. Mucous cells. Epithelium. Fish. Cutaneous cover.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil ocupa a 132 posi¢cao entre os maiores produtores de carne
de peixes do mundo, contribuindo com 2% da producdo mundial. Diferenca
significante quando comparado a lider China, que permanece no ranking de producéo
detendo 16% da producao mundial (FAO, 2020). Nos estados do Sul, as espécies
nativas demonstram mais apreco e destaque. Dentre estas espécies esta o jundia
(Rhamdia quelen), que no Rio Grande do Sul desperta grande interesse devido a boa
adaptacdo as diferencas climaticas, facilidade no manejo e o bom desempenho
zootécnico, e por isso sdo considerados promissores para criacdes intensivas
(CORREIA et al., 2009).

A intensificacdo do cultivo exige maior atencdo em relacdo a saude dos peixes,
ja que desequilibrios do ambiente aquatico podem desencadear doencas e infeccées
gue acarretam em perdas produtivas e econémicas (FIGUEREDO et al., 2014). Além
disso, fases mais jovens apresentam maiores fragilidades como a adocdo de
estratégias alimentares com boa eficiéncia nutricional (NETO et al., 2013), fotoperiodo
(FEIDEN et al.,, 2006) e a suscetibilidade a patdogenos para proliferacdo de
enfermidades (FAGUNDES, 2009).

Segundo Gomes et al. (2000), o cultivo do jundia no sul do Brasil tem nameros
crescentes devido aos bons resultados reprodutivos apresentados pela espécie,
porém, os desconhecimentos de alguns parametros biolégicos ainda sao escassos na
literatura, por isso inumeras linhas de pesquisa tornam-se tdo importantes no meio
cientifico, objetivando o aprimoramento de um pacote tecnoldgico que impulsione a
producéo da espécie.

O cultivo de espécies nativas € uma boa op¢do quando se considera que
espécies invasoras podem acarretar danos ecoldgicos em ambientes tropicais,
reduzindo a biodiversidade e possibilitando a introducdo de novas enfermidades
(VITULE et al., 2009).

Para que o jundia (R. quelen) esteja em condi¢cbes plenas de enfrentamentos
imunoldgicos em fases iniciais, é preciso analisar seus principais mecanismos de
defesa, como a pele, 6rgao responsavel pelo intermédio entre o organismo animal e
o ambiente aquatico, que age como protecao fisica contra anormalidades quimicas,
fisicas e biolégicas (DAMASCENO et al., 2012). As branquias, outra barreia fisica

com importante funcdo de osmoregulacéo e trocas gasosas (TORT et al., 2003).
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Apesar de lenta, a insisténcia para adocdo de novas tecnologias e
investimentos de novas ferramentas com comprovacao cientifica tém aumentado na
piscicultura. As poucas informacdes sobre aspectos morfoloégicos da espécie R.
quelen torna imprescindivel a pesquisa a fim de elucidar as principais caracteristicas
morfologicas dos 6rgaos protetores destes peixes. Dessa forma, investigacfes dessa
natureza para juvenis de jundids durante fases em que ha maior fragilidade
imunolégica sdo importantes, ja que os mesmos sdo submetidos a recorrentes
situacdes de estresse no ambiente aquatico, como alteracdes na temperatura da
agua, existéncia de predadores, produtos toxicos na dgua, competicdo por alimento e
outros.

O objetivo deste trabalho é analisar o perfil morfoldgico do jundia (R. quelen) e
verificar como o desenvolvimento cutaneo e branquial ocorre durante dois diferentes
momentos em fases juvenis. Além disso, como o periodo de crescimento pode
manifestar a expressdo de células mucosas no epitélio cutaneo e branquial,

oportunizando reconhecer a area corporal mais representativa para futuras analises.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever o desenvolvimento cutadneo e branquial em juvenis de R. quelen —

jundia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar o ponto mais representativo para a coleta de amostras na pele de
jundiés, objetivando a analise de células mucosas;

o Verificar o progresso estrutural cutdneo através da observagdo das células
mucosas na pele em juvenis de R. quelen - jundi;

o Verificar o progresso estrutural cutaneo atraveés da observagdo da espessura
cutdnea em juvenis de R. quelen — jundia;

o Verificar o progresso do desenvolvimento estrutural do aparelho branquial,

através da observacado das células mucosas em juvenis de R. quelen — jundia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CARACTERISTICAS DO JUNDIA (Rhamdia quelen)

Desde que foi descrita, a sistematica do género Rhamdia é imprecisa e
confusa, no entanto, Silfvergrip (1996), baseado nas caracteristicas morfologicas
internas desenvolveu uma extensa revisdo taxonémica do género, onde concluiu que
das 100 espécies anteriormente descritas, somente onze constituem o género
Rhamdia, no qual o R. quelen, um peixe teleésteo, pertence a ordem dos Siluriformes
e familia Heptapteridae.

Os jundias (R. quelen) apresentam uma variacdo na coloracdo de marrom-
avermelhado claro a cinza e € caracterizado por ser um peixe de couro, isto €, sem
escamas. E amplamente encontrado na América do Sul, como uma espécie nativa,
completamente adaptada ao clima rigorosamente frio do inverno e por
desenvolvimento satisfatorio durante o verdo (BALDISSEROTTO, 2009).

S&o animais onivoros, alimentando-se preferencialmente de pequenos peixes
e crustaceos. Vivem em aguas calmas e profundas, com presenca de lama e areia,
préximo de vegetacdo e da margem. Seus habitos sdo noturnos, escondendo-se
durante o dia atras de pedras e buracos, e saindo a noite para captura do alimento
(BALDISSEROTO; GOMES, 2005). Junto a boca, encontram-se os barbilhdes, os
quais possuem a funcdo de identificacdo do paladar, auxilio na localizacdo dos
alimentos e na interferéncia da qualidade da agua (BALDISSEROTTO; RADUNZ,
2004).

A criagcdo e expansdo do cultivo do jundia demonstra importante aumento na
regiao sul do Brasil, entretanto a espécie ainda néo tem seu potencial bem explorado
(GOMES et al., 2000). H& ainda, indisponibilidade de informagbes morfoldgicas

suficientes para melhor entendimento e aproveitamento da espécie.

3.2 APARELHO BRANQUIAL

Diferente dos animais terrestres, animais aquaticos estao em constante e direto
contato com desafios biol6gicos em seu meio, por isso as branquias sao descritas na
literatura como um oOrgao-alvo de extrema importancia. Além das funcdes vitais,

respiratdrias e osmoticas, as branquias sédo a primeira barreira fisica de defesa do
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peixe, e por isso disturbios respiratérios e desequilibrio eletrolitico sdo comumente
associados a presenca de alteracdes morfologicas (FLORES-LOPES; THOMAZ,
2011).

As branquias séo constituidas por um tecido mucoso multifuncional, ricamente
vascularizado que possuem funcionamento semelhante aos sacos alveolares nos
pulmdes de mamiferos. A funcao basica dos filamentos, em especial das lamelas, € a
troca gasosa ativa ou na forma de difusdo (oxigénio e di6xido de carbono),
ionoregulacdo ativa com o objetivo de manter o equilibrio osmotico, controle da
hemodinamica através da vasoconstricao e vasodilatacdo e eliminacdo de residuos
nitrogenados (PETERSON, 2015).

Em peixes teledsteos, isto €, peixes com esqueleto 6sseo, o aparelho branquial
esta distribuido em quatro arcos branquiais em ambos os lados do animal, ramificados
em filamentos e lamelas. Os filamentos ficam projetados e conectados aos arcos,
regularmente espacados, sustentados internamente por tecido conjuntivo que inicia
no arco e se estende por toda extensao do filamento, além de fornecer sustentacéo
lamelar e estabelecer a osmorregulagdo. As lamelas estdo dispostas regularmente
espacadas perpendicularmente ao filamento, permitindo que o fluxo de agua seja
facilitado e promovendo maior area de superficie respiratoria. A estrutura celular dos
filamentos e lamelas é definida por células escamosas, sendo as mais abundantes, e
células secretoras de muco (WILSON; LAURENT, 2002a).

O tecido branquial possui populacdes linfociticas numerosas e bem definidas,
como a identificacdo de células B, plasmécitos e macrofagos, tornando as branquias
reconhecidas como o érgdo primario envolvido na producdo de anticorpos (DOS
SANTOS et al., 2001). Quando os patdgenos sao identificados, os macréfagos podem
assumir um posicionamento intraepitelial interagindo com as imunoglobulinas (Ig),
especialmente com a IgM, e atuam como linha de defesa contra antigenos sollveis,
obtendo resposta imunoldgica relativamente rapida. As imunoglobulinas envolvidas
ainda ndo sao bem caracterizadas, mas ja foram identificadas em trutas e bagres a
presenca de IgD, IgT e IgM como principais atuantes na resposta imune imediata
frente a infec¢des patdgenas no ambiente branquial (PARRA; REYES-LOPEZ; TORT,
2015).

As branquias servem como 6timo indicador de poluentes ou acdes estressantes
na agua, pois formam mais da metade de toda superficie corporal e facilmente

apresentam alteracbes em sua estrutura celular (CENGIZ, 2006).
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3.3 TEGUMENTO DE PEIXES

Por viver em um ambiente oportuno a alteracfes bioldgicas, a pele € um fator
chave em relacdo a defesa de peixes, isto é, ela participa do primeiro contato do
animal com os microrganismos presentes no ambiente aquético. Além disso, a pele
interage de maneira interessante com a resposta imunolégica que o0s peixes
desenvolvem frente um agente estressor, além de participarem do processo de
homeostase (NIGAM et al, 2012).

A pele é o tecido que recobre todo o peixe, e possui a maior superficie de
contato com o ambiente externo e microrganismos dispostos nele. Apesar de possuir
ampla variacdo entre espécies. Peterson (2015) afirma que suas caracteristicas
funcionais, estruturais e celulares possuem certa similaridade, e mantém-se
conservadas durante o processo evolutivo. A organizacéo estrutural da pele do peixe
€ passivel de comparacdo com a de mamiferos, diferenciando-se somente por possuir
elevado numero de células caliciformes e ndo ser queratinizado, fato predominante
em animais terrestres (RAKERS et al. 2010).

A pele dos peixes € classificada como uma multicamada dividida em trés
partes: a camada mucosa, a epiderme e a derme. O numero de células que compdem
as camadas pode variar de acordo com a espécie e o local observado. A camada mais
externa, a epiderme, € caracterizada por um epitélio escamoso estratificado, rico em
células epiteliais escamosas, algumas células mucosas e células de cloreto, além de
diversos outros tipos de células secretoras, sensoriais e de defesa, como leucécitos
(HENRIKSON; GEDEON MATOLTSY, 1967a).

O epitélio pode ser subdividido em trés estratos devido a disposicao das
células em cada regido. No estrato mais superficial, encontram-se as células
escamosas, as mais numerosas na composicdo da epiderme, enquanto no estrato
intermediario estdo as células caliciformes, secretoras de muco juntamente com
outros tipos de células com diferentes e fungbes. Na por¢cdo mais interna, ainda na
epiderme, o estrato basal é onde ha forte ligacdo da epiderme a derme (ESTEBAN;
CEREZUELA, 2015).

Abaixo da epiderme encontra-se a derme, esta, na maioria das espécies,

geralmente € subdividida em duas camadas, sendo a superior e mais externa

chamada de estrato esponjoso, formada por tecido conjuntivo frouxo. A camada mais
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interna e préxima ao tecido muscular é formada por tecido conjuntivo denso com
predominéancia de fibras colagenas ricamente vascularizadas, chamada estrato
compacto. A derme e a epiderme séo separadas por uma membrana basal (ELLIOTT,
2011).

v e = ; 100 pm

Figura 1. Fotomicrografia da secc¢éo transversal da pele de jundid (Rhamdia quelen) composta por
multicamadas: Epiderme (E) estratificada pavimentosa composta por trés estratos celulares; membrana
basal (MB) como linha diviséria com a derme; derme (D) composta por tecido conjuntivo frouxo e
compacto; hipoderme (H) com aparecimento de adipdcitos e o tecido muscular estriado (M). Coloracao
histolégica Tricomico de Masson-Goldner em objetiva 10x.

As células epiteliais possuem microvilosidades com a funcdo de adesédo do
muco produzido na superficie externa da epiderme e também a capacidade de
fagocitar e eliminar patdbgenos e materiais estranhos que entram em contato com o
tegumento, consequentemente ocorre descamacgédo dessas células para a producdo
de novas (ASBAKK, 2001). Essas células estdo dispostas numerosamente na camada
mais superficial da epiderme, e geralmente possuem tamanho inferior comparado as
outras células que compdem a epiderme, ainda assim, podem variar de tamanho de
acordo com sua localizagc&o dentro da camada.

Células mucosas assumem um posicionamento basal no epitélio, conforme
deslocam-se entre as camadas em direcdo a superficie, seu tamanho tende a
aumentar significativamente para a excre¢do do muco na superficie externa do peixe
(HENRIKSON; MATOLTSY, 1968). Ja as células de cloreto, ricas em mitocondrias e
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amplamente distribuidas na superficie lamelar, sdo responsaveis pela secrecdo e
absorcao de ions (PEREIRA, B.F.; CAETANO, F. H., 2009).

CondicOes estressantes podem interferir diretamente na caracteristica celular
da pele. Na maioria dos estudos realizados, os danos causados sao contabilizados
através de metodologias baseadas em niveis de cortisol sanguineo, porém nem
sempre 0s agentes estressores atingem ou modificam esses niveis (BERTOTTO et
al., 2010). Vatsos et al. (2010) apresentam estudos de peixes submetidos a condi¢des
de hipdxia e diferentes niveis de nitrato, isto €, ambiente estressor para os peixes, e
demonstram uma direta relacdo com o aumento da producédo de células mucosas na
epiderme.

Um exemplo recente e interessante, sobre a pele de peixes, tem sido aplicado
nas relagdes humanas em ambito mundial, como um método inovador de tratamento
intensivo para pacientes vitimas de queimaduras, utilizando pele de tilapias advinda
da comercializacao intensiva. Segundo pesquisas brasileiras conduzidas por Costa et
al. (2019), os resultados mostram-se promissores, demonstrando que a pele, por
conter grande quantidade de colageno, permite uma melhor e mais rapida

cicatrizacdo, aderéncia e ndo causa risco eminente de contaminacao.

3.4 MUCOSA

O ambiente aquatico € reconhecidamente desafiador, e os peixes estdo em
constante contato com inUmeros patdégenos que podem comprometer sua saude. As
barreiras primarias, como branquias, pele e trato gastrintestinal sdo inicialmente as
primeiras a entrarem em contato com o ambiente externo, exigindo mecanismos de
defesa eficientes com acéao fisioldégica que fornecam barreiras fisica e quimica para
evitar o acometimento de doencgas, pois mudancas repentinas nos parametros da
gualidade de agua como temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido, niveis de
amaonia, nitrito, nitrato causam maior suscetibilidade dos animais (SUNDH; SUNDELL,
2015).

Ainda, manejos inadequados podem comprometer a saude dos peixes devido
ao estresse que provocam, assim como altas densidades, transporte e alimentagéo
nao balanceada também podem contribuir para a fragilidade imunolégica do animal e
permitir a suscetibilidade a diversas doencas. Nesse aspecto, 0 muco € o responsavel

por cobrir a maior parte da superficie corporal do peixe e agir como a primeira e mais
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eficiente forma de defesa do corpo contra o meio. E entdo, amplamente caracterizado
como uma secrecao viscosa e aderente, sintetizada por células especializadas
encontradas e dispostas no epitélio, denominadas caliciformes, as quais normalmente
revestem todos 0s 6rgdos em contato com o ambiente externo, como afirmam Bansil;
Turner (2006), mas também por células de cloreto ou ricas em mitocéndrias
localizadas no sistema respiratorio (ESTEBAN; CEREZUELA, 2015).

O muco é composto majoritariamente por agua (90-95%), mas também contém
proteinas que desempenham papel imunolégico, como lisozimas e imunoglobulinas,
0 que atribui a caracteristica viscosa de gel. Além disso, € continuamente produzido,
tendo sua camada renovada por células caliciformes, de cloreto ou saculiforme
localizadas no epitélio que permitem a eliminacao de patdégenos antes do contato com
o tecido epitelial (CONE, 2009).

Dentre os componentes do muco, o mais importante e funcional € encontrado
na concentracdo entre 1 a 5% da composicdo, as glicoproteinas, formadas por
proteinas de elevada massa molecular chamadas mucinas, responsaveis pelas
caracteristicas fisicas do muco (BANSIL; TURNER, 2018). A capacidade da mucina -
de conferir ao muco uma caracteristica de gel - € dependente da sua atividade de
glicosilacdo (processo primordial para proteinas secretorias), isto €, a adicdo de uma
cadeia de carboidratos a uma proteina até a obtencdo de uma glicoproteina, e da
capacidade de formacao de estruturas poliméricas através de mondémeros. (LANG et
al., 2016).

Fatores enddgenos e exdgenos podem alterar as células mucosas
especializadas e também a composi¢cdo do muco em diferentes espécies (ESTEBAN
2012). Além disso, analisando niveis de cortisol, estudos pioneiros afirmam que a
guantidade de muco em animais submetidos ao estresse € superior a animais nao
estressados (SHEPHARD, 1994).

E possivel encontrar camada de muco presente em Varios sistemas
importantes para o funcionamento vital animal, como o sistema respiratorio, digestivo,
reprodutivo e até mesmo ocular, exercendo funcéo de lubrificacdo, trocas seletivas de
nutrientes com o meio e osmorregulagcéo (SALINAS, 2015).

O entendimento das multiplas funcdes, descricdo dos componentes, atuacao,
interacdo do hospedeiro com o0 agente patdgeno, via de funcionamento e a
importancia que o muco opera em teledsteos frente ao um ambiente biologicamente

desafiador, permite inferir o quanto a elucidacdo desse conhecimento pode permitir a
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prevencdo de doencas frequentemente presentes na piscicultura e facilitar o
monitoramento do ambiente aquatico (REVERTER et al., 2018).

3.5 SISTEMA IMUNOLOGICO DE PEIXES

As barreiras fisicas podem néo ser suficientemente protetivas contra patégeno,
caso 0 animal esteja sob condicdes de vulnerabilidade; para isso, o sistema
imunolégico € rapidamente acionado com o objetivo de reconhecer o material
estranho invasor, neutralizar, metabolizar e eliminar mais rapidamente, a fim de
garantir a saude do peixe. Caso o primeiro recurso de defesa seja insuficiente, e haja
ainvasao de um patégeno no organismo que possa colocar em risco a vida do animal,
o sistema imune dispde de uma imensa e variada organizacao celular sanguinea para
o combate do antigeno em questédo (PRESS, 1999).

A pele, as branquias e o muco fazem parte desse conjunto de defesas fisicas
do organismo para evitar as doencas disponiveis no ambiente aquatico. Ainda assim,
€ necessario um sistema imunoldgico eficiente para garantir resisténcia aos peixes.
De fato, o sistema imune ja foi bem elucidado por inUmeros estudos, sendo
classificado em dois sistemas imunes gerais. O inato conhecido por ser inespecifico;
e 0 adquirido por ser especifico (FEARON et al., 1996). As respostas imunoldgicas
funcionam de forma sistematica, isto €, acontecem em uma sequéncia de eventos e
permitem ao organismo a determinacdo da origem infecciosa para uma posterior
reacao combatente aos patdgenos.

O sistema inato é uma caracteristica herdada por ser determinado a partir de
uma ordem evolucionaria, e esta presente em vertebrados e invertebrados. E o
sistema mais imediato perante uma infeccéo, inespecifico a respeito dos antigenos e
sem desenvolvimento de memdaria. Por ser a primeira linha de enfrentamento contra
patdbgenos € de extrema importancia. Em peixes, a resposta inata é ainda mais
importante pois comparada a resposta adquirida, é considerada rapida e
independente, enquanto a adquirida é retratada como lenta, devido as caracteristicas
pecilotérmicas do peixe e a demora de reac¢&o no organismo (MAGNADOTTIR, 2006).

Os principais componentes celulares do sistema sanguineo que participam do
sistema imune sao trombdcitos (equivalentes as plaquetas em mamiferos), eritrocitos
e leucocitos, que se subdividem em linfocitos, mondcitos, eosindfilos, neutréfilos e

basdfilos, dependendo da estrutura celular granular ou agranular.
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Os linfocitos estdo diretamente envolvidos na producdo de anticorpos no
sistema especifico, assim como responsaveis pela reposta humoral e celular. Seu
principal meio de combate é pela liberagcédo de citocinas. Mondcitos fazem fagocitose,
também chamados de macrofagos quando deslocados do sangue para os tecidos,
possuem capacidade fagocitaria e resposta inflamatoria superior aos mondcitos.
Eosinofilos séo células associadas a processos inflamatorios relacionados a parasitas
e patdgenos. Neutrdfilos agem na defesa e inflamacéo aguda, com rapido e imediato
deslocamento ao foco da infestagéo com acgéo fagocitica (FERNANDEZ; BLAS, 2002).
Por fim, segundo Tavares Dias e Moraes (2004), os baséfilos ainda ndo sao bem
elucidados na literatura, mas acredita-se que sao intimamente responsaveis em
processos alérgicos.

Os linfécitos B e T, principais mecanismos da defesa especifica sdo os
responsaveis por identificar o patdégeno invasor e produzir anticorpos mais adequados
para o seu combate. O procedimento de reconhecimento da resposta imune
adaptativa € precedido da inata, e em teledsteos, o periodo de duracdo pode durar
até doze semanas (MAGNADOTTIR, 2010).

A principal funcdo dos linfocitos B € a producdo de anticorpos, também
conhecidos como imunoglobulinas, constituidas por cadeias pesadas semelhantes e
nao variaveis, que dao similaridade e as torna isétopos. O que difere sdo as cadeias
leves e varidveis de uma regido, caracterizando especificidade de cada Ig. Em
particular, peixes teledsteos sdo capazes de apresentar trés isotipos de Ig diferentes
na superficie das células B para a reacdo contra os antigenos e defesa do organismo,
sao elas: IgM, IgT e IgD (PARRA; REYES-LOPEZ; TORT, 2015).

Assim que o sistema inato reconhece e inicia a reposta imune contra 0s
antigenos invasores, imediatamente as células apresentadoras de antigeno (APC’s),
em sua maioria macrofagos, células dendriticas e linfécitos B, fagocitam o
microrganismo invasor em tamanho menor e expdem partes na membrana celular.
Apos o reconhecimento, a célula T se diferencia e multiplica-se em células de memodria
e células efetoras, responsaveis pela liberacdo de citocinas para posterior destruicao
do antigeno invasor (BILLER-TAKAHASHI; URBINATI, 2014).

As imunoglobulinas séo secretadas pelos linfécitos B, onde sédo reconhecidas
por possuirem diversas proteinas conectadas ao redor da membrana, chamadas
anticorpos. Esses anticorpos possuem a finalidade de identificar os antigenos, ligados

aos organismos invasores e rapidamente ativar o sistema. Os linfécitos B se
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multiplicam e diferenciam-se em plasmacitos e células de memaoria com o intuito de
liberar maior nUmero possivel de anticorpos da célula no organismo para a fagocitose
do patégeno e para produzir novas células que permanecerdo com 0s anticorpos

aderidos a membrana para futuramente repetir o mesmo ciclo.

3.6 HISTOLOGIA COMO BIOMARCADOR NO DESENVOLVIMENTO CUTANEO
E BRANQUIAL

Observando a literatura disponivel, é possivel inserir que todos 0s mecanismos
de defesa dos peixes respondem imediatamente a qualquer tipo de anormalidade no
ambiente aqudtico, e por isso, 0s estudos histologicos tornaram-se essenciais e tém
sido utilizados como biomarcadores na busca pela avaliacao sanitaria dos animais. As
andlises histologicas sdo consideradas como uma ferramenta util para indicar os
efeitos letais ou crbnicos que poluentes na 4gua ou agentes estressores podem
causar nos peixes. Bernet et al. (1999). Estudos anteriores, que testaram variacoes
de pH e concentracdes de Ca* e Mg?* na agua, demonstraram gque o aparecimento
de células mucosas no epitélio corporal (cabecga, tronco e cauda) em fases jovens
ocorre 6h pos eclosdo, enquanto nas branquias apresenta maior aumento 48 horas
apos a ecloséo, distribuidas na regido branquial, objetivando a protecao do epitélio
branquial (SILVA, 2006).

Em virtude disso, € possivel notar o inicio de uma organizacao celular na fase
larval, que tende a se reorganizar conforme o crescimento do peixe e alterar a
distribuicdo das células mucosas epiteliais conforme os desafios patdgenos sao
impostos. Durante as fases de desenvolvimento de teledsteos, o perfil estrutural de
células mucosas adapta-se conforme as diferenciacfes e desafios ambientais exigem.
A gquantidade de células e sua distribuicdo em diferentes regides do corpo tendem a
variar de espécie para espécie de acordo com os habitos que cada uma tem por
caracteristica (HENRIKSON; MATOLTSY, 1968).
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RESUMO

O jundia (Rhamdia quelen) € uma espécie nativa amplamente encontrada na América
do Sul, e tem despertado grande interesse devido a sua rusticidade, boa adaptacao a
climas rigorosos e bons desempenhos zootécnicos. Por isso, o conhecimento
morfolégico desses peixes pode fornecer informacfes importantes, a fim de
potencializar seu cultivo. O presente estudo objetivou avaliar o perfil morfologico
cutdneo e branquial de juvenis de jundid (Rhamdia quelen), e como cada fase do
desenvolvimento juvenil pode manifestar a expressédo de células mucosas, a fim de
estabelecer a area mais representativa para coleta da pele. Os peixes utilizados foram
adquiridos em uma piscicultura local e aclimatados em caixas com capacidade de 30L
em um sistema de recirculagdo de agua com parametros de 4gua monitorados de
acordo com a faixa recomendada para a espécie. Os peixes receberam racéo
comercial (37% proteina) diariamente trés vezes ao dia. Dois grupos de peixes juvenis
foram avaliados em estagio de desenvolvimento sequencial cutaneo e branquial. O
grupo de juvenis |, era composto por 9 peixes com peso meédio de 7.65+ 0,86 g e 9.18
+ 0.24 cm de comprimento. Ja os animais do grupo de juvenis Il, também com 9
animais, possuiam peso médio de 28.09 +6.05 g e 16.69 +0.21 cm de comprimento.
Ao final do experimento, os animais foram anestesiados e eutanasiados por sec¢ao
medular e extraido 6 sec¢des de pele, 3 dorsais e 3 ventrais, além do segundo arco
branquial, também do lado esquerdo do peixe. As amostras foram fixadas em
formaldeido 10% e submetidas a técnicas histologicas de rotina e posteriormente a
coloracdo de PAS + Alcian Blue e Tricobmico de Masson-Goldner para avaliacdo da
distribuicdo de células mucosas, e a espessura do tecido conjuntivo da derme e
filamento. Conclui-se que devido ao habito bentdnico da espécie, a regido ventral € o
ponto mais representativo para coleta de pele em razdo da maior concentracédo de
células mucosas encontradas. Nas branquias, a distribuicdo de células mucosas
permite a avaliacdo sanitaria a partir da producéo excessiva ou escassa de muco que
recobre as lamelas. Os jundias (R. quelen) possuem maior sensibilidade quanto a
protecdo imunolbgica proveniente das propriedades viscoelasticas da camada
mucosa e da barreira epitelial.

Palavras-chave: Biomarcador. Branquias. Derme. Epitélio. Histologia. Peixe.



29

ABSTRACT

The silver catfish (Rhamdia quelen) is a native species widely found in South America,
and it has aroused great interest due to its rusticity, good adaptation to harsh climates
and good zootechnical performances. Therefore, the morphological knowledge of
these fish can provide important information in order to enhance their cultivation. The
present study aimed to evaluate the cutaneous and gill morphological profile of
juveniles of silver catfish (Rhamdia quelen), and how each stage of youth development
can demonstrate the expression of mucous cells, in order to establish the most
representative area for skin collection. The fish used in the study were purchased from
a local fish farm and acclimated in boxes with a capacity of 30L in a water recirculation
system with water parameters monitored according to the recommended range for the
species. The fish received fish food (37% protein) daily - three times a day. Two groups
of juvenile fish were evaluated at the stage of sequential cutaneous and branchial
development. The group of juveniles | was composed of 9 fish with an average weight
of 7.65 = 0.86g and 9.18 + 0.24cm in length. The animals from juvenile group II, also
with 9 animals, had an average weight of 28.09 + 6.05g and 16.69 + 0.21cm in length.
At the end of the experiment, the animals were anesthetized and euthanized by a
spinal cord sectioning, and 6 skin sections, 3 dorsal and 3 ventral sections were
extracted, in addition to the second branchial arch, also on the left side of the fish. The
samples were fixed in 10% formaldehyde and subjected to routine histological
procedures and subsequently stained with PAS + Alcian Blue and Masson-Goldner
Trichomium to assess the distribution of mucous cells, and the thickness of the
connective tissue of the dermis and filament. It was possible to conclude that due to
the species' benthic habit, the ventral region is the most representative point for skin
collection due to the higher concentration of mucous cells found. In the gills, the
distribution of mucous cells allows the health assessment from the excessive or scarce
production of mucus that covers the lamellae. Silver catfish (R. quelen) have greater
sensitivity in terms of immunological protection arising from the viscoelastic properties
of the mucous layer and the epithelial barrier.

Keywords: Biomarker. Gills. Dermis. Epithelium. Histology. Fish.
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INTRODUCAO

O jundia (Rhamdia quelen) é uma espécie de peixe nativo que tem despertado
interesse principalmente devido a sua boa resisténcia a diferentes temperaturas e
promissor potencial zootécnico na cria¢ao intensiva (CARDOSO et al., 2004). Apesar
dos crescentes estudos e investimentos acerca da espécie, ainda € necessario o
conhecimento mais aprofundado de seus parametros morfol6gicos, ja que estes ainda
sao escassos ou dispersos na literatura (MONTANHA et al., 2011).

A espécie é conhecida por ser um peixe de couro, isto é, desprovido de
escamas, e devido a essa caracteristica, sua pele possui maior superficie de contato
com o0 ambiente externo e com microrganismos dispersos nele. O ambiente aquatico
apresenta diversos riscos imunoldgicos, e por estar em contato direto, a pele €,
juntamente com as branquias, a principal porta de entrada para patdgenos e
contaminantes (LAZADO; CAIPANG, 2014). Apesar de possuir ampla variacdo entre
as espécies, Peterson (2015) afirma que a pele mantem certa similaridade de suas
caracteristicas funcionais, estruturais e celulares durante o processo evolutivo. Para
a protecao fisica e imunoldgica € necessaria uma expressiva producdo de células
mucosas, responsaveis por impedir a invasao e penetracdo de agentes patégenos no
organismo (CORFIELD, 2015).

A pele dos peixes é classificada como uma multicamada dividida em trés
partes: a camada mucosa, a epiderme e a derme. O numero de células que compde
as camadas pode variar de acordo com a espécie e o local observado (HENRIKSON;
GEDEON MATOLTSY, 1967a). Abaixo da epiderme encontra-se a derme, esta, na
maioria das espécies, geralmente € subdividida em duas camadas, a mais externa de
estrato esponjoso, formada por tecido conjuntivo frouxo e a camada mais interna,
préxima ao tecido muscular, formada por tecido conjuntivo denso com predominancia
de fibras colagenas ricamente vascularizadas, chamada estrato compacto (ELLIOTT,
2011).

O aparelho branquial esta distribuido em quatro arcos branquiais em ambos os
lados da cabeca do animal, ramificados em filamentos e lamelas, e possuem contato
direto com o ambiente externo (WILSON; LAURENT, 2002a). A fungcdo basica dos
filamentos, em especial das lamelas, € a troca gasosa ativa ou na forma de difuséo
(oxigénio e dioxido de carbono), ionoregulacédo ativa com o objetivo de manter o

equilibrio osmético, controle da hemodindmica através da vasoconstricdo e
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vasodilatacao e eliminacao de residuos nitrogenados (PETERSON, 2015).

O muco produzido pelas células mucosas e aderido ao corpo e branquias é
responsavel por agir como a primeira e mais eficiente forma de defesa do corpo contra
o meio. E entdo, amplamente caracterizado como uma secrecéo viscosa e aderente,
sintetizada por células especializadas encontradas e dispostas no epitélio,
denominadas caliciformes, as quais hormalmente revestem todos 6rgdos em contato
com o ambiente externo (BANSIL; TURNER, 2006).

Estruturalmente o muco € constituido por dois tipos de carboidratos, com
acucares acidos e neutros, que sao altamente reagentes com coloracao Alcian Blue e
PAS (Periodic acid-reactive Schiff), respectivamente (ROBERTS; POWELL, 2005). As
células mucosas compostas por glicoproteinas acidas possuem alta viscosidade e
previnem a proliferacdo de patdgenos e infec¢des, enquanto as glicoproteinas
neutras, produzem o muco epitelial com baixa viscosidade e funcdo de protecdo
mecanica, lubrificacéo epitelial e protecdo osmotica (MITTAL, 1994).

Estudos previamente realizados indicam que a estrutura epitelial de animais
jovens é fina, composta por poucas camadas celulares, com producao crescente de
células mucosas conforme o desenvolvimento do animal (ESTEBAN, 2012). O peixe
€ considerado juvenil quando apresenta suas estruturas morfolégicas semelhantes
aos adultos, ou seja, contempla desde o surgimento das nadadeiras até a primeira
maturacdo sexual (NAKATANI et al., 2001).

As avaliacdes histologicas sdo uma oOtima ferramenta que permitem contribuir
com mais estudos através da visualizacdo, monitoramento e informacédo gerada a
partir das analises. Estudos recentes tém utilizado essa ferramenta como biomarcador
de verificagdo animal e ambiental, utilizando-se dos beneficios de poder direcionar
estudos para um 6érgéo ou sistema especifico, observando suas respostas frente aos
desafios impostos (REDDY, P. B.; RAWAT, S. S., 2013)

O objetivo deste trabalho é analisar o perfil morfolégico cutaneo e branquial
de juvenis de jundia (R. quelen), a fim de verificar a distribuicdo e expresséao de células
mucosas na pele e branquia em diferentes periodos do desenvolvimento juvenil. Além

disso, estabelecer a area mais representativa para coleta da pele.
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MATERIAIS E METODOS

Os jundias foram adquiridos de uma piscicultura local, aclimatados no
Laboratorio de Piscicultura da Universidade Federal de Santa Maria, RS e alimentados
com racao comercial (37% proteina). A alimentacéo foi fornecida trés vezes ao dia
(8h; 13h; 17h), conforme Canton et al. (2007), que recomendam a frequéncia minima
de alimentacdo duas vezes ao dia para juvenis de jundid, devido aos bons resultados
produtivos apresentados. Durante o periodo experimental os animais foram mantidos
em sistema de recirculacdo de agua que consiste em dois filtros biolégicos com
temperatura controlada. Em ambos o0s grupos, os animais foram uniformemente
distribuidos em trés caixas d’agua com capacidade para 30L, contendo trés peixes
cada.

As caixas eram limpas diariamente, duas vezes ao dia, para remocao dos
residuos. Durante o periodo experimental, os parametros de qualidade de agua foram
monitorados e indicaram os valores de: temperatura 24.97 + 1.72°C; oxigénio
dissolvido 6.44 = 0.58; pH 7.37 + 0.22; amonia total 0.18 + 0.08 mg/L; nitrito 0.01 £
0.01 mg/L; alcalinidade 43.330 + 6.83 mg CaCOz L e dureza 42.50 + 7.58 mg CaCos
L.

Os grupos foram separados conforme nomenclatura sugerida que estabelece
as diferencas entre fases de desenvolvimento de acordo com o comprimento dos
peixes (cm), devido a maior facilidade e praticidade de definicdo. Portanto, os peixes
foram separados em dois grupos experimentais em fase de desenvolvimento
sequencial, denominando os animais da primeira fase como juvenis |, enquanto os
animais da fase seguinte, juvenis Il (GOMES; ARAUJO-LIMA; ROUBACH, 2003).

No grupo de juvenis | foram utilizados um total de 9 animais (n=9) com peso
médio de 7.65 + 0,86 g e 9.18 = 0.24 cm de comprimento, bem como, o grupo de
juvenis I, utilizou mais 9 animais (n=9) com peso médio de 28.09 +6.05 g e 16.69

+0.21 cm de comprimento.

LOCAIS DE COLETA

Ao final do periodo experimental, os nove peixes de cada grupo foram
anestesiados e posteriormente eutanasiados por sec¢cao medular para a coleta de seis

diferentes secc¢Oes de pele do lado esquerdo do peixe, com cerca de 5 mm? cada
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(MISTRI et al., 2018), além do segundo arco branquial esquerdo, que também foi
extraido para analise (VAN HEERDEN; VOSLOO; NIKINMAA, 2004).

As seccOes coletadas foram previamente estabelecidas objetivando facilitar a
identificagéo do local que represente a maior area de expressao de células mucosas
do jundia (R. quelen). As secc¢bes foram realizadas em seis diferentes locais, sendo
trés acima da linha lateral (regido dorsal) do lado esquerdo do peixe, e trés abaixo
(regido ventral) também no lado esquerdo, além da branquia, conforme mostra a

Figura 1.

Figura 1. Representagéo esquematica do jundid (Rhamdia quelen) e as seis sec¢des de pele e segundo
arco branquial coletados para analise morfolégica. 1-DFND: Dorso frontal a nadadeira dorsal; 2-DLEFL:
Dorso lateral esquerdo a faixa lateral; 3-DCND: Dorso caudal a nadadeira dorsal; 4-VFNV: Ventro
frontal a nadadeira ventral; 5-VLEFL: Ventro lateral esquerdo a faixa lateral; 6-VCNV: Ventro caudal a
nadadeira ventral; BR: Branquia. Fonte: Autora

PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS

Os 6rgaos coletados foram imediatamente armazenados em tubos Falcon de
50ml e fixados em formol 10% (solug&o de Bouin), isto €, procedimentos quimicos ou
fisicos responsaveis pela imobilizacdo celular para que resista as etapas seguintes do
processamento histolégico, mantendo sua histoarquitetura e retardando efeitos post
mortem do tecido (TIMM, 2005). Posteriormente as amostras foram desidratadas em
concentragcdes graduais de alcoois e armazenadas em cassetes histologicos, onde
passaram por processamento de xilol e foram emblocadas com parafina.

As seccbes foram cortadas duas vezes através de um microtomo rotativo
Thermo Scientific™ HM 325 com espessura de 5 um, de acordo com Fast et al. (2002),

a fim de viabilizar a producao de duas laminas por seccao, que posteriormente foram



34

coradas por diferentes técnicas histologicas. Os cortes foram transferidos para o
banho histologico em temperatura média de 50°C com o objetivo de nivelar e fixar o

material a lamina.

IDENTIFICACAO DE CELULAS MUCOSAS

As laminas contendo amostras de pele e branquia foram submetidas a
coloracéo de Acido Periodico de Schiff (PAS), método de coloragéo histoldgico que
permite identificar mucinas neutras na cor magenta, enquanto o Alcian Blue (pH 2,5)
tem grande especificidade para corar mucinas acidas na cor azul (AL-BANAW et al.,
2010).

Para as medidas do tecido conjuntivo da pele e das branquias, a coloracao
adotada foi a coloracdo de Tricbmico de Masson-Goldner, a fim de caracterizar e
diferenciar tecidos e componentes celulares. As fibras colagenas adquirem coloracdo
azul ou verde, enquanto os componentes celulares, vasos sanguineos e linfaticos e
terminacdes nervosas coram em tom vermelho.

As laminas foram fotografadas pelo microscépio Axio Scope Al acoplado a
uma camera Axiocam 105 color (ZEISS®, Germany) e diretamente ligado a um
software, que permite registrar fotos de alta qualidade. Por toda extensdo de cada
amostra, cinco fotos foram registradas em sequéncia no epitélio e branquia, através
do programa ZEN 3.1 previamente definido com objetiva de 10x e 40x. Foram
registradas fotomicrografias de células secretoras de muco, identificadas na cor azul
ou magenta no epitélio e branquias. O mesmo procedimento foi adotado para as
laminas coradas com Tricomico de Masson-Goldner, enfatizando a derme e o tecido

conjuntivo das amostras para posterior medidas de espessuras.

MEDIDAS MORFOMETRICAS

Cinco fotomicrografias de cada seccao do epitélio e do segundo arco branquial
foram registradas, e a partir delas, as medidas foram realizadas através do programa
ImageJ. Para a espessura do epitélio, foram estabelecidas quatro medidas aleatérias
no decorrer de toda a amostra. A medida iniciava na parte mais externa do epitélio
(em contato com o ambiente), e decorria até a linha limitrofe com a derme, proximo a

membrana basal. O mesmo procedimento foi realizado com o tecido conjuntivo da
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derme, iniciando a medida de espessura no tecido conjuntivo compacto, subjacente
ao epitélio e finalizando no inicio do tecido muscular.
A Figura 2 representa as medidas de espessura avaliadas no epitélio (setas), e

as medidas avaliadas no tecido conjuntivo (linhas pontilhadas).

/V 100 pm

Figura 2. Fotomicrografia esquematica da secc¢do transversal da pele e das quatro medidas de
espessura avaliadas no epitélio e no tecido conjuntivo da derme em juvenis de jundia (Rhamdia quelen).
Setas indicam as medidas de espessura do epitélio. A linha pontilhada indica as medidas da espessura
do tecido conjuntivo da derme. Técnica histoldgica de coloracdo PAS+Alcian Blue pH 2,5 em objetiva
10x.

As células mucosas encontradas no epitélio foram contabilizadas em toda
extensdo de cada fotomicrografia e apés essa etapa, a quantidade de células
mucosas foi transformada em porcentagem pela férmula: &area comparativa x area/
area total da fotomicrografia. Onde, a area comparativa corresponde a uma média
geral da espessura dos epitélios anteriormente analisados, multiplicado pelos valores
da area de ocupagédo das células mucosas neste epitélio, dividido pela area total da
fotomicrografia.

Na brénquia, a contagem de células mucosas foi avaliada dentro de seis
guadrantes inseridos aleatoriamente em cada fotomicrografia através do programa
ImageJ. A contagem era determinada de acordo com a localizacdo das células,
distribuidas dentro de cada quadrante. Além disso, como demonstra a Figura 3,
parametros morfologicos das branquias foram realizados a partir do comprimento total

da lamela, de sua base ao seu 4pice, no espacamento entre duas lamelas bem



36

organizadas a partir da regido de insercao da lamela ao filamento e a largura, de uma
extremidade lateral a outra de uma lamela, individualmente em todas que

apresentavam integridade estrutural, conforme Hughes (1984).

Figura 3. Representacdo esquematica dos parametros morfolégicos analisados na branquia de jundia
(Rhamdia quelen). A: altura da lamela potencialmente funcional; B: espacamento entre lamelas; C:
largura lamelar (adaptado de Hughes, 1984).

ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 7.00.
Foi testada a normalidade dos dados pelo teste D’Agostino e Pearson, seguido pelo
teste T Mann-Whitney para comparagdes entre 0s grupos, considerando significativos
os valores de P<0,05. Para as comparacdes entre sec¢cdes do mesmo grupo foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis com Dunn's multiplas comparacfes (P<0,05). Os
resultados estéo representados em tabelas de acordo com os valores encontrados na
epiderme e nas branquias, separadamente.

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
UFSM, processo n°® 6361090518 e 9387290319.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os animais dos grupos juvenis | e juvenis Il foram selecionados em dois

estagios de desenvolvimento, e as andlises morfolégicas foram padronizadas para

ambos 0s grupos com o objetivo de compara-los em uma sucessao de eventos
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durante o crescimento e desenvolvimento cutaneo e branquial.

ESPESSURA DO EPITELIO E TECIDO CONJUNTIVO

A Tabela 1 apresenta os valores médios encontrados para espessura do
epitélio e do tecido conjuntivo presente na derme. A espessura do epitélio apresentou
diferencas significativas (P<0,05) entre os grupos em todas as secc¢des avaliadas, e
em ambos, o epitélio apresentou maior espessura na regido dorsal, mais direcionada
a regido cranial do corpo. As regides ventrais, mais proximas a cauda, como a secc¢ao
VCNV apresentaram espessura inferior nos dois grupos.

Observando juvenis machos e fémeas de Salmo trutta durante ciclos anuais,
Pickering (1977) supde que a espessura do epitélio de teledsteos tende a mudar
conforme a sazonalidade, sexo e peso dos peixes. Os resultados do presente estudo
contrariam as analises de Cordero et al. (2017), que encontraram maior espessura de
epitélio na regido ventral em Sparus aurata, supondo que a diferenca de espessura
em diferentes regides pode estar associada com a maior suscetibilidade das algumas
regides corporais.

A maioria dos peixes bentbnicos, assim como o0 jundid, apresentaram maior
espessura de epitélio na regido ventral do corpo, discordando com os resultados deste
estudo. O epitélio mais espesso presente na regido dorsal foi observado em peixes
pelagicos, entretanto o epitélio pode variar sua espessura devido a fatores como
idade, espécie e regido do corpo analisada, assim como desequilibrio do meio
aguatico e manejo incorreto que possa desencadear processos estressantes
(ELLIOTT, 2000).



38

Tabela 1 — Espessura do epitélio e do tecido conjuntivo (um) nas seis seccodes
analisadas em juvenis | e juvenis Il de jundiad (R. quelen) durante dois periodos do
desenvolvimento

Espessura EPITELIO CONJUNTIVO
JUVENIS | JUVENIS II JUVENIS | JUVENIS II
DEND 37,23+1,948 44 83,45+1,73 Ba 114,3+2,836 AP 123,5+3,286 A2
(0-109,7) (33-159,8) (57,02-229,2) (58,82-260,4)
DLEFL 34,75+1,537 A4 94,21+2,32 Bb 87,6x2,12 A4 140+4,952 Bab
(7,909-108,5) (43,04-311,9) (41,63-188,6) (47,47-328,8)
DCND 16,81+0,9238 A 79,37+1,561 82  68,34+1,241A° 134,63,49 Bab
(0-61,74) (23,56-172,2) (28,2-110,2) (70,28-244)
VENV 23,881,786 90,65+2,82283 147,814,312 205,146,175 B°
(0-105,1) (33,95-254,4) (65-478,2) (88,82-512,4)
VLEEL 22,961,145 A° 66,12+1,935 B° 92,11+1,39 A2 123,7+2,708 Bab
(0-71,06) (15,34-140,1) (48,51-156,4) (61,83-257,8)
VCNV 16,3120,9354 AP 64,34+1,749 BC 96,38+1,798 A2 137,542,272 BP
(0-52,49) (17,7-119,6) (53,53-166) (56,46-300)
TOTAL 25,32+0,6348 79,69+0,9086 101,1+1,273 144,1+1,872
(0-109,7) (15,34-311,9) (28,2-478,2) (47,47-512,4)

*Os valores estdo apresentados em Mean £ SEM (min — max). O teste estatistico empregado foi Teste
T Mann-Whitney seguido de Kruskal-Wallis com Dunn's mdltiplas comparacgdes. As letras mailsculas
indicam diferencas significativas das secg¢des entre os grupos (P<0,05). As letras minUsculas indicam
diferencas significativas entre as sec¢bes do mesmo grupo (P<0,05).

Na Figura 4, observa-se a diferenca de espessura (um) epitelial, com o menor
valor médio encontrado em juvenis | na sec¢cdao VCNV (16,31 + 0,9354) quando
comparado com o maior valor encontrado em juvenis Il, na sec¢cdo DLEFL (94,21 +
2,32). As
imunoglicoproteinas na cor azul, reativas a Alcian Blue, dispostas nos estratos que

fotomicrografias evidenciam células mucosas associadas a
compdem o epitélio.

Sarasquete et al. (1998) observou a pele de larvas e adultos de Solea
senegalensis, e concluiu que as poucas camadas celulares se desenvolviam conforme
0 crescimento dos peixes, e consequentemente mais camadas de células epiteliais

surgiam no decorrer do desenvolvimento dos peixes.
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Figura 4. Fotomicrografia da seccdo transversal da pele de juvenis de jundid (Rhamdia quelen)
demonstrando a diferenca de espessura epitelial entre as duas fases do desenvolvimento. A: Epitélio
(seta) de animais juvenis |; B: epitélio (seta) de animais juvenis Il. Técnica histologica de colorac¢éo
PAS+Alcian Blue pH 2,5 em objetiva 10x.

Na derme, formada por uma regido superficial de tecido conjuntivo frouxo e
uma regido profunda de tecido conjuntivo denso, mostra diferencas significativas
(P<0,05) em todas as regides, exceto em DFND. A seccdo VFNV apresentou maior
espessura do tecido conjuntivo em ambos 0s grupos.

Além da vascularizacdo e producdo imunoldgica proposta pelo tecido
conjuntivo, as fibras colagenas possuem funcao primordial em promover vigor a pele
do peixe, evitando lesdes oriundas de colisbes (LE GUELLEC; MORVAN-DUBOIS;
SIRE, 2004), predadores e habitos bentbnicos, fornecendo prote¢cdo mecénica e maior
resisténcia fisica ao peixe. Em espacos intercalados no estrato compacto, € possivel
observar colunas verticais nas fibras colagenas, as quais possuem a funcéo de
transferir vascularizagdo e componentes nervosos até o estrato esponjoso (ELLIOTT,
2000)

Na Figura 5, a coloragdo em Tricobmico de Masson-Goldner permite a
identificagcdo da organizacao das fibras colagenas (em tom esverdeado) e da diferenca
do tecido conjuntivo menos espesso em juvenis | (A) comparado ao mais espesso em

juvenis Il (B), com camada adiposa subjacente, ambos na sec¢cédo VFNV.
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Figura 5. Visualizacdo da diferenca de espessura (um) da derme composta por tecido conjuntivo e
fibras coldgenas subjacente ao epitélio em juvenis de jundia (Rhamdia quelen). A: Espessura da derme
(seta) de juvenis |. B: Espessura da derme (seta) dos animais juvenis Il. Técnica histolégica de
coloracéo Tricobmico de Masson-Goldner. Objetiva 10x.

Células adiposas podem ser observadas entre a derme compacta e o tecido
muscular em juvenis Il. A derme participa diretamente do processo de recuperacao, e
em conjunto com o epitélio desempenha um processo de cicatrizacdo a partir da
derme, onde inicia com o rompimento de capilares, coagulacdo e migracao das células
inflamatorias até o local lesionado (SILVEIRA; LAGATO; PONTES, 2009).

PORCENTAGEM DE CELULAS MUCOSAS NO EPITELIO E BRANQUIA

A quantidade de células mucosas contabilizada no epitélio do grupo de animais
juvenis | foi inferior em todos os cortes quando comparada aos juvenis Il, salientando
que a regido dorso caudal em ambos tratamentos também foi o local com menos
células encontradas, como mostra a Tabela 2.

Além disso, nos dois grupos o local com maior porcentagem de células
observado é ventral, proximo a regido cranial, especificamente a sec¢do VFNV, que
apresentou quantidade superior as demais seccoes. Este fato indica que essa regido
propds maior demanda de producao de células mucosas para protecdo do peixe, uma
vez que peixes com habitos bentdnicos tendem a desenvolver lesdes na regido do
ventre devido ao impacto em ambientes profundos e pedregosos, podendo provocar
danos fisicos que facilitam a invasdo de patdgenos ao sistema imune.

Pode-se inferir que a sec¢cdo com maior quantidade celular € a mesma com
maior espessura de tecido conjuntivo, responsavel pelo processo de cicatrizagdo e

producdo de componentes imunologicos em uma area que demonstra suscetibilidade
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fisica.

Tabela 2 — Porcentagem calculada a partir da contagem de células mucosas
presentes no epitélio e branquia de jundid (R. quelen) em dois periodos de
desenvolvimento juvenil

Local % CM JUVENIS | JUVENIS II

DEND 0,0030+0,01%a 0,0222+0,002 Ba

(0-0,0030) (0,0035-0,0590)

DLEFL 0,00350,006 A2 0,0262+0,0016 Bab

(0-0,0192) (0,0119-0,0568)

DCND 0,0002+0,001 Ab 0,0085:0,0008 B¢

(0-0,0035) (0,0015-0,0268)

0,0043+0,003 A 0,0584+0,0075 B

PELE VNV (0-0,0505) (0,0052-0,02299)
VLEFL 0,0023+0,003 A 0,0141+0,0016 Bed

(0-0,0095) (0,0013-0,0673)

VCNY 0,0018+0,004 A2 0,0329+0,0052 Bad

(0-0,0134) (0,0046-0,1221)

A 0,0615+0,008 A 0,168620,0082 8
BRANQUIAS (0,00105-0,1967) (0,06494-0,3218)
TOTAL 0,01096+0,001689 0,04731+0,003428

(0-0,1967) (0,001371-0,3218)

*Os valores estao apresentados em Mean + SEM (min — max). O teste estatistico empregado foi Teste
T Mann-Whitney seguido de Kruskal-Wallis com Dunn's multiplas comparacgdes. As letras mailsculas
indicam diferencas significativas das secc¢des entre os grupos (P<0,05). As letras minasculas indicam
diferencas significativas entre as sec¢bes do mesmo grupo (P<0,05).

Em estudo anterior que identifica a distribuicdo de células mucosas no corpo
de jundias (R. quelen) na fase larval, sob influéncia de diferentes niveis de pH e
concentracdes de calcio e magnésio na agua, Silva (2006) observou que 48 horas
logo apods a ecloséo, células mucosas ja estavam distribuidas no aparelho branquial,
enguanto na pele, 6 horas apdés a eclosao, evidenciando seu rapido desenvolvimento.

A maior presenca de células mucosas presentes na regido ventral encontradas
neste estudo, pode ser associada a trabalhos que descreveram maior e mais rapida
cicatrizac&o no ventre de teledsteo quando comparados a cicatrizagédo da parte dorsal
(CORDERO et al., 2017).

O direcionamento de células mucosas para a superficie epitelial em
determinado local, indica que a maior concentragao de células geralmente encontra-

se no local que exige maior producéo de muco para a protecéo da epiderme, uma vez
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gue ha a auséncia de células queratinizadas na superficie corporal (KAWEEWAT,;
HOFER, 1997).

Em salmbes do Atlantico (Salmo salar), animais sem habitos bentdnicos
Pittman et al., (2013) concluiram que a maior densidade de células mucosas
encontradas estavam situadas na regido dorso-lateral, enquanto em menor
concentracéo estava na cabeca, contrariando o presente estudo. Este fato intensifica
a proposicdo de que as caracteristicas morfologicas, como espessura de epitélio e
producdo de células mucosas esta diretamente relacionada com a particularidade de
cada espécie.

A identificacdo dessas células foi caracterizada por Mittal et al. (1994),
classificadas em células mucosas do tipo A e B, sendo as primeiras mais numerosas,
maiores, localizadas no estrato superficial do epitélio e fortemente reativas para Alcian
Blue, enquanto a segunda é menos numerosa, com células menores e geralmente
alocadas no estrato germinativo e intermediario, fortemente reativas com PAS.

Durante a avaliacdo das imagens obtidas em cada seccéo, foi possivel notar
que melandcitos (células de pigmentacdo) presentes na derme estavam em menor
extensdo nas seccdes ventrais, possivelmente pela caracteristica do jundia (R.
guelen) que possui coloracédo mais clara no ventre, enquanto o resto do corpo adquire
coloracéo cinza ou escurecida.

A Figura 6 ilustra o aparecimento e distribuicdo das células mucosas
associadas e imunoglicoproteinas nos estratos do epitélio, que foram posteriormente

guantificadas em cada grupo.

A B

100 pm WA 100 pm

Figura 6. Fotomicrografia da seccao transversal da pele de jundia (Rhamdia quelen) exemplificando a
quantificacao de células mucosas (em azul). A: Células mucosas dispostas do epitélio de juvenis I; B:
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Células mucosas dispostas no epitélio de juvenis Il. Técnica histolégica de coloracao Alcian Blue e PAS
em objetiva 10x.

Na mesma secc¢do de maior porcentagem celular (VFNV), foi possivel notar a
presenca de células mucosas reativas PAS (seta), compostas por carboidratos
neutros, responsaveis pela producdo do muco caracteristico da espécie, o qual
confere viscosidade em toda superficie corporal a fim de evitar atritos, lesées e manter
a protecao fisica do peixe. As mesmas células ndo foram notadas em nenhuma regido

dos juvenis I.

100 ym

Figura 7. Fotomicrografia da seccao transversal da pele de jundia (Rhamdia quelen) exibindo células
mucosas de carboidratos acidos (azul) e neutros (magenta), dispostas no epitélio ventral de juvenis Il
(seta). Ténica histoldgica de coloragéo Alcian Blue e PAS. Objetiva 10x.

Ja nas branquias, conforme Wilson; Laurent (2002b), a organizac¢éo celular de
filamentos e lamelas € composta por células escamosas, comumente chamadas de
células respiratérias, sendo as mais abundantes e células secretoras de muco. Além
disso, o filamento é uma subdivisdo da branquia e serve de sustentacdo para o
posicionamento das lamelas, considerada uma unidade respiratoria essencial. A
organizacéo estrutural de filamentos e lamelas permite e facilita a entrada do fluxo da
agua contra o fluxo sanguineo.

A porcentagem de células nas branquias também obteve diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos e através da contagem individual de células foi
possivel notar que a quantidade de células dispostas no filamento era superior as

distribuidas nas lamelas. Essa caracteristica das células mucosas nas bréanquias
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indica que os animais ndo estdo estressados ou perdendo ions, pois as células
mucosas nao avancam a area respiratoria, caso isso aconteca, infere-se que os
animais estdo em situacao de estresse. Dang et al. (2020) sugerem que este tipo de
comportamento celular representa uma alternancia nas fungdes branquiais, fazendo
com que as lamelas participem da superficie respiratoria enquanto o filamento
representa uma saude mais sistémica.

Uma das caracteristicas de peixes infectados por ictio € entrar em atrito nas
superficies do viveiro, possibilitando a formacéo de diversas les6es na pele e o inicio
de uma producédo excessiva de muco para protecdo, o que pode dificultar as trocas
gasosas has branquias (EIRAS, 1994).

Em um estudo realizado com juvenis de Colossoma macropomum expostos a
Trichlorfon®, um organofosforado amplamente utilizado para o controle parasitas,
observou-se uma decrescente concentracdo na densidade de células mucosas nas
branquias em comparacdo com os animais do grupo controle, fato que sugere uma
adaptacdo morfoldgica branquial a fim de promover maior facilidade nas trocas
gasosas, mas pode afetar negativamente a barreira fisica branquial, ja que a producdo
de muco é reduzida (MORON et al., 2018).

MORFOMETRIA BRANQUIAL

As medidas morfolGgicas avaliadas nas branquias, as quais sdo compostas por
filamentos e lamelas, estdo demonstradas na Tabela 3. Houve diferencas estatisticas
(P<0,05) entre os dois grupos experimentais em todas as medidas, onde é possivel
observar que exceto a largura das lamelas, as outras medidas de juvenis | s&o
inferiores comparadas com juvenis Il.

E possivel considerar que nos juvenis |, as lamelas sdo mais baixas e largas,
consequentemente o espaco interlamelar é reduzido na base das lamelas, enquanto
nos juvenis Il, as lamelas sdo mais altas e finas, permitindo que o espagcamento entre
elas seja maior.

O tecido conjuntivo do filamento tem a fung&o de vascularizagéo, transporte de
oxigénio, assim como a producdo e direcionamento de componentes celulares
imunologicos, visto que as branquias séo a primeira porta de entrada de patégenos.
Observa-se também que o grupo de juvenis | apresentou menor espessura de tecido

conjuntivo do filamento quando comparado ao grupo de animais juvenis II.
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Tabela 3 — Medidas morfolégicas (um) da lamela e filamento na branquia de jundias
(Rhamdia quelen) em dois periodos do desenvolvimento juvenil.

Medidas de branquias

JUVENIS |

JUVENIS II

ALTURA DA LAMELA

ESPACAMENTO ENTRE
LAMELAS

LARGURA DA LAMELA

52,23+0,3629 Aa
(10,7-120,5)

18,37+0,1114 AP
(0-64,61)

13,41+0,0846 A€

53,24+0,4364 B2
(10,85-103,8)

21,09+0,1064 Bb
(2,779-50,3)

10,88+0,0562 B¢

(2,522-36,82) (3,314-28,73)
TECIDO CONJUNTIVO DO 6,172+0,1506 A 8,586+0,2276 B
FILAMENTO (2,367-14,09) (3,544-20,05)
23,8+0,1793 21,62+0,1809
TOTAL (0-120,5) (2,779-103,8)

*Os valores estdo apresentados em Mean £ SEM (min — max). O teste estatistico empregado foi Teste
T Mann-Whitney seguido de Kruskal-Wallis com Dunn's mdltiplas comparacgdes. As letras mailsculas
indicam diferencas significativas das secc¢des entre os grupos (P<0,05). As letras minUsculas indicam
diferencas significativas entre as sec¢des do mesmo grupo (P<0,05).

Diferencas nos parametros da agua ou produtos contaminantes podem
influenciar em reacdes adaptativas e ou danosas nas branquias, como fuséo lamelar,
hiperplasia entre outros fatores que interferem diretamente na eficiéncia da troca
gasosa e ionoregulacdo (DOS SANTOS et al., 2012). Tais caracteristicas ndo foram
observadas neste estudo.

Em um estudo realizado em pés-larvas de Hyphessobrycon eques submetidas
em diferentes concentracdes de Dimilin® (um tipo de inseticida), foi avaliado a altura
e largura da lamela, e o didametro dos vasos sanguineos localizados no tecido
conjuntivo de sustentacdo do filamento. Os resultados indicaram que quanto mais
altas eram as concentracfes do inseticida, maiores eram as medidas da largura da
lamela e o didmetro dos vasos sanguineos, enquanto a altura tendia a diminuir
(MARCON et al., 2016).

As medidas apresentadas representam a situacdo morfolégica de animais em
situacao de conforto imunolégico, mas morfoadaptacdes podem ocorrer nas branquias
com o intuito de permitir melhor funcionamento da area respiratoria funcional do 6rgéo.
O perfil celular das branquias, constituidos por um epitélio estratificado composto por
células pavimentosas, mucosas e iondécitos foi semelhante como ja mencionado por
Da Costa (2017).

As setas inseridas na Figura 8 representam as medidas avaliadas nas
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branquias, que contemplam o comprimento da lamela, escolhidas pela sua estrutura
bem orientada, o espacamento entre lamelas, medido entre lamelas bem orientadas
e integras, iniciando na inser¢cdo de uma lamela até a proxima na regido basal do
filamento e a largura da lamela. Além da medida realizada no tecido conjuntivo

filamentar.

30 pm

Figura 8. Fotomicrografia da branquia evidenciando o tecido conjuntivo do filamento e medidas
morfologicas de lamela em juvenis de jundia (Rhamdia quelen). A: Altura de lamela; E: Espagamento
entre lamelas; L: Largura; C: Espessura do tecido conjuntivo filamentar. Técnica histolégica de
coloracéo Tricdbmico Masson-Golder. Objetiva 40x.

Estudos tem utilizado o biomonitoramento através de 6rgaos-alvo, como as
branquias, para determinacao de poluentes e outras anormalidades no ecossistema
aguatico. Por estarem em constante contato e expostos ao ambiente aquatico, as
anormalidades morfolégicas encontradas nas branquias indicam a exposicdo a

contaminantes e indicios de fragilidade imunolégica (RIBEIRO et al., 2005).
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CONCLUSAO

A partir deste estudo foi possivel observar as caracteristicas morfolégicas e de
células mucosas distribuidas na pele e branquia de jundias (R. quelen) durante dois
periodos do desenvolvimento juvenil. Conclui-se que as estruturas morfologicas
celulares cutanea e branquial acompanham o padrdo de outras espécies de
teledsteos.

Além disso, o habito bentbnico carateristico da espécie sugere que a regiao
ventral € mais afetada por possiveis injurias fisicas e necessita de maior protecdo
mecéanica e imunoldgica, levando a uma maior expressao de células mucosas nesta
regido. Para uma melhor avaliacdo da capacidade secretdria cutaneas do jundia, a
regido ventral proxima a cabeca € o0 ponto mais representativo para coleta de
amostras.

Em condi¢cbes normais de sobrevivéncia, a producdo de muco é essencial para
protecdo do peixe. E possivel notar que a quantidade de células aumenta de acordo
com o desenvolvimento dos peixes e o0s desafios imunolégicos a quais séo
submetidos. A branquia é uma ferramenta tem sido utilizada como biomarcador
determinante para avaliacdo da condicdo imunolégica dos peixes, podendo indicar
guando a producdo excessiva ou escassa de células mucosas pode ser prejudicial ao
organismo.

O aparecimento e distribuicdo de células mucosas estd intimamente
relacionado com as fases de desenvolvimento do peixe, assim como nos locais com
maior demanda da producdo de muco. Os jundias (R. quelen) possuem maior
sensibilidade quanto a protecdo imunolégica proveniente das propriedades
viscoelasticas da camada mucosa e da barreira epitelial.

O conhecimento dos aspectos morfolégicos cutdneo e branquial permite
analises mais aprofundadas sobre a situacao imunologica e como as adversidades no

mundo aquatico podem interferir na morfoadaptacdo desses peixes.
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