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RESUMO

Salminus maxilosus e Prochilodus scrofa sio espécies de peixes que convivem
numa mesma area, no trecho do Rio Mogi Guagu, situado em Cachoeira de Emas, regido de
Pirassununga, Estado de Sdo Paulo. Possuem habitos alimentares distintos. Enquanto S.
maxillosus € ictiéfago, P. scrofa é iliofago. No ambiente aquatico, estes animais estdo
sujeitos a agressdes de parasitas que com freqiiéncia sio encontrados em sua pele,
musculatura, narina, trato digestivo e branquias. Lesbes teciduais também podem ser
causadas por poluentes que sio langados no leito dos rios pelas indistrias ou através da
atividade agricola. O reconhecimento e a analise das lesdes causadas pelos fatores
agressores sO serdo possiveis mediante o conhecimento da condi¢gio morfolégica normal,
que também esclarece melhor aspectos da biologia dos animais. Desta forma, este estudo se
propds a descrever e comparar a morfologia das branquias de S. maxillosus e P. scrofa,
relacionando a estrutura a seus habitos alimentares e condigdes ecologicas a que estdo
sujeito"s em seu habitat. Em geral, tanto as branquias de S. maxillosus como as de P. scrofa
seguem os padrdes descritos para peixes teledsteos. S. maxillosus possui rastros branquiais
curtos, rigidos, espagados e de forma laminar, permitindo a esta espécie ingerir grandes
presas. Rastros branquiais longos, pouco consistentes e bem proximos s3o observados em
P. scrofa e evitam a passagem de particulas para a regido respiratoria das branquias onde
poderiam lesar o tecido. Os filamentos branquiais inserem-se no arco esquelético e
apresentam extremidade mais afilada em S. maxillosus. O mesmo ndo ocorre em P. scrofa
cujos filamentos possuem extremidade dilatada. O espago interlamelar reduzido e as lamelas
tespiratonas situadas bem proximas umas das outras foram caracteristicas observadas em
ambas as espécies. Da mesma forma, a presenga de micropregas na superficie celular do
epitélio do filamento branquial e na base das lamelas secundarias que nele se inserem. A
ocorréncia de células de cloreto ficou restrita a regido interlamelar e a base das lamelas
respiratorias. Estas lamelas apresentam-se mais longas e com o apice dilatado em S.
maxillosus. Em P. scrofa s3o curtas e sem dilatagdo apical. Células secretoras de muco
ocorrem em grande quantidade na regido apical dos filamentos branquiais de S. maxillosus e
P. scrofa. Na secregdo acida desta primeira espécie, predominam os grupos sulfatados e a
reagao para os grupos carboxilados foi negativa. Em P. scrofa a reag@o ao Alcian Blue pH

2,5 e 0,5 foi mais intensa, revelando a presenga dos grupos sulfatados em maior quantidade



que os carboxilados. Secre¢do mucosa de natureza acida fot observada em ambas as
espécies. Portanto, todas as caracteristicas das branquias destas duas espécies parecem ter

sido selecionadas permitindo a estes peixes perfeita adaptagdo ao ambiente em que vivem.
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1.0 INTRODUCAO

Sob o ponto de vista filogenético, os peixes sdo vertebrados inferiores. Constituem
0 grupo mais numeroso dentre os vertebrados, compreendendo cerca de 25.000 espécies, o
equivalente a aproximadamente 42% do total dos vertebrados conhecidos (POUGH et al.,
1993 ).

Estes animais ocorrem nos ambientes mais distintos: dos mares polares até o
Equador, desde a superficie até profundidades superiores a 9.000 metros, em pogas de
marés costeiras ou em lagos a mais de 4.500 metros de altitude nos Andes. Vivem em aguas
abertas, em fundo arenosos, rochoso e lodoso, em fendas dos recifes de corais, em baias
salgadas e estuarios, em rios e lagos de agua acida ou alcalina, em aguas de cavernas, em
fontes quentes, ou em aguas polares (ROMER e PARSONS, 1985).

Segundo DELBEEK e WILLIAMS (1987), a morfologia de um organismo
geralmente pode ser considerada como um reflexo das pressdes ecologicas exerqidas sobre
ele. Sendo assim, as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de um determinado
ambiente sdo fatores determinantes de caracteristicas morfo-funcionais.

As branquias dos peixes atuam como uma interface seletiva entre o meio interno e o
ambiente (meio externo). Ao lado da fungdo respiratéria, atuando como o principal sitio de
trocas gasosas (HUGHES, 1966, HUGHES, et al., 1982), as brinquias desempenham
outros papéis como osmorregulagdo do organismo (GONZALEZ e McDONALD, 1992,
FLIK ¢ VERBOST, 1993; VERBOST et al.,1994), manutengdo do equilibrio 4cido-basico
(EPSTEIN et al., 1980; EVANS et al., 1982; LIN e RANDALL, 1991, McDONALD et al,,
1991, GOSS et al, 1992), excre¢do de compostos nitrogenados (GOLDSTEIN, 1982,
EVANS e CAMERON, 1986, SAYER e DAVENPORT, 1987) e gustagio (HUGHES, et
al.,1982).

Através das brinquias ha um fluxo continuo de agua que entra pela boca e sai
através da abertura opercular. Da agua que passa através das branquias, os peixes sdo
capazes de utilizar até 80% do oxigénio dissolvido, enquanto o homem s6 utiliza 25% do
oxigénio inalado. A eficiéncia nas trocas gasosas se deve a dois fatores: primeiro pela
estrutura branquial e seu sistema de circulagdo sangiiinea e, segundo, pelo fluxo continuo da

agua pelas branquias, em qualquer estagio da respiragio (GREENWOOD, 1975).



As branquias sdo orgdos multifuncionais e esta caracteristica se reflete na
complexidade de sua estrutura.

A morfologia branquial de peixes teledsteos tem sido descrita por diversos autores
(HUGHES e BYCZKOWSKA-SMKY, 1974, HUGHES ¢ DATTA-MUNSHI, 1978,
HUGHES, 1979, LEWIS e POTTER, 1982, COUGHLAN e GLOOS, 1984, DATTA-
MUNSHI ¢ HUGHES, 1986; METCALFE e BUTLER, 1986; HOSSLER et al., 1986;
PREIN e KUNZMANN, 1987, PERERA, 1993, MACHADO e FANTA, 1995).

De maneira geral, as branquias dos teledsteos sio morfologicamente muito
semelhantes, com algumas variagdes em fungdo do modo de vida, habito alimentar e habitat
do peixe (GRAY, 1954, HUGHES 1966, RAJBANSHI, 1977, EIRAS-STOFFELLA,
1994), bem como por fatores filogenéticos (SCHMIDT-NIELSEN, 1990).

Na maioria dos teledsteos, estes Orgdos estruturam-se em quatro pares de arcos
dispostos quatro a quatro lateralmente na faringe. De cada arco projetam-se anteriormente
duas fileiras de rastros, direcionados & cavidade faringea. Estes rastros podem variar em
forma, tamanho, quantidade e distribuigdo no arco branquial para cada espécie, servindo
para a protegio dos filamentos branquiais e gustagdo (pela presenga dos botdes gustativos),
sendo ainda vinculados a habitos alimentares da espécie (HUGHES et al., 1982, 1984,
EIRAS-STOFFELLA, 1994; RIOS, 1997). Posteriormente, projetam-se do arco branquial
duas fileiras de filamentos branquiais ou lamelas primarias. Inseridas ao longo de cada
filamento branquial, estio as lamelas respiratorias ou lamelas secundarias, dispostas
alternadamente nos lados dorsal e ventral do filamento (KEYS e WILMER, 1932; GRAY,
1954, NEWSTEAD, 1967, LAGLER et al, 1977, HUGHES e WRIGHT, 1970,
HOOSLER et al,, 1979 a, 1985, 1986, HOOSLER ¢ MARCHANT, 1983; KARLSSON,
1983; BARLETTA e CORREA, 1992).

Com relagdo a ultraestrutura do epitélio branquial, observa-se basicamente dois
tipos de epitélio, que se distinguem na anatomia, desenvolvimento embrionario,
vascularizagdo e ultraestrutura dos componentes celulares. Cobrindo praticamente todo o
arco branquial, inclusive os rastros, filamentos e regides interlamelares, encontra-se o
epitélio primario. Este é pluriestratificado, composto por diferentes tipos celulares,
incluindo as células pavimentosas, células secretoras de muco, botdes gustativos, células de
cloro e células de suporte (PHILPOTT e COPELAND, 1963; SARDETT, 1977, DUNEL-
ERB e LAURENT, 1980; LAURENT, 1984, HOOSLER, et al. 1986, MAINA, 1990). As

lamelas respiratorias sdo cobertas pelo epitélio secundario ou respiratorio, sendo simples ou



biestratificado. No segundo caso,a camada externa ¢ constituida por células pavimentosas e
a camada interna por células indiferenciadas (NEWSTEAD, 1967, HUGHES e WRIGHT,
1970, MORGAN e TOVEL, 1973; KARNAKY, 1980, 1986; LAURENT e DUNEL,
1980).

O epitélio de revestimento das branquias apresenta grande quantidade de células
linféides e células grandes com granulos eosinofilos. Apresenta-se, ainda, mais espesso na
regido de inser¢do dos filamentos branquiais e se repete na extremidade (ponta) destes
filamentos (ROBERTS, 1981).

As células pavimentosas recobrem o epitélio externamente, sio poligonais e
dispdem-se em mosaico. Sua membrana parietal apresenta-se com dobras arranjadas
concentricamente, denominadas de micropregas (“microridges”). A presenga das
micropregas € universal nos peixes e se tem sugerido que a sua fung@o relacione-se com a
formagdo de uma possivel turbuléncia local que se crie na agua, que as micropregas
aumentem a superficie respiratoria ou ainda, que tenham por fun¢do primaria, reter uma
fina pelicula de muco sobre o epitélio para protegé-lo de agressdes ambientais, tais como
alteragdes de temperatura e pH da agua (HOOSLER, 1980; MAFLATT, 1985).

As micropregas predominam por todo o arco branquial, inclusive nos rastros, nos
filamentos, na regido interlamelar (PHILPOTT e COPELAND, 1963; STRAUS, 1963,
KARNAKY e KINTER, 1977, SARDET, 1977, EVANS, 1980; HOOSLER et al., 1979 a,
b, , 1985, 1986, HOOSLER, 1980; HOOSLER e MARCHANT, 1983; KING e
HOOSLER, 1988; EIRAS-STOFFELLA, 1994) e nas lamelas respiratorias (OLSON e
- FROMM, 1973, LEWIS e POTTER, 1976, RAJBANSHI, 1977, HUGHES e¢ DATTA-
MUNSHI, 1978, HUGHES, 1979, KENDAL e DALE, 1979, DUNEL-ERB ¢ LAURENT,
1980, FRANKLIN, 1990). Em algumas espécies entretanto, observa-se a auséncia das
micropregas nas células pavimentosas das lamelas respiratorias (HOOSLER et al., 1979 a,
1986).

O epitélio das lamelas primarias é interrompido ocasionalmente por células
secretoras de muco, botdes gustativos, espinhos e células de cloro. As células secretoras de
muco distribuem-se por todo o epitélio do rastro e no filamento tem sua area de
concentragdo associada a regido da artéria branquial eferente (HOOSLER ¢ MARCHANT,
1983; HOOSLER et al., 1985; FRANKLIN, 1990, EIRAS-STOFFELLA, 1994). Os botdes
gustativos localizam-se principalmente nos rastros branquiais (HOOSLER ¢ MARCHANT,
1983).



As células de cloro distinguem-se por apresentarem um formato colunar, possuirem
o nucleo situado na base da célula e uma grande quantidade de mitocondrias associadas a
um sistema tubular bem desenvolvido (DOYLE & EPSTEIN, 1972, DOYLE e GOREKY,
1961; STRAUS e DOYLE, 1961; PHILPOTT, 1965 e PHILPOTT e COPELAND, 1963),
continuo & membrana basolateral (KESSEL ¢ BEAMS, 1960, 1962; DOYLE e GOREKY,
1961, VICKERS, 1961, STRAUS, 1963; PHILPOTT e COPELAND, 1963
THREADGOLD e HOUSTON, 1964; PHILPOTT, 1965, OBERG, 1967, KARNAKY et
al.,1976; SARDET et al., 1979; HOOTMAN E PHILPOTT, 1978, 1979, PISAM, 1981). A
regido adjacente & membrana apical é caracterizada pela auséncia de mitocondrias e
elementos tubulares (SHIRAI e UTIDA, 1970; KARNAKY, 1986), porém esta preenchida
por vesiculas e microfilamentos (SARDET et al., 1979, PISAM, 1981; LAURENT, 1984),

Nas brinquias as células de cloro sio encontradas principalmente: na regido do
filamento branquial que esta associada a artéria branquial aferente, nas bases das lamelas
respiratorias e na regido interlamelar (KEYS ¢ WILMER, 1932; COPELAND, 1948, 1950;
VICKERS, 1961; DOYLE e GOREKY, 1961, PHILPOTT e COPELAND, 1963; SHIRAI
e UTIDA, 1970, SARDET, 1977, HOTTMAN e PHILPOTT, 1978, 1979, HOOSLER et
al., 1979a, b, 1985; HOOSLER, 1980, LAURENT e DUNEL, 1980, DUNEL-ERB e
LAURENT, 1980; HOOSLER ¢ MARCHANT, 1983; FRANKLIN, 1990). Em casos de
‘estresse ambiental podem ser encontradas também no epitélio secundario (LAURENT e
PERRY, 1990).

As células de cloro normalmente diferenciam-se a partir de células epiteliais
pavimentosas do epitélio respiratdrio, durante o desenvolvimento das lamelas respiratorias.
Assim sendo, estas células sio mais numerosas nas brinquias em desenvolvimento do que
nas branquias do peixe adulto (BOYD et al, 1980).

As células de cloro, de nicleo alongado e levemente basal, apresentam um sistema
de Golgi desenvolvido, muitas vesiculas citoplasmaticas e sdo ricas em mitocondrias, as
quais aparecem em contato intimo a um sistema membranoso bem desenvolvido. Tal
sistema parece estar envolvido no transporte idnico, uma vez que € acentuadamente
desenvolvido quando a salinidade do meio aumenta (PISAM, 1981). A superficie celular
das células de cloreto apresentam muitos microvilos, associados as celulas epiteliais
adjacentes. Nesta regido apical, existe também um grande numero de vesiculas de varios
tamanhos (LAURENT, 1982 ¢ HUGHES, 1984). Em teleosteos marinhos ou adaptados a

4agua do mar, a membrana apical das células de cloreto encontra-se mais ou menos profunda
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circundada pelas células epitehais adjacentes. Em peixes de agua doce, as células de cloreto,
quando presentes, apresentam uma superficie mais exposta ao meio externo (LAURENT,
1982). Ainda tem se relatado que estas células podem formar um complexo muiticeleular.

As células secretoras produzem muco, composto por diferentes categorias de
mucopolissacarideos, que realiza a protegdo do organismo contra agressdes ambientais.

A estrutura basica das lamelas respiratonas dos teledsteos consiste de duas camadas
de celulas epiteliais pavimentosas apoiadas sobre a membrana basal e separadas por células
pilares com suas flanges e pelos espagos sanguineos, delimitados pelas flanges de células
pilares adjacentes (HUGHES e GRIMSTONE, 1965; TOVEL et al, 1970, LAURENT e
DUNEL, 1980). Esta constitui¢do define a barreira para as trocas gasosas entre 0 sangue €
a agua.

A barreira agua sangue esta relacionada com a atividade do peixe. Peixes ativos
possuem barreiras curtas para a difusdo de gases, enquanto que peixes de pouca atividade
possuem barreiras mais espessas (HUGHES e UMEZAWA| 1983). O fato de que a area de
superficie de uma branquia deva ser grande o suficiente para prover uma troca de gases
adequada ¢ bem definido nos peixes. As branquias dos peixes altamente ativos apresentam
as maiores areas relativas (SCHMIDT-NIELSEN, 1996).

As células pavimentosas epiteliais apresentam um complexo sistema de Golgi e
muito reticulo endoplasmatico, além de grandes quantidades de organelas e mitocondrias
em determinadas regides da célula (BOYD et al., 1980). Estas caracteristicas podem sugerir
um envolvimento no processo ativo de difusio dos gases (HUGHES, 1966 a) ou relacionar-
se com a permeabilidade a gases e ndo a ions e agua, no caso de peixes marinhos. Em
alguns peixes, estas células epiteliais pavimentosas podem formar mais de uma camada de
células, separadas pelas células pilares como ocorre em Pseudopleuronectes americanus,
que possui duas camadas celulares (BOYD et al., 1980) e estas podem estar interdigitadas
(HUGHES e GRIMSTONE, 1965).

Tem se observado a presenga de colunas de colageno entre as duas membranas
basais, nas quais estio apoiadas as células pavimentosas. Estas células provavelmente atuam
como sistema esquelético da célula para resistir 4 distensdo provocada pela circulagdo do
sangue nos espacos sangiiineos (HUGHES e GRIMSTONE, 1965; BETTEX-GALAND e
HUGHES, 1973; HUGHES, 1981).

Os espagos sanguineos nio sio considerados vasos verdadeiros pela auséncia de

endotélio. Estes espagos possuem conexdes com os vasos aferentes do filamento branquial.



Ocorrem nas lamelas respiratorias e podem ocupar até 70% do volume total da lamela
(HUGHES e GRIMSTONE, 1965).

Outros tipos celulares, observados nas lamelas respiratorias, sdo as células de
cloreto e as células secretoras de muco (HUGHES e DATTA-MUNSHI, 1978, HUGHES e
MONDOLFINOQO, 1983). Contudo, estas ndo ocorrem em todas as espécies (BOYD et al,
1980).

As branquias tem sido objeto de pesquisas quanto ao seu comportamento
morfolégico sob condigdes variadas do ambiente aquatico (REITE et al., 1974, MAETZ e
BORNANCIN, 1975, DAS e SRIVASTAVA, 1978, HOSSLER et al.,1979 a, PEEK e
YOUSON, 1979; BOYD et al., 1980, PISAM et al., 1980; CHERVINSKI, 1984; LEINO e
McCORMICK, 1984, GALAT et al., 1985, SAYER ¢ DAVENPORT, 1987, FRANKLIN,
1990). Elas podem modificar sua estrutura histologica quando expostas a um fluxo de agua
que contenham substancias como sais (NaCl), aluminio, mercurio, acidos (HCI), bases
(NaOH), subprodutos industriais, como a lixivia negra e detergentes (DUNEL-ERB e
LAURENT, 1980; ZACCONE, 1981, MALLAT, 1985; ROY, 1988; OHJA et al., 1989;
SABOIA-MORAIS, 1992, LUVIZOTTO, 1994, NETO, 1995, MACHADO, 1995,
FOLLE, 1997).

O conhecimento da morfologia das brinquias, ao qual se propde este trabalho,
possibilita uma compreensio mais profunda dos processos fisiologicos que envolvem a
adaptagdo destes animais as condigdes ecologicas nas quais se encontram.

As espécies selecionadas para o presente estudo s3io Salminus maxillosus
(Valenciennes, 1840), conhecido como Dourado, e Prochilodus scrofa (Steindachmer,
1881), o Curimbata. S3o espécies de valor econémico e tém sido exploradas a tal ponto que
os pesquisadores da 4rea de biologia populacional ja se preocupam com a possibilidade de
declinio e extingio das mesmas em areas onde sio abundantes, como a Bacia do Rio Mogt
Guagu, na regido de Pirassununga, Estado de Sdo Paulo.

O Rio Mogi Guagu percorre 377,5 Km e abastece uma importante regido
agroindustrial do Estado de S3o Paulo. E ainda considerado um dos rios mais piscosos do
Estado, apesar de ser depositario de grande carga de poluentes domésticos e industriais,
gracas a grande capacidade de depuragdo, ao nimero significativo de lagoas marginais e
areas de preservagio. O pequeno numero de barragens hidrelétricas instaladas ao longo de
seu percurso ¢ outro fator que tem favorecido a sobrevivéncia de espécies de peixes de

valor econdmico ja extintas em outras bacias hidrograficas do Estado de Sao Paulo.



Uma série de estudos estdo em andamento procurando-se conhecer mais a respeito
da biologia e da fisiologia destes animais, bem como da biologia populacional, a fim de que
medidas preservadoras racionais e atualizadas possam ser tomadas. No momento €
preferivel uma prote¢do conscienciosa dos peixes em seu ambiente natural a uma criagdo
artificial, dada a dificuldade para a reprodugdo destes animais em ambientes fechados.

Exemplares de S. maxillosus capturados na natureza, com frequéncia, encontram-se
parasitados. Agentes patogénicos sdo removidos de sua musculatura, intestino, narinas,
visceras em geral e branquias. Estas espécies também est3o sujeitas a efeitos de poluentes.
Diante desse fato, a compreensio da relagdo de parasita-hospedeiro, bem como o
diagnostico da agdo patogénica do agente agressor frente ao organismo alvo, torna-se mais
facil através da analise histopatolégica.

Para a definigio de qualquer patologia celular ou tecidual € importante o
conhecimento prévio da condigio morfologica normal. Sendo assim, a descrigio da

estrutura normal das branquias do dourado e do curimbata é o objetivo deste trabalho.



OBJETIVOS



10

2.0 OBJETIVOS

Constituem objetivos deste trabalho:

1. Descrever a morfologia das branquias de Salminus maxillosus e Prochilodus scrofa,

através de microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura.

2. Comparar os aspectos morfoldgicos das branquias de Salminus maxillosus e Prochilodus
scrofa, relacionando a estrutura a seus habitos alimentares e as condi¢Ges ecoldgicas que
caracterizam o ambiente do Rio Mogi Guagu, Cachoeira de Emas, regido de Pirassununga,

Estado de Sdo Paulo, no qual vivem.
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Neste trabalho serdo estudadas as branquias de duas espécies de peixes de agua

doce: o dourado e o curimbata.

3.1.1 DOURADO

Filo: Chordata

Subfilo: Vertebrata
Subclasse: Gnathostomatha
Grau: Pisces ‘
Classe: Osteichthyes
Subclasse: Actinopterygii
Infraclasse: Neopterygii
Divisdo: Halecostomi
Subdivisdo: Teleostei
Infradivisio: Euteleostei
Superordem: Ostariophysi
Ordem: Characiformes
Familia: Characidae
Subfamilia: Salmininae
Género: Salminus

Espécie: Salminus maxillosus Valenciennes, 1840

Salminus maxillosus, classificado sistematicamente segundo NELSON (1984), ¢é
conhecido vulgarmente como dourado (Fig. 1). E espécie de piracema que desova nas
correntezas dos rios (MORAIS FILHO & SCHUBART, 1955). Caracteriza-se por
apresentar corpo amarelo-dourado atravessado por um faixa longitudinal de cor marrom
variando até o negro, 92 a 98 escamas na linha lateral e 14 a 16 séries de escamas entre a

dorsal e a linha lateral. Os exemplares adultos que sdo capturados na pesca comercial ou
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esportiva tém mais comumente de 40 a 50cm de comprimento e peso variando entre 500 a
1500g, sendo possivel encontrar individuos ainda maiores e mais pesados. Possui
distribuigdo geografica bastante abrangente sendo um habitante tipico da Bacia do Prata.
No Brasil, o dourado € encontrado no Rio Amazonas, Alto Amazonas, Rio Parana superior,
médio e inferior. Ocorre também na Bolivia, Coldmbia, Peru e Uruguai (RINGUELET, ET
AL., 1967). A larva de dourado até o 4° dia se alimenta do conteudo do saco vitelino. A
partir do 57 dia de vida, seu regime alimentar inclui elementos do plancton - algas
unicelurares e protozoarios - e microcrusticeos. O alevino e o dourado jovem ja se
alimentam de pequenos peixes e, quando adultos, assumem regime exclusivamente ictiofago

(MORAIS FILHO & SCHUBART, 1955).
3.1.2 CURIMBATA

Filo: Chordata

Subfilo: Vertebrata
Subclaése: Gnathostomatha
Grau: Pisces

Classe: Osteichthyes
Subclasse: Actinopterygii
Infraclasse: Neopterygii
Divisdo: Halecostomi
Subdivisdo: Teleostel
Infradivisdo: Euteleostei
Superordem: Ostariophysi
Ordem: Characiformes
Familia: Curimatidae
Subfamilia: Prochilodontinae
Género: Prochilodus
Espécie: Prochilodus scrofa Steindachner, 1881

O curimbata, classificado segundo NELSON (1984) como Prochilodus scrofa (Fig

2), é 0 peixe mais comum dos rios brasileiros, especialmente do Estado de Sdo Paulo, onde
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ocorre na propor¢do de 70% do total dos peixes. Segundo MARTINS (1970), caracteriza-
se por apresentar labios grossos, moveis e denti¢do atrofiada. Sua alimentagio consiste em
restos vegetais microscopicos existentes no lodo do fundo dos rios. Possuem um estomago
musculoso, semelhante a moela das aves, adaptado, portanto, a digerir a carapaga silicosa
das diatomaceas. Devido a este habito alimentar, preferem ambientes lénticos embora

realizem migragdes em massa, rio acima, por ocasido da desova.

3.2 LOCAL DE COLETA

Os peixes a serem estudados foram coletados no Rio Mogi Guagu, na regido de
Pirassununga, Estado de Sdo Paulo. Neste trecho foi construido uma barragem conhecida
como Cachoeira de Emas (Fig. 3). Em pontos delimitados, acima ou abaixo da barragem, os
peixes foram capturados com auxilio de tarrafas. O trabalho de pesca foi efetuado por
técnicos da Base do Instituto de Pesca de Sdo Paulo (I.P.) instalada as margens do Rio

Mogi Guacu em Cachoeira de Emas, Pirassununga - SP.

3.3 MANUTENCAO

Apos a captura, os exemplares de dourado e curimbata foram transportados até o
Laboratério de Biologia de Peixes Fluviais “Dr. Pedro de Azevedo”, na base do I.P., em
tanques instalados na carroceria da caminhonete do L.P..

Em seguida, procedeu-se a transferéncia dos animais para tanques de amianto com
capacidade para 1000 L, instalados em sistema de fluxo continuo (Fig. 4). A agua que
abastece os tanques é proveniente do Rio Mogi Guagu e nesta, 0s peixes permaneceram por

um periodo maximo de duas horas até o sacrificio.



3.4 OBTENCAO DO MATERIAL PARA ESTUDO
HISTOLOGICOE ULTRAESTRUTURAL

3.4.1 DISSECCAO

Para este estudo foram utilizados 16 exemplares de Salminus maxillosus com
comprimento total médio de 60,4 cm e 2920 g de peso total. Os espécimes de Prochilodus
scrofa capturados somam um total de 5 com 41,3 cm de comprimento total médio e 1096 g
de peso total.

Os animais foram submetidos a descerebragdo e posterior extirpagdo da capsula
opercular para exposi¢do das branquias. Com auxilio de material cirirgico adequado, as
branquias foram removidas e lavadas com solugdo salina a 0,7% desde a sua exposigdo até a

fixagdo. O formato e caracteristicas dos quatro arcos branquiais foram descritas.

342 FIXACAO E PROCESSAMENTO - PARA
MICROSCOPIA DE LUZ

Apenas o 2° arco branquial foi utilizado para estudo histologico e histoquimico.
Amostras do 2° arco branquial foram fixadas em Fluido de Bouin (CULLING et al., 1985) e
em ALFAC (modificado de CULLING et al., 1985) durante 24 horas. Apos o tempo de
fixacdo, todas as pecas foram transferidas para o alcool a 70%. Foram lavadas e
conservadas nesta mesma solugdo durante o transporte até o Laboratorio de Impacto
Ambiental (LIA), Departamento de Biologia Celular da Universidade Federal do Parana.

Nas instalagdes do LIA, as pegas fixadas para analise histologica e histoquimica
foram lavadas algumas vezes em acool a 70% para a retirada do excesso de acido picrico.
Em seguida, foram separadas as hemibranquias com auxilio de pingas e bisturi de ldmina
curva. De cada uma das hemibrinquias trés segmentos foram separados para estudo: as
duas extremidades e a regido central. Foi removida a regido faringea do arco branquial, de
cada um dos conjuntos de lamelas a serem processados.

Em seguida, o material separado foi submetido a desidratagdo gradual em série
alcoolica, diafanizado em xileno, sendo embebido e incluido, direcionadamente, em

Paraplast-Plus ® . A inclusdo foi realizada dentro de estufa a 58°C, utilizando-se moldes



cubicos de papel para emblocagem das pegas. Os blocos foram posteriormente trimados em
forma de piramide para microtomia (STEEDMAN;, 1960).

O material emblocado foi cortado em microtomo para parafina histologica, marca
Leitz Wetzlar ® . Os cortes, com 2 e 3 um de espessura, representam secgdes longitudinais
dos filamentos branquiais e das lamelas respiratorias. Estes cortes foram colocados em
laminas histologicas, recobertas com Albumina de Meyer diluida em agua (CULLING et al,

1985), para sua adesdo ao vidro. A distensdo do matenal foi feita em placa aquecedora.
3.4.3 COLORAC()ES PARA MICROSCOPIA DE LUZ

A fim de analisar e descrever as caracteristicas estruturais e histoquimicas ?m
microscopia de luz, o matenial foi tratado com diferentes técnicas de coloragio.

O emprego de Hematoxilina de Harris e Eosina (CLARK, 1981) permitiu o estudo
da estrutura geral das branquias, bem como a identificagdo e localizagdo dos diferentes tipos
celulares do epitélio branquial.

Outras técnicas foram realizadas para identificagdo das células secretoras de muco e
determinar a natureza quimica do produto de secregdo. A evidenciagdo de
glicosaminoglicanas acidas foi feita por meio de Alcian Blue pH 2,5 (CLARK, 1981)
contrastado com Orange G (CULLING et al., 1985). O corante Azul de Alciqn pH 0,5
(CLARK, 1981), também contrastado com Orange G, demonstrou grupos acidos sulfatados
(éster sulfurico - OSO;H). Os grupos acidos carboxilados foram evidenciados pelo
tratamento com Alcian Yellow modificado a partir de CULLING et al. (1985).

Os polissacarideos neutros foram evidenciados por meio da técnica do P.A.S,,
Acido Periddico de Schiff (CLARK, 1981) contrastado com Verde Luz (BECAK &
VANRELL, 1970).

Por meio da coloragio Novelli (BECAK & VANRELL, 1970), que evidencia
células ricas em mitocdndrias, foi possivel confirmar a presenga das células de cloreto.

As liminas a serem coradas foram submetidas aos procedimentos de rotina:
desparafiniza¢do com xileno, hidratagio em série de alcoois até agua filtrada e destilada.
Apos as coloragdes, o material nas Iaminas foi desidratado em série alcodlica crescente €
diafanizados em xileno. Para o preparo de laminas permanentes, apos a diafaniza¢do, o

material foi recoberto com meio de montagem, resina Polymont ®, e laminulas de vidro.
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A analise e documentagdo das laminas foi realizada em fotomicroscopio Olympus ®
PM 10 AD do Laboratoério de Impacto Ambiental (LIA) da UFPR. O registro fotografico
foi feito com filmes Kodak Gold Plus ®, asa 100, de 35 mm.

344 FIXACAO E PROCESSAMENTO PARA
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Amostras do 2° arco branquial de Salminus maxillosus e Prochilodus scrofa foram
colocadas em placa de Petri plastica com solugdo salina a 0,9%. ApoOs a extirpagdo da
regido faringea do arco branquial os seguintes segmentos foram separados para o estudo
ultraestrutural: filamentos branquiais do epibranquial, filamentos branquiais do
ceratobranquial e filamentos branquiais do ponto de fusdo do epibranquial com o
ceratobranquial.

Os segmentos separados foram fixados em Glutaraldeido a 3% em Tampao
Cacodilato 0,2 M pH 7,2 a 4°C. As pegas permaneceram no fixador durante o transporte até
o LIA e posteriormente até o Centro de Microscopia Eletronica - CEME - da Universidade
Federal de Sdo Paulo, onde se deu a continuidade do processamento. |

Em solugdo tamp@o cacodilato 0,2 M pH 7,2, o material foi novamente seccionado.
As hemibranquias foram separadas e, apds mapeamento, cortadas transversalmente em 2 ou
3 partes de acordo com a altura dos filamentos branquiais.

As pecas foram lavadas em tampdo cacodilato 0,2 M pH 7,2 e o processamento
seguiu-se pelo método O-T-O (Tetroxido de Osmio - Acido Tanico - Tetroxido de Osmio)
que melhora a condutividade dos elétrons através dos tecidos. O material foi lavado com
agua bidestilada e desidratado em série alcodlica crescente. N

A secagem com gas carbdnico foi realizada no aparelho de Ponto Critico BALZERS
CPD 030. Em seguida, o material foi colado em suportes adequados € submetido ao
processo de metalizagdo no aparelho BALZERS SCD 050, sendo as pegas recobertas com
uma camada de 25 nm de ouro.

A anilise e documentagio do material foi realizada em microscopio eletrdnico de

varredura marca JEOL modelo JSM 5300 do CEME.



FIGURA 1

O DOIRADO - Salminus maxiUosus
FIGURA 2

0 CURIMBATA - Prochilodus scrofa
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FIGURA 3

0 O

Ot(*nn «sl«ntl«o

Localizacdo de Cachoeira de Emas, Pira<;sununga - SP, onde foram capturados
peixes estudados. Fonte: KOHN & FERNANDES, 1987
FIGURA 4

Tanques para manutencao dos peixes
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RESULTADOS
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4.0 RESULTADOS

4.1 ARCOS BRANQUIAIS

Salminus maxillosus e Prochilodus scrofa apresentam quatro arcos branquiais em
forma de “V”. Na face voltada para a boca fica a porgdo faringea do arco e voltado para o

opérculo ficam as lamelas respiratorias (Fig 12).
4.2 RASTROS BRANQUIAIS

Os arcos branquiais de S. maxillosus apresentam, na face voltada para a
regido faringea, uma série de rastros de consisténcia rigida. Estes sio mais longos na regido
mediana, correspondendo ao encontro do osso epibranquial com o ceratobranquial € vao se
tornando mais curtos a medida em que se aproxima a extremidade destes ossos. Os rastros
sd0 mais proeminentes no primeiro arco branquial. Ficam menos salientes no segundo,
terceiro e quarto arcos branquiais, sendo neste ultimo, sendo neste iultimo quase que
totalmente adertdos ao arco.

A face do arco branquial de S. maxillosus voltada para o meio externo € lisa no
primeiro e segundo arcos branquiais. Ao longo do terceiro arco, ocorrem rastros
relativamente curtos e pouco salientes, estando ausentes na extremidade do mesmo. O
quarto arco branquial apresenta rastros curtos no ceratobranquial e a regido do epibranquial
¢ unida com a faringe.

Rastros branquiais estdo presentes nos quatro arcos de Prochilodus scrofa, na face
voltada para a cavidade faringea, exceto no epibranquial do quarto arco que € unido a
faringe. Os rastros sdo menos consistentes e menos espacados que os de S. maxillosus.
Possuem formato lamelar e sdo mais proeminentes no epibranquial do primeiro arco. No
quarto arco branquial os rastros sdo pouco salientes.

A face dos arcos branquiais de P. scrofa voltada para o meio externo apresenta
dupla fileira de rastros. Superficialmente, estes sio curtos e consistentes e os da fileira

inferior sdo longos e frageis.
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4.3 FILAMENTOS BRANQUIAIS

Cada arco branquial da suporte a dois conjuntos de filamentos branquiais. Cada um
destes ¢ denominado de hemibranquia. Estas encontram-se unidas por um septo conjuntivo
formando a holobranquia. Os filamentos branquiais inseridos nos arcos diferem quanto a
altura. Em ambas as espécies, observa-se, na regido onde hi o encontro do epibranquial
com o ceratobranquial, que os filamentos sdo mais curtos. Tornam-se mais longos a partir
do ponto de fusdo dos ossos até a regido média dos mesmos, voltando a descrescer nas
extremidades do arco.

A anilise da estrutura branquial através de microscopia de luz revelou que a regido
respiratoria do 2° arco branquial segue os padrdes descritos para os teleosteos. As lamelas
respiratorias ou secundarias partem dos filamentos branquiais, também denominados de
lamelas primarias. As lamelas secundarias estdo dispostas alternadamente nos lados opostos
do filamento branquial. Esta configuragdo € bem mais evidente nas brinquias de S.
maxillosus que nas de P. scrofa (Figuras 5A e 5B).

Através de microscopia eletronica de varredura foi possivel observar que, em S.
maxillosus, a extremidade apical dos filamentos branquiais ¢ mais ponteaguda e livre de
lamelas secundarias (Fig. SE). Em P. scrofa, o apice das lamelas primarias também sdo
livres de lamelas secundarias porém difere quanto a forma, sendo mais dilatado (Figura 5G
e 5H).

As primeiras lamelas secundarias a se projetarem lateralmente no filamento branquial
tem formato triangular em ambas as espécies. Este formato altera-se do apice para a base
das lamelas primarias, quando vdo assumindo forma retangular (figura SE e 5H). S.
maxillosus possui lamelas secundarias mais longas e com extremidade da lamela secundaria
mais dilatada que em P. scrofa (Figuras S5F e 5H, 7A e 7B).

Tanto em S. maxillosus como em P. scrofa, a superficie das células do epitélio
branquial é aumentada pela presenga de micropregas. Estas ocorrem também nas células
epiteliais da base da lamela secundaria e vdo desaparecendo ao longo da mesma (Figuras
6E, 6G, 6F e 6H).

As células do apice da lamela secundaria possuem superﬁéie lisa em ambas as
espécies (Figuras 7C e 7D). Ja na extremidade apical das lamelas primarias as células do

epitélio apresentam micropregas em sua superficie. Porgdes apicais de células especializadas
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do tecido podem ser observadas nas figura 7E e 7F Nesta regido observa-se ainda a parte
apical de células de cloreto conforme esta demonstrado nas figuras 7F e 7H.

A regido do filamento branquial compreendida entre duas lamelas secundanas ¢
denominada regido interlamelar. Tanto no dourado como no curimbata, € constituida por
células epiteliais cubicas, formadoras do epitélio estratificado de revestimento do filamento
branquial. Apresenta células de cloreto que também s3o observadas na base das lamelas
respiratonas (Figuras 5C e 5D). Em ambas as espécies a regido interlamelar € curta, estando
as lamelas secundarias muito proximas umas das outras (Figuras SF e SH). Células
secretoras de muco podem langar o produto de secregdo neste espago conforme registrado
na figura 8C.

A estrutura do epitélio respiratorio esta representada nas figuras 5C e 5D. Este
epitélio € biestratificado em ambas as espécies. As células pilares tém projegdes
citoplasmaticas denominadas flanges. As flanges delimitam os espagos sangiineos que
normalmente contém de um a trés eritrdcitos.

Tanto as lamelas primarias de S. maxillosus como as de P.scrofa sdo achatadas. As
lamelas da extremidade do arco branquial podem ter formato mais proximo ao cilindrico. A
nivel do septo conjuntivo que une as hemibrinquias o epitélio branquial ¢ continuo e os
filamentos branquiais se individualizam acima do nivel do septo permanecendo livres as
extremidades (Figuras 6A, 6B, 6C e 6D).

Células de cloreto foram evidenciadas nas branquias de S. maxillosus e de P. scrofa
(Figuras SC e 5D). Sua ocorréncia foi confirmada na regido interlamelar e na base das
lamelas respiratdrias através da técnica de Novelli, em microscopia de luz. A microscopia
eletronica de varredura da regido do filamento branquial proxima a inser¢do da lamela
secundaria também revelou a presenca destas células, cuja parte apical € visivel na interface
das células do epitélio (Figura 8D).

Células secretoras de muco e a natureza da secre¢do foram evidenciadas através de
reagdes histoquimicas (Tabela 1) tanto no epitélio branquial como no epitélio respiratorio
de S. maxillosus e de P scrofa (Figuras 9A e 9B; 10A ¢ 10B; 11A e 11B). Cortes obliquos
do apice das lamelas primarias de dourado e curimbata revelaram a presenga de grande
quantidade de células secretoras (Figuras 9C; 9D e 11C). A microscopia eletronica de
varredura da extremidade apical do filamento branquial de S.maxillosus revelou a presenga

de muco sobre as células do epitélio, encobrindo as micropregas(figura 9E). Em P.scrofa a
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superficie celular esta livre de secrecdo e as microssaliéncias ficam evidentes, bem como a
regido apical de células epiteliais especializadas (Fig. 9F)

TABELA 1

DETECCAQ DE CELULAS SECRETORAS DE MUCO

REACOES HISTOQLIMICAS Salmmusmaxnlosus Prochilodus scrofa

Alcian Blue pH 2,5 T4
Alcian Blue FH 05 + +
Alcian Yellow 7 +

PAS. +4+ T4+

As reacles indicam a presenca de células secretoras de muco de natureza neutra,
pois nas duas especies estudadas a reacdo ao P.A.S. foi intensa. Tais células em ambas as
espécies foram encontradas no epitélio branquial, na regido interlamelar e nas lamelas
respiratorias., porém em S. maxillosus a ocorréncia nestas Ultimas foi escassa. No dpice do
filamento branquial tambeém foi detectada a presenca de grande nimero de celulas
Secretoras.

Secrecdo 4cida das células foi detectada em ambas as espécies, porém maior
intensidade da reacdo ocorreu em P. scrofa, sugerindo maior acidez da secrecdo nesta
especie.

Em S. maxillosus ndo houve reacdo das células secretoras de muco ao Alcian
Yellow indicando a auséncia de grupos acidos carboxilados. Entretanto a reacéo foi positiva
em P. scrofa que, portanto, apresenta grupos éacidos carboxilados e também grupos
sulfatados, conforme indicou a positividace ao Alcian Blue 0,5.



FIGURAS SA eSB

Estrutura geral do filamento branquial ( LP ) ou lamela primaria, da qual partem as lamelas
respiratorias ( LS ) ou lamelas secundarias. Tanto em S. maxillosus (fig. SA) como em P.
scrofa (fig. 5B) a regido interlamelar ( RI ) é constituida por células epiteliais cubicas,
formadoras do epitélio estratificado de revestimento do filamento branquial. Este espago
interlamelar apresenta-se reduzido pela proximidade das lamelas respiratorias que estdo

dispostas alternadamente nos lados opostos do filamento branquial. (H.E. - 200 X)

FIGURAS 5C e SD:

Em aumento maior (1000 X) observar o epitélio respiratorio biestratificado da lamela
secundaria (LS ) de S. maxillosus (fig. 5 C) e P. scrofa (5D). Na camada externa estdo as
células pavimentosas ( . ) e na camada interna, as células indiferenciadas ( — ). As células
pilares <——») adjacentes com suas flanges( > ) delimitam os espagos sanguineos ( ES ).
Células de cloreto ( ) sdo observadas na regido interlamelar e na inser¢do das lamelas
respiratorias no filamento branquial. Estas células tém nicleo posicionado na regido basal e

seu citoplasma é bastante eosinofilico (H.E.).

FIGURA 5E

Microscopia eletronica de varredura do apice das lamelas primarias (% ) de S. maxillosus.
Note que a extremidade destas lamelas é mais ponteaguda e livre de lamelas secundarias. As
primeiras lamelas secundarias que se projetam lateralmente apresentam formato triangular
( — ). Este formato se altera do apice para a base das lamelas primarias quando vdo

assumindo o formato retangular.

FIGURA 5F
M.E.V. de um filamento branquial de S. maxillosus. Observar a disposi¢do das lamelas
respiratorias (V) da regido média do filamento branquial. Note a proximidade destas

lamelas e a dilatagdo do apice ( — ) das mesmas.

FIGURAS 5G e SH
Regido apical de um filamento branquial de P. scrofa. Observar a extremidade dilatada da

lamela primaria ( 9 ).
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FIGURAS 6A, 6B, 6C, 6D

Cortes transversais dos filamentos branquiais de S. maxillosus (6A e 6C) e de P. scrofa (6B
e 6D). Note o achatamento destes filamentos. Nas extremidades dos ossos epi e
ceratobranquial as lamelas primarias sdo menos achatadas (fig. 6C). A nivel do septo
conjuntivo ( V ) que une as hemibrinquias os filamentos branquiais apresentam uma

continuidade tornando-se individualizados (@) acima do nivel do septo.

FIGURA 6E
M.E.V. de uma lamela secundaria de S. maxillosus, na regido proxima a inser¢io desta no

filamento branquial. Observar secre¢do mucosa ( — ).

FIGURA 6G
M.E.V. da lamela primaria de S. maxillosus, na regido de inser¢do das lamelas secundarias.
Observar células poligonais do epitélio branquial com microridges ( [> ) e a regido apical de

células secretoras ( — ).

FIGURA 6F ¢ 6H
Lamela secundaria de P. scrofa, regido proxima a inser¢do na lamela primaria. Observar as

micropregas ( — ) e a regido apicais de células epiteliais especializadas (4g-).
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FIGURAS 7A e 7B

Observar lamelas secundarias de S. maxillosus (7A) e P. scrofa (7B). Note que a
extremidade ( — ) das lamelas nesta primeira espécie é mais dilatada e se dobra com

facilidade. (H.E. - 400 X)

FIGURAS 7CE 7D
M.E.V. do epitélio respiratorio de S. maxillosus (7C) e P. scrofa (7D). Em 7D, note a

secre¢do mucosa W e a superficie lisa ( » ) das células epiteliais.

FIGURAS 7E ., 7F, 7G ¢ 7TH
Apice da lamela primaria de S. maxillosus (7G e 7E) e P. scrofa (7F e TH). Observar

superficie das células com micropregas ( — ) e a regido apical de células de cloro ( . )
bastante evidentes em P.scrofa. Em S. maxillosus, regides apicais de células especializadas

(%)






FIGURAS 8A e 8B
Filamentos branquiais de S. maxillosus (8A) e P. scrofa (8B) mostrando a reagdo positiva

das células de cloreto ( .) ao Novelli. (1000X).

FIGURA 8C 1
).

M.E.V. da regido interlamelar de S. maxillosus com regido de secregao (

FIGURA 8D
ME.V. da regido da lamela primaria de P.scrofa proxima a inser¢do da lamela secundaria.

Note a presenga de regides apicais de células de cloro ( — ).






FIGURA 9A
Célula secretora de muco ( — ) no epitélio branquial de S. maxillosus. (Alcian Blue pH 2,5 -

400X)

FIGURA 9B
A presenga de células secretoras ( — ) nas branquias de P. scrofa € observada tanto no

epitélio branquial como no epitélio respiratorio. (Alcian Blue pH 2,5 - 400X)

FIGURA 9C e 9D
Corte obliquo do épice da lamela primaria de S. maxillosus (9C) e P. scrofa (9D). Note a
grande quantidade de células secretoras de muco ( § ). (Alcian Blue pH 2,5 - 400X)

FIGURA 9E e 9F

M.E.V. do apice do filamento branquial de S. maxillosus (9E) e P. scrofa (9F). Observar a
porgdo apical das células secretoras ( » ) e a liberagdo do muco ( # ) sobre as células do
epitélio branquial. Em 9E note a presenca de muco sobre as células da lamela primaria

encobrindo as micropregas ( — ). Em 9F, superficie celular livre de secre¢ao (__J;i ).
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FIGURAS 10Ae¢10B
Reagdo positiva ao Alcian Blue pH 0,5 evidenciando células secretoras de muco ( > ):
em S. maxillosus (10A) presente apenas no epitélio branquial € em P. scrofa (10B)

presente tanto nas lamelas primarias como nas secundarias. (400X)

FIGURAS 10Ce10D
Reagio positiva*ao Alcian Yellow na regido apical das lamelas secundarias de P. scrofa

(10D) e negativa nas de S. maxillosus (10C). (1000X)






FIGURAS 11A e 11B
Reagdo positiva das células secretoras de muco ( ™ ) ao P.A.S. tanto em S. maxillosus

(11A) como em P. scrofa (11B). (200X)

FIGURAS 11C

Corte obliquo do filamento branquial de S. maxillosus. Observar células secretoras de muco

( $ ) intensamente coradas pelo P.A.S. (400X).

FIGURAS 11D
Corte longitudinal do filamento branquial de P. scrofa revelando a presenga de células

secretoras ( P ) nas margens da lamela primaria (P.A.S. - 200X)
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FIGURA 12: Porcdo respiratoria das branquias de Salnmms maxillosus exposta apés
extirpacdo da capsula opercular.
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5.0 DISCUSSAO

O estudo macroscopico da regido faringea dos arcos branquiais de Salminus
maxillosus permite reconhecer nesta espécie o habito alimentar de predador. Os rastros
branquiais nesta espécie sdo bem espagados e de consisténcia rigida. Em P. scrofa o espago
interrastros € menor que em S. maxillosus e os rastros branquiais s3o menos consistentes.
Tal fato permite o desenvolvimento de habito alimentar ili6fago em P. scrofa. A pequena
distancia entre os rastros se constitui em uma barreira de protegdo a regido respiratoria das
branquias, evitando danos a que estdo sujeitos os peixes com este tipo de alimentagdo
(MUNSHI et al., 1984).

Segundo MAGNUSON e HEITZ, 1971 e SMITH, 1989, a selegdo de alimento em
relagdo ao tamanho do organismo ingerido esta relacionada também com o espago entre os
rastros branquiais. O espagamento entre os rastros revelam a capacidade de ingerir presas
grandes (GALBRAITH, 1967, ALEXANDER, 1970, CARVALHO, 1980; HESSEN et al,,
1988). Embora as espécies estudadas apresentem as caracteristicas discutidas acima, os
estudos de KLIEWER (1970) indicaram n3o haver correlagdo entre o espago absoluto dos
rastros € 0 tamanho do alimento. LANGERLAND e NOST (1995) enfatizaram que os
peixes podem se alimentar dos mesmos tipos de presa a despeito de grandes diferengas no
espagcamento dos rastros branquiais.

Os rastros branquiais de primeiro arco de S. maxillosus tem forma laminar. Segundo
GEEVARGHESE (1983), a estrutura ¢ a morfologia dos rastros branquiais anteriores do
primeiro arco branquial mostram importante relagdo com o alimento consumido pelos
peixes. Estes rastros freqiientemente sio modificados em relagdo aos das demais fileiras
(IWAI, 1963, CARVALHO, 1980, HOURIGAN et al, 1989, MEZA et al, 1993). De
acordo com MUNSHI (1968), peixes insetivoros e piscivoros possuem rastros modificados
para controlar a saida da abertura inalante na camara supra branquiéﬂ. Rastros em forma de
folha permitem ao peixe controlara o fluxo laminar através da primeira fenda branquial,
possibilitando ao peixe continuar respirando durante a lenta ingestdo de presas muito
grandes.

Também o nimero de rastros branquiais presentes ao longo do arco esquelético €

um carater genético estudado e sistematico (BAIEY e SMITH, 1981), mas estudos
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morfométricos seriam necessarios para relacionar o numero de rastros e seu espagamento
com as caracteristicas do alimento ingerido.

A descrigdo da regido respiratoria das branquias foi feita com base no 2° arco
branquial ja que este tem sido considerado como modelo para branquias

A disposigdo alternada das lamelas respiratorias do filamento branquial, em ambas as
espécies estudadas, pode favorecer o fluxo da agua do sentido basal apical. Ao entrar pela
boca a agua percorre a cavidade faringea e atinge o meio externo depois de banhar as
lamelas secundarias. Considerando a posigdo intercalada de lamelas respiratorias de
filamentos adjacentes, o fluxo da agua segue para o apice destas lamelas que se voltam para
cima. Segundo GREENWOQOD (1975), a constincia deste fluxo, em qualquer estagio da
respiragdo, torna mais eficiente as trocas gasosas.

As lamelas respiratorias sdo cobertas pelo epitélio secundario ou respiratorio, que
tanto em S. maxillosus como em P. scrofa é biestratificado. Através deste tecido ocorrem
as trocas gasosas entra a agua e o sangue. Quanto menor for esta barreira mais eficiente sdo
as trocas.

A dilatagio da superficie apical das lamelas respiratérias pode ocorrer devido a
dilatagdo dos espagos sanguineos desta regido de retorno do sangue para os vasos do
filamento branquial.

Nas duas espécies de peixes estudadas, o epitélio do filamento branquial ¢
constituido de células cuja superficie apresenta micropregas. A existéncia dessas
microssaliéncias na lamela primaria provavelmente esta relacionada a retengio de uma fina
pelicula de muco sobre o epitélio a fim de protegé-lo de agresses ambientais, tais como
alteragdes de pH da agua e temperatura (HOOSLER, 1980 e MAFLATT, 1985). Ao longo
da lamela primaria e na regido interlamelar foram encontradas células com micropregas
recobertas por muco, aparentando serem as mesmas de superficie lisa.

A presenga das micropregas na base da lamela secundaria sugere um aumento da
superficie respiratoria. Em ambas as espécies estudadas, ndo se observam micropregas nas
células que recobrem a superficie apical das lamelas secundarias, que se épresentam lisas O
mesmo foi registrado por NETO (1995) em juvenis de Mugil platanus assim como em
exemplares adultos de Mugil platanus, Mugil liza e Mugil curema (EIRAS-STOFELLA,
1994) e Mugil cephalus (HOOSLER et al, 1979 a). Segundo OJHA et al. (1987), a
presenca de micropregas nas lamelas provavelmente aumentariam a distincia entre o sangue

e a agua pela presenca da camada de muco. Poderia ocorrer ainda a adesdo de particulas
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neste muco, dificultando as trocas gasosas. No entanto, micropregas foram observadas nas
lamelas de Salmo gairdneri (HUGHES, 1979), Fundulus heteroclitus (HOOSLER et al,,
1985), Saccobranchus fossilis (HUGHES e DATTA-MUNSHI, 1978), Seriola
quinqueradiata (HUGHES e MONDOLFINO, 1983) e Oncorhynchus nerka (FRANKLIN,
1990).

No epitélio do filamento branquial de S. maxillosus e de P. scrofa foram observadas,
na interface das células da camada superficial, regides apicais de células de cloro. Estas
foram reconhecidas, através de microscopia eletronica de varredura, devido a existéncia de
digitagdes (SARDET et al., 1979, PISAM, 1981; LAURENT, 1984) na sua porgdo apical
membrana. Na microscopia de luz, com o emprego da técnica de Novelli, foi possivel
comprovar a ocorréncia das células de cloreto. Estas se coram intensamente com fucsina
pelo grande nimero de mitocondrias que apresentam em seu citoplasma. Tal ocorréncia
concorda com o que se descreve na literatura.

Devido a presenga das células de cloreto nas branquias de S. maxillosus e P. scrofa
podemos constatar o envolvimento destes 6rgdos nos processos de osmorregulagdo. Em
animais de agua doce as células de cloro absorvem ions (KIKUCHI, 1977, LAURENT et
al,, 1985; FRANKLIN, 1990).

A ocorréncia de células secretoras de muco € observada tanto nas lamelas primarias
como nas lamelas secundarias. Grande nimero destas células é observada no apice dos
filamentos branquiais.

Muitas fungdes, inclusive a de protegdo quimica tém sido descritas para a camada de
muco que reveste as branquias (HARRIS e HUNT, 1973). A fungdo protetora €
particularmente relevante no caso do hidrogénio livre, ja que o muco apresenta uma “rede”
negativa (devido a presenga de Aacido sidlico), atuando comumente como tampdo,
protegendo as superficies contra atrito e desgaste. J4 o muco neutro, mais fluido, mais
liquefeito, estaria relacionado a protegdo das superficies epiteliais, formando uma barreira
protetora contra as injurias causadas por parasitas (ALLEN, 1981, ZACCONE, 1981,
ALTMANN, 1990).

As reagdes histoquimicas realizadas identificaram as categorais de mucossubstancias
produzidas pelas células secretoras. A secre¢do mucosa contém mucopolissacarideos
acidos, evidenciados pelo Alcian Blue pH 2,5, Alcian Blue pH 0,5 e Alcian Yellow. Estes
grupos acidos contém mais radicais éster sulfurico (0SO;H), evidenciados pelo Alcian Blue

pH 0,5 do que radicais carboxila (COOH) evidenciados pelo Alcian Yellow. Tal fato foi
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observado em ambas as espécies, porém as reagdes foram sempre mais fortes em P.scrofa
do que em S. maxillosus.

A reagdo com P A S para detec¢io de mucossubstancias neutras foi igualmente
positiva para as duas espécies, sugerindo que ambas produzem um muco mais fluido, pela
propria natureza quimica, que serve de protegdo as superficies epiteliais.

Pela analise histologica e ultraestrural das branquias de Salminus maxillosus e
Prochilodus scrofa, fica claro que estes 6rgdos exercem um importante papel na fisiologia
dos peixes, estando a sua estrutura diretamente relacionada ao funcionamento. Desta forma
torna-se importante a analise deste 6rgdo no biomonitoramento ambiental, principalmente a

regido respiratoria que é bastante sensivel as alteragdes do meio externo.



38

CONCLUSOES



39

6.0 CONCLUSOES

% O aparato faringeo de Sa/minus maxillosus lhe permite exercer habito alimentar
predador, sendo capaz de ingerir presas grandes, enquanto que Prochilodus scrofa pode

exercer habito alimentar ili6fago.

% O formato dos filamentos branquiais em ambas as espécies € achatado, exceto nas

extremidades dos ossos epi e ceratobranquial que possuem filamentos mais cilindricos.

® Os filamentos branquiais de Salminus maxillosus possuem extremidade mais afilada,
enquanto que o apice dos filamentos branquiais de Prochilodus scrofa sio mais

dilatados.

% Em ambas as espécies a regido interlamelar é bastante reduzida estando as lamelas

respiratorias muito proximas umas das outras.

% As lamelas secundarias de Salminus maxillosus sio longas e possuem o apice dilatado,

enquanto que as de Prochilodus scrofa apresentam-se mais curtas e sem dilatagio apical.

% Micropregas sdo evidentes nas células do epitélio do filamento branquial e na base das
lamelas secundarias tanto de Salminus maxillosus como de Prochilodus scrofa. O apice

destas lamelas apresenta células com superficie lisa.

% A regido apical de células de cloreto sdo visiveis na regido interlamelar e na base das

lamelas respiratorias.

% Células secretoras de muco foram observadas na regido interlamelar das duas espécies,
porém nas lamelas secundarias foi registrada presen¢a das mesmas apenas em

Prochilodus scrofa.
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% Nas duas espécies, as lamelas primérias apresentam grande nimero de células secretoras

de muco, principalmente no apice da lamela.

% Em ambas as espécies, as células secretoras produzem muco de natureza acida e neutra.

Quando ao muco acido, predominam os mucopolissacarideos sulfatados.

% Sendo assim, as duas espécies tém protecdo contra agentes patogénicos presentes no
meio, bem como uma camada protetora e tamponada que protege contra o atrito € o
desgaste. Esta é uma adaptagdo util para estes animais na regido em que vivem, de aguas

turvas e com particulas em suspensao.

% Filamentos branquiais finos, numerosos e achatados, proporcionando grande superficie
de trocas gasosas, é Gtil para peixes ativos como o dourado e o curimbata, que gastam

muita energia e portanto, necessitam de um suprimento maior de oxigénio.

¢ Rastros branquiais curtos, rigidos e espagados permitem que Salminus maxillosus seja
eficientemente um predador capaz de ingerir grandes presas, uma vez que estas nao
escapardo através das fendas branquiais. Rastros branquiais alongados, pouco
consistentes, numerosos € muito proximos, formam uma barreira que impede a passagem
de particulas alimentares para a cavidade opercular, portanto sdo caracteristicas

convenientes para o habito iliofago de Prochilodus scrofa.
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ANEXO
TECNICAS DE PREPARO DAS SOLUGCOES UTILIZADAS

1. SOLUCAO FISIOLOGICA

SOLUCAOQ SALINA 0,9%
Fonte: CULLING etal.. 1985
REAGENTE QTLDADE
NaCl 099
Aqua destilada 100 mL

Preparo:
1. Dissolver o NaCl na agua destilada

2. SOLUCOES FIXADORAS

Fonte: CULLING et ai., 1985

REAGENTE . . QTIDADE
SolugAo aguosa saturada de &cido picrico 75 mL
Formaldeido _ 25 mL
Acido Acético Glacial 5mL
Preparo:

1. Misturar os reagentes



ALFAC
Fonte: modificado a partir de CULLING et al., 1985
REAGENTE QTIDADE
Alcool 80% 85 mL
Formaldeido _ 10 mL
Acido Acético Glacial 5mL
Preparo.

1. Misturar os reagentes

GLUTARALDEIDO A 3% EM TAMPAO CACODILATO 0,2 M pH 7,2~"|

Fonte: modificado a partir de GLAUERT, 1986 e CULLING etal., 1985

REAGENTE QTIDADE
Glutaraldeido em soluco aquosa a 25% 6 mL
Acido cacodilico (PM=160) 16 ((I]
Agua destilada 0.5.p. 50 mL
Preparo:

L. Misturar os reagentes sob capela, com mascaras e luvas.
2. Conservar a solucdo sob refrigeraco e acertar o pH para 7,2 com HCL ou NaOH.

3,SOLUCAO POS-FIXADORA

TETROXIDO DE OSMIO 2% "
Fonte: modificado a partir de GLAUERT, 1986 ¢ CULLING etal., 1985
REAGENTE QTIDADE
s04 2mL
qua destilada g.s.p. 50 mL
Preparo:

1. Dissolver 0 0s04na dgua destilada, sob capela, com mascaras e luvas.
2 Mantera squ%ao~sob refrigeracdo e conserva-la em trés frascos, sendo o primeiro de dentro para fora o
portador da solucdo.

Obs: Para o preparo de 0s04a 1%, diluir a solugdo de 0s04a 2% em Tampdo cacodilato 0,4 M na
proporcao 1.1
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4.SQLUCAQ DE ADESAQ DOS CORTES A LAMINA

ALBUMINA DE MEYER
Fonte: CULLING et al.. 1985
REAGENTE QTIDADE
Glicerina 1parte
Clara de ovo 1 parte
Cristais de Timol
Preparo:

L A?itar a glicerina coma clara de ovo por 30 minutos

2. Filtrar e acrescentar cristais de timol para evitar fungos

3. Conservar sob refrigeracao.

4. Para utiliza-1a diluida, colocar 8 gotas de Albumina de Meyer concentrada em 20 mL de agua destilada

5. SQLUCAQ TAMPAO

SOLUCAO TAMPAO CACODILATO 0,2 M

Fonte: GLAUERT, 1986.

REAGENTE QTIDADE
Acido cacodilico (PM=160) 48

Aqua destilada 0.5.p. 150 mL
Preparo:

Dissolver o &cido na agua destilada até completa dissolucao.



6. CORANTES

SOLUCAO DE ACIDO TANICO A 1%

Fonte: GLAUERT, 1986.

REAGENTE QTIDADE
Acido Tanico 0.5 g
Agua destilada g.5.p. 50 mL
Preparo

Dissolver o &cido na dgua destilada até completa dissolucdo.

HEMATOXILINA
Fonte: CLARK, 1981
Solugdo util
REAGENTE QTIDADE
Hematoxilina _ _ 10g
Aldmen de potassio. Sulfato de Alimen de Potdssio ou Amnio 20.07
Oxido de Mercurio Amarelo (ou vermelho) 059
Alcool 95% (PA) 10,0 ml
Agua destilada 200 ml
Acido acético glacial Sml

(Para ser adicionado a cada 95 ml de solucéo na hora do uso.)

Preparo:

1. Dissolver a hematoxilina no alcool.

2. Dissolver o alimen de potassio na agua destilada com auxilio do agitador magnético e aguecimento, de
preferéncia em um erlenmeyer.

3. Mitsturar as duas solucdes no agitador magnético e deixar entrar em ebulicdo. Deixar de um dia para

outro.

Colocar para esfriar em dgua corrente.

Filtrar.

Adicionar 0 4cido acético na hora do uso (Pode ser utilizado logo apds preparo).



EOSINA

EOSINA 1% (Solucdo Estoque)
Fonte: CLARK. 1981

REAGENTE QTDADE
Eosina 1% 10¢
Aqua destilada 20 ml
Alcool 95 PA 80 ml

Preparo: ) )
Misturar e obter solu¢do homogénea

EOSINA UTIL

REAGENTE QTDADE
Eosina 1% 1 parte
Alcool 80%PA 3 Eartes
Acido Acético Glacial ) 05 ml
(Pa)ra ser adicionado a cada 100 ml de solugéo corante apenas na hora de

Uso

FUCSINA ACIDA 1%

Fonte: CLARK, 1961

REAGENTE QTIDADE
Fucsina Acida 109
Agua destilada 100 mi

Preparo: o , _
1 Dissolver a fucsina acida em agua destilada.
2. Filtrar.

VERDE LUZ 2%

Fonte: BECAK E VANRELL, 1970

REAGENTE QTIDADE
Verde Luz 2.0
Agua destilada 100 ml

Preparo: , ,
1 Dissolver o verde luz em agua destilada.
2. Filtrar,



ALCIAN YELLOW

Fonte: modificado a partir de CULLING et al.. 1985

REAGENTE
Alcian Yellow
Aqua destilada

Acido Acético Glacial

Preparo:

1 Dissolver o Alcian Yellow em agua destilada,
2. Acrescentar 0 acido Acético Glacial

ALCIAN BLUE pH 2,5
Fonte: CLARK, 1981

REAGENTE
Alcian Blue
Agua destilada

Acido Acético Glacial

Preparo:

ALCIAN BLUE pH 2,5

1 Dissolver o Alcian Blue em 90 mL agua destilada.
2. Acrescentar 0 acido Acético Glacial.

3. Verificar o pH e ajustd-lo com HCL concentrado ou NaOH a 10 N para o valor 2,5.
4. Completar o volume para 100 mL.

Fonte: CULLING et al., 1985

REAGENTE
Orange G

Acido Fosfotlngstico, solugdo aquosa a 5% (5 g em 100 mL de 4gua destilada)

Preparo:

1 Dissolver 0 Oran
2. Deixar repousar

;

ORANGE G

e G no Acido Fosfotingstico.

urante 24 horas.

3. Utilizar apenas o sobrenadante.
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QTIDADE
05
97m
3mL

QTIDADE
10
97m
3mL

QTIDADE
100 mL



ALCIAN BLUE pH 0,5

Fonte: CLARK, 1981

REAGENTE QTIDADE
Alcian Blue 10
Agua destilada 97m
Acido Acético Glacial 3mL
Preparo:

1 Dissolver o Alcian Blue em 90 mL agua destilada.

2. Acrescentar o acido Acético Glacial.

3. Verificar 0 pH ¢ ajusta-lo com HCL concentrado ou NaOH a 10 N para o valor 0.5.
4. Completar 0 volume para 100 mL.

PAS ( Periodic Acid-Schiff)

REATIVO DE SCHIFF
Fonte: modificado a partir de CLARK, 1981

REAGENTE QTIDADE
Fucsina bésica 10

HCL IN . . 20m
Metabissulfito de Sodio ou Potassio L0g
Carvdo ativado * se necessario 02¢g*
Agua destilada 0.5.p. 200 mL

Preparo:

I} [g)lssplver a Fucsina bésica na é% a (lestilada fervendo e ferver por mais 5 minutos

2. Abaixar a temperatura para 50°C, filtrar e adicionar o HCL.

3. Deixar esfriar até 25°C e adicionar 0 metabissulfito. . ,

4. Colocar em frasco escuro e deixar overnight. No dia sequinte, a solugio devera  apresentar cor "palha
Caso apresente a cor rosea adicionar o carvao ativado.

B, Filtrar e manter sob refrigeracéo
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ROTEIROS PARA PROCESSAMENTO

MICROSCOPIA DE LUZ

Fonte: modificado a partir de CULLING et al., 1985

BIBLIOTECA 05 CIENCIAS B!0l OOICAS /UFPfl

o ~ PROCEDIMENTOS TEMPO
Fixacdo em Fluido de Bouin ou ALFAC 24 horas
Lavagens em alcool 70% algumas vezes
Desidratacdo em alcool 80% Lhora
Desidratacdo em alcool 85% 30 minutos
Desidratacdo em alcool 90% 1hora
Desidratacdo em alcool 95% 30 minutos
Desidratacdo em alcool 100% Lhora
Desidratacdo em alcool 100% 30 minutos
Desidratacdo em alcool 100% Lhora
Desidratacdo em alcool + xilol (1:1) Lhora
Diafanizacao em xilol (1° banho 15 minutos
Diafanizacdo em xilol (2° banho 10 minutos

Em estufa a 56°C, impregnacéo com paraplast plus ® (1° banho) Lhora
Em estufa a 56°C, impregnacio com paraplast plus ® (2- banho) ~ ovemight
Emblocagem -
Microtomia



MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Fonte: modificado a partir de CULLING et al., 1985

_ PROCEDIMENTOS TEMPO
Fixagdo em Glutaraldeido 3% em tampédo cacodilato 02 MpH 72 60 dias
Lavagem com tampao cacodilato 0,2 M pH 7,2 4x1 hora

Pos-fixacdo com tetroxido de Osmio 1% em tampdo cacodilato  1hora
02MpHT72

Lavagem com tampao cacodilato 0,2 M pH 7,2 2x 10°
Coloracao condutiva com acido tanico 1% 30
Lavagem com agua hidestilada 2x5’

Impregnacdo com tetroxido de dsmio 1% em tampdo cacodilato 30’
0,2 MpH'7,2

Lavagem com agua bidestilada 3x5’
Desidratacdo em alcool 50% 2X5’
Desidratacdo em alcool 70% 2X5’
Desidratacdo em alcool 90% 2X5’
Desidratacdo em alcool 100% 3x5’
Ponto critico :

Cola%_em nos “stuhs”

Metalizacao com ouro

Analise e documentacdo fotografica ao microscopio eletrbnico de
varredura
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PROTOCOLOS DE COLORACAO PARA
MICROSCOPIA DE LUZ

HEMATOXILINA DE HARRIS E EOSINA

Fonte: cLARK, 1981

Procedimento Tempo
Xilol | (39
xiloln 3"
Alcool 100% <3-,
Alcool 90% (3")
Alcool 70% .3,
Lavar com agua filtrada e destilada

Corar com Hematoxilina de Harris (37)
Lavar com agua filtrada e destilada

Corar com Eosina (30™)
Lavar com agua filtrada e destilada

Alcool 95% (3"
Alcool 100% | (39
Alcool 100% n (3)
Alcool 100% + xilol 1:1 (39
Xilol diafanizador (39
Xilol montagem (39

montagem com resina Polvmont

NOVELLI

Fonte: modificado a partir de BECAK E VANRELL, 1970

Procedimento Tempo
Xilol'l (3")
xiloln (3")
Alcool 100% (37)
Alcool 90% (3")
Alcool 70% (3"
Lavar com agua filtrada e destilada

HC1 IN a 60° C (na estufa) (37
Lavar com agua filtrada e destilada

Corar com Fucsina Acida (30™)
Lavar com &gua filtrada e destilada

Contraste com verde luz 2% (3")
Alcool 95% '

Alcool 100% |
Alcool 100% n (
Alcool 100% + xilol 1:1 (
Xilo| diafanizador (
Xilol montagem !
montagem com resina Polvmont



ALCIAN YELLOW

Fonte: modificado a partir de CULLING etal., 1985

Procedimento

Xilol |

xilol'n

Alcool 100%

Alcool 90%

Alcool 70%

Lavar com 4gua filtrada e destilada
Corar com Alcian Yellow

Lavar com agua filtrada e destilada
Alcool 95%

Alcool 100% |

Alcool 100% n

Alcool 100% + xilol 1:1

Xilol diafanizador

Xilol montagem

montagem com resina Polymont

Fonte: CLARK, 1981

Procedimento

Xilol |

xiloln

Alcool 100%

Alcool 90%

Alcool 70%

Lavar com agua filtrada e destilada
Acido Acético a 3%

Corar com Alcian Blue pH2,5
Lavar com agua filtrada e destilada
Contracorar com Orange G

Lavar com 4gua filtrada e destilada
Alcool 95%

Alcool 100% |

Alcool 100% n

Alcool 100%+ xilol ].1

Xilol diafanizador

Xilo| montagem

montagem com resma Polymont

ALCIAN BLUE pH 2,5
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Tempo



ALCIAN BLUE pH 0,5

Fonte: CLARK, 1981

Procedimento Tempo
Xilol 1

Xiioi n (3"
Alcool 100% (3")
Alcool 90%

Alcool 70% 3)
Lavar com agua filtrada e destilada

Acido cloridrico 1N v >
Corar com Alcian Blue pH 0,5 (15 a 20')

Lavar com agua filtrada e destilada
Contracorar com Orange G

Lavar com 4gua filtrada e destilada
Alcool 95%

Alcool 100% |

Alcool 1(IP/0 n

Alcool 100% + xilol 1:1

Xilo| diafanizador

Xilol montagem

montagem com resina Polymont

A_
Qo <
—_

—~——— -

P.A.S. ( Periodic Acid-Schiff)

Fonte: cLARK, 1981

Procedimento Tempo
Xilol'l <3
xilo1 N f’
Alcool 100%

Alcool 90% (3-t
Alcool 70% (3’)
Lavar com agua filtrada e destilada

Acido Periddico 0,5% <5\)
Lavar com agua filtrada e destilada

Enxugar a lamina com papel filtro ,
Corar com Reativo de Schiff (30 )
Lavagem em agua sulfurosa 3 banhos) .3x5")
Lavar com agua filtrada (Becker) e destilada (pisseti)
Contracorar com Verde Luz (pode ser Orange G)
Lavar com agua filtrada (Becker) e destilada (pisseti)
Alcool 95%

Alcool 100% | (
Alcool 100% n

Alcool 100%+ xilol ].1 53:;
Xilo| diafanizador 3
Xilol montagem VL
montagem com resina Polymont
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