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RESUMO:: A branquia dos teledsteos possui véarias funcdes relacionadas as trocas
gasosas, excrecdo de compostos nitrogenados, regulacao i6nica e equilibrio
acido-base. Devido a sua localizagdo anatdmica e ao contato direto com o meio
ambiente, as branquias tém sido utilizadas como um bioindicador histolégico de
alteracdes ambientais. A espécie curimatd-pacu, Prochilodus argenteus € uma
espécie de grande valor econdmico no rio Sao Francisco representando 50 % do
pescado da regido. Entretanto, para que a histologia do epitélio branquial dessa
espécie possa ser utilizada como bioindicador, é necessaria a caracterizacao
prévia de sua estrutura morfolégica normal. Com esse objetivo, espécimes de P.
argenteus foram coletados no rio S&o Francisco. Fragmentos das branquias foram
dissecados, fixados em Bouin e processados para inclusédo em parafina. Seccoes
de 5 um foram corados com HE e submetidos as técnicas histoquimicas de Alcian
Blue (pH 1,0), Alcian Blue (pH 2,5) e ACIDO periddico de Schiff (PAS) para a
analise estrutural e caracterizacdo quimica dos carboidratos. Em P. argenteus os
arcos branquiais apresentaram em sua estrutura tecidual: cartilagem hialina,
tecido 6sseo e tecido muscular liso revestido por epitélio mucoso. Os filamentos
tém laterais dilatadas unidas as quais se conectam com lamelas dispostas
transversalmente. Seu epitélio é constituido principalmente de células
pavimentosas, células cloreto e células mucosas. As caracteristicas morfologicas
normais e alteradas sao apresentadas e relacionadas com as possiveis aplicacdes
em estudos de impacto ambiental.
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INTRODUCAO: As branquias dos teledsteos desempenham vérias funcdes, tais
como: trocas gasosas, regulacdo idnica, controle acido-base e excrecdo de
metabdlitos nitrogenados (EVANS et al, 2005; EVANS, 1987). Essas funcdes séo
exercidas principalmente pelas células presentes no seu epitélio branquial. Essas
células sdo fundamentais no conjunto de respostas fisiologicas necessarias a
manutengdo da homeostase do organismo frente as alteragbes ambientais,
principalmente por estarem em contato direto com o meio ambiente (EVANS et al,
2005; ARELLANO et al, 2003). Como consequéncia, o epitélio branquial tem sido
utilizado como modelo em vérios estudos (realizados em laboratério ou em



ambientes naturais) para avaliar a sua potencial utilizacdo na avaliagdo de
xenobioticos bem como na determinagdo da qualidade do ambiente aquatico.
Alberto (2004) aplicou este conceito ra analise do epitélio branquial do Astianax
fasciatus proveniente de dois trechos do rio Camanducaia, S&o Paulo, observando
alteracbes provocadas pelo esgoto doméstico. Erkmen (2000) demonstrou o efeito
da salinidade em dois afluentes do rio Kizilirmak na Turquia utilizando a espécie
Capoeta tinca. Em laboratorio, ensaios com pesticidas como endosulfan (CAPKIN
et al, 2006) e deltametrina, (CENGIZ et al, 2005; CENGIZ et al, 2006), metais
como o aluminio em diferentes pHs (JAGOE et al, 1997) e metais pesados como
cobre (MAZON et al, 2002) estdo sendo amplamente utilizados com o objetivo de
se tentar especificar a acdo de cada composto nas ceélulas do epitélio branquial.
Nesse sdo comumente encontrados trés tipos elulares: as pavimentosas que
aparecem em maior frequéncia e possuem funcéo de trocas gasosas; as cloreto
responsaveis pela regulacdo i6nica, equilibrio &cido-base e excre¢do de
metabdlitos nitrogenados e as mucosas, responsaveis pela producdo de muco que
possui funcao de lubrificacdo e bactericida EVANS, 1997; EVANS et al, 2005).
Contudo, para ser possivel o diagnostico de uma alteracdo morfolégica causada
por um estresse ambiental, por barramentos de hidrelétricas, herbicidas, metais
pesados dentre outros, € necessaria uma prévia descricdo morfologica da
estrutura da estrutura a ser analisada. Dessa forma, o objetivo desse trabalho é a
descricdo da morfologia branquial da espécie Prochilodus argenteus e determinar
a caracteristica dos carboidratos presentes nessa estrutura.

MATERIAIS E METODOS: Espécimes de P. argenteus foram coletados em dois
trechos do rio Sdo Francisco, préximo a represa de Trés Marias. ApoOs a
disseccdo, os fagmentos das branquias foram fixados em liquido de Bouin e
descalcificados em liquido de Pereny (BANCROFT et al, 1996). Apés 0 processo
de desidratacdo em concentracdes crescentes de alcool e impregnacédo com xilol,
os fragmentos foram incluidos em parafina. Com o auxilio de um micrétomo
(MICRON HM335E) foram obtidos cortes de 5um os quais foram corados em
Hematoxilina/Eosina (H&E) e submrtidos as técnicas histoquimicas para a
identificacdo de carboidratos com Alcian Blue em pH 1,0, Alcian Blue em pH 2,5 e
Acido Periédico de Schiff (PAS), segundo Bancroft (1982).

RESULTADOS E DISCUSSAO: A branquia da espécie Prochilodus argenteus
possui oito pares de hemibranquias conectadas pelo septo interbranquial. Os
arcos possuem suporte de cartilagem hialina e tecido 6sseo associado a uma
camada transversal de tecido muscular liso e revestido por epitélio mucoso (Fig.
1A). Na insercdo dos filamentos ha uma arteriola aferente, um feixe nervoso,
tecido muscular liso e um disco de cartilagem hialina em forma de meio circulo que
emite um prolongamento ao longo do filamento (Fig. 1A). Os filamentos possuem
duas regibes mais dilatadas, a parte de inser¢cdo no arco e a regido distal, onde se
localizam vasos aferentes e eferentes (Fig. 1B). As lamelas se inserem
perpendicularmente nos filamentos, sendo maiores na parte média (Fig. 1C)
diminuindo de tamanho nas duas extremidades. As lamelas internamente sao
compartimentalizadas pelas células pilares por onde passa o sangue, sendo
externamente revestidas principalmente pelas células pavimentosas e células
cloreto. O epitélio do filamento € constituido principalmente de células
pavimentosas, células cloreto e células mucosas (Fig. 1D). Algumas alteracdes



morfolégicas como proliferagdo interlamelar de células, infiltrados inflamatdrios,
descolamento de epitélio e aneurismas também foram encontradas (Fig. 1E). As
marcacdes para glicoproteinas sulfatadas ficaram restritas as branquias
apresentaram marcacdo para glicoproteinas sulfatadas restritas aos discos
cartilaginosos (Fig. 1F). Esses também foram narcados pelas técnicas de PAS
(Fig. 1G) e Alcian Blue pH 2,5 (Fig. 1H). Adicionalmente, os carboidratos neutros e
contendo acido siélico foram encontrados em células mucosas.

Figura 1: Fotomicrografias por microscopia de luz de fragmentos branquiais de P.
argenteus. A. Regido do arco branquial onde observam-se os filamentos
branquiais (F), lamelas branquiais (cabeca de seta), arteriolas aferentes (seta),
tecido muscular esquelético (asterisco) e ésseo (seta branca). B. Micrografia
Optica da extremidade distal de dois filamentos. Notar a auséncia das lamelas na
porcdo lateral dos filamentos contendo vasos sanguineos (V). C. Micrografia da
regido mediana de um filamento branquial onde sdo observados os maiores
espacos interlamelares (setas). D. Micrografia da porcao distal de duas lamelas.
Observar a presenca das células pavimentosas (seta cinza), pilares (setas verdes)
e mucosas (seta preta) e a presenca de heméaceas nucleadas entre as células
pilares.

E. Observar alteracbes com aspectos tipicos aneurisma (setas) e proliferacdo
interlamelar (asteriscos). F. Regido de inser¢éo do filamento no arco. Notar o disco
de cartilagem marcado em azul apontado pela seta. G. Regido de insercdo do
filamento no arco contendo marcacdo para carbohidratos neutros nos disco de
cartilagem (setas),em células mucosas sobre as lamelas e matriz extracelular do
tecido conjuntivo (em menor intensidade) H. Micrografia 6ptica da regido de
inser¢cdo do filamento no arco apresentando marcagdo intensa nos aneis de
cartilagem (setas) e varias células mucosas distribuidas ao longo das lamelas
(cabecas de seta). Para figuras A , B, C e D coloragédo H&E e barras: 200 mm, 50
pm, 50 um e 25 pm respectivamente. Para figuras F, G e H Histoquimicas de
Alcian Blue pH 1,0; PAS; Alciam Blue pH 2,5 e barras de 100mm, 100mm e
50mm respectivamente.

CONCLUSAO: Ainda que a morfologia branquial da espécie Prochilodus
argenteus seja semelhante a de varias espécies de teledsteos as técnicas
histologicas utilizadas permitiram a caracterizacdo histolégica bem como a
definicdo dos tipos celulares e as caracteristicas dos polissacarideos sintetizados
pelas células mucosas presentes na estrutura branquial do espécime estudado. As



distribuicbes dos polissacarideos obtidas através das marcag¢des citoquimicas
mostraram que estes ocorrem em quatro regides principais nas branquias de P.
argenteus (no apice lamelares, extremidades distais das lamelas, espacos
interlamelares e nas estruturas cartilaginosas). Estas marcagfes indicam a
ocorréncia principal de polissacarideos neutros e acidos com distribuicdes
espaciais especificas. A marcacéo para polissacarideos sulfatados foi observada
apenas em por¢des contendo cartilagem. Esse estudo demonstra a possibilidade
de se utilizar a estrutura tecidual, composicao celular e seus respectivos produtos
de secrecdo das branquias de P. argenteus como potencial bioindicador
histol6gico de impactos ambientais.
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