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RESUMO

O tegumento é um sistema que exerce fungdes importantes, relacionadas
principalmente com a prote¢cdo do organismo contra agressdes do ambiente. Devido
a importdncia ambiental, a qualidade de sua carne, crescimento rapido e
homogéneo em cativeiro, a piracanjuba tornou-se economicamente interessante,
contudo € uma das espécies da fauna brasileira em perigo de extingdo. Para este
estudo, utilizaram-se larvas, de zero a 172 horas apos a eclosdo (AE), que foram
fixadas e submetidas ao processamento histolégico de rotina e coradas com
hematoxilina e eosina (HE), alcian blue (AB) e acido periddico-Schiff (PAS). Nas
larvas recém eclodidas, a cabega e o corpo eram revestidos por delgado epitélio
estratificado pavimentoso, e verificou-se a presenca de células mucosas grandes,
mas pouco numerosas. Nas horas seguintes, o epitélio tornou-se mais uniforme e o
numero de células mucosas permaneceu inalterado. A partir de 29 horas e 30
minutos AE, as células mucosas tornaram-se positivas para AB e negativas para
PAS, ou seja, secretaram glicoproteinas acidas carboxiladas, sugerindo uma
imunoprotecdo. A presengca de células mucosas na epiderme das larvas é
considerada uma protecdo contra abrasdo. Durante o desenvolvimento de
piracanjuba, poucas modificagcbes foram verificadas no epitélio de revestimento.
Alguns corpusculos gustativos, achatados e nivelados com a superficie epitelial,
foram encontrados na superficie do corpo dessas larvas.

PALAVRAS-CHAVE: células mucosas, corpusculos gustativos, epitélio, ontogenia,
Pisces

HISTOLOGICAL AND HISTOCHEMICAL FEATURES OF INTEGUMENT OF
BRYCON ORBIGNYANUS (VALENCIENNES, 1849) (CHARACIFORMES,
CHARACIDAE, BRYCONINAE) LARVAE

ABSTRACT

The integument is a system that performs important functions, primarily related to
protecting the body against environmental injuries. Because of environmental
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importance, flesh quality, fast and homogeneous growth in captivity, the piracanjuba
became economically attractive; however it is a species of Brazilian fauna in
extinction risk. For this study, we used larvae from zero to 172 hours after hatching
(AE), which were fixed and submitted to histological processing and stained with
Hematoxylin and Eosin (HE), Alcian Blue (AB) and Periodic Acid Schiff (PAS). In the
newly hatched larvae, the head and body were covered by thin stratified squamous
epithelium, and there was a presence of large mucous cells, but not numerous. In the
following hours, the epithelium became more uniform and the number of mucous
cells remained unchanged. From 29 hours and 30 minutes AE, mucous cells became
positive to AB and negative to PAS, i.e., secreted acidic carboxylated glycoproteins,
suggesting an immune protection. The presence of mucous cells in the epidermis of
larvae is considered a protection against abrasion. During the development of
piracanjuba, few changes were observed in the epithelial lining. Some taste buds,
flattened and in level with the epithelial surface, were found on the larvae body
surface.

KEY WORDS: epithelium, mucosal cells, ontogeny, Pisces, taste buds

INTRODUGCAO

O tegumento, as branquias e o sistema digestdrio constituem interfaces
importantes entre o corpo do peixe e o0 meio ambiente impedindo a entrada de
organismos patogénicos (NAKAMURA et al., 2002). As superficies destes tecidos
sdo revestidas por muco, que é secretado por células epiteliais da epiderme e
mucosas. Estudos relatam que este muco contém um conjunto de substancias de
defesa, como imunoglobulinas, lisozimas, proteases e lectinas, que fornecem
propriedades de imunidade ao muco (ALEXANDER & INGRAM, 1992).

Formando um revestimento para o corpo dos vertebrados, o tegumento e
seus anexos desempenham varias fungdes importantes, sendo sua fungcao universal
proteger o organismo das agressdes fisicas e quimicas do ambiente (HOFLING et
al., 1995).

Devido a importancia ambiental, excelente qualidade de sua carne,
crescimento rapido e homogéneo em cativeiro, a piracanjuba, Brycon orbignyanus,
tornou-se economicamente interessante e tem despertado interesse de
pesquisadores e produtores nos ultimos anos. Entretanto, a piracanjuba € uma das
espécies da fauna brasileira em perigo de extingdo (IBAMA, 2004; BUCKUP et al.,
2007), nao sendo mais encontrada em varios trechos do rio Grande, decorrente da
construcdo de um grande numero de barragens hidrelétricas, que impedem sua
migracao reprodutiva, do desmatamento ciliar, da deterioragdo da qualidade da agua
provocada pela poluigdo ambiental e urbana, e da pesca predatoria (FREATO et al.,
2005). Desta forma estudos mais detalhados sobre esta espécie sao relevantes para
sua preservacgao (MACIEL et al., 2010).

Segundo MURGAS et al. (2003), além de existir grande interesse na
utilizacdo de piracanjuba para o repovoamento de reservatérios hidrelétricos e
pisciculturas comerciais, 0 desenvolvimento da piscicultura com espécies nativas é
de grande interesse para a conservagao da biodiversidade e se constitui prioridade
do IBAMA, de acordo com CONTE et al. (1995).

Este estudo teve como objetivo descrever caracteristicas histolégicas e
histoquimicas do tegumento das larvas de piracanjuba, Brycon orbignyanus
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Valenciennes, 1849 (Characiformes, Characidae, Bryconinae), de zero a 172 horas
apos a eclosao.

METODOLOGIA

Para este estudo, foram utilizadas larvas de piracanjuba, Brycon
orbignyanus (Valenciennes, 1849) (Characiformes, Characidae, Bryconinae),
oriundas da Estacédo de Pesquisa e Desenvolvimento Ambiental de Volta Grande —
EPDA — VG, da Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG), em Concei¢ao
das Alagoas, MG, criadas em cativeiro, a 26,18 + 0,40 °C e pH 6,62 + 0,17.

Todo o trabalho foi conduzido de acordo com os Principios Eticos para o uso
de Animais de Laboratério, publicado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal - COBEA.

Foram coletados 15 a 20 exemplares a cada meia hora, a partir do momento
da eclosao (zero hora) até 48 horas; apds foram coletadas a cada hora até 72 horas,
a partir desse momento, as coletas foram diarias até 172 horas apds ecloséo.

As larvas de piracanjuba foram fixadas em solugcéo de Boiun, por seis a oito
horas (MACIEL, 1997), e posteriormente transferidas para solugcédo de alcool 70%,
em que permaneceram até o momento do processamento histologico.

Os processamentos histologicos de rotina, inclusdo em parafina e
microtomia para confecgdo de laminas histolégicas, foram realizados no Laboratério
de Morfofisiologia Animal Comparada do Departamento de Biologia Animal da
Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, MG. As laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE), para anélise do aspecto morfolégico da pele, alcian
blue, pH 2,5 (AB), para detectar células mucosas secretoras de polissacarideos
acidos carboxilados, e acido periddico-Schiff (PAS), para detectar células mucosas
secretoras de glicoproteinas neutras e algumas acidas, sulfomucinas (BANCROFT &
STEVENS, 1996).

O comprimento padrao das larvas (CP), distancia entre a extremidade rostral
da cabecga e o pedunculo da nadadeira caudal (NAKATANI et al., 2001), foi medido
com paquimetro digital previamente ao processamento histoldgico.

As anadlises histolégicas foram realizadas no Laboratério de Imagens do
Departamento de Zootecnia/UFV, com auxilio de fotomicroscoépio de luz trinocular,
acoplado a um microcomputador contendo um software de andlise de imagens
(Image Pro-Plus, versao 4.0).

As laminas histologicas utilizadas neste trabalho encontram-se depositadas
no acervo do Laboratério de Biologia da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, Campus “Juvino Oliveira”, em ltapetinga, BA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas larvas recém eclodidas de piracanjuba (Brycon orbignyanus), com 3,62
+ 0,17 mm de comprimento-padrao (CP), a regido cefalica era revestida por um
delgado epitélio estratificado pavimentoso, constituido por trés camadas de células.
As duas horas apés a eclosdo (CP = 4,00 + 0,11 mm), células mucosas escassas
estavam visiveis no epitélio da regido rostral da cabecga (Figura 1A). As quatro horas
apos a eclosao (CP = 4,32 + 0,06 mm), esse epitélio era continuado pelo epitélio dos
labios e constituido por uma camada intermediaria de células cubicas, com nucleo
unico, arredondado e central, e citoplasma roéseo, nas preparagbées em HE, e as
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camadas basal e superficial por células pavimentosas. Nas horas seguintes, o
epitélio tornou-se mais uniforme e o numero de células mucosas permaneceu
inalterado (Figura 1B).

As células mucosas geralmente possuem um formato cubdide ou prismatico;
seu nucleo é oval e encontra-se pressionado junto a base da célula (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

Segundo TWONGO & MACCRIMMON (1977), a presenga de células
mucosas na epiderme delgada e delicada das larvas, € uma protegcdo contra
abrasao, que é requerida desde que a larva rompe o corion e € exposta ao ambiente
de areia granulosa e cascalho do substrato.

De acordo com HINTON & LAUREN (1999), o nimero e tamanho das
células mucosas podem variar inter e intraespecificamente em fungdo do ambiente.
Essas células secretam muco, que, de acordo com WHITEAR (1986), tem fungéo de
lubrificagao, facilitando o deslocamento do peixe na agua.

Nas larvas de piracanjuba, Brycon orbignyanus, as 15 horas apos a eclosao
(CP =5,42 £ 0,18 mm), as células das camadas basal e superficial permaneceram
inalteradas e as da camada intermediaria eram poliédricas tendendo a cubicas e
aumentaram em tamanho (Figura 1C). Algumas células mucosas, menores que as
anteriormente descritas e em maior numero, foram encontradas entremeadas as
células epiteliais, assim como os corpusculos gustativos e neuromastos primarios,
que se dispunham através das quatro camadas epiteliais (Figura 1C).

FIGURA 1. Tegumento da regido cefélica das larvas de Brycon orbignyanus.
Seccgbes sagitais, HE. A) duas horas apds a ecloséo; B) seis horas
apos a eclosao; C) 15 horas apds a eclosédo; D) 37 horas apds a
eclosdo; E) 56 horas apds a eclosdo. CM - célula mucosa; ENC —
enceéfalo; NP — neuromasto primario; T — tegumento. (Barras = 20 ym).
Fonte: Autores.
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De acordo com BONE et al. (1995), os corpusculos gustativos cutaneos
podem desencadear o comportamento de investida sobre a presa, embora o
alimento possa ser rejeitado apds a percepgao na cavidade bucofaringiana.

Nas larvas de piracanjuba, Brycon orbignyanus, as 37 horas apos a eclosao
(CP = 7,31 £ 0,20 mm), o tegumento estava ainda mais estruturado e uniforme
(Figura 1D) e o numero de células mucosas aumentou na por¢ao dorsal da regiao
cefalica.

Para GEORGE et al. (1998), o muco produzido pelas células mucosas € de
suma importancia para os peixes, uma vez que lubrifica a superficie da pele
facilitando o deslizamento na agua, além de servir como obstaculo a penetragao dos
parasitas e resisténcia as variagdes osmoticas.

Nos exemplares de piracanjuba (Brycon orbignyanus) (CP = 8,50 + 0,50
mm) com 56 horas apos a eclosido, o numero de camadas da epiderme que revestia
a regido cefdlica variou entre quatro e cinco, sendo que, as camadas basal e
superficial eram constituidas por células pavimentosas, e as intermediarias, por
células cubicas, com nucleo central (Figura 1E).

De acordo com ALVES & PINHO (1984), que estudaram a histologia da pele
de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, as células epiteliais sao unidas por um
elemento viscoso intercelular. O estrato germinativo consiste de células colunares ou
prismaticas, que originam novas células. A reproducédo nesta camada ocorre como
nos outros peixes, por divisdo mitotica. A célula nova substitui aquela que Ihe deu
origem, enquanto a empurra para cima até alcangar a superficie, onde ocupa o lugar
de outra célula que estava imprestavel pelo uso ou dano. Segundo os autores,
durante estes movimentos para a superficie, a célula passa por uma mudanca
quimica e gradualmente toma uma forma achatada ou escamosa. Na superficie ela
finalmente morre e é eliminada. Esta descamacéo € um processo continuo. Assim,
toda a epiderme permanece viva, exceto na camada superficial das células que ja
completaram o seu percurso e sdo substituidas continuamente.

Nas larvas recém eclodidas de piracanjuba (Brycon orbignyanus) (CP = 3,62
+ 0,17 mm), o corpo era revestido por um epitélio estratificado pavimentoso,
constituido por duas camadas de células, com nucleo grande e lentiforme. Verificou-
se ainda nesse epitélio, a presenca de células mucosas grandes, mas pouco
numerosas no epitélio que reveste o corpo da larva (Figura 2A). A partir de 29 horas
e 30 minutos apds a ecloséo (CP = 6,52 + 0,11 mm), as células mucosas do epitélio
corporal foram positivas para alcian blue e negativas para PAS, ou seja, secretaram
glicoproteinas acidas carboxiladas (Figura 2E), sugerindo a partir deste momento
uma agao imunoprotetora.

Segundo JUNQUEIRA & CARNEIRO (2008), as células mucosas exibem
caracteristicas de células secretoras de muco, contendo glicoproteinas importantes
para as fungdes lubrificantes, e a maioria dessas glicoproteinas pertence a familia
das mucinas, cuja estrutura contém 70-80% de cadeias de carboidratos.

COSTA et al. (2009) relataram que a populagdo celular da epiderme é
importante para a sobrevivéncia das larvas de peixe-rei marinho (Odontotesthes
argentinensis). Segundo os autores, no tegumento, as células muciparas ou
mucosas possuem grande importancia no mecanismo de defesa do organismo
contra o pH marinho e estdo presentes ja no momento da eclosdo. Segundo ODUM
(1988), este tipo celular presente no inicio da vida livre larval pode estar relacionado
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com o pH 8,2 da agua do mar, desta forma, normalmente alcalino. Desta forma,
tanto a acidez natural quanto a alcalinidade sao fatores que podem determinar o
estado de saude dos peixes (ROBERTS, 1981). As células mucosas presentes na
epiderme das larvas recém eclodidas de peixe-rei representam um mecanismo
tampéo importante sobre o pH ao qual as larvas estdo sujeitas em ambiente marinho
no meio de cultivo (COSTA et al., 2009).

Durante o desenvolvimento das larvas de piracanjuba, poucas modifica¢des
foram verificadas nesse epitélio que reveste o corpo sendo ainda delgado (Figuras
2A a 2E). Alguns corpusculos gustativos foram encontrados na superficie do corpo
ao longo do desenvolvimento dessas larvas, até 172 horas apos a eclosao (CP =
11,94 £ 0,80 mm). Esses corpusculos eram achatados e nivelados com a superficie
epitelial.

De acordo com KAPOOR et al. (1975) e MACIEL (1997), os corpusculos
gustativos encontrados na epiderme corporal sdo homélogos aqueles verificados no
cavidade bucofaringiana. Estes mesmos autores relataram que alguns peixes
possuem a capacidade de realizar a gustagao a distancia, por meio dos corpusculos
gustativos presentes na epiderme corporal.

FIGURA 2. Tegumento corporal das larvas de Brycon
orbignyanus. Secgdes sagitais. A) zero hora (HE); B) 20
horas apds a eclosao (HE); C e D) 29 e 30 horas apés a
eclosdo (HE); E) 29 horas e 30 minutos apds a eclosao
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(AB). CM — Célula mucosa; T — Tegumento. (Barras: A, B,
DeE=10pum; C =20 um).
Fonte: Autores.

A espessura do tegumento apresentou variagdes dependendo da regido do
corpo das larvas de piracanjuba, Brycon orbignyanus (Figuras 1 e 2). O tegumento
da regido cefalica era mais espesso que o do tronco, em particular, foi espessando
nas regides das nadadeiras peitorais e do opérculo.

MACIEL (1997) verificou, nas larvas de trairdo, Hoplias lacerdae, com um dia
apos a eclosao, que a epiderme corporal era formada por duas camadas de células
pavimentosas com nucleo lentiforme, e com o desenvolvimento das larvas,
observou-se aumento no numero de camadas epiteliais, células mucosas e
corpusculos gustativos. MACIEL et al. (2010a) concluiram que as larvas vitelinicas
de trairdo, a partir de cinco dias apos a eclosédo, tém potencialidade para localizar o
alimento a distancia por meio da palatabilidade, uma vez que apresentam
corpusculos gustativos bem desenvolvidos na epiderme que reveste o corpo
(gustacao a distancia), o que néo foi verificado nas larvas de piracanjuba até 172
horas AE.

NAKAMURA et al. (2002) observaram que, nas larvas de Conger myriaster,
a espessura do tegumento s6 aumentou apdés a metamorfose, tornando-se
estratificado, assim como as células mucosas. LEONARD & SUMMERS (1976), que
investigaram as alteragdes no tegumento de larvas de Anguilla rostrata, sugeriram
que o aumento da espessura do tegumento parece estar estreitamente relacionado
com uma mudanca no habitat apés a metamorfose, ou seja, pode ser uma
adaptagao ao novo habitat que exige uma maior protegédo contra o desgaste e danos
mecanicos.

CONCLUSOES
Apesar das larvas de piracanjuba possuirem uma epiderme delicada, a
protecao imediata da epiderme ndo é requerida quando a larva eclode, mas a partir
de 29 horas e 30 minutos apss a eclosao, protecao imune e contra abrasdo passam
a ser essenciais. Até 172 horas apdés a ecloséo, as larvas de piracanjuba néo
desenvolveram a gustacao a distancia.

) AGRADECIMENTOS
A Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG) pela doacdo do material
bioldgico e por primar pela preservagao da fauna nacional.
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