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RESUMO

A bacia Amazbdnica possui cerca de 15 familias e mais de 60 espécies de peixes cujos
principais representantes sdo principalmente marinhos. Sugere-se que as incursdes/conexdes
marinhas tenham levado elementos da antiga fauna caribenha para os sistemas de lagos com
diferentes graus de salinidade. Tem-se postulado que os ancestrais das arraias de agua doce
(Potamotrygonidae) e das pescadas (Sciaenidae) possam ter colonizado o ambiente de &gua
doce durante uma longa incursdo marinha que ocorreu no final do Oligoceno (~25 milhdes de
anos atras, M.A). Por outro lado, os ancestrais dos sardinhdes (Pristigasteridae) e dos peixes-
agulhas (Belonidae) possam ter colonizado as aguas continentais no final do Miocenol/inicio do
Plioceno (~5 M.A). Para testar a hipétese da convergéncia evolutiva para 0os mecanismos
fisiolégicos da adaptacdo ao ambiente de agua doce, exemplares das seguintes familias foram
estudados: Potamotrygonidae (P. schroederi e Plesiotrygon iwamae), Belonidae (Belonion
apodion e Potamorrhaphis guianensis), Pristigasteridae (Pellona castelnaeana e Pellona
flavipinnis) e Scianidae (Plasgioscion squamosissumus). Nessas espécies foram estudados os
teores plasmaticos dos ions (Na*, K*, Cl, Mg*2 e Ca*2), uréia, aménia e osmolalidade total. Além
disso, analisou-se densidade de volume das células cloreto ricas em Na*/K*-ATPase, células
mucosas e demais componentes branquiais. Todos os representantes das diferentes familias de
peixes de origem osmorregulam por meio de ions. Sendo que as variagdes nos niveis de ions
plasmaticos estdo associadas aos paré@metros fisicos e quimicos da agua onde cada animal foi
coletado. Em relagdo a densidade de células cloreto ricas em Na*/K*-ATPase ndo existe um
padrao estruturado em relagdo ao tempo em que o ancestral marinho colonizou o ambiente de
agua doce. As células cloreto ricas em Na*/K*-ATPase dos peixes teleosteos de origem marinha
sd0 pequenas, enquanto a dos elasmobranquios sdo maiores. Teledsteos e elasmobranquios
diferem em relacdo a distribuicdo da Na*/K*-ATPase na regido basolateral. Nos teledsteos a
bomba ibnica distribui-se ao longo de um sistema tubular enovelado no interior da célula cloreto,
enquanto nos elasmobranquios, a enzima apresenta distribuicdo periférica. Nos
elasmobrénquios, as células mucosas armazenam mucinas &cidas (azul de Alcian-positivas)e
neutras (PAS-positivas), enquanto nos teledsteos foi observado apenas mucinas acidas. Exceto
no peixe-agulha (Belonidae), onde foram observadas apenas células mucosas com mucinas
neutras.

PALAVRAS-CHAVE: Peixes de agua doce de origem marinha, osmorregulagdo, interagao-
organismo ambiente.
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1. INTRODUGAO

A maioria dos autores sugere que as incursdes marinhas durante o Mioceno tiveram um
papel crucial na origem e evolugao dos peixes de agua doce de origem marinha e que a fauna
ancestral caribenha pode ter sido a principal fonte de grupos marinhos para a evolugao de
espécies endémicas na América do Sul (HOORN et al., 1994). Segundo LOVEJOY et al., 2006,
0s ancestrais dos principais grupos taxonémicos de peixes agua doce de origem marinha podem
surgido entre duas grandes incursdes marinhas que ocorreram entre o final do Oligoceno e o
inicio do Plioceno. Embora que, durante o Mioceno, a paleo-bacia Amazonica tenha sido afetada
por inUmeras incursdes marinhas separadas. Autores como Lovejoy et al. (2006) sugerem que
os potamotrigonideos e as pescadas (Plasgioscion) surgiram na primeira grande incursdo
marinha (~25 M.A), enquanto os demais grupos na segunda (~5 M.A) incursdo. Considerando as
informagdes citadas anteriormente e dos modelos vigentes para os mecanismos de troca iénica
em peixes marinhos e agua doce, algumas questdes podem ser levantadas:

- Os mecanismos fisiologicos da tolerdncia ao ambiente de agua doce estdo
estruturados em fungé@o do tempo de origem evolutiva do grupo?

- As estratégias fisiologicas nos diferentes grupos taxondmicos evoluiram por
convergéncia durante a transi¢do marinha-agua doce?

- Os padrdes de regulagéo idnica estdo mais relacionados as variaveis fisicas e quimicas
da agua que do tempo e/ou periodo de origem evolutiva do grupo?

Para que estas questdes possam ser analisadas, as familias Pristigasteridae (sardinh&o)
e Belonidae (peixes-agulhas) serdo aqui consideradas como membros do grupo A, que inclui
espécies cujo ancestral pode ter surgido nas incursdes marinhas no inicio do Plioceno (~5 M.A);
enquanto as familias Potamotrygonidae (arraias de &gua doce) e Sciaenidae (pescadas) serdo
incluidas no grupo B, espécies cujo ancestral pode ter surgido no final do Oligoceno (~25 M.A).

Em peixes, as brénquias representam um sitio para os mais importantes processos
fisioldgicos, tais como a troca de gases respiratorios e o equilibrio ibnico (HWANG & PERRY,
2010). O epitélio branquial dos peixes de agua doce é caracterizado pela presenga de trés tipos
de células diferenciadas: célula pavimentosa (CPV), célula mucosa (CM) e célula-cloreto (CC).
As CPVs revestem a maior parte da superficie branquial, enquanto as CMs e as CCs
representam <10% deste total. Em todas as espécies, as CCs normalmente séo encontradas
entre as lamelas na regido aferente do filamento e, ocasionalmente no epitélio da lamela
(EVANS et al., 2005). As células cloreto s&o os principais sitios para excre¢do e tomada de ions
em peixes adultos, inclusive para elasmobranquios (WILSON et al., 2002). Nestas células, as
bombas iénicas Na*/K* - ATPase e H+-ATPases localizam-se em vasta area tubular continua a
regido basolateral (EVANS et al., 2005; DUNCAN et al., 2011). A identificacéo de células ricas
em mitocondrias ricas em Na*/K* - ATPase (NKA-MRC) no epitélio branquial de diversas
espécies de potamotrigonideos tem sido recentemente descrito (DUNCAN et al., 2010; DUNCAN
etal., 2011). Um dos primeiros modelos propostos para o transporte de ions no epitélio branquial
envolvendo a bomba eletrogénica Na*/K* - ATPase foi elaborado por Silva et al. (1977), sendo
revisto por Hirose et al., 2003. Conforme este modelo, em teledsteo de agua doce o papel da
Na*/K* - ATPase € criar um gradiente eletroquimico para que o Na* e Cl- possam tomados pela
regido apical das células cloreto. Enquanto que, para tele6steos marinhos a atividade da Na*/K* -



ATPase favorece a excregdo de Cl, enquanto o excesso de Na* é eliminado por uma via
paracelular.

Wood et al. (2002) demonstraram que os mecanismos de regulagdo iénica na arraia
cururu (Potamotrygon sp., espécie ainda ndo descrita) sdo concordantes com o modelo proposto
por Piermarini & Evans (2001). De acordo com Wood et al. (2002), ao longo da histéria evolutiva
do grupo, o sistema de troca idnica originalmente moldado para as fungdes no ambiente marinho
pode ter sido organizado de maneira que as estratégias osmorregulatérias fossem semelhantes
aquelas encontradas nos ciclideos que vivem nas aguas pobres em ions do Médio Rio Negro
(WILSON et al.,1999). Porém, néo se sabe se esses mecanismos evoluiram por convergéncia.
Com essas hipoteses estabelecidas, torna-se interessante investigar os mecanismos fisiologicos
da tolerancia ao ambiente de agua doce em diferentes familias de peixes considerados de
origem marinha.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Este trabalho executou um estudo sobre a evolugdo dos mecanismos fisioldgicos da
tolerancia ao ambiente dulciaquicola em grupos (Pristigasteridae, Belonidae, Sciaenidae e
Potamotrygonidae) de peixes de &gua doce da Amazonia cujos ancestrais evoluiram nos
sistemas de agua doce da bacia Amazbnica em momentos distintos durante o Oligoceno e
Plioceno.

2.2 Objetivos especificos

e (Caracterizagdo dos ambientes aquaticos (através de valores de pH, concentragdo de
oxigénio, sdlidos totais dissolvidos, tipo de agua, concentragdo de ions dissolvidos e
condutividade elétrica) dos representantes das familias citadas anteriormente;

e Andlise de solutos osmorregulatorios (Na*, K*, CI, Mg2*, Ca?*, uréia e aménia) e
osmolalidade plasmatica destes animais;

e Propor um padrdo evolutivo dos mecanismos de adaptacdo ao ambiente de &gua doce
baseado no perfil da fisiologia osmotica e na organizagao das células do epitélio branquial e
identificagdo das células-cloreto ricas em Na*/K* - ATPase branquial, a principal bomba
ibnica envolvida no transporte de ions da agua para o animal;

¢ Quantificagéo de células mucosas presentes nos filamentos branquiais;



3. METODOLOGIA

3.1. Andlise das caracteristicas fisicas e quimicas da agua

As variaveis fisicas e quimicas como pH, temperatura (°C), condutividade elétrica
(uS/cm) e concentragdes de oxigénio (mg/L) foram analisadas por meio de aparelho
multiparametro da marca Consort/C535. Essas analises foram realizadas em dez medidas
espacialmente separadas em 500 m entre si nas mesmas areas de coleta das espécies
utilizadas nesse estudo. As amostragens das caracteristicas fisicas e quimicas da agua,
quanto as coletas dos exemplares de peixes foram georreferenciadas com um uso de um
GPS Garmin Etrex Adventure.

3.2. Coleta dos espécimes e das amostras de tecido

Os dados de peso (g), numero espécimes coletados e local (rio) de captura dos
representantes de diferentes familias de peixes de agua doce de origem marinha (Fig.1)
estdo apresentados na tabela 1. O potamotrigonideo Potamotrygon schroederi e o peixe-
agulha (Belonion apodion) foram coletados por meio de rapiché na regido de Barcelos no
Médio Rio Negro (S00°41'881” W62°59'153”). Os representantes das demais familias foram
capturados utilizando malhadeiras nas margens do Rio Solimdes, proximo ao municipio de
Iranduba (3°20'S; 60°20'W). Apds captura foram anestesiados (MS-222 tamponado) e
sacrificados por contuséo cefalica. Com uma agulha de insulina heparinizada foi retirada uma
amostra de sangue da veia caudal. Uma das branquias foi retirada e, imediatamente fixada in
situ por imersdo em solugdo Bouin (acido picrico saturado, formaldeido e acido acético) e
processadas para métodos imunohistoquimicos.

Tabela 1. Peso (g) e numero de exemplares de peixes de diferentes familias utilizados

nesse estudo.

Espécies Peso (g) Localfrio
Peixe-agulha (Belonion apodium) Collette, 19,5+2,1 (N=7) Rio Negro
1966

Pescada (Plagioscion  squamosissumus) 337,5+22,9 (N=8) Rio Solimdes
Heckel, 1840

Apapa (Pellona casteunaeana) 1515,6£57,7 (N=6) Rio Solimdes
Valenciennes, 1847

Potamotrygon schroederi Fernandez-Yepez, 480158 (N=4) Rio Negro
1958

Plesiotrygon iwamae Rosa, Castello & 5333154 (N=4) Rio Solimdes

Thorson, 1987




Figura 1. Exemplares representantes das diferentes familias de peixes considerados invasores
marinhos: A- peixe-agulha (Belonidae: Belonion apodion); B- apapa (Pristigasteridae: Pellona
castelnaeana); C- sardinhdo (Pristigasteridae: Pellona flavipinnis); D- pescada (Sciaenidae:
Plagioscion squamosissimus); E — arraia (Potamotrygonidae: Potamotrygon schroederi); F- arraia
(Potamotrygonidae: Plesiotrygon iwamae).

3.3. Analise de eletrdlitos plasmaticos

O sangue retirado foi armazenados em tubo de polietileno e imediatamente
centrifugado, em seguida o plasma foi separado e armazenado em gelo. Para as analises dos
ions cloreto, calcio, magnésio, uréia e amdnia, as amostras foram diluidas (10 pl da amostra
para 190 ul de reagente de cor) e coloragado formada foi lida em leitora de microplacas em
comprimento de onda que variavam de 450 a 595 nm. As concentragdes de Na* e K* (mmol/l)
no plasma foram analisadas por fotometria de chama.

3.4. Microscopia de luz

As branquias fixadas em solugdo Bouin em baixa temperatura (~24 horas) foram
preservadas em alcool 70%. Apos isso, as branquias foram desidratadas em concentragdes
crescentes de etanol (70, 80, 95 e 100% por 1 hora cada) e diafanizadas em xilol (duas
etapas de 45 min cada). As amostras foram incluidas em parafina histolégica nas posi¢oes
longitudinais e sagitais ao filamento branquial. Os cortes através de microtomia com secgbes
de 7 um.



3.4.1. Andlise imunohistoquimica para identificagdo das células cloreto ricas em
ATPases

A identificacdo das células cloreto ricas em ATPases foram realizadas conforme
protocolos estabelecidos por Piermarini & Evans (2001) e Duncan et al., 2010. Foram
secgOes seriais de 8 um paralelas ao eixo dos filamentos (de cada um dos arcos
branquiais) foram montadas em l&minas cobertas com poli-L-lisina. As secgdes foram
desparafinizadas em xilol, hidratadas em é&lcool concentragdes de 100%, 90%, 80%, 70%,
50%, e em agua destilada, e subsequentemente com duas lavagens em Tamp&o Tris
Salino (TBS 10M, 1% Triton, pH 7,4) ou Tampé&o Fosfato Salino (PBS 10M, 1% Triton, pH
7,4). Uma solugéo de H20: (3%) foi usada para inibir a atividade da peroxidase endogena.
As secgdes foram pré-incubadas com NGS (Normal GoatSerum, 20%) por 20 min em
camara Umida. Depois foram incubadas por 12 horas a 25° C com anticorpo primario anti
subunidade a5 da Na*/K* - ATPase (diluido 1:200). Ap6s incubagéo, as l&minas foram
lavadas com TBS/PBS e, novamente, incubadas com um segundo anticorpo GAMPO
(GoatAnti-Mouse) conjugado a peroxidase durante 45 min a 25° C. Depois, as secgdes
foram lavadas com PBS por 10 min. Para visualizagdo dos anticorpos ligados sera
adicionado 3,3"-diaminobenzidina tetra-hidrocloreto (DAB) por 15 min e em seguida
amostra foi novamente desidratada para montagem de lamina permanente .

A quantificacdo foi realizada por meio da contagem de células imunopositivas Na*/K* -
ATPase (cloreto), células pavimentosas, células pilar, e espago sangue através do software
online Stepanizer (http://www.stepanizer.com/).

3.4.2. Identificagdo de células mucosas

Foram confeccionadas laminas em parafina para quantificacdo das células mucosas
presentes nos filamentos branquiais das espécies, apos a retirada da parafina com xilol, as
ldminas foram desidratadas em é&lcool com diferentes concentragdes (100%, 900%, 80%,
70% e 50%) por 3 minutos. Para identificagdo das células mucosas ricas em
mucossubstancias neutras foi utilizado o método da oxidagdo com acido periodico e reagente
de Schiff (PAS). Para identificagdo das células mucosas ricas em mucossubstancias acidas
utilizou-se o corante azul de Alcian (pH 2,5). As l&minas foram montadas e fotografadas. As
células mucosas foram quantificadas por meio do software Estereoldgico Stepanizer
(http://www.stepanizer.com/).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Variaveis fisicas e quimicas da agua

Os resultados das anélises dos padrdes fisico-quimico (variaveis como pH, temperatura
(°C), condutividade elétrica (uS/cm), sélidos totais dissolvidos (TDS,mg/l) e concentragbes de
oxigénio (mg/L)da agua onde os peixes foram coletados est@o apresentados na Tabela 2. A
agua do Rio Solimdes apresentou pH circumneutro, elevada condutividade elétrica e riqueza
em sdlidos totais dissolvidos. Por outro lado, o Rio Negro possui agua preta, pH acido e baixa
condutividade. Esses valores sdo semelhantes aos ja descritos para esses rios (DUNCAN &
FERNANDES, 2010).


http://www.stepanizer.com/
http://www.stepanizer.com/

Tabela 2. Caracteristicas fisicas e quimicas dos rios Negro e Solimdes onde os animais
foram coletados.

Rios/tributarios pH Cond. [0,] Temp (°C)
(nS/em) (mg/l)

Rio Negro (N=10) 4,0+0,2 101 41+-6 29+1

Rio Solimdes (N=10) 6,8+0,4 1105 5,1£0,6 28+1

4.2, Perfil dos ions, ureia e osmolalidade plasmaticos

Foram analisados os ions (Na*, K*, Cl, Mg*2e Ca*2), ureia € amdnia do plasma das
espécies consideradas invasoras marinhas (Fig 2-4). Todos os exemplares das familias de
origem marinha possuem perfil de eletrolitos diferentes dos seus representantes marinhos.
Peixes marinhos possuem elevados teores de Na*, Cl- e Ca*2 quando comparados aos peixes de
agua doce (EVANS et al., 2004). Estudos anteriores demonstraram que osmorregulagdo em
potamotrigonideos é semelhante ao de teledsteos de agua doce sendo caracterizada por baixas
concentragdes de eletrolitos (WOQOD et al., 2002). As arraias (potamotrigonideos) apresentam
teores de ions Na+ ligeiramente superior em relagdo as demais familias. Contudo, ha uma
grande variagédo espécie-especifica na concentragdo desses eletrolitos (Fig, 2 e 3). Além disso,
tais variagbes podem estar associadas aos respectivos ambientes de captura do grupo
taxondmico, portanto pode ser um padrao osmorregulador associado ao ambiente, conforme ja
observado em diferentes populagdes da arraia Paratrygon aiereba coletada em dois tipos de
aguas, preta e branca (DUNCAN et al., 2009). A despeito dos baixos teores de Na* e Cl-
plasmaticos (Fig. 2A) nos belonideos (peixes-agulhas), a relagdo Na*/Cl- (Fig. 2B) € semelhante
ao perfil observado nas arraias de agua doce (mais especificamente em P. schroederi).
Sugerimos que essa semelhanca pode estar associada ao ambiente aquatico, pois tanto P.
schroederi, quanto Belonion apodion e Potamorrhaphis guianensis foram capturados no mesmo
sistema de agua preta (Rio Negro). O perfil dos teores de Na+ e Cl-, bem como a relagdo
Na+/Cl- nos Pristigasteridae e na pescada (Sciaenidae) sao parecidos. Mais uma vez, sugerimos
que essa semelhante também pode estar associada ao tipo de &gua, pois 0s apapas, 0s
sardinhdes e as pescadas foram coletados no mesmo rio (Rio Solimdes). Em relacéo aos ions
divalentes (Ca*2 e Mg*2), observa-se que os teores plasmaticos sdo semelhantes entre todos as
familias estudadas (Fig. 3A e B). Tanto 0 Ca*2, quanto o Mg*2 s&o ions importante, pois atuam
como mensageiros intracelulares (Ca+2) e cofatores de varias enzimas e bombas idnicas (Mg*?)
(HIROSE et al., 2003 ). Portanto, considerando o papel crucial dos ions Ca*2 e Mg*2 os niveis
desses eletrélitos séo extremamente regulados, independentemente do grupo taxondmico. A
ureia € um soluto encontrado em elevadas concentragdes no plasma de elasmobranquios
marinhos (EVANS et al., 2004), porém, sabe-se que tanto teledsteos marinhos quanto nos
grupos de agua doce (elasmobrénquios e teledsteos) a ureia ndo é um soluto utilizado para
osmorregulagdo (DUNCAN et al., 2009). De fato, observou-se baixos valores plasmaticos de
ureia em todos os representantes das 4 familias estudadas (Fig. 4-A). Isso reforga a tese que



animais de agua doce osmorregulam por meio de eletrélitos. Os valores de osmolalidade total no
plasma foram semelhantes em todos os representantes das familias estudadas (Fig. 4-B).
Porém, observou-se que os valores de osmolalidade no plasma do peixe agulha Belonion
guianensis (Belonidae) foram baixos quando comparados as demais familias. Este baixo valor
pode ser devido ao baixo teor de ions cloretos no plasma.
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Figura 2. Concentracdo de ions Na* e CI- (A) e razdo entre a quantidade Na*/Cl- no
plasma (B) dos peixes provenientes de linhagens marinhas.

= Ca'’
— Mg™
3,5 A 12 - B
3,0 1 10 4
2,5 1
8 4
= 40 %
£ ~ ©]
1,5 1 +
<
1,0 1 o4
0,5 - 21
0,0 - . 0
2 5 o N\ o 2 ) o O o
o~ N (8) () ) N X
\(\OQ \Q\‘\(‘ & (006 “{ | (\\O \(\Qﬁo Q'\(\(\ 0\0 0060 \‘\\QO
A& N N N 0 ) o) N Q § .0
0®9 0 ¥ Q\’bg Q .(’0 ¢ A4 o@‘} @ ?\bg “'0‘\ Q\Q‘}
g A
o \© QO )
o N ) A\
Q@\\ & & <

Figura 3. Concentragdo de ions Ca*2 e Mg*2 (A) e K* no plasma (B) dos peixes provenientes de
linhagens marinhas.
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Figura 4. Concentracdo de uréia e amonia (A) e osmolalidade plasmatica (B) dos peixes
provenientes de linhagens marinhas.

4.3. Componentes estruturais das branquias e distribuicao das células cloreto

As densidades relativas dos componentes das lamelas branquias entre as diferentes
espécies de peixes de origem marinha estdo apresentados na Figura 5. Observa-se que existe
uma maior densidade de células cloreto (CCs) nas branquias do peixe-agulha (Belonion apodion)
e da pescada (Plagioscion squamosissumus). No entanto, ha uma grande variabilidade
observada entre as diferentes espécies estudadas. A arraia Plesiotrygon iwamae apresenta
maior densidade de células pavimentosas, consequentemente, uma menor proporcao de células
cloreto em relagdo as demais espécies. Nas brénquias as principais células diferenciadas séo:
célula pavimentosa (CPV), célula mucosa (CM) e célula-cloreto (CC). As CPVs recobrem quase
toda a superficie do filamento, incluindo o espaco interlamelar, e as lamelas secundarias. Em
peixes de agua doce, existem evidéncias que as CPVs tém papel importante na tomada de ions
e equilibrio &cido-base (EVANS et al., 2005). As células pilares constituem os componentes
estruturais para o espago onde o sangue flui dentro das lamelas (EVANS et al., 2004). Observa-
se que no apapa (Pellona casteunaeana) ha maior propor¢édo de células pilares, sugerindo maior
resisténcia sanguinea na parede do epitélio respiratério.

Em se tratando de mecanismos de transporte idnico, as CCs séo consideradas as mais
importantes células do epitélio branquial devido ao seu papel na regulagao iénica (MARSHALL &
BRYSON, 1998). Em peixes marinhos, a CC possui um complexo sistema labirinto-tubular no
citoplasma. Morfologicamente, as células cloreto de todos os representantes de peixes
teledsteos de origem marinha nesse estudo séo relativamente menores que aquelas observadas
nas arraias de agua doce (Fig. 6A-D). Além disso, apresentam uma forte marcagéo escura na
regido central da célula. Isso sugere um intricado sistema membranoso tubular enovelado. Nas
arraias (Potamotrygonidae), as CCs sdo claramente maiores, porém, observa-se apenas uma
membrana basolateral moderadamente invaginada (Fig. 6E-F), tal como ja descrita para varios
outros potamotrigonideos (DUNCAN et al., 2010; DUNCAN et al., 2011). Isso explica a forte
marcacao imunohistoquimica (anticorpo contra a Na*/K*-ATPase) na periférica e, sobretudo, na
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Figura 5. Densidade relativa (%) das células cloreto ricas em Na*/K*-ATPase, células
pavimentosas, células pilares e espago sangue nos diferentes exemplares das familias de peixes
de origem marinha.
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Figura 6. Distribuicdo das células cloreto ricas em Na*/K*-ATPase em diferentes representantes
das 4 familias de peixes de origem marinhas: A- peixe-agulha (Belonion apodion); B- apapa
(Pellona casteauneana); C- sardinh&@o (Pellona flavipinnnis); D- Plagioscion squamosissimus; E-
arraia Potamotrygon schroederi; F- arraia Plesiotrygon iwamae.

4.4, Células mucosas e tipos de mucinas armazenadas

Em todas as espécies, as células mucosas estdo distribuidas principalmente nas bordas
externa e interna do filamento branquial e sdo raras nos espagos interlamelares e nas lamelas.
Nos representantes da familia Pristigasteridae (apapa e sardinhdo) e na pescada (Sciaenidae), o
principal tipo de mucossubstancia (mucina) presentes nas células mucosas s&o do tipo acido
(Fig. 7A-D). Nos belonideos (peixe-agulha), foi encontrado apenas células mucosas neutras nas
pontas dos filamentos branquiais (Fig. 7A), enquanto nos potamotrigonideos (arraias), observou-
se os dois tipos: mucinas neutras e &cidas dentro da mesma célula (Fig. 7E-F). As mucinas
acidas sdo marcadas pelo método do azul de Alcian em pH 2,5 ou pH 1,0. O azul de Alcian em
pH 2,5 cora tanto mucinas acidas sulfatadas quanto as carboxiladas. Em pH 1,0, apenas as
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mucinas carboxiladas sdo coradas em azul de Alcian. Observou-se que as células mucosas
foram fracamente positivas para a técnica do PAS (acido periddico de Schiff). Esse método
marca especialmente as mucinas neutras presentes nas células mucosas.

As mucosubstancias é&cidas podem prevenir a proliferagdo de microrganismos
patogénicos na superficie epitelial (MITTAL et al., 1994); enquanto, mucosubstancias neutras
podem estar associadas a prote¢éo e lubrificagdo do epitélio branquial contra o atrito (SIBBING
& URIBE, 1985). Além disso, segundo Handy & Eddy (1989), o muco produzido pelos peixes de
agua doce apresenta maior concentragdo de Na* e CI- do que a &gua circundante. Portanto, isto
pode ser de extrema importancia para 0s mecanismos de transporte iénico no epitélio branquial
das espécies que vivem nas aguas pobres em ions do rio Negro, tais como o peixe-agulha
(Belonion guianensis) e a arraia P. schroederi. Outra explicacdo € que as células mucosas que
secretam mucinas neutras podem ajudar na prote¢do da mucosa branquial contra a acidez da
agua do Rio Negro.
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Figura 7. Distribuicdo das células mucosas é&cidas (azul de Alcian-positivas, pH 2,5) em
diferentes representantes das 4 familias de peixes de origem marinhas: A- peixe-agulha
(Belonion apodion); B- apapa (Pellona casteauneana); C- sardinhdo (Pellona flavipinnnis); D-
Plagioscion squamosissimus; E- arraia Potamotrygon schroederi ; F-arraia Plesiotrygon iwamae.

5. CONCLUSOES

e Todos os representantes das diferentes familias de peixes de origem
osmorregulam por meio de eletrélitos (ions);

e As variagdes nos niveis de ions plasmaticos estdo associadas aos parametros
fisicos e quimicos da dgua onde cada animal foi coletado;

e Em relacdo a densidade de células cloreto ricas em Na+/K+-ATPase nédo existe
um padrdo estruturado em relacdo ao tempo em que o ancestral marinho
colonizou 0 ambiente de agua doce;

o Telebsteos e elasmobranquios diferem em relagdo a distribuicdo da Na+/K+-
ATPase na regido basolateral. Nos teledsteos a bomba idnica distribui-se ao longo
de um sistema tubular enovelado no interior da célula cloreto, enquanto nos
elasmobranquios, a enzima apresenta distribuicdo periférica;

e As células cloreto ricas em Na+/K+-ATPase dos peixes teledsteos de origem
marinha s&o pequenas, enquanto a dos elasmobranquios sdo maiores;

e Nos elasmobranquios, as células mucosas armazenam mucinas acidas (azul de
Alcian-positivas)e neutras (PAS-positivas), enquanto nos teledsteos foi observado
apenas mucinas 4&cidas. Exceto no peixe-agulha (Belonidae), onde foram
observadas apenas células mucosas com mucinas neutras.
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