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ABSTRACT.- Rocha T.L., Santos A.P.R. & Sabéia-Morais S.M.T. 2013. [Pseudo-gill of gup-
py, Poecilia reticulata (Peter, 1859): structural, morphometric, and histochemical
analyses for the detection of glycoconjugates.] Pseudobranquia do guaru Poecilia re-
ticulata (Peter, 1859): andlise estrutural, morfométrica e histoquimica para deteccdo de
glicoconjugados. Pesquisa Veterindria Brasileira 33(5):669-673. Laboratdrio de Comporta-
mento Celular, Departamento de Morfologia, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade
Federal de Goias, Campus II, ICB IV, Cx. Postal 131, Goiania, GO 74001-970, Brazil. E-mail:
simonesaboias@gmail.com

The morphology, cytomorphometric parameters, and glycoconjugates present in the
pseudo-gill of guppy, Poecilia reticulata Peter, 1859 (Cyprinodontiformes: Poeciliidae),
were investigated by light microscopy coupled to image capture and analysis system, and
also by lectin histochemistry. The microscopic anatomy indicates that P, reticulata has a
glandular pseudo-gill formed by two lobes, located underneath the pharynx epithelium.
The organ is formed by vascularized parenchyma rich in pseudo-gill cells. This cell type
exhibits active cytophysiological state with an abundant system of biomembranes and la-
cking of ostium in apical surface, which in turn is found in the mitochondria-rich cells of the
holobranch. This indicates that the pseudo-gill cells distinguishe from the holobranch cells
in their morphology, histochemistry and physiology. Due to these intrinsic characteristics,
the pseudo-gill of guppy fingerlings may have non-respiratory function in the initial phase
of their development. The characterization of guppy’s pseudo-gill could facilitate further
studies about the effect of water pollutants on biomonitor species, such as P, reticulata.

INDEX TERMS: Guppy, Poecilia reticulata, gills, chloride cells, biomonitor species.

RESUMO.- A morfologia, os parametros citomorfométri-
cos e os glicoconjugados presentes na pseudobranquia de
guaru, Poecilia reticulata Peter, 1859 (Cyprinodontifor-
mes: Poeciliidae), foram investigados por microscopia de
luz acoplada ao sistema de captura e andlise de imagens,
juntamente por histoquimica com lectinas. A anatomia mi-
croscépica indicou que P, reticulata possui pseudobranquia
glandular formada por dois l6bulos, a qual se localiza abai-
xo do epitélio faringiano. O 6rgao é constituido por parén-
quima vascularizado e rico em células pseudobranquiais.
Esse tipo celular exibe estado citofisioldgico ativo, com
abundante sistema de biomembranas e auséncia de 6stio
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na superficie apical,que por sua vez é encontrado nas célu-
las ricas em mitocéndrias das holobranquias. Assim, indi-
ca-se que as células da pseudobranquia se distinguem das
células das holobranquias em relagdo a morfologia, histo-
quimica e fisiologia. Em decorréncia dessas caracteristicas
intrinsecas, a pseudobranquia de alevinos do guaru pode
desempenhar func¢des nido respiratdrias nas fases iniciais
do desenvolvimento. Além disso, a caracterizagdo da pseu-
dobranquia do guaru possibilitara estudos futuros sobre o
efeito de poluentes aquaticos em espécies biomonitoras,
como P, reticulata.

TERMOS DE INDEXAGAO: Guaru, Poecilia reticulata, branquias,
células do cloro, espécie bioindicadora.

INTRODUCAO

As branquias dos teledsteos sdo 6rgdos multifuncionais
e desempenham, além da ion/osmorregulacio, funcdes
de trocas gasosas, respiracdo, regulacdo acido-base, gus-



670 Thiago L. Rocha, Ana PR. Santos e Simone M.T. Sabéia-Morais

tacdo e recepcio de estimulos do meio externo, excrecio
de produtos nitrogenados e secre¢ido de substancias pro-
tetoras contra a irritagdo provocada por agentes externos,
tais como organismos patdgenos e poluentes do ambiente
aquatico (Wilkie 1997, Machado & Fanta 2003, Diaz et al.
2005, Borges-de-Oliveira et al. 2006, Vigliano et al. 2006).

A complexidade das branquias dos peixes como 6rgaos
multifuncionais é reflexo de seu epitélio de revestimento
(Sabdia-Morais et al. 1996) e dos tipos celulares que se in-
teragem para a manutencao das fun¢des branquiais. Assim,
a presenca ou auséncia dessas células, juntamente com
sua morfofisiologia, distribui¢cdo, abundancia, densidade
e constituicdo bioquimica é variada entre as espécies de
peixes e entre os estagios do desenvolvimento (Rocha et al.
2010).

As branquias sdo evaginagdes da superficie do corpo
dos peixes e encontram-se no interior das bolsas faringeas
(Pough et al. 1999). Elas sdo compostas por dois conjuntos
de holobranquias, sendo que cada uma dessas consiste de
um arco branquial, do qual partem proje¢des denominadas
de filamentos branquiais na regido caudo-lateral. Destes fi-
lamentos saem projec¢des radiais (lamelas branquiais) em
sua superficie dorsal e ventral. De cada arco branquial par-
tem rastelos branquiais em direcdo oposta a dos filamentos
(Vigliano et al. 2006). Esta organizagdo permite um aumen-
to da area do epitélio branquial que entra em contato com o
meio externo, proporcionando a esta estrutura uma super-
ficie respiratéria e ion osmorregulatdria.

Devido as suas propriedades morfofisiolégicas, bio-
quimicas, moleculares e celulares, localizacdo anatémica
e capacidade de biotransformag¢do e bioacumulacdo de
contaminante ou poluente do ambiente aquatico, as holo-
branquias dos teledsteos tém sido utilizadas para analise
dos efeitos téxicos da poluicdo aquatica em 6rgaos-alvo
de peixes (Larini 1979, Fanta et al. 2003). Contudo, ainda
pouco se conhece sobre a organizagdo estrutural, fun¢des e
alteracdes provocadas por poluentes nas pseudobranquias
dos peixes.

O sistema-modelo investigado foi Poecilia reticulata,
pertencente a ordem Cyprinodontiformes, familia Poecilii-
dae e subfamilia Poeciliinae. Essa espécie é indicada para
estudos toxicolégicos pela Organizacdo para Cooperagdo
e Desenvolvimento Econdmico (OECD) (OECD 1992). Esta
espécie possui ampla distribuicdo biogeografica, facil dis-
ponibilidade e reproducao ao longo das estacdes do ano e
dimorfismo sexual.

A utilizagido do guaru como espécie sentinela em pro-
gramas de biomonitoramento tem sido comprovada por
diversos autores, tais como nos estudos dos efeitos toxicos
de tributiltina e bisfenol A (Haubruge et al. 2000), metais
pesados como cloreto de cddmio (Yilmaz et al. 2004), dis-
ruptores enddcrinos como o fungicida vinclozolin, o meta-
bolico do DDT (p,p’-DDE) e o flutamide (Baatrup & Junge
2001), além do octilfenol e 17B-estradiol (Kinnberg et al.
2003). Nesse sentido, este trabalho pretendeu descrever
a morfologia e os glicoconjugados presentes na pseudob-
ranquia da espécie bioindicadora Poecilia reticulata (Peter
1859), com o intuito de disponibilizar conhecimentos so-
bre a estrutura normal desse 6rgdo para analises subcelu-
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lares, celulares e histolégicas futuras, que utilizardo esta
estrutura como biomarcador da poluicdo aquatica.

MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
Humana e Animal do Hospital das Clinicas da UFG, e esta proto-
colado sob n® 049 desde 2008, e seguiu os principios éticos para
pesquisa animal determinados pelo Colégio Brasileiro de Experi-
menta¢do Animal (COBEA) (COBEA 1991).

Sistema modelo

Espécimes de fémeas adultas de Poecilia reticulata foram
coletados em tanques localizados na Escola de Medicina Veteri-
naria da Universidade Federal de Goias, Campus II, Goidnia, GO
(16° 35" 37”S e 49°16’ 50” W) e transferidas para o Laboratorio
de Comportamento Celular (LCC), localizado no Instituto de Ci-
éncias Biologicas, da Universidade Federal de Goias (ICB/UFG).
Em seguida, os espécimes passaram por um periodo de aclima-
tagdo de 14 dias em aquarios de 40 litros de agua doce sem cloro,
com pH de 6,9+0,1. A temperatura da dgua foi mantida a #27°C
e o fotoperiodo era de ciclos com 12:12 horas claro/escuro. O
quantitativo de amdnia dissolvida na agua era de 0 a 0,01p/L. Os
animais foram alimentados trés vezes ao dia com ra¢do comercial
(alconCOLOURS®), a qual possui 44% de proteina bruta. Os restos
de alimento e fezes eram removidos diariamente com auxilio de
sifdo, e o volume da agua removido era reposto logo a seguir.

Apés a aclimatagdo, retiraram-se aleatoriamente do tanque de
adaptacdo 10 fémeas no estagio final de prenhez, ou seja, com re-
gido ventral dilatada, e que por transparéncia era possivel visuali-
zar as larvas, tal como descrito por Rocha et al. (2010). As fémeas
foram separadas individualmente em tanques-maternidade com
40 litros de dgua até o nascimento dos alevinos.

Processamento do material bioldgico

Apbs o nascimento, os alevinos com 0,0084+0,0011g de mas-
sa total e 0,92+0,07cm de comprimento total foram divididos em
dois grupos: 10 animais fixados por imersao em solucdo de Kar-
novsky (glutaraldeido 2,5% (v/v), paraformaldeido 4% (p/v) e
tampao fosfato de sédio 0,1M pH 7,2) (Karnovsky, 1965) por 2
horas, e 10 animais fixados por imersdo em tetréxido de 6smio
e iodeto de zinco (ZI0), de acordo com Watrin & Mayer-Gostan
(1996) e Schreiber & Specker (1999).

O material fixado em Karnovsky foi dividido em dois grupos.
0 primeiro foi processado por técnicas histolégicas convencionais
para inclusdo em parafina com plastificante (SEM, USA), seccio-
nado com 4pum de espessura e submetido ao screening com 10
lectinas biotiniladas (Quadro 1) e revelado com estreptoavidina-

Quadro 1. Dados sobre nomeclatura, origem e agticar ligante
das lectinas biotiniladas

Abreviacdo Lectinas Actcares

SBA Soybean Agglutinin a-D-Gal, a- e 3-Gal-Nac
ECL Erythrina Cristagalli Lectin Gal, Galactosil ($-1,4) Glc-Nac

VVL-B Vicia Villosa Lectin a- e B- Gal-Nac

STLB  Solanum Tuberosum (Potato) Glc-Nac
Lectin

LELB Lycopersicon Esculentum Glc-Nac

(Tomato) Lectin

PHA-E, Phaseolus Vulgaris Erythroag- D-Gal-Nac, estruturas

glutinin complexas
UEA-I  Ulex Europaeus Agglutinin I a-L-Fucose
WGA Wheat Germ Agglutinin D-GlcNAc e 4cido sidlico
MAM Maackia amurensis lectin Acido sialico
COnA Concanavalina A a-D-man e a-D-glicose
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-peroxidase (Dako Co, USA), de acordo com Paffaro Jretal. (2003).
0 segundo grupo foi incluso em historesina (LEICA Historesin,
USA) de acordo com as normas do fabricante, seccionados com
1pm de espessura no ultramicrétomo (LEICA, Ultracut UCT, USA)
e corados com Azul de Toluidina 1% (p/v) pH 8,4 (VETEC).

Os alevinos fixados com ZIO foram inclusos em parafina com
plastificante (SEM, USA), seccionado com 4 um de espessura e
corados com Azul de Alcian 1% (p/v) pH 2,5 (VETEC). Todos os
cortes histolégicos foram obtidos através de secgdes transversais
dos alevinos na regido do primeiro arco branquial.

Fotomicrografias das pseudobrianquias foram obtidas por
meio do microscépico fotonico (Leica DMLB, USA) acoplado ao
sistema de captura de imagem camera Samsung Color Digital SHC
410 NAD. A estereologia, também denominada de morfometria,
foi realizada no Programa Image Pro-Plus 6.0 (Media Cyberne-
tics, Silver Spring, EUA). Para tanto, foram mensuradas variaveis
adaptadas por Vertemati et al. (2008) e Golalipour et al. (2009)
(Quadro 2). A drea e o diametro foram obtidos utilizando as ferra-
mentas de contorno e medida de comprimento presentes no pro-
grama de analise de imagens Image Pro Plus 6.0, respectivamente.

Quadro 2. Variaveis mensuradas nas células
pseudobranquiais divididas em volumétricas,
area e diametro

Variaveis Medidas estimadas

Volumétricas Citoplasma celular (Vcit = Vcel - Vnuc)
Nucleo celular (Vnuc)
Celular (Vcel)
Area Citoplasma celular (Acit = Acel - Anuc)
Nucleo celular (Anuc)
Celular (Acel)
Razdo area ntcleo/citoplasma (Anuc / Acit)
Nucleo da célula (Dnuc = (Dnuc maior + Dnuc menor)/2)
Celular (Dhep = (Dhep maior + Dhep menor)/2)

Diametro

0 volume celular foi estimado considerando as células como
esferas, conforme Ke et al. (2007), onde o volume é medido pela
féormula: V=3 /4mr3. Para tanto, primariamente foi calculado o raio
(r) celular por meio da formula A= mr? a partir da area da circun-
feréncia medida pelo programa Image Pro-Plus 6.0 (Media Cyber-
netics, Silver Spring, EUA).

RESULTADOS

Morfologia

A pseudobranquia de alevinos de Poecilia reticulata foi
localizada préximo ao epitélio faringeano e possui lamelas
e filamentos fundidos circundados por tecido conjuntivo,
ao contrario das holobranquias, as quais possuem filamen-
tos e lamelas branquiais livres com ampla superficie de
contato (Fig.1-4). Nesse teledsteo, a pseudobranquia néo é
visivel externamente nos alevinos. A morfologia microscé-
picaindicou que a pseudobranquia é dividida em dois 16bu-
los, cada lébulo é preenchido principalmente por parénqui-
ma celular diferenciado, células pseudobranquiais, e uma
parcela de células menores, com nucleo mais condensado.

A pseudobranquia do guaru é uma estrutura altamen-
te vascularizada, sendo que as células do parénquima for-
mam corddes ao redor do sistema vascular (Fig.3-4). Pode-
-se identificar um vaso sanguineo central contendo grande
quantidade de hemaécias nucleadas, o qual se ramifica em
vasos de menores calibres para irrigacdo de toda a pseu-
dobranquia.

Fig.1-4. (1) Visdo panoramica das branquias (Br) e da pseudob-
ranquia (Pb) da larva (Fase 4) de P, reticulata em secgdo lon-
gitudinal. Técnica: Lectina SBA. (2) Secc¢do longitudinal das
holobranquias de alevinos do guaru apresentando células ri-
cas em mitocdndrias (CRMs) com 6éstio reativo a lectina WGA
no epitélio interlamelar (>) e as lamelas secundarias (LS) com
auséncia de CRMs. Técnica: Lectina WGA. (3) Seccdo longitu-
dinal da pseudobranquia de alevino do guaru destacando os
vasos sanguineos (*) e as CRMs sem 0dstio (setas). Técnica: lec-
tina ECL-B. (4) Pseudobranquia dos alevinos do guaru apre-
sentando vasos sanguineos com as hemécias reativas a lectina
SBA (*), e as CRMs sem 6stio (setas). Técnica: lectina SBA. Es-
cala das barras nas Figuras 1-4 = 20um.

Caracteristicas das células pseudobranquiais

O principal tipo celular encontrado na pseudobranquia
glandular de P, reticulata possui formato poligonal com area
e volume citoplasmatico de 35+9,75um? e 165,2+63,2um3,
respectivamente. O nucleo geralmente é central e arredon-
dado, com abundante eucromatina e inico nucléolo eviden-
te (Fig.1, 3 e 4). A citomorfometria indicou que essas célu-
las estavam em constante atividade celular, principalmente
devido a area nuclear grande (7,9+1,6 pm?) e proporg¢io
area nuclear / area citoplasmatica extensa (0,23+0,05)
(Quadro 3).

Quadro 3. Parametros citométricos das células
pseudobranquiais de alevinos do guaru (P. reticulata).
Os dados estdo apresentados na forma de
média + desvio padrio

Parametros citométricos Valores
Diametro celular (um) 7,46 + 1,02
Area celular (um?) 43,50 £ 11,00
Volume celular (pm?) 221,67 +78,70
Area citoplasmatica (um?) 35,83+9,75
Volume citoplasmatico (um?) 204,40 + 75,90
Diametro nuclear (um) 3,30 +1,02
Area nuclear (um2) 7,90 + 1,60
Volume nuclear (um?) 17,20 + 4,90
Proporgdo area nuclear/area citoplasmatica 0,23 +0,05
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As células pseudobranquiais do P. reticulata possuem
algumas caracteristicas morfologicas semelhantes as célu-
las ricas em mitocondrias (CRM), também denominadas de
células do cloro ou iondcitos, tais como citoplasma abun-
dante, ntcleo e nucléolo evidentes e formato poligonal.
Contudo, verificara-se que as células pseudobranquiais ndo
possuem especializacdes de membrana apical denomina-
das de dsteos, estrutura presente em CRM (Fig.5-6).

A auséncia do 6steo nas células pseudobranquiais foi con-

firmada nas sec¢des coradas com Azul de Toluidina pH 8,4 e
naqueles marcados com a citoquimica de lectinas, a qual per-
mite a marcagao de carboidratos de glicoproteinas e/ou glico-
lipidios na superficie do 6steo (Fig.1, 3-6). As CRM das holob-
ranquiais podem apresentar 6steo marcado com as lectinas
STLB e LELB ao contrario das células da pseudobranquia.
As células pseudobranquiais, quando submetidas a técnica
de ZIO, apresentaram reatividade positiva ao ZIO, de modo
semelhante as CRM das holobranquias. Contudo, a inten-
sidade de reatividade foi maior no citoplasma das células
pseudobranquiais quando comparado as CRM (Fig.7-8).
Além disso, alguns condrdcitos branquiais apresentaram
reatividade fortemente positiva ao ZIO.
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Fig.5-6. (5) Branquias de alevinos do guaru em sec¢do longitu-
dinal. Observa-se as lamelas secundarias (LS) e, no epitélio
interlamelar, CRM sem o éstio (seta) e CRM com 6stio (>). Téc-
nica. AT pH 8,4. (6) Pseudobranquia de alevino do guaru em
seccdo longitudinal apresentando CRM sem 6stio (seta) e os
vasos sanguineos (*). Técnica. AT pH 8,4. Escala das barras nas
Figuras 5 e 6 = 50um.
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Fig.7-8. (7) Branquias de embrido (Fase 3) em secc¢do transversal
(esquerda da imagem) e longitudinal (direita da imagem). Ve-
rificam-se as CRM pouco reativas ao ZIO (>) e vaso sanguineo
branquial (*). Técnica: ZIO + AB pH 2,5. (8) Pseudobranquia
de embrido (Fase 3) em sec¢do longitudinal. Destacam-se as
CRMs sem 6stio com forte marcagdo ao ZIO (setas). Técnica:

Z10 + AB pH 2,5. Escala das barras nas Figuras 5-8 = 50um.

DISCUSSAO

A pseudobranquia de Poecilia reticulata possui lamelas e
filamentos fundidos circundados por tecido conjuntivo, ca-
racteristicas que permitem a sua classificacdo como pseu-
dobranquia glandular, de acordo com Bridges et al. (1998).
Além disso, esses autores afirmaram que a pseudobranquia
recoberta pelo epitélio faringiano é caracteristica de alguns
peixes de dgua doce da familia Cyprinidae. O presente tra-
balho identificou a presenca dessa estrutura glandular na
familia Poeciliidae.

0 sistema vascular da pseudobranquia de P, reticulata
se apresentou morfologicamente semelhante aquele das
holobranquias. Os vasos sanguineos no centro do filamento
branquial das holobranquias também se ramificam para a
formacgdo das lamelas branquiais, as quais possuem o epi-
télio respiratdrio (Pisam et al. 1980). Contudo, nos alevinos
do guaru, a pseudobranquia nao possui lamelas branquiais
livres, apresentam auséncia do sistema de células pilares,
sugerindo uma fung¢do nao respiratdria para esse 6rgao nas
fases do desenvolvimento.

As células pseudobranquiais ndo apresentaram osteo
em sua membrana apical, ao contrario das CRM das holob-
ranquias. Essa especializacio se assemelha a depressdo na
superficie apical e possui polissacarideos sintetizados ou
pelas CM branquiais, os quais apds a sua producao sdo libe-
rados sobre o epitélio branquial, ou pelas CRM. As CRM das
holobranquias de P, reticulata em agua doce, anteriormen-
te denominado de Lebistes reticulatus (Peters, 1859), e do
peixe Mugil capito (Cuvier, 1829) em agua salgada também
possuem alta concentragdo de polissacarideos na regido
apical, no sistema vesiculotubular e no complexo Golgien-
se. Desse modo, as CRM podem sintetizam parte dos glico-
conjugados presentes em seu 6stio (Pisam et al. 1980).

A marcacgdo positiva do dsteo das CRM holobranquiais
as lectinas STLB e LELB indica a presenca de glicoconju-
gados contendo N-acetilglicosamina nessa especializacdo
de superficie apical, ao contrario das células pseudobran-
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quiais, tal como indicado por Rocha et al. (2010). Desse
modo, provavelmente esses tipos celulares diferem quanto
a fisiologia e as fungoes celulares, indicando papéis distin-
tos da pseudobranquia para a manuten¢do da homeostase
corporea, quando comparada as holobranquias do guaru.
As andlises do tecido pseudobranquial marcado com ZIO
permitiu confirmar que a pseudobranquia glandular do
guaru é composta por células com abundante sistema de
biomembranas, provavelmente mitocondrias e reticulos
endoplasmaticos lisos (Fig.7-8), tal como indica Watrin
& Mayer-Gostan (1996) e Schreiber & Specker (1999). As
analises ultraestruturais da pseudobranquia de F heterocli-
tus também indicaram que esse tipo celular possui grande
quantidade de mitocondrias, sistema vesiculotubular espe-
cializado, e extenso reticulo endoplasmatico liso associado
com mitocondrias e continuo com a membrana plasmatica
basolateral (Copeland & Dalton 1959).

Diante do exposto acima, o presente trabalho indica que
os alevinos do guaru Poecilia reticulata possuem pseudo-
branquia glandular constituida principalmente de células
pseudobranquiais em estado citofisiolégico ativo, com
abundante sistema de biomembranas e auséncia da espe-
cializagdo de membrana apical, o 6steo, encontrado nas
CRM das holobranquias.
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