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RESUMO

A epiderme nos peixes apresenta alta complexidade e diversidade de estruturas, sendo considerada
um tecido multifuncional ainda pouco compreendido. Embora seja um grupo com grande
abundancia de espécies, apenas um pequeno numero de Siluriformes teve sua epiderme analisada.
A descricdo das estruturas da epiderme dos bagres pode contribuir com informaces filogenéticas
entre os Siluriformes ou auxiliar na compreensao das relagdes entre a morfologia e 0 ambiente, as
quais permanecem pouco conhecidas. O presente estudo representa a primeira descricdo estrutural
da epiderme de um membro da familia Auchenipteridae. A estrutura, citoquimica e morfometria
da epiderme do bagre Pseudauchenipterus affinis foi investigada em quatro regiées do corpo ao
longo de um ano. A pele de P. affinis é formada pela epiderme, derme e tecido subcutaneo em
todas as regides analisadas. A epiderme consiste em trés tipos principais de células (epiteliais, de
muco e alarme) e em menor quantidade células de pigmento, células granulares eosinofilicas e
linfécitos. Foram ainda descritas estruturas sensoriais (papilas gustativas, 6rgdos ampulares e
neuromastos canal). Andlises citoquimicas detectaram glicoproteinas neutras e acidas na secrecao
das células de muco e contetdo proteico nas células de alarme. As caracteristicas morfoldgicas e
citoquimicas encontradas estdo de acordo com aquelas descritas para outros Ostariophysi. Analises
morfomeétricas evidenciaram que (1) existe dimorfismo sexual em relacdo a altura do epitélio; (2)
a densidade de células de muco é menor que das células de alarme e epiteliais; (3) as diferentes
regides do corpo ndo sdo uniformes com relacdo a densidade de células muco, altura do epitélio e
diametro, como relatado na literatura; (4) a regido lateral anterior apresentou maior altura do
epitélio e diametro das células de muco quando comparada a regido lateral posterior; (5) a
densidade de células de muco e células de alarme, a altura do epitélio e o diametro das células de
muco sofreram varia¢Ges sazonais, provavelmente como resultado da elevagédo da salinidade no

local de coleta durante o estudo.

Palavras-chave: Morfologia, pele, bagres, célula de muco, microscopia de luz.



ABSTRACT

The epidermis in fishes has highly complex and diverse structures and is considered a
multifunctional tissue still poorly understood. Although it is a group with abundance of species,
only a small number of Siluriformes had their epidermis analyzed. The description of the epidermal
structures of catfishes can contribute with phylogenetic information in Siluriformes or help on the
understanding of the relationship between morphology and environment, which remain little
known. This study represents the first structural description of the epidermis of a member of the
family Auchenipteridae. The structure, cytochemistry and morphometry of the Pseudauchenipterus
affinis catfish epidermis was investigated in four body regions throughout the one year. The P.
affinis skin is formed by epidermis, dermis and subcutaneous tissue in all analyzed regions. The
epidermis consists of three major cell types (epithelial, mucus and alarm) and in fewer amount of
pigment, granular eosinophilic and lymphocytes cells. There were also described sensory structures
(taste buds, ampullary organs and neuromasts channel). Cytochemical analysis detected neutral
and acid glycoproteins in the mucus cells secretion, and protein in the alarm cells. The
morphological and cytochemical features are consistent with those described for other
Ostariophysi. Morphometric analysis highlighted that (1) there is sexual dimorphism in relation to
the height of the epithelium; (2) the mucus cell density is smaller than alarm and epithelial cells;
(3) the different body regions is not uniform in relation to mucus cells density, height and diameter
of the epithelium, such as reported in the literature; (4) the anterior lateral body region showed
greater epithelium height and mucous cells diameter compared to posterior lateral body region; (5)
mucus and alarm cells density, epithelial height and diameter of the mucus cells had seasonal

variations, probably as result of the salinity increase in the collection site during the study.

Keywords: Morphology, skin, catfish, mucus cell, light microscopy.
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1. INTRODUCAO

1.1. Superordem Ostariophysi

Os Ostariophysi  (Teleostei, Actinopterygii), um dos maiores grupos de Teleostei,
representam aproximadamente 28% das espécies de peixes conhecidas no mundo, correspondendo
a maioria (cerca de 75%) de peixes de dgua doce (BONE & MOORE, 2008; NELSON, 2006). Os
Ostariophysi estdo presentes em todos os continentes, exceto na Antartida, Groenlandia e Nova
Zelandia (NELSON, 2006).

Esse tdxon é dividido em duas séries, Anotophysi e Otophysi (NELSON, 2006).
Atualmente, a superordem abrange cinco ordens — Gonorynchiformes (milkfishes), Cypriniformes
(carpas, barbos, dojos), Characiformes (tetras, lambaris, pacus), Gymnotiformes (poraqués,
sarap0s, ituis) e Siluriformes (bagres, cascudos, abotoados e mandis) distribuidas em 68 familias,
1.075 géneros e cerca de 7.900 espécies (NELSON, 2006).

1.2.0rdem Siluriformes

A ordem Siluriformes é o maior, mais diversificado e amplamente distribuido grupo entre
os Ostariophysi, com cerca de 470 géneros, 36 familias e 3000 espécies (FERRARIS JR., 2007).

Em geral, as espécies deste taxon possuem o corpo desprovido de escamas, sendo recoberto
por uma pele espessa. Normalmente possuem trés pares de barbilhdes podendo chegar a quatro
pares: um par nasal, um (ou dois) par(es) maxilar(es) e dois pares inferiores ou mentais. Os
barbilhdes sdo providos de numerosas papilas gustativas utilizadas na deteccdo de alimentos.
Frequentemente possuem um raio espinhoso nas nadadeiras dorsal e peitorais, 0sso maxilar sem
dentes ou com dentes rudimentares e nadadeira adiposa geralmente presente (TEUGELS, 1996;
NELSON, 2006). Diversas espécies de bagres sdo conhecidas por serem venenosas, podendo
causar ferimentos graves através de espinhos e injetar um veneno produzido por células glandulares
(NELSON, 2006). Sdo animais de atividade predominantemente noturna com pouca
movimentacdo, orientando-se principalmente por quimiorrecep¢éo, habitando fundo de rios entre
pedras e vegetacdo (BRITSKI, 1981).
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A ordem inclui desde individuos que ndo ultrapassam 20 mm quando adultos (e.g.
Scoloplacidae) até de comprimento superior a 2 m podendo chegar a quase 3 m (e.g. Siluridae,
Pimelodidae e Pangasiidae) (TEUGELS, 1996; BRITTO, 2002; NELSON, 2006). Representantes
de Siluriformes exibem uma ampla variedade de habitos alimentares desde onivoros (e.g.
Astroblepidae), herbivoros (e.g. Loricariidae), carnivoros (e.g. Auchenipteridae), planctéfagos
(e.g. Hypophthalmidae), hematéfagos (e.g. Trichomycteridae) ou ainda lepiddfagos
(e.g.Trichomycteridae) (BRITTO, 2002).

A maioria dos Siluriformes é restrita as &guas continentais, no entanto algumas espécies das
familias Auchenipteridae, Aspredinidae e Pangasidae s&o resistentes a dguas salobras encontradas
em estuarios ou as vezes no mar, e duas familias, Ariidae e Plotosidae, sdo exclusivamente
marinhas (TEUGELS, 1996; NELSON, 2006). Sdo amplamente distribuidos, encontrados em
todos os continentes (NELSON, 2006). Esta variedade morfolégica e comportamental de
Siluriformes é refletida em sua complexidade taxonémica (BRITTO, 2002).

A maior diversidade de bagres ocorre na regido tropical, principalmente na América do Sul,
Africa Subsaariana, e sul e sudeste da Asia (TEUGELS, 1996; de PINNA, 1998). Na regi&o
neotropical, os Siluriformes compreendem o segundo maior grupo de peixes, onde ocorrem
aproximadamente 60% das espécies em 14 familias (de PINNA, 1998; BRITTO, 2002; NELSON,
2006; FERRARIS JR, 2007).

1.3.Familia Auchenipteridae

Dentre as familias de Siluriformes, Auchenipteridae é restrita a regido Neotropical,
representada por 20 géneros e cerca de 90 espécies (FERRARIS JR, 2007) que estdo distribuidas
em duas subfamilias: Centromochlinae e Auchenipterinae (AKAMA, 1999).

Auchenipteridae, cujas espécies sdo conhecidas popularmente como cantarai, fidalgo,
mandubé, palmito, judeu, ximbé, cangati e cachorro de padre, é representada por um grupo de
bagres de pequeno e médio porte. Varias sinapomorfias sustentam a monofilia da familia, sendo
caracterizados principalmente pelo dimorfismo sexual da nadadeira anal (transformado em 6rgéo
intromitente para conducdo de esperma nos machos sexualmente maduros) e por inseminagao
interna, caracteristica Unica entre as familias de Siluriformes (AKAMA, 1999; BIRINDELLI,

2010). S&o peixes geralmente de habitos crepusculares ou noturnos, mas na maioria das formas a
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biologia ndo é bem conhecida (BIRINDELLI, 2010; SARMENTO-SOARES & MARTINS-
PINHEIRO, 2007). A maior parte dos auquenipterideos alimenta-se de insetos na superficie da
agua, enquanto alguns sdo primariamente planctivoros ou piscivoros (FERRARIS JR, 2003).

Em varias familias de Siluriformes é conhecida a capacidade de producdo de sinais sonoros
(KAATZ, 2002). Doradoidea (Doradidae + Auchenipteridae), em particular, apresenta uma
variacdo bioacustica diversificada. Espécies deste tAxon sdo capazes de emitir sinais sonoros em
contextos agonisticos, reprodutivos e de perturbac6es, além de exibirem habilidade de distin¢éo de
seus préprios sons (KAATZ & STEWART, 2012).

1.3.1. Pseudauchenipterus

Entre os géneros de Auchenipteridae, Pseudauchenipterus possui uma extensa e tipica
distribuicéo, particularmente sdo encontrados no estuario em rios desde a Venezuela ao rio Doce
(Espirito Santo, Brasil). Apenas quatro espécies sdo consideradas validas, todas encontradas em
rios brasileiros: P. afinnis, P. nodosus, P. flavescens e P. Jequitinhonha. As principais
caracteristicas deste grupo séo a presenca de papilas dérmicas na regido umeral, primeiros raios da
nadadeira anal prolongados (nos machos) e tolerancia a elevadas taxas de salinidade (AKAMA,
1999). A resisténcia deste taxon as aguas salobras ou salgadas é um dos poucos casos conhecidos
de Siluriformes tolerantes & alta salinidade, e Unico entre os géneros de Auchenipteridae.

Pseudauchenipterus afinnis, objeto do presente estudo, ocorre nos rios litoraneos do
Espirito Santo (rio Doce) e extremo sul da Bahia (rio Jucurussu, rio Itanhén, rio Mucuri) (AKAMA,
1999). Seus representantes possuem porte médio, e corpo afilado. Apresentam coloracdo
acinzentada, principalmente no dorso. Nos individuos vivos, as nadadeiras anal e caudal sdo de
tonalidade amarelada. Possuem habito generalista alimentando-se principalmente de invertebrados
aquaticos, insetos, matéria vegetal e detritos (AKAMA, 1999; SARMENTO-SOARES &
MARTINS-PINHEIRO, 2007). S&o poucos os estudos em relacdo ao género, limitando-se a
sistematica e taxonomia (AKAMA, 1999).
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1.4. A epiderme nos teledsteos

A epiderme é um epitélio estratificado multifuncional cuja principal e mais importante
funcdo € atuar como a primeira barreira entre 0 organismo e o meio. Nos ambientes aquaticos, ela
funciona como um importante sistema de defesa contra patdgenos, uma vez que 0s peixes Sao
continuamente expostos a multiplos desafios microbianos em seu habitat (RAKERS et al., 2010).
Além da funcdo de protecdo, a epiderme nos peixes pode desempenhar outros papéis essenciais,
como comunicacdo, percepcdo sensorial, locomocdo, respiracdo, regulacdo ibnica, excrecdo e
regulacdo térmica (ELLIOTT, 2011a, 2011b).

A composicdo da epiderme dos peixes esta relacionada a mucogénese (formacéo de camada
mucosa composta por células vivas), diferente da queratinizacdo (formacdo de uma camada externa
de células mortas queratinizadas) encontrada nos tetrapodes. Estas formas de desenvolvimento
estdo relacionadas a adaptacdo ambiental (HENRIKSON & MATOLTSY, 1968a; MITTAL et al.,
1995). Tipos de células queratinizantes ocorrem predominantemente em animais terrestres,
enquanto que as células produtoras de muco sdo encontradas em formas anfibias e aquaticas
(HENRIKSON & MATOLTSY, 1968a; MITTAL et al., 1995). A queratinizacdo na epiderme de
peixes pode ocorrer sob a forma de estruturas especializadas, como tubérculos nupciais ou érgdos
de contato, projecGes corneas como 6rgaos de fixacdo nos labios e nadadeiras e placas poliédricas
nos bagres asiaticos do género Bagarius Bleeker, as quais servem para ajudar a proteger o peixe
contra danos mecanicos (MITTAL & WHITEAR, 1979; MITTAL & MUNSHI, 1970; WHITEAR,
1986; WILEY & COLLETTE, 1970).

A epiderme nos peixes é organizada em camadas constituidas por diferentes células. A
camada superficial, em contato com a superficie externa, é formada por células epiteliais achatadas.
Abaixo, a camada intermediaria € composta por varios tipos de células, incluindo as glandulas
unicelulares (células de muco e alarme), células sensoriais, iondcitos, além das células epiteliais
(ZACCONE et al., 2001; ELLIOTT, 2011b; CHANG & HWANG, 2011). A camada basal é
uma camada Unica indiferenciada de células epiteliais, considerada como um reservatorio de
células estaminais. Esta camada se encontra ligada @ membrana basal por meio de jun¢es celulares
e conecta firmemente a epiderme a derme (LE GUELLEC et al., 2004).

Dentre os teledsteos, a pele dos Siluriformes tem sido objeto de varios estudos através de

diferentes técnicas. A histologia da pele através da microscopia Optica é conhecida em alguns
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bagres (HERRICK, 1901; HENRIKSON & MATOLTSY, 1968b; MITTAL & MUNSH, 1970;
ZACCONE & CASCIO, 1981; GARG & MITTAL, 1990; AGRAWAL & MITTAL, 1992;
ARRATIA & HUAQUIN, 1995; ZACCONE et al., 2001; PARK et al., 2003; GUERRA et al.,
2006; BONILLA LIZARAZO et al.,, 2008; DAMASCENO et al., 2012). Na literatura a
ultraestrutura e histoquimica é analisada em varios géneros de bagres (MITTAL et al., 1976;
MITTAL & WHITEAR, 1979; AL-HASSAN et al., 1987; HENDERSON, 1995; FASULO et al.,
1998; PARK et al., 2003; KUMARI et al., 2009; AL- BANAW et al., 2010; GARG et al., 2010;
DAMASCENO et al., 2012). Estruturas sensoriais como 0s mecanorreceptores da linha lateral,
eletrorreceptores e quimiorreceptores foram analisados em alguns estudos nos Siluriformes
(NORTHCUTT et al., 2000; WHITEHEAD et al., 2000; WHITEHEAD et al.,, 2003;
NORTHCUTT, 2005; WHITEHEAD et al., 2009; GAUTHIER et al., 2015).

1.5. Principais tipos de células da epiderme

Para lidar com os estresses ambientais (e.g. temperaturas flutuantes, estresse osmotico e
infeccdo por microrganismos) os peixes teledsteos tém desenvolvido vérios tipos de células

epidérmicas as quais realizam funcdes distintas a fim de protegé-los (RAKERS et al., 2010).

1.5.1. Células Epiteliais

Assim como na epiderme de outros vertebrados, a unidade estrutural basica da epiderme
dos peixes é a célula epitelial (HENRIKSON & MATOLTSY, 1968a; ELLIOTT, 2011b),
conhecida por vérias classificagfes, incluindo célula de Malpighi, célula epidérmica, célula
contendo filamento, célula filamentosa, célula poligonal, célula poliédrica, queratécito,
queratindcito, célula principal e célula comum (WHITEAR, 1986; ELLIOTT, 2011b). Nos peixes
teledsteos, as células epiteliais sdo mitoticamente ativas em todas as camadas epidérmicas, apesar
de ser mais comum nas camadas inferiores do epitélio (ELLIOTT, 2011b; HENRIKSON &
MATOLTSY, 1968b).

As celulas epiteliais normalmente sdo pequenas, em relagdo aos demais tipos de células da
epiderme, e podem variar na forma dependendo da sua localizagdo (ELLIOTT, 2011b). As células

da camada basal sdo cuboides ou colunares, enquanto que as celulas superficiais sdo
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frequentemente achatadas. A presenca de filamentos intermediérios (tonofilamentos) é uma
caracteristica marcante de seu citoplasma (WHITEAR, 1986) e confere resisténcia mecanica
(ELLIOTT, 2011b; HENRIKSON & MATOLTSY, 1968b). As celulas epiteliais superficiais
produzem secre¢Ges mucosas, as quais auxiliam na protecdo do peixe contra agentes patogénicos
e outras agressdes. Essa secregdo mucosa forma uma cuticula na superficie da pele, composta por
secrecBes oriundas de varios tipos celulares distintos, a qual é continuamente renovada e descartada
(ELLIOTT, 2011b; WHITEAR, 1970). A membrana plasmatica das células epiteliais superficiais
¢ ornamentada com micropregas ou micropapilas, as quais formam um padrédo espécie-especifico
(FISHELSON, 1984). Essas ornamentagOes auxiliam na reten¢do das substancias secretadas e
fornecem maior superficie de contato melhorando a eficiéncia da secre¢do na superficie celular
(WHITEAR, 1970).

1.5.2. Células de Muco (Caliciformes)

As células caliciformes séo glandulas exdcrinas unicelulares comuns a maioria dos grupos
de animais, presentes na superficie corporal de quase todos os peixes (WHITEAR, 1986;
ELLIOTT, 2011a). Elas apresentam geralmente, formato de calice com nlcleo basal alongado e
citoplasma volumoso globular rico em secrecédo (dai a denominacdo caliciforme).

De acordo com WHITEAR (1986), nos peixes existem dois tipos células caliciformes, as
mucosas e as serosas. As secre¢des mucosas contém glicoproteinas, que geralmente apresentam
coloracdo fracamente basofilica ou permanecem sem coloracdo em cortes histoldgicos, ao passo
que as serosas contém proteinas basicas e, consequentemente, apresentam coloracao acidofilica
(BLACKSTOCK & PICKERING, 1980). Células caliciformes mucosas sdo muito mais comuns
do que as serosas. Mesmo nos peixes em que as células caliciformes serosas ocorrem, elas podem
ser menos numerosas em relacdo as células caliciformes mucosas (WHITEAR, 1986). Neste
trabalho serdo abordadas somente as células caliciformes mucosas ou células de muco.

As células de muco estdo situadas frequentemente nas camadas intermediarias e superficiais
da epiderme. Evidéncias sugerem que estas se diferenciam a partir de células epiteliais nas camadas
inferiores da epiderme e, quando diferenciadas, perdem a capacidade de sofrer divisdo mitética
(ELLIOTT, 2011b).



20

Células de muco imaturas, geralmente, sdo arredondadas e aumentam de tamanho a medida
que avancam em direcdo a superficie da epiderme. O nucleo e as organelas geralmente posicionam-
se na periferia celular, a medida que as secrecbes sdo sintetizadas na célula em maturagédo
(ELLIOTT, 2000). Ao atingir a superficie da pele, emergem entre células epiteliais adjacentes,
ocorrendo a ruptura da membrana plasmatica na regido apical, por onde o contetdo celular é
liberado, seguido de morte celular (HARRIS & HUNT, 1975).

Uma variedade de funcbes tem sido atribuida as secregdes caliciformes, incluindo
lubrificantes que reduzem a friccdo e danos mecanicos, funcdes de protecdo contra micro-
organismos e regulatorias, como na osmorregulacao, e trocas gasosas. A substituicdo continua das
secrecdes de muco a partir de células caliciformes mucosas pode impedir a colonizacdo por

microrganismos patogénicos na superficie do corpo (ELLIOTT, 2000).

1.5.3. Células de Alarme (Claviformes)

Além das células epiteliais e de muco, a epiderme dos peixes possui outros tipos de células
secretoras. Um exemplo séo as células de alarme presentes em abundancia entre os Ostariophysi
(WHITEAR, 1986; NELSON, 2006; ELLIOTT, 2011b).

As células de alarme estdo frequentemente localizadas nas camadas intermediarias do
epitélio e, diferentemente das caliciformes mucosas, ndo possuem abertura para superficie da
epiderme. Sédo células geralmente grandes, de formato redondo/oval ou em forma de clava (dai a
denominacdo claviforme), com um ou dois nucleos centrais (HENRIKSON & MATOLTSY,
1968b; PFEIFFER, 1977).

Embora sua fungdo nédo se encontre definitivamente estabelecida, considera-se que estas
células sejam multifuncionais (ZACCONE et al., 2001). Nos Ostariophysi, estas células possuem
um feromonio (substancia de alarme) que € liberado quando a epiderme é danificada (e.g.
predacdo), lesionando estas células e alertando os demais peixes do cardume (DUBOC, 2007).

As células de alarme podem ainda produzir substancias que auxiliam na cicatrizacao de
ferimentos na epiderme (AL-HASSAN et al., 1991; RALPHS & BENJAMIN, 1992; PAKK,
2012). Além disso, estudos identificaram uma variedade de substancias bioativas, incluindo
agentes antipatogénicos (CHIVERS et al., 2007), toxinas e fatores especificos que podem estar
envolvidos na regulacao das células epidérmicas (IGER et al., 1994).
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A epiderme dos peixes possui outros tipos de células como as células saciformes (outra
categoria de ceélulas secretoras), células de Merkel, células granulares, iondcitos, glandulas
holdcrinas associadas a espinhos, dentre outras (WHITEAR, 1986; ELLIOTT, 2000).

1.6. Receptores sensoriais epiteliais

A pele dos peixes € composta por uma série de receptores sensoriais que interagem com o
ambiente aquatico e sinalizam inimeras rea¢des no individuo. Dentre estes receptores estdo 0s
mecanorreceptores, os eletrorreceptores e 0s quimiorreceptores.

Os mecanorreceptores e os eletrorreceptores tém origem na linha lateral. O sistema da linha
lateral € o resultado de interacbes complexas de desenvolvimento que envolvem: o placoide, uma
area espessa em forma de placa da ectoderme embrionaria que da origem ao neuromastos e seu
nervo associado; 0s 0ssos dérmicos, que suportam os canais da linha lateral; e a musculatura axial,
0 que pode servir como um guia para a migracao placoidal. Esse sistema esta presente em todos 0s
peixes e nos bagres é formado por dois subsistemas baseados nos neuromastos (mecanorreceptores)
e 6rgdos ampulares/tuberosos (eletrorreceptores) (ARRATIA, 2003).

Os neuromastos sdo pequenos Orgdos receptores epiteliais compostos de centenas ou, em
alguns casos, milhares de células sensoriais ciliadas, além de células de suporte e de células do
manto (WEBB, 2011). Os feixes ciliares sdo cobertos por uma clpula gelatinosa que serve como
interface entre a biomecéanica das células e a agua no ambiente circundante. Quando o fluxo de
agua passa por um neuromasto, a ctpula e os feixes ciliares se dobram, gerando um estimulo que
é transmitido para o cérebro através de neur6nios de um nervo da linha lateral (ZACCONE et al.,
2001; WEBB, 2011). Os neuromastos superficiais (localizados sobre a pele) diferem dos
neuromastos canais (encontrados nos canais da linha lateral) no tamanho, localizacdo, forma,
estrutura e desenvolvimento. A orientacdo das células ciliadas em neuromastos canal € paralela ao
eixo ao longo do canal, de modo que os fluxos de agua no canal tém o potencial de estimular os
neuromastos. Neuromastos superficiais sdo geralmente menores que 0s neuromastos canais e
podem formar linhas nas regides dorsolaterais, cabega e tronco nos bagres (ARRATIA, 2003;
WEBB, 2011).

Os o6rgéos eletrorreceptores, também originarios da linha lateral, mostram uma grande

diversidade morfoldgica, podendo ser classificados como ampulares ou tuberosos (ZACCONE et
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al., 2001; ARRATIA, 2003). Geralmente, os 6rgdos ampulares sdo caracterizados por um duto,
com um poro na superficie da pele e um epitélio sensorial na porg¢do apical do duto. O canal que
conecta o epitélio sensorial ao ambiente pode variar consideravelmente em comprimento, sendo
preenchido com um gel mucoso de baixa resisténcia elétrica. A parede do duto ampular é
constituida por células achatadas ligadas entre si por juncdes (oclusdo e desmossomos), criando
uma fronteira com alta resisténcia elétrica (JOARGENSEN, 2011). Os 6rgdos ampulares séo
especializados na deteccdo de campos elétricos de baixa frequéncia, primariamente de origem
bioldgica e sdo usados na orientacdo, localizacdo de presas e comunicagdo social (ARRATIA,
2003).

Orgéos tuberosos sdo encontrados exclusivamente em peixes elétricos pertencentes as
ordens Mormyriformes e Gymnotiformes (ZACCONE et al., 2001). Eles diferem dos 6rgdos
ampulares uma vez que sdo localizados em uma cavidade intra-epidérmica fechada, sem existéncia
de duto da superficie da pele até o 6rgdo sensorial. Em vez disso, o0 6rgéo sensorial € coberto por
uma camada de células epidérmicas pouco organizadas e sensiveis a campos elétricos de alta
frequéncia (ZACCONE et al., 2001).

Nos bagres, 6rgdos quimiossensoriais sdo conhecidos como papilas gustativas e células
quimiorreceptoras solitarias (ARRATIA, 2003). Assim como em outros vertebrados, nos peixes as
papilas gustativas sdo 6rgaos sensoriais periféricos do sistema gustativo que permitem ao animal
identificar o alimento através da deteccdo de substancias quimicas a uma curta distancia. As papilas
gustativas ocorrem no epitélio da cavidade orofaringe-branquial e em algumas espécies também na
epiderme (REUTTER et al., 2000). Estes 6rgaos apresentam formato alongado e sdo constituidos
por grupos de 30 a 100 células receptoras alongadas (RAJI & NOROZI, 2010).

As papilas gustativas nos peixes sao compostas por Vvarios tipos celulares, como as células
alongadas claras e escuras que formam o epitélio sensorial. Essas células possuem
microvilosidades que formam a area receptora. Em sua porc¢ao basal, as células escuras permitem
a sinapse do 0rgéo a fibra nervosa. Abaixo desse epitélio sensorial, encontram-se células basais, e
na periferia do 6rgdo, células marginais atuam como células epiteliais ndo especializadas
(REUTTER et al., 2000).
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1.7. Aspectos funcionais

A pele é considerada um orgao com funcdes variadas devido ao seu contato com o0 meio
externo, assim como as diversas células que a compde nos peixes. E considerada um importante
0rgdo acessorio ao aparelho respiratorio para a maioria das espécies de peixes (ELLIOTT, 2011a).
O tegumento é o Unico local significativo de trocas gasosas entre 0 organismo e seu ambiente
durante desenvolvimento embrionario (ROMBOUGH, 2011). Ainda, certos peixes adultos como
0 Pseudobagrus brevicorpus (Mori 1936) (Bagridae) e Liobagrus mediadiposalis (Mori 1936)
(Amblycipitidae), adaptados para sobreviver em emersdo temporéria durante estagdes de seca,
podem utilizar o oxigénio atmosférico via difusao através da pele (PARK et al., 2010).

A funcdo do tegumento no equilibrio osmotico e de minerais nos peixes ndao é bem
esclarecida. No entanto, alguns estudos em teledsteos mostraram a transferéncia de certos ions
através da superficie da pele. Além disso, células responsaveis pelo transporte de ions através do
epitélio (iondcitos) em espécies de agua doce e marinhas, sdo encontradas no epitélio de varias
regibes do corpo (ELLIOTT, 2011a).

A pele também estd envolvida em algumas adaptacfes para reduzir o impacto da
temperatura sobre as fungfes fisiologicas, apesar da maioria dos peixes serem ectotérmicos
obrigatorios. Alguns atuns por exemplo, mantém a temperatura muscular varios graus acima da
temperatura da agua do ambiente, através de trocas de calor por meio de vasos sanguineos
originados na pele (ELLIOTT, 2011a). Proteinas anticongelantes sdo abundantes no tegumento de
peixes que vivem em regides polares, e parecem ser importantes para a protecdo dos tecidos
externos ao congelamento (ELLIOTT, 2011a).

A funcdo secretora do epitélio é predominante e esse muco secretado na superficie da

epiderme é considerado um material altamente multifuncional (Fig. 1) (SHEPHARD, 1994).
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Figura 1. Algumas func@es propostas para a secre¢do mucosa dos peixes, organizadas em funcfes que envolvem a
producdo e manutencdo da camada de muco que recobrem o peixe, e fun¢Bes que envolvem a liberagcdo de muco e
de substancias associadas para a agua circundante. Componentes do muco sdo produzidos por uma variedade de
células na epiderme dos peixes (e.g. células de muco, epiteliais e de alarme). Modificagdo da Fig. 1 em Shephard
(1994) e da Fig. 1 em Elliott, (2011a).

Os estudos sobre a importancia fisiologica das secre¢cfes mucosas em peixes tém
aumentado devido a descobertas relacionadas as interagdes proteina-carboidrato e carboidrato-
carboidrato, em condi¢des normais e patolégicas (ZACCONE et al., 2001). Os carboidratos, devido
a sua complexidade estrutural, possuem alta capacidade de transportar informacdes, sendo capazes
de desempenhar papeis de destaque na comunicacdo, adesdo e reconhecimento intercelular
(ZACCONE et al., 2001).

O muco representa uma mistura de glicoproteinas altamente glicosiladas, denominadas de
mucopolissacarideos. Outras substancias, como proteoglicanos, glicosaminoglicanos, lisozima,
imunoglobulinas, anidrase carbonica, lectinas, crinotoxinas, calmodulina, proteina C-reativa,

feromonios e enzimas proteoliticas também podem ser encontradas em menores quantidades (FLIK
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et al., 1984; SHEPHARD, 1994; ZACCONE et al., 2001). Estudos ainda sugerem que a secre¢éo
mucosa seja uma fonte constitutiva de formas neuronais e endoteliais da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), responsavel pela producdo de 6xido nitrico (NO), um proeminente mensageiro
neuronal e vascular que regula muitas funcées epiteliais (ZACCONE et al., 2001). A maior parte
do muco produzido na epiderme dos peixes, é sintetizada pelas células caliciformes mucosas, mas
celulas epidérmicas da camada superficial também sintetizam glicoproteinas que formam o
glicocalice e a cuticula mucosa (WHITEAR, 1970, 1986).

Em relacdo ao papel protetor, em determinadas situacdes de estresse como manipulacao,
predacdo, alteracdes na salinidade, exposicao a metais pesados e em resposta a infec¢do bacteriana
0 volume do muco aumenta (SHEPHARD, 1994). Além disso, certas espécies tropicais secretam
um casulo de muco que os envolve a noite e os protege contra predadores (ELLIOTT, 2011a). O
muco gelatinoso tem importante funcdo na locomocao de alguns peixes, reduzindo o atrito com a
agua, o que aumenta a velocidade e diminui o gasto energético (SHEPHARD, 1994). Além de
filtrar materiais em suspensdo das branquias e da pele em &guas altamente turvas ou poluidas,
melhorando a movimentacao e respiracdo (ELLIOTT, 2011a). A secrecdo mucosa auxilia também
na alimentacao de certos peixes. O muco, em peixes com cuidado parental, fornece nutrientes para
os alevinos que se alimentam da superficie da pele de seus pais (ELLIOTT, 2011a). Em peixes que
obtém alimento filtrando particulas em suspensdo (como bactérias e plancton), o muco funciona
um importante mecanismo de alimentac&o, retendo os fragmentos associados aos rastros branquiais
e superficies orais (SHEPHARD, 1994; ELLIOTT, 2011a).

Além dos diversos mecanismos relacionados diretamente as secrecdes mucosas, as células
presentes na pele dos peixes desempenham inUumeras acBes que contribuem para a
multifuncionalidade desse tegumento.

A proliferacdo de células epiteliais € uma resposta que resulta em um espessamento da
epiderme, em peixes infestados por parasitas de pele, expostos a poluentes ou em atividades de
desova (ELLIOTT, 2011a). A migracdo de células epiteliais, além de cobrir as regides lesionadas,
pode ajudar na protecdo da superficie da pele contra a invasdo de patdgenos por meio da atividade
fagocitaria, e assim ainda desempenhar um papel no desenvolvimento da imunidade local no
tegumento (RAKERS, et al., 2010). Substancias toxicas liberadas por células especializadas na
pele (células saciformes) e ou por glandulas associadas a espinhos nas nadadeiras e opérculos que

também ajudam no sistema de defesa, afastando predadores (ELLIOTT, 2011a).
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Leucdcitos sdo componentes importantes de ambos os sistemas imune inato e adaptativo de
peixes, e podem aumentar significativamente em quantidade na cicatrizagcdo de lesdes de pele,
doencgas infecciosas, ou exposicdo a poluentes e outros estressores (ELLIOTT, 2011a). Os
cromatoforos (células de pigmento), também constituintes do tegumento nos peixes, atuam
essencialmente na protecdo do corpo contra a radiacdo ultravioleta (KALETA, 2009), além de
ajudar na camuflagem do peixe através dos diversos padrfes de pigmentacdo (ELLIOTT, 2011a).
A pigmentacdo da epiderme, além da funcdo de protecdo, pode ter um importante papel na
comunicacdo intraespecifica, pois ao mudar a coloracdo do tegumento o peixe pode se camuflar ou
tornar-se socialmente chamativo (BURTON, 2011). Neste sentido, a comunicag&o entre 0s peixes
pode ser facilitada por substancias produzidas no tegumento, como € caso dos feromdnios presentes
na substancia de alarme. Quando liberados na agua, por células de alarme danificadas na pele de
algumas espécies de peixes, podem alertar outros peixes da mesma espécie sobre a presenca de
predadores (PFEIFFER, 1977).

No que se refere a percepcdo sensorial, varias estruturas sensoriais especializadas estéo
localizadas no tegumento, como 0s mencionados mecanorreceptores (WEBB, 2011),
quimiorreceptores e eletrorreceptores (JORGENSEN, 2011; ELLIOTT, 2011a).

Considerando a complexidade e diversidade das estruturas que compdem a pele dos peixes,
é notavel sua importancia em varios aspectos funcionais, alguns ainda pouco compreendidos.
Segundo ARRATIA (2003), a epiderme e suas funcionalidades tém sido exploradas para poucos
Siluriformes, apesar de existir diversos estudos sobre a morfologia da pele de varios teledsteos.
Além disso, as relacdes filogenéticas e taxonémicas entre a superfamilia Doradoidea (Doradidae +
Auchenipteridae) e as demais familias de Siluriformes é ainda bastante controversa. A maioria dos
estudos morfoldgicos relacionam a familia africana Mochokidae, Unico relacionamento neotrépico
com a Africa em Siluriformes, como seu grupo irmao. Esse clado por sua vez, é relacionado a
familia Ariidae (de PINNA, 1998; CALEGARI, 2015). Da mesma forma, as relagcbes entre os
géneros de Auchenipteridae ainda ndo estdo totalmente esclarecidas (AKAMA, 1999;
CALEGARI, 2015). E possivel que as estruturas da epiderme dos Siluriformes contribuam com
informagdes evolutivas e pistas de relagdes filogenéticas em diferentes niveis taxonémicos entre
os Siluriformes, e sobretudo Auchenipteridae, ou ainda podem auxiliar na compreensao das

relagdes entre a morfologia e 0 ambiente, as quais permanecem pouco conhecidas.
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OBJETIVOS

Caracterizar a epiderme de Pseudauchenipterus affinis na bacia do rio S&o Mateus, ao longo

do ano.

Especificos

Caracterizar a organizacao da pele;

Descrever a morfologia das células que constituem a epiderme;

Determinar a composicao quimica da secrecdo produzida pelas células de muco, através de
técnicas citoquimicas;

Verificar a existéncia de dimorfismo sexual em relacdo a (1) abundancia de células de
muco, epiteliais e alarme; (2) a altura do epitélio; (3) e diametro das células de muco;
Quantificar e comparar a densidade de células de muco, epiteliais e de alarme, a espessura
do epitélio e o didametro das células de muco, em distintas regides do corpo e ao longo do
ano;

Relacionar estes resultados obtidos com os dados existentes na literatura para outros

Siluriformes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Local de Coleta

Foram realizadas quatro coletas sazonais, abrangendo as esta¢des do ano, pelo periodo de
um ano (verdo - fevereiro, outono - maio, inverno - agosto e primavera — novembro de 2015) na
bacia do rio Sdo Mateus visando a obtencédo de exemplares de Pseudauchenipterus affinis (Fig. 2).
Um numero amostral de 10 espécimes de P. affinis (cinco machos e cinco fémeas) foi examinado

em cada estacdo do ano, totalizando 40 individuos ao fim do periodo do estudo.

Figura 2. Pseudauchenipterus affinis coletado no rio Sdo Mateus, Sdo Mateus, Espirito Santo, Brasil - CZNC
1213 - 76,8mm. Locais onde foram obtidas as amostras. (1) Lateral anterior, (2) lateral posterior, (3) dorsal e

(4) ventral. (Foto de Leonardo Ferreira da Silva Ingenito).

Os individuos foram coletados por pescadores profissionais com auxilio de tarrafas e redes
de espera de tamanhos variados na calha do rio S3o Mateus, na localidade de Pedra d’ Agua, dentro
da area urbana do municipio de Sdo Mateus (18°37°41”’S 40°06°41”0). Ainda em campo, 0S
exemplares foram fixados em solucédo de formaldeido 10% com o minimo de manipulagao possivel,
visando ndo danificar a epiderme. No laboratério de Vertebrados Aquaticos do Centro
Universitario Norte do Espirito Santo da Universidade Federal do Espirito Santo

(CEUNES/UFES), os exemplares tiveram sua identificagdo confirmada e foram pesados em
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balanca digital de precisdo, medidos com paquimetro digital com precisdo de 0,1 mm. Os
individuos machos apresentaram comprimento padréo entre 6,5-9,0 cm e as fémeas entre 5,3-9,8
cm. O peso corporal nos machos variou de 5,5-15,0 g e nas fémeas de 3,3-21,2 g. Apds as medicdes,
os individuos foram dissecados para a remocao de amostras do epitélio em no maximo 10 horas
apo6s a captura. Ap6s 48 horas em solucdo de formaldeido os exemplares dissecados foram
transferidos para uma solucdo de alcool etilico 70% e tombados na Cole¢do Zooldgica Norte
Capixaba (CZNC, UFES, Sao Mateus - CZNC 998, CZNC 1070, CZNC 1212, CZNC 1261).

3.2.Microscopia de Luz

Todos os procedimentos para microscopia de luz descritos abaixo foram realizados no
Laboratorio de Biologia Estrutural (CEUNES, UFES).

Amostras da pele de P. affinis, com aproximadamente 1 cm?, foram removidas das regides,
lateral anterior, lateral posterior, dorsal e ventral (Fig. 2) e fixados com solu¢do Bouin durante 24
horas a 4°C. Os fragmentos foram entdo lavados em tampdo fosfato de sodio 0.1M, pH 7.2,
desidratados em série crescente de etanol por trés minutos em cada banho, diafanizados em xilol
por 30 minutos em cada solucéo (xilol I e xilol I1) e entdo incluidos em parafina. Apos inclusdo, as
amostras foram seccionadas transversalmente e longitudinalmente na espessura de 5 pum em

micrétomo rotativo e montadas sobre laminas histoldgicas.
3.2.1. ColoracGes Convencionais
Algumas laminas foram coradas em Hematoxilina de Harris (HARRIS, 1900) por 5
minutos, lavadas em agua corrente, coradas em Eosina 2.5% por 4 minutos, desidratadas, montadas
e fotografadas em microscopio de luz equipado com sistema de captura de imagem.

3.2.2. Coloragdes Citoquimicas

Na realizacdo das coloragdes citoquimicas, as ldminas foram hidratadas e submetidas aos

métodos de Tricromico de Mallory, Tricrémico de Masson (MASSON, 1929), Acido Periddico-
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Schiff (PAS) (MCMANUS, 1946), Alcian Blue pH 2,5 (LEV & SPICER, 1964) e Azul de
Bromofenol.

Para 0 método Tricrobmico de Mallory, visando a distin¢éo do tecido conjuntivo, as laminas
foram coradas em Hematoxilina de Harris por 3 minutos, lavadas em &gua corrente, coradas em
Fucsina Acida aquosa 0.5% por 2 minutos, imersas em solucio de Azul de Anilina 0.5% — Orange
G 2% — Acido Fosfotingstico 1% por 20 minutos. Em seguida, foram lavadas em &gua corrente,
desidratadas, montadas e fotodocumentadas.

No método de Tricrémico de Masson (com azul de anilina), recomendado também para
tecido conjuntivo, foi utilizado o kit de coloragdo EasyPath EP-11-20013 seguindo as instrugdes
do fabricante.

Na técnica de PAS, para deteccédo de glicoproteinas neutras, as laminas foram banhadas em
Acido Periddico 1% por 10 minutos, lavadas em agua destilada e mergulhadas em Reativo de Schiff
por 20 minutos. Seguiu-se uma nova lavagem em é&gua de corrente por 10 minutos, colora¢do em
Hematoxilina de Harris por 3 minutos, lavagens em &gua destilada, desidratacdo, montagem e
fotodocumentacao.

No método de Alcian Blue pH 2.5/PAS, para deteccao de glicoproteinas acidas carboxiladas
e neutras, as laminas foram lavadas em &cido acético 3% por 3 minutos, imersas em solugdo de
Alcian Blue pH 2.5 por 30 minutos, lavadas em &gua corrente por 3 minutos e novamente em acido
acetico 3%. Em seguida as laminas foram deixadas em solucédo de &cido periodico por 10 minutos,
logo apds submetidas as lavagens em agua corrente por 5 minutos e em agua destilada. Seguiu-se
com a imersdo no Reativo de Schiff por 30 minutos, lavagem em agua corrente por 5 minutos,
coloragdo com hematoxilina por 5 minutos, e uma nova lavagem em agua. Por fim as laminas foram
mergulhadas em alcool acido por 30 segundos, lavadas por 3 minutos em agua corrente,
desidratadas, montadas e fotodocumentadas.

Para a técnica de Azul de Bromofenol, visando a deteccdo de proteinas, as laminas foram
hidratadas e imersas diretamente em solucdo aquosa de Azul de Bromofenol 1% durante 15

minutos. Foram entdo lavadas em &cido acético 0.5%, desidratadas, montadas e fotodocumentadas.
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3.3.Andlises Estereoldgicas e Morfométricas

Foram obtidas micrografias, em microscopio Leica LCC50 HD, de diferentes campos em
l&minas coradas com PAS em um aumento de 400X. Foram mensurados; densidade volumeétrica
(células de muco, epiteliais e alarme), altura do epitélio e didmetro das células de muco utilizando
o software Image-Pro Plus (MEDIA CYBERNETICS, 2001)

A densidade volumetrica (Fig. 3) dos componentes do tegumento (células epiteliais, células
de muco e células claviformes) foi obtida pelos métodos de estereologia descritos por WEIBEL
(1979). A estereologia foi empregada utilizando um sistema-teste com aproximadamente 500
pontos em uma area conhecida. As densidades de volume das estruturas foram estimadas como Vv
[estrutura] = Pp [estrutura] / PT, sendo (Pp) o nimero de pontos que se sobrepdem ao longo da

estrutura e (PT) o nimero total de pontos de teste contidos na zona rodeada pela moldura (grade).
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Figura 3. Analise de Imagem no software Image-Pro Plus para densidade volumétrica. Células epiteliais

(pontos amarelos), células claviformes (pontos verdes) e células de muco (pontos vermelhos).

A altura do tecido epitelial (Fig. 4) e o didmetro das células de muco (Fig. 5) foram medidos
com um aumento de 400X. Seis micrografias das regides anterior, posterior, dorsal e ventral de

cada especime foram utilizadas para as medi¢des totalizando 24 por animal. As medidas de altura
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do epitélio e didmetro das células de muco foram obtidas atraves da média de cinco repeticGes em

cada uma’ das seis imagens.
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Figura 4. Analise de Imagem no software Image Pro Plus para altura do epitélio.
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Figura 5. Anélise de Imagem no software Image-Pro Plus para didmetro das células de muco.
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3.4.Andlises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas através dos testes ndo-paramétricos de Mann-
Whitney (Teste U) com p<0.05, para testar o dimorfismo entre macho e fémea em relacédo (1) ao
didmetro das células de muco, (2) as densidades de células de muco, alarme e epitelial e (3) a altura
do epitélio. Para testar as diferencas entre os parametros citados nas quatro épocas do ano e
diferentes regides do corpo foi empregado o teste de Kruskal-Wallis com p<0.05 no software
Statistica (STATSOFT, 2005).
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4. RESULTADOS

4.1.Estrutura geral da pele

A pele de Pseudauchenipterus affinis é lisa, desprovida de escamas, apresenta coloracao
distinta com grande concentracéo de cromatoforos na regido dorsal. As regifes analisadas (lateral
anterior, posterior, dorsal e ventral) sdo constituidas por um tecido epitelial escamoso estratificado
ndo queratinizado, sobrejacente a uma derme espessa, seguida de um tecido subcutaneo e tecido
muscular. A derme é formada por uma camada de tecido conjuntivo frouxo e logo apés por tecido
conjuntivo denso. Entre o tecido conjuntivo e o tecido muscular, encontra-se tecido subcutaneo
pouco desenvolvido. Nessa camada subcutanea, em algumas regides, pode ser observada uma
pequena quantidade de tecido adiposo subjacente ao tecido conjuntivo denso assim como entre o

tecido muscular, além de fibras coldgenas frouxas dispostas paralelamente (Fig. 6A; 7A-F).

4.2.Epiderme

A epiderme em P. affinis, analisada em microscopia de luz, consiste em um epitélio
estratificado composto basicamente de trés tipos celulares principais, morfologicamente distintos:
células epiteliais, células de muco (caliciformes) e células de alarme (claviformes), sendo as duas
Gltimas glandulas unicelulares intraepidérmicas (Fig. 6B-C; 7C-F). Orgéos sensoriais tais como
quimiorreceptores (papilas gustativas) e eletrorreceptores (6rgaos ampulares) sdo encontrados ao
longo do epitélio (Fig. 6A; 7B). Adicionalmente, células intrusivas que fazem parte do sistema
imune dos peixes — linfdcitos e células granulares eosinofilicas — podem ser observadas no epitélio
(Fig. 6B-C; 7C-D).

O tecido epitelial encontra-se organizado em trés regides: estrato superficial, intermediario
e basal (Fig. 8A). O estrato superficial é constituido por células de muco, geralmente dispostas lado
a lado em uma camada Unica, entre as células epiteliais. O estrato intermediario é composto,
predominantemente, pelas volumosas células de alarme que contribuem para a maior parte da
espessura da epiderme, organizadas em até trés camadas e entre estas também se encontram as
células epiteliais. O estrato basal, estruturado sobre a membrana basal, € formado por uma camada

de células progenitoras epidérmicas indiferenciadas, de formato cuboide, as quais se diferenciam,
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quando necessario, no estrato intermediaria, repondo células adicionais que posteriormente sdo
recrutadas para a camada epidérmica superficial (Fig. 8A-B).

A altura da epiderme nas diferentes regides variou entre 28-123um (média = 77.6um
+15.26) nos machos e 43-182um nas fémeas (média = 96.16 pum £16.86) (Tabela 1). Os resultados
encontrados mostraram que a altura do epitélio difere significativamente entre machos e fémeas
nas regides lateral anterior, lateral posterior e ventral, sendo que nas fémeas, o epitélio é mais
espesso (Fig. 12A-C e Tabela 1). A regido dorsal ndo apresentou diferenca na altura entre 0s sexos
(Fig. 12D e Tabela 1). Em relacéo a altura do epitélio nas diferentes regides do corpo, em ambos
0S Sexos, a regido lateral posterior apresentou um tecido epitelial menos espesso quando comparado
as regides lateral anterior e ventral. (Tabela 2 e Fig. 13A).

As analises da pele, considerando as quatro coletas em diferentes estacbes do ano,
indicaram que a altura do epitélio variou significativamente diminuindo sua espessura (regides
lateral anterior e ventral) entre a coleta de fevereiro (veréo) e a de novembro (primavera) (Tabela
3).

Célula Epitelial

As células epiteliais sdo pequenas, quando comparadas as células de muco e células de
alarme (Fig. 6B-C; 7A-F; 8A-C). Estdo distribuidas nos trés estratos da epiderme, entre as celulas
de muco e alarme, embora sejam observadas em maior abundancia nas camadas basal e superficial
do epitélio (Fig. 7A-F). No estrato basal, elas apresentaram formato cuboide ou colunar e ndcleo
localizado na regido central da célula, proeminente, arredondado e com cromatina pouco
condensada (Fig. 8A). Elas formam uma camada Unica sobrejacente a membrana basal. J& no
estrato intermediario, as células epiteliais estdo distribuidas entre as células de alarme, possuem
formato arredondado a achatado, o nicleo é central e acompanha a morfologia da célula (Fig. 8A).
As células epiteliais do estrato superficial apresentam morfologia semelhante aquelas da camada
basal, porém em formato variam de arredondadas a achatadas (Fig. 6C).

Quanto aos métodos de coloragfes citoquimicas, o conteudo das células epiteliais da
camada superficial apresentou reagdo positiva para os métodos de PAS (Fig. 6A-C; 7A-F) e Alcian
Blue pH 2.5/PAS (Fig. 9A-H). A densidade das células epiteliais, de forma geral, € um pouco

maior que a densidade das celulas de muco e de alarme. Ndo houve diferenga significativa na
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densidade de células epiteliais entre machos e fémeas (Tabela 1), assim como nas quatro distintas
regides do corpo (Tabela 2). Em relacdo as coletas nas diferentes estacdes do ano, a densidade foi
significativamente maior na primeira coleta de fevereiro (verdo) comparada a segunda coleta em

maio (outono), mas igual nas terceira e quarta, inverno e primavera, respectivamente (Tabela 3).

Células de Muco

As células de muco foram observadas amplamente distribuidas ao longo do epitélio em
todas as quatro regides do corpo analisadas (Fig. 6A-C; 7A-F). Encontram-se concentradas,
geralmente, em uma camada continua de células localizadas na regido superficial do epitélio com
sua porcao apical secretora voltada para a superficie da pele através de um poro (Fig. 6B e C; 8A).
Possuem formato esférico, com o nucleo achatado periférico fortemente basofilico e com cromatina
condensada (Fig. 8A-B). Estas células ndo foram localizadas nos estratos intermediario e basal da
epiderme em nenhuma das regides analisadas.

Em coloracdo convencional, o citoplasma dessas células apresentou ligeira basofilia e
nucleo fortemente basofilo (Fig. 6A-C). Para coloracéo citoquimica PAS e Alcian Blue pH 2.5/PAS
(deteccéo de glicoconjugados) o citoplasma das células de muco apresentou forte reacao as técnicas
em todas as regibes de pele analisadas, indicando grandes quantidades de glicoproteinas neutras e
acidas carboxiladas (Fig. 8A-B; 9A-H). Em varios cortes histologicos, € possivel observar
numerosas células de muco liberando seu contetdo sobre a superficie da pele (Fig. 9C e G). Quanto
a técnica de Azul de Bromofenol, para deteccdo de proteinas, as células de muco apresentaram
reacdo negativa (Fig. 11E-F).

A densidade de células de muco foi menor que a densidade das células epiteliais e de
alarme. N&o ocorreram variacgdes significativas quanto a densidade dessas células entre machos e
fémeas (Tabela 1). Dentre as regides do corpo, na regido lateral anterior foi maior que na regido
ventral, as demais regides ndo apresentaram diferencas (Tabela 2 e Fig. 13B). A densidade de
células de muco sofreu variagdes sazonais consideraveis ao longo do ano. A densidade dessas
células nas coletas de fevereiro e maio (verdo e outono, respectivamente) foi similar entre si e mais
elevada que nas coletas de agosto e novembro (inverno e primavera, respectivamente) (Tabela 3 e
Fig. 14A-D).
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O diametro das células de muco possui em média 15.27um (+1.69) (Tabela 1). Nao houve
diferenca entre os sexos (Tabela 1). Entre as regides do corpo, esse diametro foi menor nas células
da regido lateral posterior em relacdo as células das regides lateral anterior e dorsal (Tabela 2 e Fig.
13C). Acerca das coletas ao longo do ano, em ambas regides lateral anterior e posterior, o diametro
das células de muco variou entre as coletas de maio (outono) e novembro (primavera), sendo que

na coleta de maio (outono) as células apresentavam didmetro maior (Tabela 3).

Células de Alarme

As células de alarme encontram-se dispostas, geralmente, em uma ou até trés camadas,
ocupando a maior extensdo do epitélio (Fig. 6B-C; 7C-F). Sdo localizadas na regido intermediaria
entre as células epidérmicas dos estratos superficial e basal (Fig. 8A). Caracterizam-se por seu
tamanho volumoso e apresentam formato globular, e podem ser mono- ou binucleadas. Quando
binucleadas estes sdo contiguos, situam-se na por¢do central, de formato irregular, com cromatina
pouco condensada, porém com algumas regifes de compactacdo (Fig. 6B-C; 7D; 8B).
Diferentemente das células de muco, as células de alarme ndo apresentaram abertura para a
superficie do epitélio.

O conteldo citoplasmético parece homogéneo, basofilico e fracamente eosinofilico em
coloracdo convencional, e apresenta grau variavel de vacuolizagcdo. Quanto a composicao quimica
da secrecdo (substancia de alarme), esta apresentou reacao negativa a técnica de PAS (Fig. 7 e 8)
e Alcian Blue pH 2.5/PAS (Fig. 9), para detec¢do de glicoproteinas, enquanto apresentou reacédo
positiva a técnica de Azul de Bromofenol, para detec¢do de proteinas, (Fig. 11E-F).

A densidade das células de alarme, assim como das células de muco e epiteliais, ndo
apresentou variacdes consideraveis entre 0s sexos (Tabela 1), bem como nas regides do corpo
(Tabela 2). Ja em relacdo as coletas ao longo do ano foi observado um comportamento inverso
aquele relatado para as células de muco, uma vez que houve uma menor densidade de células de
alarme na coleta de fevereiro (verdo) e uma elevacdo nas coletas de maio, agosto e novembro

(outono, inverno e primavera, respectivamente) (Fig. 15A-D e Tabela 3).
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Tabela 1. Medidas da altura do epitélio, densidade de células de muco, células de alarme e epitelial, e diametro de
célula de muco em macho e fémea de P. affinis. LA: lateral anterior; LP: lateral posterior; D: dorsal; V: ventral.

iia Densidade de céluls de Dersidade de célula de Densidade de céhila de  Didmetro de céluls de muco
Regidesdo _ Altura do spitilio (umDF) musca [cels/S0um) alarme (cels/S0um] pitalial (cels/S0pm] [ms0P)
FeTre Macho Fémea Macha Fémea Macha Fémea Macha Fémea Macho Fémea
LA 85.82410.197  103.00213.94°  7Amean1 B.O7+313  43.27:8.33 4LGBr8.66 4BTILT56  SOUO5:698 15452155  1631r1.64
1] 54726313 745621133 G10=36F 233324 00726 3IG96+10.00 53314546 5371707 13842159 14812117
o 847169177 9279413987 7972436 9.82:4.45  #05L:079 43772619 514525145 46.12:371 15682142 16222157
v 85.53:1168°  114.20:30.42" 546433 535320 4AEHG.36 444241079 45.05+8.45  46.TA:E.61 14.821.43 1508+1.84
86, 88426.33 7.1+1.58 42 8:2.93 49,0+ 3,06 15.27:1.69

Valores = Média + Desvio Padrédo. Letras diferentes na mesma linha p<0.05 (Kruskall-Wallis).

Tabela 2. Medidas da altura do epitélio, densidade de células de muco, de alarme e epitelial, e didmetro de célula de
muco em diferentes regides do corpo de P. affinis. LA: lateral anterior; LP: lateral posterior; D: dorsal; V: ventral.

Digmetro de célula de muco

T Mo i e e
LA 04.41223.22° 7.0Es3.01% 42,74:11.03 48.83+0.87 15.E8+1 63"
T 64.64417.78" f.1643 688" 40024052 53.1047.97 14,3341 46"
o B8.50219,55" 8.90:4.52° 42,14+109 47.950,70 15,95+1.5"
v 09 95+ 28.57" 5.3623.50" 46.56412.77 47.31211.60 14.5541.53%

Valores = Média + Desvio Padréo. Letras diferentes na mesma linha p<0.05 (Kruskall-Wallis).



Tabela 3. Medidas da altura do epitélio, densidade de células de muco, alarme e epitelial, e didmetro de célula de
muco em diferentes esta¢des P. affinis. LA: lateral anterior; LP: lateral posterior; D: dorsal; V: ventral.

Regides do torpo
LA LP o W
Verdo 103, 1+ 30,507 66.43222.17 8 56414.90 112, 76234547
Altura do sgitilio  [umeDP) Outono 1020526830 6893212 79 87 0542425 98,23+22,3370
Inwerna 95.17+15,18%0 5048417 60 03654213 105.39234 4570
Primavera 7733471 53" 53.74215.72 B4. 7541087 E3.51614. 50"
Verdo 116222 4 9774203 11,2143 53° B.ZB:2 06"
Densidade de célula de muco Outona 10,3842 O3 E37+3.4% 13,80:4.29% 70622 647
eats/50pm} Invarng 59671177 3.65521.00" 6.114£1,59% 343021 34"
Primavera 3952:2.26" 2.E7621.74" 4.479:3.08° 1.75:2.14"
Vario 31,8047 49° 27.784.827 31,5147.56° 31.2326.32°
Densidade de célula de Outana 48.92+8,7% 44,406,348 411412667 52,967,150
slarme (cals/50pm) Inwsrng 40.0047,35% 40 5+6.47 45,0843 65 48.16+13.897%
Primavara 43.15+10,877 47.011+6.75° 45 9848 987 53,88+10.070
Variio 55,8547 49" 61,245,867 55,60411,22" 57.5026,62°
Densidadae de célula de Outano 40,67+7.9°7 473225395 4418412 697 39.05:6,03"
epitefial [cels/S0pm) (- 54,0125,2% 554326, 22" 48787433390 48.38+13,033
Primvers 46.88:10,26%" 50.10:7.4" 45,527,298 45,34+ 10667
Verdo 16.3240.54° 14.41+1.39° 16.19+1.02 15.4321.57
Didmetra de célula de muco Outans 17,000, 745 15.5420,5470 16.45+1.60 15.40+1.04
(s Inwerng 1570142 140421097 16.04:1.35 15.3821.44
Prisriavera 14,5042, 09° 13.31+1.567 15.10+1.79 13492166

Valores = Média + Desvio Padréo. Letras diferentes na mesma coluna p<0.05 (Kruskall-Wallis).

Células Granulares Eosinofilicas
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Varias células granulares eosinofilicas foram observadas principalmente no estrato basal e

intermediario da epiderme de P. affinis. Estas células possuem formato irregular, nucleo esférico

localizado lateralmente, com forte basofilia e cromatina altamente condensada. O citoplasma, em

coloragdo convencional, tem aspecto granular e eosinofilico (Fig. 6B-C). Apresentam reacéo

positiva aos métodos de coloracdo citoquimicas de PAS, Alcian Blue pH 2.5/PAS e Azul de

Bromofenol (Fig. 7C-D; 11F). A densidade volumétrica destas células ndo foi quantificada.
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Papilas Gustativas

Apenas um tipo de papila gustativa foi observado na superficie epidérmica das quatro
regides analisadas em P. affinis, bem como na extremidade apical de papilas dérmicas (projecoes
epidérmicas constituidas de células epiteliais localizadas sobre a epiderme na regido lateral
anterior). As papilas gustativas sdo piriformes e estdo orientadas perpendicularmente a superficie
do epitélio formando uma saliéncia (Fig. 7B; 10A-C). Estas estruturas sao constituidas por um
epitélio sensorial composto por um conjunto de células epiteliais especializadas alongadas
paralelas ao eixo vertical do 6rgdo. As terminacdes apicais destas células alcangam a superficie do
epitélio constituindo a area receptora. Células epiteliais ndo especializadas comuns da epiderme

revestem as papilas gustativas (Fig. 10A-C e H).

Orgdos Ampulares

Os orgaos ampulares em P. affinis foram encontrados em todas as regiGes do corpo
analisadas (Fig. 6A; 7B). Eles ocorrem alinhados na epiderme, isolados ou em agrupamentos de
até trés érgdos (Fig. 10D-J). Algumas vezes dois 6rgaos formavam uma Unica estrutura (Fig. 10E).
Sdo caracterizados por uma cavidade globular, inserida no limite da membrana basal, terminada
em um curto duto, conectada a superficie da pele através de um poro apical (Fig. 10D-J). Na regido
basal encontra-se um conjunto de células receptoras alongadas, com ndcleo central, apoiadas sobre
as células de suporte (Fig. 10D e J). O curto duto é revestido por células epiteliais cubicas (Fig.
10F-G) e células achatadas revestem a cavidade do 6rgdo. O Iimen apresentou material positivo

para colorag&o citoquimica PAS (Fig. 10F-J).

4.3.Derme

Abaixo do epitélio encontra-se a derme, formada por uma camada de tecido conjuntivo
frouxo com fibroblastos e melandforos associados (Fig. 6A; 7A-B). Abaixo deste tecido conjuntivo
frouxo identifica-se uma espessa camada de tecido conjuntivo denso ndo modelado, cujos
fibroblastos séo aprisionados em fibras de colageno altamente orientadas e evidenciadas em azul

pela técnica de Tricromico de Mallory e Tricromico de Masson (Fig. 11A-D). Vasos sanguineos e
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mecanorreceptores (neuromastos canais) também foram encontrados em algumas regides na derme
(Fig. 7F; 10K). Subjacente a derme, camadas de tecido muscular estriado esquelético sdo
evidenciadas em marrom pela coloracdo de Tricromico de Mallory (Fig. 11A).

Células de pigmento, em P. affinis os melanoforos, encontraram-se distribuidos dispersos
e abundantemente na derme em varias camadas na regido dorsal, em menor quantidade nas regifes
lateral anterior e posterior, e ausentes na regido ventral (Fig. 6A; 7A-C). Sdo mais evidentes como
uma camada quase continua abaixo da membrana basal na regido dorsal. Ocasionalmente, podem
ocorrer algumas destas células dispersas nas camadas da epiderme. Estas células mostraram-se
altamente desenvolvidas, bastante ramificadas em forma dendritica (Fig. 8C) e repletas de grandes

granulos de pigmento (coloragdo marrom) (Fig. 11F).

Neuromasto Canal

Os neuromastos canais, uma das duas submodalidades de mecanorreceptores encontrados
nos peixes 0sseos e associados ao canal da linha lateral, estdo presentes em P. affinis. Estes 6rgaos
foram encontrados no epitélio que reveste o fundo dos canais da linha lateral, localizados na derme.
Em secgdo transversal, o neuromasto canal apresentou formato redondo ou oval. Ele € delimitado
por um canal ossificado, o qual forma o canal da linha lateral. No interior desta estrutura revestida
internamente por células epiteliais, varias células sensoriais ciliadas estdo apoiadas sobre as células
de suporte (ndo sensoriais) na regido basal do canal em relacéo a epiderme (Fig. 10K). Neuromastos

superficiais ndo foram observados em P. affinis.
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Figura 6. Micrografias de luz de secgdes transversais do epitélio de P. affinis em H/E. (A) Estrutura geral do
epitélio dorsal formado por tecido epitelial (TE) com 6rgdo ampular (OA), tecido conjuntivo (TC), tecido
subcutaneo (TS) e tecido muscular (TM). (B e C) Detalhes dos componentes celulares da epiderme nas regifes
lateral anterior e ventral, respectivamente; célula de muco (cm) com nucleo basal (n); células epiteliais (ce);
células de alarme (ca) mononucleadas (n) e binucleadas (seta) e células granulares eosinofilicas (cg).
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Figura 7. Micrografias de luz de sec¢des transversais da epiderme em diferentes regiGes do corpo de P. affinis (PAS).
(A e B). Organizacdo histoldgica geral da pele dorsal, tecido epitelial (TE), conjuntivo (TC), subcutaneo (TS) e
muscular (TM), estruturas sensoriais - papila gustativa (P) e drgdo ampular (OA). Estrutura geral do epitélio dorsal
(C), ventral (D), lateral anterior (E) e lateral posterior (F) com células de muco (cm), mostrando forte reacdo na
deteccdo de glicoproteinas, células epiteliais (ce), células de alarme (ca) binucleadas (n), células granulares
eosinofilicas (cg), linfcitos (seta) e melandforos (m). Vasos sanguineos (vs) na derme.
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Figura 8. Micrografias de luz de seccdo transversal e longitudinal da epiderme de diferentes regiGes do corpo de
P.affinis (PAS). (A) Seccao transversal da epiderme lateral anterior, organizagéo das células em estratos superficial,
constituido por células de muco (cm) ndcleo basal (n) e células epiteliais (ce); estrato intermediario formado por
células de alarme (ca) e epiteliais (ce); e o estrato basal formado por uma camada Unica de células epiteliais (ce)
indiferenciadas. (B e C) sec¢Oes longitudinais das regides lateral anterior e ventral do epitélio, mostrando sob um
diferente angulo a organizacéo estrutural da epiderme formada por células de muco (cm), com ntcleo (n) deslocado
lateralmente, células epiteliais (ce), células de alarme (ca), e melanéforos (m).



45

o v W > 1
@ VOV W, 4 T e TR Y
s P8 L - LY .
> ‘.. ’ .“'.’.i ‘.' . . . w
-‘-a'....,n." ol iy o O .,.:»"‘ -
— = — — -:""‘" i ,‘ x
A . e e
A _ o 10:""' B 100um
o “,‘*:‘: cm
“dr .':f'i‘ T I |
i ™ : *WR Ty
7 ey S i
——e . = >
N——— Ty : - %
— - = -7 ;““-- = \\
== \\.__. =2 .
: = —— : 100pim
~ 100 e sy
C =D -

Figura 9. Micrografias de luz de seccBes transversais da epiderme de diferentes regides do corpo de P. affinis (AB
pH2.5/PAS). (A-D) Estrutura geral do epitélio dorsal, ventral, lateral anterior e posterior; reagdo positiva do contetdo
das células muco. (E-H) Detalhes da organizacéo epidérmica células de muco (cm) com forte reagdo e contetido repleto
de granulos glicoproteicos. Fraca reacdo nas células epiteliais (ce), reacdo negativa nas células de alarme (ca), e reacéo
positiva nas células granulares eosinofilicas (cg). Observar numerosas células de muco (cm) liberando seu contetido
sobre a superficie da pele (cabeca de seta).
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Figura 10. Micrografias de luz dos érgdos sensoriais na epiderme de P. affinis (PAS). (A-C) Sec¢des transversais das
papilas gustativas, conjunto células epiteliais especializadas (asterisco), area receptora (cabeca de seta). Células
epiteliais (ce) ndo especializadas. (D-G, | e J) Seccdes transversais 6rgdos ampulares isolados ou (E) agrupados,
conjunto de células receptoras (cr) e células de suporte (cs). Detalhe das células epiteliais cubicas (cabeca de seta)
revestindo o ducto e material glicoproteico (asterisco). (H) Seccdo longitudinal de uma papila gustativa e 6rgdos
ampulares (0a). (K) Seccéo transversal do canal da linha lateral com um neuromastos canal, canal ossificado (od)
revestido por células epiteliais (ce). Células sensoriais ciliadas (csc) apoiadas sobre as células de suporte (cp).
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Figura 11. Micrografias de secc¢Bes transversais da pele de P. affinis de distintas regides do corpo com diferentes
técnicas histoquimicas. (A) Epitélio dorsal, tecido epitelial (TE), conjuntivo (TC), subcutaneo (TS) e muscular (TM).
(B) Detalhe do tecido epitelial (TE), células de muco (cm), epiteliais (ce) e alarme (ca) (Tricrémico de Mallory). (C
e D) Tecido epitelial em vermelho (TE) constituido por células de muco (cm), epiteliais (ce) e de alarme (ca); e derme
formada por tecido conjuntivo (TC) em azul e abaixo tecido subcutaneo (TS) (Tricromico de Masson). (E e F) Tecido
epitelial em azul formado por células de muco (cm) com reacdo negativa e células de alarme (ca), epiteliais (ce) e
granular (cg) com reagdo positiva. Derme constituida de tecido conjuntivo em verde, e melandforos (m) (Azul de
Bromofenol).
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Figura 12. Comparacdo da altura do epitélio entre machos e fémeas de P. affinis em diferentes regides do corpo (Teste

Mann-Whitney p<0.05). (A) Regido Lateral anterior. (B) Lateral posterior. (C) Dorsal. (D) Ventral.
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Figura 13. Comparacdo da altura do epitélio (A), densidade de células de muco (B) e didmetro das células de muco
(C) entre as regibes do corpo (LA-lateral anterior, LP-posterior, D-dorsal, VV-ventral,) em P. affinis (Teste Kruskall-

Wallis p<0.05).
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Figura 14. Comparacdo da densidade de células de muco na epiderme de diferentes regies do corpo de P. affinis
ao longo ano. C1 (fevereiro/verdao); C2 (maio/outono); C3 (agosto/inverno); C4 (novembro/primavera) (Teste
Kruskall-Wallis p<0.05). (A) Regido lateral anterior. (B) Lateral posterior. (C) Dorsal. (D) Ventral.
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Figura 15. Comparacdo da densidade de alarme na epiderme de diferentes regides do corpo de P. affinis ao longo

ano C1 (fevereiro/verdo); C2 (maio/outono); C3 (agosto/inverno); C4 (novembro/primavera). (Teste Kruskall-
Wallis p<0.05). (A) Regido lateral anterior. (B) Lateral posterior. (C) Dorsal. (D) Ventral.
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5. DISCUSSAO

A pele dos peixes esta continuamente exposta e em contato com o ambiente onde vivem.
Sendo assim, analises morfoldgicas das estruturas que a compde, bem como a organizacdo deste
0rgdo em peixes sdo importantes no fornecimento de dados que possam refletir a taxonomia ou a
historia evolutiva do grupo (como a presenca ou perda de estruturas dentro de um taxon). Além
disso, podem auxiliar no entendimento funcional de seus constituintes (por meio da determinacgéo
de sua composicdo quimica, por exemplo) e da influéncia do ambiente (e.g. salinidade,
temperatura, patégenos e substancias tdxicas) sobre o organismo.

A organizacdo estrutural da pele de Pseudauchenipterus affinis nas quatro regifes
analisadas (dorsal, ventral, lateral anterior e posterior) em ambos 0s sexos, é formada por epiderme,
derme e tecido subcutaneo, assim como o padrdo conhecido em outros Siluriformes (MITTAL &
MUNSHI, 1970; AGRAWAL & MITTAL, 1992; ARRATIA & HUAQUIN, 1995; ARRATIA,
2003; PARK et al., 2003, 2010; BONILLA LIZARAZO et al., 2008; AL-BANAW et al., 2010;
GARG et al., 2010). A camada subcutanea em P. affinis é pouco desenvolvida, semelhante ao
observado em Bagarius bagarius (Hamilton 1822) (Sisoridae) (MITTAL & MUNSHI, 1970) e
diferente de Clarias gariepinus (Burchell 1822) (Clariidae) (GUERRA et al., 2006), onde esta
camada é altamente organizada e composta de grandes aglomerados alongados de adipdcitos
circundados por uma cépsula de tecido conjuntivo. Em peixes, células de pigmento (cromatéforos)
ocorrem na derme, na camada subcutanea ou ocasionalmente na epiderme (ELLIOTT, 2011a). Na
derme de P. affinis, camadas de células de pigmento sdo abundantes na regido dorsal da pele, abaixo
da membrana basal, que resulta na pigmentacdo caracteristica observada nesta regido
macroscopicamente. Segundo LE GUELLEC e colaboradores (2004), a organizacdo epidérmica
em trés estratos, como descrita em P. affinis € comum a todas as espécies de peixes teledsteos. No
entanto, ocorrem diversas variacdes na composicao de células e espessura da epiderme que estédo
envolvidas com a adaptacdo ecologica das espéecies. Em peixes pelagicos, a epiderme é
frequentemente mais grossa na regido dorsal do corpo, mas, em espécies bentonicas, a epiderme
da superficie ventral é frequentemente mais espessa (LE GUELLEC et al., 2004). De fato, a regido
dorsal em P. affinis apresentou menor espessura em comparagdo a regido ventral, apesar de tal
diferenca ndo ser significativa estatisticamente. Contudo, a epiderme da superficie ventral

apresentou maior espessura comparada a regido lateral posterior. Diferente do encontrado em P.
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affinis, resultados obtidos por BONILLA LIZARAZO e colaboradores (2008) mostraram que a
espessura da epiderme no cambeva Eremophilus mutisii (Humboldt 1805) (Trichomycteridae) néo
variou de acordo com a regido da pele analisada. Estas diferencas podem estar relacionadas as
carateristicas biologicas de cada espécie, sendo Trichomycteridae um grupo extremamente
derivado dentre os Siluriformes.

A espessura da epiderme dorsal em P. affinis em media foi menor que a epiderme de bagres
das familias Bagridae e Amblycipitidae (88.5 um versus 203 um e 374 um, respectivamente)
(PARK et al., 2003; PARK et al., 2010). J& em Trichomycteridae (96.7 um), Clariidae (97.6 um)
e Heteropneustidae (94.3 um,) a espessura foi préxima a observada em P. affinis (ABRAHAM,
2010; BONILLA LIZARAZO et al., 2008). Esta distribuicdo de espessura da epiderme parece ndo
estar relacionada a filogenia dos grupos, uma vez que foi semelhante em grupos filogeneticamente
distantes, o que pode ser reflexo do ambiente ou habito da espécie. Além disso, existem diversos
fatores que podem influenciar a espessura da epiderme além da regido do corpo, tais como espécie,
idade, tamanho, sexo e grau de maturacdo sexual do animal (BURTON & BURTON, 1989;
NAKARI et al., 1986; PANKHURST, 1982; PICKERING & RICHARDS, 1980; PICKERING,
1977). A auséncia na literatura de um padrdo amostral e dados morfomeétricos das regides do corpo,
dificultou a comparacdo da espessura da epiderme nas demais areas aqui analisadas, sendo a area
dorsal a mais frequentemente amostrada.

As analises morfométricas mostraram que P. affinis apresenta dimorfismo sexual em
relacdo a espessura da epiderme, uma vez que nas fémeas a epiderme é mais espessa em quase
todas as regides analisadas (lateral anterior, posterior e ventral). Resultados semelhantes foram
descritos para a enguia europeia prateada Anguilla anguilla (Linnaeus 1758) (Elopomorpha:
Anguilidae) (SAGLIO et al., 1988). NAKARI et al. (1986), PICKERING (1977), e JOHNSON et
al. (2006) encontraram resultados diferentes para salmonideos (Euteleostomorpha), onde a
epiderme foi mais espessa nos machos (particularmente em individuos sexualmente maduros).
Estas variacOes na espessura da pele podem estar relacionadas a aumentos nos niveis de horménios
sexuais, principalmente andrégenos na circulacdo, ou ainda ao tamanho corporal, como relatado
por PICKERING (1974) para Salmo trutta (=Salmo abanticus Tortonese 1954). Em salmonideos,
0s machos tendem a ser maiores e com epiderme mais espessa que as fémeas e assim diferencas na
espessura da pele podem refletir, em parte, diferencas no tamanho corporal (JOHNSON et al.,

2006). Dessa forma, o dimorfismo sexual encontrado em P. affinis também pode estar relacionado
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ao maior tamanho corporal das fémeas analisadas neste estudo. N&o foram encontrados estudos
sobre dimorfismo sexual na espessura da epiderme em Siluriformes ou grupos filogeneticamente
préximos para comparacao.

A epiderme de P. affinis apresentou um epitélio constituido por trés tipos celulares
principais: as células epiteliais, células de muco e células de alarme. A existéncia destes trés tipos
em P. affinis é condizente com a ocorréncia no epitélio do barbilhdo no auquenipterideo
Trachelyopterus striatulus (Steindachner 1877) e em outros Siluriformes que tiveram sua estrutura
epitelial analisada (ZACCONI & CASCIO, 1981; GARG & MITTAL, 1990; PARK et al., 2003;
2010; GUERRA et al., 2006; BONILLA LIZARAZO et al., 2008; AL-BANAW et al., 2010;
SANTOS et al., 2015). Somente no Siluriforme Pimelodella lateristriga ndo foram observadas
células de muco (DAMASCENO et al., 2012).

A disposicao geral das células na epiderme de P. affinis esta de acordo com o relatado para
a maioria dos Siluriformes. Entretanto, a distribuicdo das células de muco em P. affinis esta restrita
a regido superficial do epitélio, diferindo do descrito para outros Siluriformes nos quais as células
de muco podem ser encontradas tanto na camada superficial, quanto em menor nimero na camada
intermediaria (ZACCONI & CASCIO, 1981; BONILLA LIZARAZO et al., 2008; PARK et al.,
2003, 2010; GUERRA et al., 2006; SANTOS et al., 2015). Em P. affinis esta disposicdo das
células de muco, restrita a superficie da epiderme, pode indicar que a diferenciacdo destas células,
a partir das células epiteliais do estrato basal, ocorra somente apos elas atingirem o estrato
superficial. Isto contrasta com o do descrito na literatura por HENRIKSON & MALTOSY (1968a)
onde as células de muco sdo encontradas imaturas na regido basal da epiderme e aumentam
gradualmente de tamanho a medida que passam pela camada intermediaria e finalmente atingem a
superficie totalmente diferenciadas.

As células epiteliais em P. affinis sdo pequenas, o que dificulta a descricdo detalhada deste
tipo celular através da microscopia de luz. A morfologia destas células variou dependendo de sua
posicao nos estratos da epiderme como descrita para outros Siluriformes (ZACCONE & CASCIO,
1981; BONILLA LIZARAZO et al., 2008). No estrato basal, ou germinativo, a morfologia das
células epiteliais de P. affinis esta de acordo com o descrito para varias espécies de Diplomystidae
(ARRATIA & HUAQUIN, 1995), Liobagrus mediadiposalis (Mori 1936) (Amblycipitidae)
(PARK et al., 2003), Clarias gariepinus (GUERRA, et al., 2006) e Pseudobagrus brevicorpus (=
Coreobagrus brevicorpus (Mori 1936) (Bagridae) (PARK et al., 2010). Esta descri¢éo, entretanto,
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difere da observada por BONILLA LIZARAZO et al. (2008) em Eremophilus mutisii (Humboldt
1805) (Trichomycteridae), onde ndo é possivel observar uma camada de células cubicas ou
colunares, mas apenas uma camada indiferenciada. Apesar de sua pequena dimensdo, sua
densidade foi maior em relacéo aos demais tipos celulares da epiderme, como também observado
por GUERRA (2006) para o bagre africano Clarias gariepinus.

Diferente das células epiteliais, as células de muco séo conspicuas e sua morfologia esférica
em P. affinis esta de acordo com a descrita em outras espécies de bagres (ARRATIA & HUAQUIN,
1995; PARK et al.,, 2003; GUERRA, et al., 2006; BONILLA LIZARAZO et al., 2008;
ABRAHAM, 2010; GARG et al., 2010; PARK et al., 2010). J&4 em Bagarius bagarius, Liobagrus
mediadiposalis e Pseudobagrus brevicorpus (= Coreobagrus brevicorpus) Heteropneustes fossilis
(Bloch 1794) (Heteropneustidae) e Clarias batrachus (= Silurus batrachus Linnaeus 1758)
(Clariidae) elas podem variar de esféricas a um formato de baldo (MITTAL & MUNSHI, 1970;
PARK et al., 2003; ABRAHAM, 2010; PARK et al., 2010). Estas variacbes de forma sdo
consideradas estadios diferentes de maturacdo e migracdo destas células, do estrato intermediario
para superficie da epiderme (ABRAHAM, 2010).

Com relacdo a composicdo quimica da secrecdo das células de muco, as técnicas de
deteccdo de glicoconjugados usadas (PAS e Alcian Blue pH 2.5) apresentaram reagoes
citoplasmaticas positivas indicando que o conteido de secrecdo destas células, em todas as regides
do corpo, é do tipo glicoproteico, de composi¢do neutra e acida. Estas caracteristicas histoquimicas
encontradas estdo de acordo com aguelas descritas na literatura para outros Siluriformes (AL-
BANAW et al., 2010; BONILLA LIZARAZO et al., 2008; GARG et al., 2010; KUMARI et al.,
2009; PARK et al., 2003; SANTOS et al., 2015).

A morfometria (densidade e o didmetro) das células de muco em P. affinis € proxima a
descrita para outros bagres com a pele lisa (PARK et al., 2003; GUERRA et al., 2006; PARK et
al., 2010). No entanto, essa densidade foi maior quando comparada a epiderme de Ancistrus
dolichopterus (GARG et al., 2010) que possui 0 corpo coberto por placas dsseas e Bagarius
bagarius (MITTAL & MUNSH, 1970) o qual a superficie da pele possui estruturas queratinizadas
com funcdo de protecdo contra danos fisicos. Uma maior densidade de células de muco em
Siluriformes que tém a pele nua, pode estar relacionada a funcao de protecéo atribuida as secre¢des

dessas células, compensando a auséncia de estruturas protetoras.
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Segundo NAKARI et al. (1986) e PICKERING (1974, 1977), o numero de células de muco
pode variar entre machos e fémeas da mesma espécie, como o observado no bagre Clarias
macrocephalus (Gunther 1864) (Clariidae) e na enguia europeia prateada Anguilla anguilla, onde
0 numero de células de muco foi maior nas fémeas (AHMED & TAN, 1991; SAGLIO et al., 1988).
Contudo, P. affinis ndo apresentou dimorfismo sexual em relagdo a densidade de células de muco.
Quando se comparam as regides do corpo, a densidade de células de muco em P. affinis foi maior
na regido lateral anterior em relagdo a regido ventral, assim como observado no bagre C.
macrocephalus (AHMED & TAN, 1991). Ainda, para o bagre C. macrocephalus, a enguia A.
anguilla e os salmonideos Salmo trutta (=Salmo abanticus Tortonese 1954) e Salvelinus alpinus
(Linnaeus 1758), o nimero de células de muco diminui em direcdo a regido posterior do corpo
(AHMED & TAN, 1991; PICKERING, 1974). Tal diminuicdo nado foi constatada em P. affinis.

A densidade de células de muco na epiderme de P. affinis, variou consideravelmente entre
as estacOes. Nas coletas de fevereiro (verdo) e maio (outono) esse valor foi similar, mas diferiu das
coletas de agosto (inverno) e novembro (primavera), tendo sido elevada nas duas primeiras
ocasides, e decrescendo nas duas Ultimas. No presente estudo, salinidade e/ou maturidade sexual
foram levantados como possiveis causas da varia¢ao da densidade de células de muco ao longo do
ano. Isso porque a partir do més de junho de 2015 ocorreu severa seca na bacia do rio Sdo Mateus,
0 que elevou consideravelmente a salinidade de suas aguas no trecho inferior da bacia (onde os
exemplares foram coletados). Isto se deu através da entrada de agua do mar na calha do rio e parada
quase total de escoamento de sua agua doce. Este periodo atipico de estiagem nao coincidiu com o
periodo reprodutivo da espécie, o que foi constatado através da observacdo das gbnadas dos
exemplares estudados, de tal forma que é possivel neste momento atribuir a variacao da densidade
das células de muco apenas a salinidade. Além disso, outro ponto a considerar é que a elevacao da
salinidade do rio Sdo Mateus fez com que os peixes se deslocassem a uma maior distancia,
comparado ao local das duas primeiras coletas, supostamente aumentando assim o gasto energético
e afetando a producdo de células de muco.

A diminuicdo da densidade de células de muco na epiderme de P. affinis, possivelmente
devido aos altos niveis de salinidade, também foi constatada por MATTHEIJ) & STROBAND
(1971) para o acara Cichlasoma biocellatum (=Rocio octofasciata (Regan 1903),
Eutelesotomorpha: Cichlidae) em um experimento, no qual foram mantidos em agua salgada. Em

C. biocellatum a salinidade afeta aparentementea producdo da prolactina (hormonio que estimula
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a producdo de células de muco), alterando toda a estrutura da epiderme, o que nao foi testado em
P. affinis. J& em Pungitius pungitius (Linnaeus 1758) (Euteleostomorpha: Gasterosteidae) e no
lambari Astyanax jordani (=Anoptichthys jordani (Hubbs & Innes 1936) (Characidae) transferidos
para &gua do mar, o nimero de células de muco da cavidade bucal decresceu significativamente
com o aumento da salinidade, porém o mesmo ndo ocorreu com as células da epiderme
(MATTHEIJ & SPRANGERS, 1969; SOLANKI & BENJAMIN, 1982).

Como observado e discutido no presente trabalho, a abundancia das células de muco pode
se alterar sazonalmente durante processos de maturacdo sexual (PICKERING & RICHARDS,
1980; PICKERING, 1977) ou adaptacdo a agua do mar (SOLANKI & BENJAMIN, 1982). Além
desses, outros fatores, como alteracbes das condicdes ambientais ou exposicdo a condicdes
ambientais adversas, deficiéncias nutricionais, presenca de patégenos, temperatura ou outros
fatores de estresse podem alterar a composicao e estrutura celular da epiderme (ELLIOTT, 2011b;
QUINIOU et al., 1998).

A morfologia das células de alarme em P. affinis é bastante semelhante ao descrito para
outros Ostariophysi. Sdo facilmente distinguidas das células de muco por serem volumosas e
localizadas na regido intermediaria da epiderme, ndo possuindo abertura na superficie na epiderme,
contendo um ou dois nucleos centrais e terem reacdo negativa ao método de PAS (SMITH, 1977;
HENRIKSON & MATOLTSY, 1968c; PARK, et al., 2003, 2010; GUERRA et al., 2006;
BONILLA LIZARAZO et al., 2008; STABELL & VEGUSDAL, 2010). Apesar de serem
classificadas como células em formato de clava (claviformes) em outros Siluriformes (PARK, et
al., 2003, 2010; GUERRA et al., 2006; DAMASCENO et al., 2012), em P. affinis elas apresentam
forma globular.

As caracteristicas citoquimicas das células de alarme também foram semelhantes as de
outros Ostariophysi (PARK et al., 2003; GUERRA et al., 2006; BONILLA LIZARAZO et al.,
2008; STABELL & VEGUSDAL, 2010). Elas apresentaram reacdo negativa ao método de PAS e
Alcian Blue 2.5/PAS, indicando a auséncia de glicoproteinas em sua composicao, e reacao positiva
ao Azul de Bromofenol, confirmando a sua composi¢édo proteica.

A densidade das células de alarme em P. affinis é relativamente mais elevada que as células
de muco, assim como observado para os Siluriformes Rita rita (Hamilton 1822) (Bagridae)
(MITTAL, 1968), Clarias gariepinus (GUERRA et al., 2006), Pseudobagrus brevicorpus (=
Coreobagrus brevicorpus) (PARK et al., 2010) e Eremophilus mutisii (BONILLA LIZARAZO et
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al., 2008). Dentre as areas analisadas, a ventral apresentou a maior densidade de células de alarme
comparada as células de muco. SINGH e MITTAL (1990) sugeriram que a baixa densidade de
células de muco seja compensada pela alta densidade de células de alarme como uma adaptacao
eficaz de protecdo (e.g. regeneracdo a lesdes mecanicas ou infeccbes por patdgenos). Esta
integracdo de alteracfes na atividade de células de alarme com as células de muco também foi
observada por PAKK (2012) em carpas infectadas por parasitas. Estas conclusdes podem ser
associadas, em especial a P.affinis, onde a regido ventral apresentou a maior densidade de células
de alarme comparada as células de muco, dentre as areas analisadas. Possivelmente, esse
incremento de células de alarme esteja relacionado ao habito bentdnico de P. affinis, e dos bagres
em geral, onde esta regido fica em contato frequente com o substrato, submetida a uma maior
friccdo ao substrato e infeccdo por patdgenos.

A densidade de células de alarme, em P. affinis apresentou alteracdo sazonal com
comportamento inverso a densidade células muco em periodos de elevacdo na salinidade da agua.
Ou seja, podemos considerar que, possivelmente, a diminui¢cdo da densidade de células de muco
ao longo do ano foi relativamente compensada pelo acréscimo das células de alarme também como
mecanismo de defesa.

As células granulares eosinofilicas, descritas neste estudo, sdo encontradas em varias
espécies de peixes, incluindo bagres e principalmente salmonideos (POWELL et al., 1990;
HOLLAND et al., 1998; KUMARI et al., 2009; GARG et al.,, 2010). As caracteristicas
morfologicas e rea¢bes positivas as técnicas de coloragbes convencional e de PAS e Alcian Blue
pH2.5 estdo de acordo com o relatado por GARG et al. (2010). Suas caracteristicas histoquimicas
e morfoldgicas permitem compara-las aos mastécitos em mamiferos, e ambas estdo envolvidas em
processos de defesa geral e imunolégica especifica (POWELL et al., 1990, 1993a). Estas células
sofrem desgranulacdo e aumentam sua concentracdo apds exposicdo a infecgbes parasiticas e
bacterianas, iniciando respostas inflamatérias (BURKA, et al., 1992; POWELL et al., 1990, 1993a,
b). De fato, em P. affinis, foram observadas varias células granulares (assim como varios linfdcitos)
sofrendo degradacdo e liberando seu conteddo na epiderme, em regibes lesionadas. Assim, a
presenca de células granulares na epiderme de P. affinis pode apresentar um importante mecanismo
de resposta imune contra infec¢éo por patdgenos e lesdes.

Apenas um tipo de papila gustativa foi identificado na epiderme de P. affinis, diferente do
relatado para os bagres Clarias batrachus (= Silurus batrachus) (RAJI & NOROZI, 2010) e
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Pelteobagrus fulvidraco (= Pimelodus fulvidraco, Richardson 1846) (ZHANG et al., 2006), onde
foram observados dois e trés tipos morfoldgicos distintos, respectivamente. O tipo Il observado em
Pelteobagrus fulvidraco € similar ao identificado em P. affinis, pois forma uma camada elevada no
epitélio. As papilas gustativas de P. affinis, assim como nos bagres Ameiurus natalis (Lesueur
1819) (ATEMA, 1971) e Rita rita (AGRAWAL & MITTAL, 1992), sdo estruturas
quimiosensoriais distribuidas na superficie de todas as regiGes do corpo analisadas neste estudo.
Uma ampla distribuicdo das papilas gustativas ao longo dos barbilhdes e superficie da pele é
caracteristica entre os Siluriformes, mas ausente nos demais teledsteos (ATEMA, 1971). Papilas
gustativas bem desenvolvidas e distribuidas por toda a pele de bagres sdo consideradas uma
adaptacdo a visibilidade restrita pela reducdo dos olhos, lentiddo, habito de vida noturno e
criptobidtico, uma vez que estdo primariamente envolvidas na localizacdo e detec¢cdo de alimentos
(ATEMA, 1971; ERAM & MICHEL, 2005).

Todos os Siluriformes possuem invaginacdes na epiderme que funcionam como 6rgéos
eletrorreceptores, os quais detectam sinais externos (BULLOCK, 1983). Os 6rgdos ampulares em
P. affinis foram encontrados em todas as regides do corpo analisadas, assim como relatado nos
Siluriformes Kryptopterus bicirrhis (= Silurus bicirrhis Cuvier & Valenciennes 1840) (Siluridae)
e Plotosus tandanus (Mitchell 1838) (Plotosidae) (JORGENSEN, 1992; WHITEHEAD et al.,
2003). A distribuicdo destas estruturas em P. affinis sugere que tenham um papel significante e
complementar as papilas gustativas (quimiorreceptores) e neuromastos canais (mecanorreceptores)
na orientacao, localizacdo de presas e comunicacgéo social.

Quanto a morfologia, em P. affinis, e em familias de dgua doce, o canal do 6rgdo ampular
é curto, localizado na epiderme e as células receptoras sao pouco numerosas (uma a duas células)
(ANDRES et al., 1988; AGRAWAL & MITTAL, 1992; JORGENSEN, 1992; NORTHCUTT et
al., 2000; WHITEHEAD et al., 2003). Ja nas espécies marinhas ou estuarinas, como Euristhmus
lepturus (= Cnidoglanis lepturus, Ginther 1864) (Plotosidae) (WHITEHEAD, 2009) e Neoarius
graeffei (GAUTHIER et al., 2015), o canal do 6rgao ampular é longo, localizado desde a superficie
da epiderme até a derme e o nimero de células receptoras é maior (de 242 a 285 em Euristhmus
lepturus) (WHITEHEAD, 2009). Esta diferenca € atribuida as propriedades condutoras do
ambiente (WHITEHEAD et al., 1999, 2003) e, de acordo com Kalmijn (1974), espécies marinhas
necessitam de longos canais através dos tecidos do corpo de modo a produzir uma diferenca de

potencial para aumentar a sensibilidade de percep¢do de campos elétricos de grande escala. Os
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Orgdos ampulares de espécie de 4gua doce ndo possuem canais longos porque a pele é altamente
resistente a fluxos de ions (KALMUIIN, 1974).

Os resultados descritos neste trabalho mostram, pela primeira vez, a estrutura e composi¢édo
da pele de uma espécie da familia Auchenipteridae. Esses resultados corroboram as principais
funcionalidades atribuidas ao tegumento dos peixes na literatura, como protecdo (presencga das
células de muco, claviformes e granulares) e percepcdo sensorial (estruturas sensoriais quimio,
mecano e eletrorreceptoras), além de confirmar a presenca de células produtoras de muco que
tornam os espécimes de P. affinis tdo escorregadios, caracteristica que despertou o interesse em
analisar a composicdo da pele destes peixes.

Achados importantes como o dimorfismo sexual na altura do epitélio, variacbes na
densidade de células de muco ao longo do corpo e diminui¢do sazonal por efeito da salinidade nas
densidades de células de muco compensada pelo aumento das células de alarme, foram descritos
neste estudo. Tais resultados, mostram que a pele é um 6rgdo sensivel as alteracGes ambientais,
refletindo as modificagcOes ocorridas no ambiente e desenvolvendo mecanismos para lidar com
varios desafios ambientais, neste estudo a salinidade.

O presente estudo representa uma referéncia na descricao estrutural da epiderme de P.
affinis e sobretudo de Auchenipteridae, considerando o detalhamento morfoldgico apresentado e

auséncia de estudos do tipo neste grupo.
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6. CONCLUSOES

A pele de Pseudauchenipterus affinis apresenta uma organizacdo — epiderme, derme e tecido
subcutdneo — condizente com a relatada para outros Teledsteos.

A derme de P. affins apresentou organizacdo e composi¢do semelhante ao descrito para os
Ostariophysi; espessa camada de tecido conjuntivo com fibras coladgenas e presenca de
melandforos.

Trés tipos principais de células foram identificados na epiderme — células epiteliais, células de
muco e de alarme, conforme retratado para diversos Ostariophysi.

Os tipos de células da epiderme de P. affinis seguem a descri¢cdo relatada para outros
Siluriformes, embora existam algumas variacbes na morfologia, densidade e distribuicao
destas células.

O conteudo das células de muco apresentou reacdo positiva as técnicas PAS e Alcian Blue
pH2.5 e negativa a Azul de Bromofenol, portanto, relacionado a produgdo de substancias
glicoproteicas neutras e acidas. Por outro lado, as células de alarme apresentaram reacao
negativa PAS e Alcian Blue pH2.5 e positiva a Azul de Bromofenol, assim como relatado em
outros Siluriformes.

As células de muco em P. affinis foram encontradas apenas na regido superficial da epiderme,
diferente do descrito em outros bagres, que possivelmente representa uma variacao no padrao
de maturacdo das células de muco.

O dimorfismo sexual foi constatado apenas em relacdo a altura do epitélio (e ndo para
densidade de células e diametro de célula de muco). Em trés das quatro regiGes analisadas
(lateral anterior, posterior e ventral) a fémea possui a epiderme mais espessa.

As diferentes regides do corpo analisadas ndo sdo uniformes com relacdo a densidade de
células muco, altura do epitélio e diametro, confirmando o relatado na literatura.

A densidade de células de muco e células de alarme, a altura do epitélio e o didametro das
células de muco sofreram varia¢fes sazonais. A densidade de células de alarme apresentou
comportamento inverso ao de células muco em periodos de elevagdo na salinidade da agua.
Estruturas sensoriais quimio, eletro e mecanorreceptoras (papilas gustativas, orgao ampulares
e neuromastos canais) foram encontradas na pele de P. affinis, também descritas em outros

Siluriformes, confirmando a funcéo sensorial deste érgéo.
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11) Apenas um tipo de papila gustativa foi identificado na epiderme de P. affinis, diferente do
relatado para outros Siluriformes.

12) A morfologia do 6rgdo ampular é condizente com a apresentada por diversas espécies de
bagres de agua doce.

13) O presente estudo representa uma referéncia na descrigdo estrutural da epiderme de P. affinis
e sobretudo de Auchenipteridae, considerando o detalhamento morfoldgico apresentado e

auséncia de estudos do tipo neste grupo.
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