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RESUMO

A carcinicultura de dgua doce é uma forma de producédo de crustaceos com
baixo impacto ambiental. A espécie brasileira Macrobrachium amazonicum tem
grande potencial de cultivo e alguns aspectos da sua biologia vém sendo
estudados na ultima década. O hepatoancreas (HP) € um o6rgdo chave na
digestdo de crustaceos. Este 06rgdo estd composto por tubulos
hepatopancreaticos, cujo epitélio apresenta 5 tipos celulares envolvidos na
digestao do alimento. O estdbmago, por sua vez, apresenta associacao intima ao
hepatopancreas no processo de digestdo. Assim o objetivo desse estudo foi
avaliar a dindmica celular do epitélio hepatopancreatico nos diferentes periodos
de pos alimentacao (PA), assim como avaliar as relagcbes de peso relativo ao
corpo entre estbmago e hepatopancreas. Para tanto o hepatopancreas e o
estdbmago de juvenis foram coletados nos tempos de PA de 1h, 7h, 13h, e assim
sucessivamente somando-se 6 horas a cada intervalo de coleta, até 121h. O
indice Hepatossomatico (IHS) e o indice Gastrossomatico (IGaS) foram aferidos.
Os fragmentos de HP foram fixados em Bouin, processados para rotina de
inclusdo em historresina, e corados com Hematoxilina/Eosina. Apos analise,
foram observados periodos com elevado IHS seguidos de periodos com baixo
IHS ocorridos em todos os 5 dias de observacao, assim como foram observados
ciclos imediatamente inversos no estdbmago, com relacdo ao hepatopancreas. Nos
momentos que correspondem ao elevado IHS € possivel observar grande
acumulo de células B, com extrema vacuolizacdo, o que indica digestdo
intracelular. Nos momentos com baixo IHS é evidente o grande numero de células
F que produzem enzimas digestivas, e células R que estocam reservas, sugerindo
baixa atividade digestiva. Apés 24 h de PA, provavelmente os restos nao
digeridos do HP retornam ao estdmago, e voltam a ser distribuidos pelo HP
novamente. Assim, as caracteristicas morfoldgicas ndo diferem nos diferentes
momentos de elevados IHS, e o mesmo ocorre para os baixos IHS. Este fato é
corroborado pela auséncia de fezes num periodo maior que 24h pos alimentagéo.

Através da andlise dos periodos de ciclo digestivo, recomendamos que haja



fornecimento de alimento uma vez por dia, estimulando a produgéo natural de

fitoplancton e zooplancton nos tanques.



ABSTRACT

Freshwater shrimp farming is a form of shellfish production with low
environmental impact. Macrobrachium amazonicum, brazilian native species, has
great potential for cultivation and some aspects of its biology, especially the
digestive system, have been studied in the last decade. The hepatpncreas (HP) is
a key organ in the digestion of crustaceans. This organ is composed of
hepatopancreatic tubules, which present 5 epithelial cell types involved in the
digestion of food. The stomach, in turn, presents intimate association with
hepatopancreas in the digestion process. Thus the aim of this study was to
evaluate the dynamics of the hepatopancreatic cells in different periods after
feeding (AF), as well as evaluate the relationships between stomachsomatic and
hepatossomatic indeces. For both the hepatopancreas and stomach of juveniles
were collected in times of AF 1h, 7h, 13h, and so adding six hours to each
collection interval until 121h. Hepatosomatic (HSI) and gastrossomatic (GaSl)
indices were measured. HP fragments were fixed in Bouin, processed for inclusion
in hystoresin, and stained with hematoxylin/eosin. After analysis, it were observed
periods with high HIS followed by periods of low HIS in all five days of observation.
IGaS and HIS presented opposing curves. In moments which correspond to the
high HIS is possible to observe accumulation of B cells with extreme vacuolization,
indicating intracellular digestion according to the literature. In moments of low HIS
is evident the large number of F cells that produce digestive enzymes, and cells
that accumulate reserves, suggesting low digestive activity. After 24h AF, probably
undigested food in HP returns to stomach, and are then distributed to HP again.
Thus, the morphological characteristics did not differ at different times of elevated
HIS, and the same goes for the low HIS. This is corroborated by the absence of
faeces over a period greater than 24 hours after feeding. The analysis of the
digestive cycle periods, recommends providing food whenever possible, by
offering ration once a day and stimulate the natural production of phytoplancton

and zooplancton in the tanks.






1 - INTRODUGCAO

Aquicultura é o processo produtivo de organismos cativos, com habitat
predominantemente aquético, em qualquer um de seus estagios de
desenvolvimento (VALENTI, 2000). E atualmente uma das alternativas mais
viaveis para a producdo de alimento com alto valor protéico destinado ao
consumo humano, num cenario em que ha cada vez mais demanda de consumo.
Tem papel fundamental na sociedade moderna para a producdo de proteina
animal, sendo a forma mais eficaz de suprimento protéico para uma populacéo
gue se mantém crescente (FAO, 2012a).

A aquicultura moderna estd baseada em trés componentes: producao
lucrativa, preservagdo do ambiente e desenvolvimento social (VALENTI, 2002).
Estes sdo a base para o desenvolvimento sustentdvel em qualquer atividade.
Assim sendo, se trata de uma atividade pouco degradante para os ecossistemas
em que esta inserida, propicia melhora da qualidade de vida para as comunidades
locais e é economicamente viavel (VALENTI, 2002).

Neste contexto, 0 modelo produtivo da carcinicultura de agua doce atende
aos preceitos da aquicultura sustentavel, sendo uma forma de producéo lucrativa
de crustaceos, com ganhos sociais e baixo impacto ambiental (NEW et al., 2000;
VALENTI & MORAES RIODADES, 2004). Além disso, possui caracteristicas que
favorecem o cultivo sustentavel em empresas que usam mao de obra familiar
(VALENTI, 1998; NEW et al., 2000).

Embora os camarfes marinhos liderem os mercados mundiais, a producéo
de camardes de &gua doce apresenta vdrias vantagens, tais como: maior
resisténcia a doencas, maturacéo e larvicultura mais simples, independéncia da
agua salgada na fase de engorda, compatibilidade com pequenas propriedades e
menor impacto ambiental (VALENTI, 1996).

A producdo mundial de organismos aquaticos cresceu a uma taxa média
de 6,3% nos ultimos 10 anos (FAO, 2012b). No ano de 2009, o camardo foi

produto mais importante em termos de comercializagdo, representando 15% do



valor total dos produtos pesqueiros comercializados internacionalmente (FAO
2012c). Neste panorama, a criacdo de camardes de agua doce é um dos
principais contribuintes para a expanséo da aquicultura mundial, tanto em relagéao
a quantidade, quanto em relagcdo a movimentacdo monetaria (NEW, 2010). No
entanto o Brasil ndo contribui para este crescimento, uma vez que a produgao
reduziu nos ultimos cinco anos, e foi estimada em 100 toneladas anuais no ano
de 2010 (FAO, 2012c).

As principais espécies de camardes de agua doce cultivadas mundialmente
sdo Macrobrachium nipponense e Macrobrachium rosenbergii (FAO, 2012c). Uma
terceira espécie, Macrobrachium malcolmsonni vem ganhando espaco na
producdo mundial, com incremento na producédo de pouco mais de 4000% entre
2003 e 2010, passando de 227 toneladas anuais para 9474 toneladas anuais,
toda a produc&o proveniente de seu pais de origem, a india. Vale ressaltar que a
producdo de Macrobrachium nipponense também ocorre somente em seu pais de
origem (China), e que teve incremento produtivo de aproximadamente 160% entre
0s anos de 2001 e 2010 (FAO, 2012c), passando de 86.710 toneladas anuais
para 225.645 toneladas anuais. Tais estatisticas demonstram o potencial da
utilizacéo das espécies locais para a aquicultura.

Até o presente, Macrobrachium rosenbergii € a Unica espécie cultivada no
Brasil em escala comercial. Assim, a carcinicultura de agua doce no Brasil esta
embasada em uma Unica espécie exdtica. Com isso ela corre riscos, pois o
surgimento de problemas com esta espécie pode causar o colapso da atividade.
Além disso, Macrobrachium rosenbergii € uma espécie de origem asiatica e ndo
ha estudos referentes ao impacto de sua liberacdo em ambientes naturais
brasileiros, embora haja relatos por parte de pescadores que afirmam que houve
diminuicdo da populacdo de camardes nativos quando da introducdo desta
espécie (ALMEIDA-FUNO et al., 2010). Na aquicultura, escapes de espécies
exoticas cultivadas tem sido responsaveis por varios problemas ambientais, tais
como a competicdo e/ou predacdo em relacdo as espécies nativas, alteracdes de

habitats e disseminacdo de patdgenos (BRIDGER & GARBER, 2002; MYRICK,



2002). No Brasil, ja ha relatos de patégenos oriundos de carciniculturas
acometendo a populacdo nativa de camardes (NETO, 2006).

Entre as espécies nativas da regido leste da América do Sul,
Macrobrachium amazonicum € o decapode de dgua doce com maior importancia
econdmica (MACIEL & VALENTI, 2009). No Brasil, esta espécie é largamente
explorada por pesca artesanal (ODINEZ-COLLART & MOREIRA, 1993; NEW et
al., 2000) e € bem aceita pelas popula¢bes de todas as classes sociais do norte e
nordeste (MORAES-RIODADES & VALENTI, 2001).

A pesca de algumas espécies de crustaceos para consumo humano tem
sido explorada acima da sua capacidade de renovacao. Nessas populacfes pode-
se verificar diminuicdo do tamanho dos espécimes e dos estoques naturais
(AMARAL & JABLONSKI, 2005). Estoques naturais de Macrobrachium
amazonicum também tém sido explorados acima de sua capacidade de
renovacgao, o que tem levado a alteragbes nas dinamicas populacionais (SILVA et
al., 2007). Freire e Silva (2008) apontam para a necessidade de implantacédo de
politicas sustentaveis para a populagcédo pesqueira deste camarao. Neste contexto,
segundo Valenti (1993), a carcinicultura se apresenta como uma excelente
alternativa para a manutencéo das populacdes selvagens, medida ja tomada por
varios paises que estimulam programas de cultivo em larga escala.

No Brasil, existem trés espécies nativas com grande potencial de cultivo:
Macrobrachium acanthurus, Macrobrachium amazonicum e Macrobrachium
carcinus (VALENTI, 1993). Entre os camardes nativos, Macrobrachium
amazonicum merece destaque. Esta espécie apresenta ampla distribuicdo
geografica, ocorrendo desde a Venezuela até o estado do Parana, habitando as
bacias do Amazonas, do Orinoco, do Sao Francisco, do Parana, dos rios do
Nordeste e do Centro-Oeste (HOLTHUIS, 1952; BIALETZKI et al., 1997). Supbe-
se que tenha sido introduzido em algumas dessas regifes, mas esta totalmente
adaptado (GURGEL & MATOS, 1984; MAGALHAES, 1999). E conhecido como
camardo regional no estado do Parda (MORAES-RIODADES et al., 1999),
camardo canela e camardo sossego e, atualmente, vem sendo chamado de

camardo da amaz6nia (MORAES-RIODADES & VALENTI, 2001).



O Macrobrachium amazonicum é um camardo pequeno, que pode alcangar
até 16 cm e 30 g (VALENTI et al., 2003). No entanto, sua carne apresenta textura
mais firme e sabor mais acentuado em relacdo a carne de Macrobrachium
rosenbergii e, por isso, € mais bem aceita nos mercados consumidores
(MORAES-RIODADES et al., 1999), principalmente na regido norte (MORAES-
RIODADES e VALENTI, 2001) e nordeste (GURGEL & MATOS, 1984).

Embora alguns aspectos da biologia dessas espécies ja tenham sido
estudados, faltam pesquisas direcionadas para o desenvolvimento de tecnologia
de producdo, seja através dos sistemas de cultivo comercial, ou através de
exploracdo racional dos estoques naturais, evitando-se 0s riscos do seu
esgotamento.

Com o intuito de ampliar a producao da espécie Macrobrachium amazonicum,
muitos estudos vém sendo realizados, principalmente em relacdo a ecologia e
biologia pesqueira de populagbes naturais (ODINETZ-COLLART, 1991a; 1991b;
ODINETZ-COLLART e MOREIRA, 1993; ODINETZ-COLLART e MAGALHAES,
1994). Foram investigados outros aspectos, tais como a fecundidade (SCAICO,
1992; RIBEIRO et al., 2011; Da SILVA et al., 2004), o desenvolvimento gonadal
(BRAGAGNOLI & GROTTA, 1995; RIBEIRO et al.,, 2011; PAPA et al.,, 2004,
RIBEIRO, 2006), o desenvolvimento larval (MAGALHAES, 1985; LOBAO et al., 1987;
ROJAS et al., 1990; CUTOLO & VALENTI, 2005), e a alimentacdo e manutencao
dos animais tanto em laboratorio (ROVERSO et al., 1990; LOBAO et al., 1994;
RIBEIRO et al., 2011; PAPA, 2003; CUTOLO e VALENTI, 2005; FRANCESCHINI-
VICENTINI et al., 2009; MACIEL et al., 2012), como em tanques de cultivo (COELHO
et al., 1982; RODRIGUES, 2011).

Nos ultimos anos, outros fatores vém sendo investigados sobre a biologia do
camardo Macrobrachium amazonicum, como por exemplo: testes de laboratério
sobre técnicas de estocagem, alimentacdo, manutencéo, crescimento e transporte
de pos-larvas (LOBAO et al., 1987; 1994; 1996; ROJAS et al., 1990; ROVERSO et
al, 1990; CUTOLO & VALENTI, 2005; SPERANDIO et al., 2012) e adultos (PAPA,
2003; PAPA et al., 2004, FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009; RIBEIRO et al.,
2011) e ciclo de vida totalmente em agua doce (PANTALEAO et al., 2012) . Desta



forma, a avaliagdo do potencial das espécies de crustaceos para a producdo, assim
como, os aprimoramentos de técnicas que melhorem seu cultivo estdo embasados
na ampliacdo dos conhecimentos sobre ecologia, biologia e alimentagcdo das

especies.
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2 - LITERATURA

A nutricdo dos camarfes € um dos principais problemas da carcinicultura
mundial e, neste sentindo, muitas vezes problemas atribuidos a nutricdo dos
animais, poderiam ser sanados com um manejo alimentar correto
(ZIMMERMANN, 1998). O que vem acontecendo no Brasil € que a
responsabilidade pelos baixos resultados e pelo insucesso dos cultivos € atribuida
a falta de uma racdo comercial especifica e balanceada, enquanto que, muitas
vezes, 0 problema estd no manejo dos alimentos e da alimentacdo
(ZIMMERMANN, 1991). Neste sentido, faz-se importante estudos referentes ao
tubo digestorio do animal, que tem como principal fungcdo a manutencao de ciclos
digestivos das ingestas (ICELY & NOTT, 1992).

O trato digestorio de decapodas € essencialmente um tubo interno, aberto
anteriormente nas pecas bucais e posteriormente no anus (ICELY & NOTT,
1992). Em adultos é dividido em trés porcdes principais: intestino anterior,
intestino médio e intestino posterior (CECALDI, 1998). No intestino médio esta
localizado o hepatopancreas, o maior 6rgdo do animal, com fun¢des vitais,
envolvido em diversas atividades metabdlicas (GIBSON & BARKER, 1979).

O hepatopancreas recebe diferentes denominacbes como figado,
pancreas, glandula do intestino médio, glandula gastrica, glandula digestiva,
cecos anteriores, diverticulo digestivo, 6rgao digestivo, glandula intestinal média e
hepatopancreas (GIBSON e BARKER, 1979). Este 6rgdo esta envolvido em
diversas funcdes, como a manutencao do balanco de sais e ions, metabolismo de
lipideos e carboidratos, controle neuroenddcrino, ciclo de muda, vitelogénese,
reserva de materiais inorganicos, remocado de corpos estranhos do sistema
vascular, excrecdo de metabdlitos e detoxificacdo por metais e outras substancias
organicas (ICELY & NOTT, 1992; GIBSON & BARKER, 1979).

O hepatopéncreas é encarregado de dar continuidade as fases finais do
ciclo digestivo, que sdo: (1) completar a quebra do bolo alimentar recebido do
intestino anterior; (2) produzir e suprir enzimas digestivas, inclusive para o

intestino anterior; (3) absorver os produtos da digestdo e carrear tais produtos



para a hemolinfa, ou armazenar no préprio orgao; (4) remover material residual na
forma de fezes (ICELY & NOTT, 1992). As diversas funcbes deste 6rgdo sdo
refletidas nos diferentes tipos celulares presentes (CECCALDI, 1998).

Este Orgdo esta associado ao intestino meédio e apresenta diferentes niveis
de complexidade dentre as espécies j4 estudadas. Nos decapodas, o
hepatopancreas € particularmente bem desenvolvido e forma uma rede complexa
de ductos e tubulos em fundo cego, que ocupa a maior parte da cavidade
cefalotoracica (GIBSON e BARKER, 1979).

O hepatopéncreas é morfologicamente similar na maioria dos decapodas
(GIBSON e BARKER, 1979), e apesar do numero de lobos ser variavel nas
diferentes espécies, em Macrobrachium amazonicum este 6rgao consiste de duas
metades unilobulares, uma em cada lado da linha média do animal. As metades
direita e esquerda ndo se conectam entre elas, mas sdo conectadas
separadamente ao intestino através de seus ductos principais correspondentes
(FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009). Estes, por sua vez, originam os ductos
secundarios que se ramificam amplamente em ductulos, sendo que cada um
termina em um complexo de tabulos em fundo cego (FACTOR, 1981).

Cada tubulo em fundo cego constitui um tdbulo digestivo, ou l6bulos
hepatopancreaticos, que sdo considerados como a unidade morfofuncional do
hepatopancreas (FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009). Os tubulos digestivos
estdo imersos e suportados por um tecido conjuntivo constituido de fibras
colagenas bem definidas, com uma variedade de estruturas, que incluem
sinusdides hemolinfaticos, células circulantes da hemolinfa e fibroblastos
(FACTOR & NAAR, 1985; 1990). O espaco entre a membrana basal e a lamina
propria do tubulo contém células contrateis, ricas em feixes de miofilamentos.
Essas células se dispdem circular e longitudinalmente ao longo do tdbulo,
formando uma malha de tecido contratil ao redor da lamina basal do mesmo
(FACTOR & NAAR, 1985; ICELY & NOTT, 1992).

Os tubulos hepatopancreaticos podem ser divididos em regides distal,
média e proximal relativas ao trato digestério principal (VOGT et al., 1989).

Internamente esses tdbulos estdo revestidos por um epitélio colunar simples



(FACTOR & NAAR, 1985; ICELY & NOTT, 1992; BRUNET et al., 1994; CORREA
Jr et al, 2002), ou no caso de M. Amazonicum, pseudoestratificado
(FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009).

Quatro tipos celulares foram identificados no epitélio de revestimento dos
tubulos do hepatopéncreas em decapodas. Os tipos celulares sdo classificados
em E (embrionaria), R (reabsortiva), F (fibrilar) e B (vesicular), de acordo com o
esquema proposto por Jacobs (1928) e Hirshc & Jacobs (1928). Em alguns
decépodas foi identificado um quinto tipo celular denominado de célula M (basal)
(AI-MOHANNA et al., 1985b; FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009). Este tipo
celular apdia-se na membrana basal do epitélio, porém ndo mantém contato com
o limen do hepatopéancreas (ICELY & NOTT, 1992). A localizagdo destes tipos
celulares varia ao longo do comprimento do tubulo hepatopancreatico (ICELY &
NOTT, 1992; CORREA Jr et al., 2002).

As células E estdo localizadas na porcdo distal dos tubulos. Esse tipo
celular € responsavel pela renovacdo celular do epitélio dos tubulos
hepatopancreéticos (ICELY & NOTT, 1992) e apresenta alta atividade mitética
apos a alimentacdo (AI-MOHANNA et al., 1985a). Sado indiferenciadas e
apresentam nucleo grande que ocupa a maior parte do volume citoplasmatico (Al-
MOHANNA et al., 1985b; ICELY & NOTT, 1992; RIBEIRO, 2006). O citoplasma
apresenta pouco reticulo endoplasmatico rugoso e liso, mitocondrias, vesiculas
limitadas por membranas e muito complexo de Golgi. A divisdo continua da célula
E parece estar relacionada com a extrusédo da célula B do epitélio de revestimento
do tubulo hepatopancreético e, desta forma, provavelmente poderia prover células
adicionais uma vez que os tubulos crescem em comprimento a cada muda (Al-
MOHANNA & NOTT, 1989).

As células F podem ser localizadas por toda a extensdo do tabulo
hepatopancreético. Estas células sdo especializadas em sintetizar e secretar
enzimas digestivas durante algumas fases do ciclo alimentar (ICELY & NOTT,
1992). Assim, sua arquitetura corresponde a de uma célula produtora e secretora
de proteinas. Seu nucleo esta localizado proximo a regido basal da célula. O

citoplasma apresenta reticulo endoplasmatico rugoso extenso com numerosos



ribossomos tanto aderidos a membrana quanto dispersos no citoplasma, e
numerosas mitocondrias distribuidas por toda a célula. Os complexos de Golgi
sdo comuns e geralmente apresentam cisternas dilatadas (ICELY e NOTT, 1992,
VOGT, 1992; RIBEIRO, 2006). Ap0s a ingestdo de alimento estas células
apresentam numerosos granulos de zimogénio. Esses granulos estédo localizados
na regido apical do citoplasma e sdo aparentemente sintetizados pelo reticulo
endoplasmatico rugoso e empacotados pelo complexo de Golgi. Desta forma, as
células F sintetizam e secretam zimogénio para a digestdo extracelular.
Subseqiientemente, estas células captam material para a digestao intracelular e
se diferenciam em células B. Ainda, as células F apresentam um grande vacuolo
supranuclear, podendo formar um reservatorio de enzimas antes da alimentacéo
(AI-MOHANNA et al., 1985a).

As células B podem ser encontradas em toda a extensdo do tubulo, de
acordo com a fase do ciclo digestivo. Séo diferenciadas a partir das células F e
estdo envolvidas com a digestéo intracelular (AI-MOHANNA & NOTT, 1986b). Sao
0s maiores tipos celulares do hepatopancreas e apresentam um grande vacuolo
envolto por uma fina camada de citoplasma. O ndcleo esta restrito a regido basal
da célula. O citoplasma apresenta reticulo endoplasmatico rugoso, mitocéndrias e
complexo de Golgi (ICELY e NOTT, 1992; RIBEIRO, 2006). Logo apods a
alimentacdo, a porcdo apical da membrana das células B desenvolve
invaginacdes as quais se estendem como canais para dentro das células,
produzindo as vesiculas pinociticas. Com o progresso da digestdo o citoplasma é
reduzido a uma fina camada marginal na célula. O ndcleo estd comprimido e
localizado basal ou lateralmente, junto com o reticulo endoplasmatico rugoso e
poucas mitocondrias. Com o avango do processo de digestao intracelular,
pequenas regides translicidas aparecem na matriz dos corpos digestivos. Essas
regibes aumentam em volume e sdo completamente substituidas por um material
condensado nas inclusfes digestivas. Essas inclusdes formam grandes vacuolos
contendo material amorfo envolto por corpos circulares e estruturas
membranosas. As regides translucentes fundem-se para formar grandes vacuolos

digestivos. No final do processo de digestdo intracelular as células B estdo



caracterizadas por uma extensa vacuolizagdo. H4 uma tendéncia dos vacuolos
aumentarem progressivamente de tamanho e moverem-se basalmente.
Eventualmente hd um unico vacuolo grande contendo esferas densas. Apés a
digestao celular, as células B iniciam a fase de extrusdo. Nessa fase um unico
vacuolo é formado ocupando grande parte do volume celular. O citoplasma
marginal contém, basalmente, poucas mitocondrias envoltas por reticulo
endoplasmatico rugoso e nucleo achatado (AI-MOHANNA & NOTT, 1986b).

As células R sdo as mais abundantes nos tubulos hepatopancreaticos dos
decapodas. Podem ocorrer na regido proximal e medial do tubulo (AL-MOHANNA
& NOTT, 1989) ou em toda a extensédo do tubulo (CACECI et al., 1988) . Estas
células absorvem nutrientes soluveis do Iimen do intestino e estocam lipidios e
glicogénio (AI-MOHANNA & NOTT, 1989). Desta forma, as células R constituem o
principal local de estocagem de lipidios e glicogénio (ICELY & NOTT, 1992).
Essencialmente, a funcdo das células R é absorver metabdlitos difusiveis do
limen, e ainda metabdlitos difusiveis e pequenas particulas da hemolinfa. Esses
metabdlitos e particulas sdo estocados como lipidio e glicogénio no citoplasma
(AI-MOHANNA & NOTT, 1987a).

O ndcleo dessas células localiza-se na regido basal, tendendo a ser
pequeno e conter menos cromatina que os nucleos dos demais tipos celulares. O
citoplasma apresenta reticulo endoplasmatico liso associado as invaginacdes da
membrana basal celular, mas também pode ocorrer no citoplasma apical em um
estagio especifico do ciclo digestivo. Apresenta ainda pouco reticulo
endoplasmatico rugoso, ribossomos livres e numerosas mitocéndrias localizadas
principalmente na regido apical do citoplasma. O complexo de Golgi esta ativo na
regido medial da célula e apresenta-se associado ao reticulo endoplasmatico liso
na regiao basal da célula (ICELY e NOTT, 1992; RIBEIRO, 2006).

As células M do hepatopéancreas sao conhecidas pelo acimulo continuo de
material de origem protéica. Os precursores da sintese desse material séo
provavelmente derivados da hemolinfa ou das células B e R vizinhas, uma vez
gue ndo ha associacdo direta das células M com o lumen celular. Ndo ha

evidéncias de atividade pinocitica ha membrana celular, e o transporte dessas



substancias deve ocorrer por difusdo (AI-MOHANNA et al., 1985b). Essas células
sofrem alteragbes na frequéncia e na estruturacao das organelas, durante o ciclo
de muda do animal (AI-MOHANNA & NOTT, 1987a). O material acumulado nas
células M esta contido em um vacuolo macico, durante todo o periodo de
intermuda, e é utilizado no periodo de pré e pos-muda (AI-MOHANNA & NOTT,
1989).

2.1 - Influéncia da Alimentacao

O hepatopéancreas é responsavel pela producdo de enzimas digestivas e
assimilacdo de nutrientes. O papel especifico dos diferentes tipos celulares no
hepatopancreas tem sido inferido através das observagbes morfologicas, da
localizacdo histoquimica de enzimas digestivas e da assimilacdo de nutrientes.
Observacgles realizadas nas células do epitélio hepatopancreatico revelam a
existéncia de um ciclo digestivo (ICELY e NOTT, 1992).

Estudos realizados em Penaeus semisulcatus demonstraram que apoés 30
minutos até 1 hora da alimentacao, as células F apresentam numerosos e densos
granulos de zimogénio (AL-MOHANNA & NOTT, 1986b). Em Penaeus monodon,
0s vacuolos tém sido observados na regido apical do citoplasma da célula F
(VOGT et al.,, 1985), tais vacuolos apresentavam proteases denominadas
Astacus. A sintese dessa protease é estimulada pela remocédo do fluido gastrico
do estbmago, o qual é preenchido novamente com mais fluidos em 4 horas. A
protease Astacus € secretada pelas células F e transportada para o estdmago
para esperar a proxima alimentacdo (VOGT et al.,, 1989). As células F néo
realizam absorcdo no periodo em que ha descarga de secrecdes e, ainda, apis
estas células terem realizado totalmente sua funcdo secretora, elas se
diferenciam em célula B. A diferenciacdo das células F em B é caracterizada pelo
aparecimento de numerosas, pequenas e densas vesiculas pinociticas (Al-
MOHANNA et al., 1985a). Desta forma essa diferenciacao celular corresponde ao
final da atividade secretora e o inicio da absorcdo de substancias do lumen
(BRUNET et al., 1994).



A absorgdo de material pelas células B tem inicio cerca de 30 minutos apos
a ingestao de alimento e se continua até o final da terceira hora em Penaeus
semisulcatus (AI-MOHANNA e NOTT, 1986b) ou pode perdurar por um longo
periodo, como em Carcinus maenas (HOPKIN & NOTT, 1980). Apds a absorcéo
de material, vesiculas pinociticas se coalescem em vacuolos, que,
posteriormente, formam grandes corpos vacuolares (AI-MOHANNA & NOTT,
1986b). Os produtos da digestao intracelular sdo transferidos para a hemolinfa
através da lamina basal ou para células R adjacentes de Penaeus semisulcatus
(AI-MOHANNA & NOTT, 1986b).

Ao final da digestao as células B sdo extrusadas do epitélio e sdo trocadas
por células F através da divisdo mitdtica das células E (AI-MOHANNA & NOTT,
1986b). Desta forma as células B apresentam papel tanto de digestao intracelular
como de excrecdo de produtos residuais do metabolismo digestivo em Penaeus
semisulcatus.

Em comum com as células B, as células R também modificam sua
ultraestrutura durante o ciclo digestivo. As células R maduras, em Penaeus
semisulcatus, sdo caracterizadas pelo acumulo de gotas de lipidio e glicogénio
(AI-MOHANNA & NOTT, 1986a). Entretanto em Penaeus monodon, essas células
estocam apenas lipidios (VOGT et al., 1985). Essa diferenca de material celular
acumulado pode estar relacionada com o tipo de alimentacdo oferecida aos
animais (BRUNET et al., 1994).

Células R absorvem metabdlitos soltveis do limen do tubulo, seguido por
metabdlitos sollveis e pequenas particulas da hemolinfa. As pequenas moléculas
sdo estocadas como lipidios e glicogénio (BRUNET et al, 1994). As células R
apresentam ainda a funcdo de detoxificacdo através da estocagem de metais em
uma forma insolivel dentro de um vacuolo (HOPKIN & NOTT, 1979). As
utilizacdes subseqguientes da maioria das substancias estocadas nas células R
estao principalmente ligadas ao ciclo de muda (AI-MOHANNA & NOTT, 1989).

As células M apresentam desenvolvimento e evolucdo totalmente ligados
ao ciclo de muda (AI-MOHANNA & NOTT 1987b). Durante o periodo de

alimentacdo o numero de células M aumenta, sendo que a estocagem de



glicogénio e material protéico se da em um grande vacuolo. Quando o animal
para de se alimentar, antes e ap6s a muda, esse material é usado para a

manutencdo da célula (BRUNET et al., 1994).

2.2 - Fisiologia digestiva nos intestinos anterior e médio em decapodas

O intestino anterior € encarregado de processar as fases iniciais do ciclo
digestivo, que envolve: (1) quebra fisica dos materiais ingeridos através da
mastigacdo; (2) quebra quimica destes mesmos materiais através de enzimas
digestivas; (3) separacédo de fluidos e particulas pequenas através de filtros; (4)
transporte dessas pequenas particulas e fluidos para processamento no
hepatopancreas (ICELY & NOTT, 1992). Esta porcdo do intestino tem origem
ectodérmica e, por isso, € revestida por quitina (FACTOR, 1995). Deste modo nao
h& absorcdo de nutrientes nesta porcao do intestino. Embora Dall (1965) tenha
demonstrado a absor¢do de glicose nesta regido, a quantidade é infima quando
comparada ao hepatopancreas.

As principais caracteristicas do intestino anterior sdo uniformes em todo o
grupo e sao baseada na associacao intima entre estbmago e hepatopancreas
para realizar as fases iniciais da digestao (ICELY & NOTT, 1992).

Apés as pecas bucais, a primeira porcdo do intestino que o alimento
encontra é o es6fago. Esta regido se trata de um tubo simples que se estende da
boca ao estbmago (ICELY & NOTT, 1992). Tem papel importante na producao de
muco, através de glandulas esofagicas, que tem a funcdo de lubrificar o bolo
alimentar (CONKLIN, 1995; FACTOR, 1995). O final desta por¢cédo é marcado pela
presenca de um esfincter esofagico e de uma valva esofégica, cujas funcdes séo
impedir o retorno do alimento, quando o0 mesmo alcancga o esttmago (POWELL,
1974).

Passado o esbfago, o alimento cai na porcao cardica do estbmago. Esta
porcdo do estdbmago tem funcdo de quebra mecénica de grandes particulas,

através de placas quitinosas e moinhos, que podem funcionar como verdadeiros



moedores (ICELY & NOTT, 1992). Nesta porcao do estdbmago existem canais que
podem levar particulas pequenas mais rapidamente para fases posteriores da
digestdo. As grandes particulas, por sua vez, ficam retidas e passam pelo
processo de moagem. E também na porcéo cardica do estbmago que comeca a
guebra quimica do alimento, através de enzimas provenientes do hepatopancreas
(ICELY & NOTT, 1992; FACTOR, 1995).

ApOs passar pela cAmara cardica, o alimento processado em pequenas
particulas € recebido no estdbmago pildrico. Entre essas duas porcdes estomacais
existe uma valva, denominada valva céardica-pil6rica, que impede que o contetdo
das duas camaras se misturem. Assim que chega na camara pilérica, o alimento
passa através de um aparato filtrante, que imediatamente carreia as particulas
menores ao hepatopancreas. As particulas maiores ficam retidas neste aparato,
gue tem o papel de fazer a abrasao final e a reducdo das particulas, além de
funcionar como um vigoroso misturador entre essas particulas e as enzimas
provenientes do hepatopancreas (ICELY & NOTT, 1992). Assim como na camara
cardica, na camara pilérica também existem canais piléricos, que carreiam as
particulas menores sem a necessidade de passarem pelo sistema de filtragem
(YOUNGE, 1924; LOVETT & FELDER, 1990).

Ao final das por¢des estomacais existem valvas piloro-intestinais e piloro-
hepatopancreéticas, que regulam a entrada de alimento e a saida do bolo fecal do
hepatopancreas (ICELY & NOTT, 1992). As enzimas produzidas pelo
hepatopancreas podem entrar no estbmago tanto pela valva pilérica, como pelos
canais cérdicos e piléricos (LOVETT & FELDER, 1990). Assim é possivel verificar
gue existe movimentacdo de material entre estbmago e hepatopancreas, para

posterior envio ao intestino e formagéo das fezes.



yetivs



3 - OBJETIVOS

» Caracterizar a influéncia da alimentacdo no peso relativo do
hepatopancreas, para verificar os momentos de concentracdo de alimento
na glandula durante o ciclo digestivo;

» Estabelecer qual relacdo existe entre as alteracdes do peso relativo do
estdbmago durante o ciclo digestivo. Desta maneira associar 0s papéis
conjuntos de estbmago e hepatopancreas;

» Analisar, a microscopia de luz, a estrutura funcional do tubulo
hepatopancreatico durante o ciclo digestivo, para melhor compreensao do
envolvimento das ceélulas no processo digestivo, proporcionando base
cientifica para experimentos com diferentes periodos de arragcoamento da
espécie Macrobrachium amazonicum quando em cultivo em escala
comercial;

» Realizar analises morfométricas dos tubulos hepatopancreaticos, para
associar os diferentes momentos do ciclo com essas medidas. Essa

associacdo auxiliara na compreensdo do dinamica celular do

hepatopancreas durante a ciclo digestivo;
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4- MATERIAL E METODOS

Foram utilizados exemplares juvenis de Macrobrachium amazonicum,
selecionados aleatoriamente. Os animais obtidos dos viveiros do Setor de
Carcinicultura do Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Campus de
Jaboticabal — SP, foram transferidos para o Laboratério de Morfologia de
Organismos Aquaticos (UNESP), Campus de Bauru. Os animais foram
aclimatados em caixas plasticas com capacidade de 300 litros (L) por 15 dias,
guando foram transferidos para as unidades experimentais. Durante todo periodo
de permanéncia dos animais nas dependéncias do Laboratério de Morfologia de
Organismos Aquaticos, houve limpeza das caixas e das unidades experimentais
através de sifonagem no periodo da manha, e o fornecimento de alimento no
periodo da tarde.

Tanto as caixas de armazenamento quanto as caixas das unidades
experimentais foram munidas de um filtro biolégico, com capacidade de 20% do
volume util total da caixa, aeragéo, termostatos e termémetros para a manutencao
da temperatura constante (27°C, £ 1°C) e sua averiguacdo. Os parametros da
agua, tais como oxigénio dissolvido (mg/l) e pH, e a analise das concentracdes
dos compostos nitrogenados (aménia e nitrito) foram monitoradas semanalmente
usando testes colorimétricos (Labcom Test®).

Cada unidade experimental consistiu de um aquario com capacidade para
2,5l. Foram utilizadas 21 unidades experimentais, sendo que cada uma
acondicionou 01 animal por vez. Assim, apés o periodo de aclimatacdo, 0s
animais foram transferidos para as unidades experimentais, mantidos por 3 dias
para nova aclimatacdo nessas unidades experimentais e submetidos a jejum por
mais trés. Nesse momento foi sacrificado o primeiro animal antes de receber
alimento, para controle das caracteristicas celulares do inicio do processo
digestivo, sendo denominados de individuos Oh de pdés-alimentacdo (PA). Na
sequéncia, o alimento foi oferecido “ad libidum” aos animais das demais unidades
experimentais até que 0s mesmos recusassem o alimento. Essa recusa foi

detectada quando o animal ndo levava mais o alimento a boca como de costume.



Neste momento, todo o alimento que restava nas unidades experimentais foi
retirado por sifonagem, e iniciou-se a contagem das horas de PA. Assim, 0s
animais foram mortos por hipotermia apés 1h, 7h, 13h, 19h, 25h, e assim
sucessivamente, com intervalos de 06 horas até que se completassem 121 horas
de PA, perfazendo um total de 21 tempos diferentes de PA (Oh PA até 121h PA).

Cabe ressaltar que, para cada tempo, houve cinco réplicas.

4.1 - Determinacéo dos indices Hepatossomaticos (IHS)

Os animais ja mortos foram pesados e dissecados para retirada do
hepatopancreas. Cada orgao foi pesado individualmente para avaliagdo da
porcentagem destes em relagdo ao peso total do animal estabelecendo, portanto,

o IHS segundo a equacao a seguir:

IHS (%)= Peso érgao x 100
Peso total

4.2 - Determinacéo dos indices Gastrossomaticos (IGaS)

Os animais ja mortos foram pesados e dissecados para retirada do
estdbmago. Cada orgéao foi pesado individualmente para avaliagdo da porcentagem
destes em relacdo ao peso total do animal estabelecendo, portanto, o 1GaS

segundo a equacao a segquir:

IGaS (%)= Peso érgdo x 100
Peso total

4.3 - Estudos de Microscopia de Luz

Para andlise das caracteristicas histolégicas, os tubulos do hepatopancreas
foram dissecados e fixados por 24 horas em liquido de Bouin. Apos fixacdo, as
amostras foram lavadas e mantidas em alcool 70% para inclusdo em Historesina

(Historesin — Leica). Foram realizados cortes de 3 um seriados, e corados com



Hematoxilina e Eosina (H/E). Estes cortes tiveram orientacdo longitudinal,
objetivando a andlise das relacdes morfométricas do tubulo, e da distribuicdo dos
tipos celulares ao longo das regides proximal, média e distal do tibulo. A anélise
e a fotodocumentacdo dos cortes foram realizadas em fotomicroscopio Olympus

BX 40 acoplado a um sistema de camera digital Olympus DP12.

4.4 - Determinacéo dos indices Lumen-tubulares (ILT)

Para analise morfométrica foram utilizados os cortes histologicos
longitudinais dos tubulos do hepatopancreas de M. amazonicum corados com HE.
Os cortes seriados do tubulo serviram para estabelecer os cortes que
representaram o plano mediano do tubulo. Desta maneira foram avaliados trés
animais para cada tempo de PA, com trés tdbulos cada, sendo analisados trés
cortes de cada tubulo. Escolhidos os cortes a serem medidos em cada tubulo, de
cada um dos animais, nos diferentes tempos de PA, foram aferidas a area do
limen e a éarea total do tubulo. As medicdes foram feitas através do programa
Image-Pro Plus 4.1, da Media Cybernetics.

Tomadas as medidas, foi aplicada a equacao abaixo para a determinacao
da porcentagem da éarea total do limen em relacdo a area total do tdbulo,

estabelecendo-se o indice lamen-tubular (ILT).

ILT (%)= Area do limen x 100

Area do tubulo

4.5 - Andlises estatisticas

O delineamento experimental consistiu de blocos inteiramente
casualizados, com 5 réplicas por tratamento. A normalidade dos dados foi
verificada através do teste Shapiro-wilk. Quando os dados seguiam a distribuicao
normal, a comparacdo entre os tratamento foi realizada através da analise de
variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey. Contudo quando os dados nao
seguiram a distribuicdo normal, foi utilizado o teste Kruskal-Walis seguido do teste

de Dunn's.
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5 - RESULTADOS

5.1 - Andlise do Indice Hepatossomatico (IHS) e sua relacdo com a

digestao

Este estudo revelou que existem periodos com elevados IHS seguidos de
periodos com baixo IHS, nos 5 dias de experimento. Desta maneira, com uma
Unica oferta de alimento observou-se longo periodo de processamento do mesmo,
sendo que durante o experimento aconteceram cinco ciclos digestivos. Cada ciclo
foi demarcado inicialmente por um baixo [IHS, que corresponde ao
hepatopancreas vazio, seguido por um elevado IHS, correspondendo ao
hepatopancreas com muito alimento. O final do ciclo foi marcado por um novo
esvaziamento do hepatopéncreas, que corresponde novamente ao baixo IHS.
Este final do ciclo digestivo corresponde ao comec¢o de um novo ciclo (Fig. 1).

Apoés o periodo de aclimatacdo e dois dias sem alimento, o primeiro ciclo
teve inicio a partir do momento em que alimento foi oferecido ao animal, e durou
19h. Neste periodo, a primeira hora corresponde a entrada de alimento para o
hepatopancreas, e as 18 horas seguintes correspondem ao processamento deste
alimento pelo 6rgao (Fig. 1).

O segundo ciclo se continua ao término do primeiro. Tem duracao total de
18h, com a entrada de alimento ao hepatopancreas nas 6 primeiras horas. As
demais 12 horas correspondem ao processamento do alimento. Este ciclo se
iniciou as 19h de PA e tem fim as 37h de PA. O terceiro ciclo mostra curva
semelhante ao segundo, tendo inicio as 37h e fim as 55h de PA (Fig. 1).

No quarto e o quinto ciclos as curvas se apresentam semelhantes entre si,
mas diferem dos ciclos anteriores. Estes ciclos duram em média 24 horas, com
periodos a entrada e processamento de alimento de 12 horas cada um. O quarto
ciclo se inicia em 55h de PA e termina em 79h de PA, enquanto que o quinto se
inicia em 79h de PA e termina em 103h de PA (Fig 1). Apos as 103h de PA o IHS

nao apresentou alteracdes que caracterizassem um ciclo (Fig. 1; Tabela 1).
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Estatisticamente, ndo houve diferencas significativas entre os elevados IHS
(tempos de PA de 1h, 7h, 25h, 43h, 67h, 91h), assim como também n&o houve
diferencas significativas entre os baixos IHS (tempos de PA 13h, 31h, 37h, 49h,
55h, 61h, 73h, 79h, 85h, 97h, 103h, 109h, 115h, 121h) (Fig. 1). Ainda, os IHS dos
diferentes tempos foram agrupados em dois grupos, ou seja, elevados IHS e
baixos IHS. A andlise estatistica entre esses dois novos grupos apresentou

diferencgas significativas (Tabela 2).

Tabela 1. Médias dos IHS e 1GaS durante o ciclo digestivo em M. amazonicum nos
diferentes tempos de PA.
TEMPO Oh

IHS
IGas

TEMPO 61h

IHS 0022 0032 0023 0012 0023 0036 0021 0018 0019 0020 0021
IGas 0006 0005 0005 00060 0006 0005 0006 000 0005 0005 0005

Tabela 2. Médias + desvios padrdo dos IHS e ILT durante o ciclo digestivo em M.
amazonicum.

SETEGH
0,0264 £ 0,008 0,0222+0,005 0,0354 £0,005 = 0,001
0,1009+0096 00220+0,025 0,0161 +0,092 = 0,001

Variavel
IHS
ILT

Valores de P se referem a comparagio entre elevados e baixos indices da variavel (P<0,05 diferem significamente)




5.2 — Analise do indice Gastrossomatico (IGaS) e sua relacdo com a

digestao

A analise do IGasS revelou a existéncia de quatro ciclos no estbmago apés
uma Unica alimentacdo. Assim como nos ciclos digestivos do hepatopancreas, 0s
ciclos do estbmago sdo marcados por um baixo 1GaS, que corresponde ao
estomago vazio, seguido por um elevado 1GaS, que corresponde ao estdbmago
cheio. O final do ciclo € demarcado por uma baixa no 1GaS, que além de pontuar
o final do ciclo corrente, marca o inicio do préximo ciclo.

O primeiro ciclo se inicia logo apés a alimentacdo. Tem duracdo média de
13 horas, sendo a primeira hora correspondente a entrada de alimento no
estbmago, e as 12 horas seguintes correspondentes a saida de alimento do
mesmo. Este ciclo possui 0 mais elevado 1GaS (Fig. 2).

O segundo ciclo se continua ao primeiro. Tem duragdo média de 15 horas,
iniciando as 13h de PA. O retorno do alimento do hepatopéncreas para o
estdbmago eleva o IGaS em torno das 19h de PA , finalmente, o ciclo se encerra
por volta das 28h de PA com um novo esvaziamento do estdbmago (Fig. 2).

O terceiro e o quarto ciclo possuem curvas semelhantes. Ambos duram
cerca de 18h, com tempo de retorno alimentar do hepatopancreas e de
esvaziamento do estbmago de 9 horas cada periodo. O terceiro ciclo tem inicio as
28h de PA e finda as 46h de PA., enquanto que o quarto ciclo tem inicio as 46h
de PA e finda as 64h de PA (Fig. 2).

As andlises estatisticas revelaram diferenca significativa entre os 1GaS de
1h PA dos demais IGaS nos tempos analisados. A analise conjunta do IHS e do
IGaS mostrou que hé relacdo entre estes 6rgaos durante seus respectivos ciclos.
Apés 1h de PA ambos os 6rgdos apresentam elevado peso relativo em relacdo ao
corpo. ApOs este momento, 0s trés ciclos seguintes apresentam elevados e
baixos valores de IHS e 1GaS em momentos alternados nas curvas

correspondentes. A partir do quarto elevado IHS, o 1GaS se mantém constante
(Fig. 3).
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5.3 - Analise Histologica do Hepatopancreas durante os Ciclos Digestivos

Baseando-se nos ciclos digestivos (Fig. 1), a micro-estrutura do
hepatopancreas nos tempos de PA de baixos e elevados IHS foram analisados
histologicamente. A estrutura histolégica do hepatopancreas apresentou 0 mesmo
padrdo, no que se refere a populacao celular tubular, nos tempos de PA em que
os IHS foram semelhantes. Assim, na estrutura tubular com elevado IHS (Figs.
01, 04, 05), pode-se observar grande quantidade de células B, com muita
vacuolizacado, dispersas ao longo do comprimento do tubulo; poucas células F e
R, limitadas a regido distal dos tubulos; e células E dispostas na extremidade em
fundo cegos do tubulos. Nestes tempos de PA o lamen tubular sempre
apresentou area reduzida .

Os tabulos nos tempos de PA com baixos IHS analisados correspondem ao
inicio e ao fim de cada ciclo (Fig. 1). As caracteristicas histologicas do tubulo
hepatopancreéatico nesses tempos se mostrou muito semelhante. As células R e F
sao facilmente observadas ao longo do comprimento do tabulo, com predominio
das células F. As células B sao raras e apresentam um Unico vacuolo
supranuclear, e podem ser observadas nas regides média e proximal. As células
E estdo posicionadas na extremidade distal do tubulo, e ndo alteram a sua
distribuicdo em nenhum momento do ciclo digestivo (Figs. 4, 5, 6 e 7).

Nos tempos de 103 a 121h PA (Figs. 12 e 13), ndo houve demarcacéao de
ciclo digestivo (Fig. 1). Em ambos os tempos as caracteristicas histolégicas sao
semelhantes ao hepatopancreas com baixo IHS. No entanto, em algumas regifes

dos tubulos, pode-se notar que o epitélio pseudoestratificado passou a ser cubico
(Fig. 8).
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Figura 4. Fotomicrografias dos tibulos hepatopancreaticos em tempos de PA de
elevado THS. (a) e (b): Oh de PA; (¢) e (d): 1h de PA; (e) e (f): 25h de PA. Detalhes
em destaque: células reabsortivas R; células vesiculares B; vesiculas das células
vesiculares *; vactolos das células vesiculares #; células fibrilares F; limen L;
nucleo das células B indicados pelas setas. Coloragao: HE.
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Figura 5. Fotomicrografias dos tibulos hepatopancreaticos em tempos de PA de
elevado THS. (a) e (b): 43h de PA; (¢), (d) e (e): 67h de PA; (f): 91h de PA. Detalhes
em destaque: células reabsortivas R; células vesiculares B; vesiculas das células
vesiculares *; vacuolos das células vesiculares #; células fibrilares F; limen L.
Coloragdo: HE.
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Figura 6. Fotomicrografias dos tibulos hepatopancreaticos em tempos de PA de
baixo [HS. (a), (b) e (c): 19h de PA; (d) e (e): 37h de PA; (f): 55h de PA. Detalhes em
destaque: células reabsortivas R; células vesiculares B; células fibrilares F; células
embriondrias E. Colora¢do: HE
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Figura 7. Tubulos hepatopancreaticos em baixos tempos de PA. (a): 55h de PA; (b) e
(c): 79h de PA; (d) e (e): 103h de PA. Detalhes em destaque: células reabsortivas R;
células vesiculares B; células fibrilares F; células embrionarias E. Colorag¢do: HE.
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Figura 8. Tubulos hepatopancreaticos em tempos de PA de baixo IHS, em momentos
em que ndo ha demarcacdo de ciclo. Em (a) e (b) 103h de PA; (c¢) 121h de PA.
Detalhe para o estreitamento do epitélio entre setas. Coloracdo: HE.



5.4 - O Tubulo Hepatopancreatico: Relagdo Area do Lumen / Area do
Tubulo

A relacdo de area entre os tubulos hepatopancreaticos e seus respectivos
[imens também mostrou varia¢des ciclicas. Assim, a propor¢do AL/AT mostrou 7
momentos de elevado Indice Lamen Tubular (ILT) ao longo dos 5 dias de
experimento (Fig. 9). O levado ILT corresponde aos momentos quando a area do
[imen tubular apresenta-se ampla em relacdo a area total do tubulo. Esses
momentos do ciclo digestivo correspondem aos tempos de IHS baixo. Também
foram registrados 5 momentos durante o experimento que mostraram baixo
ILT(Fig. 9). Os baixos ILT indicam que a area do lumen é reduzida quando
comparada aos elevados ILT. Os momentos de baixo ILT coincidem com os
tempos de elevados IHS. As andlises estatisticas entre os grupos com elevado
ILT e baixo ILT mostraram diferencgas significativas entre si, com p<0,001 (tabela
2).

Figura 9
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Figura 9: Meédias da relagio drea luminal/ drea tubular nos diferentes tempos de pos alimentagio




5.5 - Caracteristicas celulares do epitélio hepatopancreatico nos ciclos

digestivos

O hepatopancreas se localiza na cavidade cefalotoracica, ocupando grande
volume dessa cavidade. O IHS médio encontrado foi de 2,64% do peso do animal
(Tabela 1). O valor maximo encontrado foi de 5,7% do peso do animal em um
individuo alimentado h& 1h de PA, e o valor minimo foi de 1,1% em um individuo

em estado de inanicdo, 103h pos alimentacéo.

O hepatopéncreas estd organizado em dois lobos, cada um disposto em
um lado da linha média do animal. Os lobos séo constituidos por uma rede de
tubulos secretores ou tubulos hepatopancreéticos, que terminam em fundo cego.
Entre os tubulos ha tecido conjuntivo frouxo, por onde corre a hemolinfa, e em
torno dos tubulos ocorrem células mioepiteliais (Fig. 10a). Nestes tubulos
puderam se observar “brotamentos” de novos tubulos, assim como a continuidade
das por¢des proximais de diferentes tabulos, formando uma Unica porcédo que se

mostra funcional (Fig. 10).

Os tubulos sdo revestidos por um epitélio pseudoestratificado composto
principalmente por quatro tipo celulares, que séo: células embrionérias E, células
fibrilares F, células vesiculares B e células reabsortivas R. Os tubulos podem ser
divididos em porcéo distal, média e proximal, em relacdo ao ducto principal do
hepatopancreas (Fig. 10a). A distribuicdo desses tipos celulares nas regides

acima citadas varia de acordo com a fase do ciclo digestivo.

As células E sempre estdo dispostas na por¢do distal do tubulo. Essas
células sdo cubicas e apresentam nucleo arredondado com varios nucléolos, e

citoplasma basdfilo.

As células F estao localizadas por todo o tubulo nos momentos quando o
IHS é baixo e o hepatopancreas ndo apresenta bolo alimentar, ou esta no inicio
da chegada do alimento na luz do tdbulo hepatopancreatico. Nesta fase da

digestdo essas células sdo cilindricas e contém apenas um vacuolo subapical



(Fig. 6 e 7). Durante o processo digestivo, quando o alimento esta disperso no
lamen tubular, observa-se raramente esta célula. Nesses momentos a célula F se
apresenta com varias vesiculas apicais, pode tanto apresentar base triangular e o

apice arredondado, ou extremamente cilindrica (Fig. 4 b e d; 5d).

No inicio da digestdo na luz dos tubulos hepatopancreéticos, as células B
apresentam varias vesiculas pinociticas e um vacuolo subapical (Fig. 4 a e b; 5c¢).
Em uma fase posterior da digestdo, estas células apresentam um unico vacuolo
supranucleolar (Fig. 4 e 5). Em ambas as situacfes, 0 ndcleo apresenta-se
achatado e normalmente esta localizado basal ou lateralmente na célula (Fig. 4).
O ndcleo se apresenta mais achatado, quanto maior a area ocupada pelos
vacuolos dispostos no citoplasma. Quando n&o ha alimento no hepatopancreas
para ser digerido, as células B séo raras, e se apresentam somente na regido
proximal do tubulo (Figs. 6 a e e). Nos momentos quando se inicia a digestao

intracelular, as células B estéo distribuidas por todo o tubulo (Fig. 4 e 5).

As células R variam em forma e frequéncia de acordo com a fase do ciclo
digestivo. Nas fases de baixo IHS esses células sdo numerosas e apresentam
forma poliédrica ou cilindrica/arredondada (Fig. 6 e 7). Ja nos momentos de alto
IHS apenas é possivel a observacédo de poucas células R com forma poliédrica
(Fig. 5d). Em qualquer dos momentos analisados anteriormente, as células R
apresentam nucleo grande, central ou basal. Em todas as fases do ciclo essas
células podem ser encontradas por toda a extensdo do tubulo, e apresentam

citoplasma basoéfilo, com numerosos granulos acidofilos (Fig. 4 a 7).
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Figura 10. Organizacdo geral dos tibulos hepatopancreaticos. As setas indicam
tecido conjuntivo entre os tubulos; circulos continuos indicam células
mioepiteliais; circulos pontilhados indicam por¢des proximais dos tubulos
fundidas; colchetes seguidos de letras indicam regido proximal P, regido média M,
regido distal D; asteriscos indicam brotamentos dos tibulos.
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6 — DISCUSSAO

6.1 - Analise do IHS e do IGaS durante os Ciclos Digestivos

A analise do IHS e do IGaS mostrou uma intima relacdo entre estbmago e
hepatopancreas durante os ciclos digestivos. Apés 1h de PA o peso destes
orgaos se apresenta relativamente alto em relacdo ao corpo. Neste momento,
imediatamente apés receber alimento, o estbmago processa este material e envia
para digestdo no hepatopancreas. Nas 18 horas seguintes o hepatopancreas
processa gradativamente o alimento, e retorna os restos ndo digeridos ao
estbmago, quando observa-se uma queda no IHS, e uma elevacdo no 1GaS as
19h de PA.

Neste experimento com individuos juvenis, o primeiro ciclo
hepatopancreatico teve duracéo total de 19 horas, embora estudos com adultos
da mesma espécie mostrem um primeiro ciclo extremamente abreviado de 2
horas (FRANCESCHINI-VICENTINI, 2011). Essa diferenca abrupta de tempo
pode estar relacionada com a idade dos animais. Dentre todos os 5 ciclos
observados em juvenis, o primeiro foi o que apresentou maior tempo de
processamento apdés o acumulo de alimento no hepatopancreas (elevado IHS),
com duracédo de 18 horas. Provavelmente este fato deve estar relacionado com o

periodo de inanigdo anterior a alimentagdo do inicio do experimento.

Durante as 18 horas de processamento deste primeiro ciclo, nota-se que a
queda do IGaS, ou esvaziamento do estbmago ocorre abruptamente durante 14
horas. Nas ultimas 4 horas deste ciclo o IGaS volta a aumentar, porém néo atinge
o indice anterior, porque o animal ndo recebeu nova alimentagéo. A elevacdo do
IGaS neste momento é o reflexo do retorno apenas do alimento ndo digerido do
hepatopancreas ao estbtmago. Embora ndo haja estudos que relacionam o peso

relativo do hepatopancreas juntamente ao estdbmago no processo digestivo, a



demanda de material do hepatopancreas ao estbmago foi descrita para outros
decapodas (SHAEFER, 1970; POWEL, 1974; LOVETT & FELDER 1990). O
hepatopancreas por sua vez, deve ter aumentado o tempo de digestdo devido a
aparente inanicao instalada (3 dias de inanicdo) antes da primeira alimentacéo do

experimento.

Outro aspecto que deve ser considerado € que a média do IHS do tempo
Oh é semelhante a média do IHS no tempo 67h PA. Além disso as caracteristicas
estruturais do hepatopancreas sao semelhantes nos dois tempos de PA
anteriormente citados. Com isso provavelmente o tempo 0 significou um momento
de elevacéo do IHS de um ciclo digestivo do periodo de inani¢cdo. A alimentacao
fornecida no tempo zero provocou um aumento imediato do IHS e,
consequentemente, o primeiro ciclo digestivo do experimento foi um reflexo do

periodo anterior de inani¢ao.

Nos trés ciclos digestivos seguintes observados, ha elevados e baixos
valores de IHS e 1GaS em momentos alternados nas curvas correspondentes. Isto
mostra provavelmente que, quando o alimento sai do hepatopancreas, retorna ao
estbmago, e vice-versa. Vale lembrar que o Unico tempo de PA estatisticamente
com diferenca significativa na curva de 1GaS € o de 1h de PA. Isso acontece pois
€ apenas neste momento que ocorre o aporte real de alimento ao estdémago,
sendo que os outros valores correspondem ao retorno de material ndo digerido do

hepatopéancreas.

A partir do 4° ciclo digestivo observado, nota-se que o IGaS praticamente
nao se altera. Isso indica que o estbmago aparentemente nao recebe alimento do
hepatopancreas. O IHS mostra ainda um 5° ciclo digestivo. Neste momento, o
aumento do peso do hepatopancreas deve estar relacionado ao aporte sanguineo

e reserva energética acumulada, devido a falta de alimentacéo.

A fase de pés-alimentacdo de 103 a 121h de PA mostra constancia no

tamanho do hepatopancreas. Assim, neste momento o0 animal esta



aparentemente sem reserva energética, o que €é confirmado pela andlise

morfolégica, ou seja, raras células B caracteristicas.

6.2 - Caracteristicas do epitélio digestivo durante os ciclos digestivos

Andlises dos IHS em diferentes tempos de PA revelou a presenca de 5
ciclos digestivos ap6s uma unica oferta de alimento para o animal. O bolo
alimentar € reprocessado varias vezes pelo hepatopancreas, uma vez que ndo ha
nova oferta de alimento. Esse reprocessamento do alimento foi descrito por
Franceschini-Vicentini (2011) em animais adultos da mesma espécie. Assim, 0
bolo alimentar sai do hepatopancreas, se aloja no estbmago, e retorna para um
novo ciclo. Essa hipétese ganha forca quando observamos que somente no
primeiro dia de PA apareceram fezes nos aquarios, provavelmente provenientes

da alimentagao anterior, ocorrida 72 horas antes.

A analise histolégica foi feita nos tempos com IHS mais elevados e mais
baixos. Em todos os tempos de PA que mostraram IHS semelhantes, também
foram semelhantes as estruturas histoldgicas, corroborando a proposta de que

ocorrem VAarios ciclos sucessivos, ap0s uma unica alimentacao.

Assim, nos tempos de elevado IHS, pode-se observar grande quantidade
de células B, como descrito por Franceschini-Vicentini (2011) em individuos
adultos de M. amazonicum para elevados IHS. Outra caracteristica é a baixa
guantidade de células R e F, limitadas a regido distal dos tubulos e reducéo do
limen tubular. Todas essas caracteristicas sdo condizentes com grande aporte de
alimento no hepatopancreas e digestdo intracelular (AL-MOHANNA & NOTT,
1986b). Interessante notar que as células R, com papel de reserva (AL-
MOHANNA & NOTT, 1987a), sdo poucas neste momento. Al-Mohanna e Nott
(1989) demonstram que essas ceélulas estocam reservas para necessidades

posteriores. Provavelmente estas células tenham se comportado desta maneira



neste experimento porque o animal ja vinha de um periodo de restricdo alimentar.

Assim, quando ocorre digestdo intracelular, € o momento adequado para se

transferir energia diretamente a hemolinfa, tornando as células R mais escassas.

Ainda que todos os tubulos de espécimes com a caracteristica de elevados
IHS apresentem intensa vacuolizacdo nas células B, alguns tempos de analisados
apresentaram células com inUmeros e pequenos vacuolos semelhantes ao
descrito em células B iniciais de Penaeus semisulcatus. (AL-MOHANNA et al.,
1985a; AL-MOHANNA & NOTT, 1986b). Ainda, outros tempos apresentaram
células B com grandes vacuolos uUnicos que dificultaram a visualizacdo das
células R e F. Nota-se ainda que nos tubulos onde as células B apresentam
muitos vacuolos, as células R e F se apresentam em maior nimero. Ja& nos
tubulos onde a maioria das células B apresentam um unico e grande vacuolo, as
células R e F séo raras. Provavelmente a participacdo das células R e F no
processo digestivo esteja associado a fase de digestéo intra celular nas células B,
como demonstrado para células F em Penaeus semisulcatus (AL-MOHANNA &
NOTT, 1985a). No momento em que as células B apresentam um unico vacuolo,
0 processo da digestao intracelular esta na fase final e sera seguida pelo descarte
das células B (AL-MOHANNA & NOTT, 1989). Nesta fase as células B sdo muito
grandes e ocupam quase todo o epitélio, sendo rara a observacao de células R e
F.

Os tempos de PA com baixos IHS analisados em juvenis de M.
amazonicum, mostraram caracteristicas de um epitélio recém reorganizado, com
raras células B e inimeras células F. As células R observadas provavelmente
estocam reservas de energia do ciclo digestivo anterior, e o grande numero de
células F indica a producdo de enzimas digestivas para digestdo extracelular
(VOGT, 1985; 1992). Em Astacus astacus (VOGT et al.,, 1989) e em Penaeus
semisulcatus (AL-MOHANNA & NOTT, 1987a) foi demonstrado predominio de
células R no tubulo, enquanto que em outras espécies houve o predominio de
células F (COLLINS, 2010), assim como em adultos de M. amazonicum

(FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009) a semelhanca do encontrado para



juvenis no presente estudo. O predominio de células F em relagdo as células R
provavelmente se deva ao fato de que estes animais, antes da alimentacao para
analise deste estudo, ja haviam ficado 3 dias sem se alimentar, diminuindo as
reservas energéticas e a quantidade de células R. Nos tempos de baixo IHS
também houveram raras células B, com um Unico vaclolo supranuclear. E
provavel que estas células sejam as remanescentes do ciclo anterior, que estejam
se preparando para se extrusarem (AL-MOHANNA & NOTT, 1986b), assim como
ja observado em adultos de M. amazonicum (FRANCESCHINI-VICENTINI, 2011).
As células E foram encontradas na regido distal dos tubulos, como para outras
espécies de camardes (AL-MOHANNA et al., 1985a).

No ultimo dia do experimento, apés 103h de PA, ndo houve demarcacao de
ciclo digestivo, embora tenha havido constancia no IHS, indicando ndo haver mais
movimentacdo de material entre hepatopancreas e estbmago. Neste periodo as
caracteristicas histélogicas foram condizentes com células encontradas em baixos
IHS, de ciclos digestivos anteriores. No entanto, em algumas regifes dos tubulos,
pode-se notar que o epitélio pseudoestratificado colunar passou a ser cubico.
Provavelmente as células do epitélio ndo estdo recebendo estimulo para

desempenharem suas fungdes, o que reflete na forma da célula.

6.3 - Caracteristicas das células durante os ciclos

Nos tubulos hepatopancreaticos 4 tipos celulares, presentes classicamente
(JACOBS, 1928; HIRSH & JACOBS, 1928), foram encontrados: células
embrionarias E, células fibrilares F, células vesiculares B e células reabsortivas R.
Embora tenha sido descrito a presenca de células basais M para individuos
adultos da espécie (FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009), este tipo celular foi

de rara visualizagdo no hepatopancreas de juvenis.

As células E se localizam na regido distal dos tubulos e é responsavel pela
reposicdo de células em cada ciclo digestivo (AL-MOHANNA, 1985a; ICELY &
NOTT, 1992; VOGT, 1994). Neste estudo pode-se observar que estas células séo



menos numerosas nos momentos de elevado IHS de acordo com o encontrado
por Franceschini-Vicentini (2011), e mais numerosas em momentos de baixo IHS.
Esta aparente variagdo no numero de células E deve estar relacionada com a
reposicao de células nos momentos de baixo IHS, preparando o érgdo para mais

um ciclo de digestéao.

As células E também devem estar relacionadas ao crescimento do
hepatopancreas nos individuos juvenis de M. amazonicum. Algumas vezes as
porcoes distais de alguns tubulos hepatopancreaticos sao ramificadas e
revestidas por epitélio com caracteristicas funcionais. Além da ramificacédo distal
também € possivel observar “brotamentos” nas regides médias dos tubulos.
Esses “brotamentos” originam outros tubulos de variados tamanhos, que também
se apresentam funcionais, com limen continuo ao tdbulo de origem. E possivel
gue tais padroes morfoldgicos estejam retratando a organogénese tardia do
hepatopancreas, uma vez que este estudo trabalhou com individuos juvenis.
Estes padrbes sugerem que a ramificacdo dos tubulos, e consequentemente o
crescimento do hepatopancreas, seja através de uma célula indiferenciada E que

origina o inicio de novos tubulos.

As células F sao responsaveis pela producdo de enzimas digestivas para
digestdo extracelular (VOGT, 1994). Levando em conta que a digestao
extracelular acontece em algumas fases bem delimitadas do ciclo, essas células
mudam sua forma e sua funcao de acordo com essas fases (AL-MOHANNA et al.,
1985a). Enquanto a digestdo extracelular ocorre no lumen do hepatopancreas,
estas células se mostram cilindricas, com nudcleo basal e com um vacuolo
subapical. Alguns estudos (AL-MOHANNA, 19852 et al.; FRANCESCHINI-
VICENTINI, 2011) mostram que estas células ganham formato triangular logo
apos a alimentacao, com varios granulos em seu apice, que serdo destinados ao
limen. Células com essas caracteristicas foram raramente encontradas neste
estudo. Provavelmente, estas poucas células visualizadas, sdo representantes
tardias de um processo que ocorreu por toda a extensdo do tibulo, em momentos

anteriores.



Neste trabalho, as células F mostraram-se fortemente aciddéfilas. Essa
caracteristica ndo € comum nestas células, pois sendo células produtoras de
proteinas, apresentam carater acido, sendo normalmente baséfilas (BANCROFT
& GAMBLE, 2007). Acreditamos que esta caracteristica ocorra devido a fase do
ciclo. Nos momentos de baixo indice, hd aporte enzimatico destas células ao
estbmago. Assim sendo, desmancha-se o aparato produtor de enzimas, isto €,
reticulo endoplasmatico rugoso e aparelho de golgi, tais caracteristicas pos
extrusdo enzimatica foram descritas por Al-Mohanna et al. (1985a) e por Vogt
(1994). Assim, estas estruturas que caracterizavam a célula como &cida ja ndo
existem mais, e a célula passa a ser basica, se tornando aciddfila, e corando-se
fortemente com eosina. Ademais, o numero de células F nos tempos de baixo
indice é totalmente compativel com o nimero de células B, que vao se originar a
partir das células F, nos elevados IHS. A origem das células B a partir das células

F também foi proposta para outras espécies de camardes (AL-MOHANNA &
NOTT, 1986b; BRUNET et al., 1994).

Ocorrida a digestdao extracelular, e toda a producdo de enzimas
necessarias no limen tubular, a célula F se diferencia em célula B (AL-
MOHANNA & NOTT, 1986b; BRUNET et al., 1994). Esta célula tem a funcéo de
digerir intracelularmente materiais que n&do foram digeridos no limen. Desta
maneira, a forma da célula pode variar, desde o surgimento das vesiculas
pinociticas até a extrusdo, com materiais residuais (AL-MOHANNA 7 NOTT,
1986b). Neste estudo pode-se observar que as células B iniciais apresentam
varias vesiculas associadas a um vacuolo. Conforme o ciclo progride para as
fases finais, essas vesiculas se coalescem e formam um Unico grande vacuolo
apical. Os ndcleos destas células sdo basais ou laterais, e achatados quanto

maior o volume ocupado pelas vesiculas/vacuolo.

As células R absorvem e armazenam energia em forma de lipideos e/ou
glicogénio (AL-MOHANNA & NOTT 1989; VOGT, 1994). Em juvenis de M.
amazonicum, essas células mudaram de forma e frequéncia de acordo com a

fase do ciclo. S&o muito numerosas quando o IHS esté baixo, apresentam forma



cilincrica-arredondada e vacuolo subapical, com granulos eosinéfilos em seu
citoplasma. Quando o IHS esta alto, séo raras, poliédricas/conicas, com nucleo
grande, central ou basal. E provavel que estas células mudem sua forma em altos
IHS devido a grande quantidade de células B, com seus grandes vacuolos. As
células B podem congestionar o epitélio e consequentemente estreitar a por¢ao
apical dessas células. Quanto as diferencas na frequéncia, ha duas hipoteses: (1)
Nos momentos de elevado IHS o material de reserva dessas células é transferido
para o corpo do animal, uma vez que ndo ha mais material a ser captado do
limen para reserva pois a fase é de digestao intracelular nas células B. Assim, ao
final deste ciclo, havera mais material de reserva disponivel para as células R
desprovidas de reserva; (2) as células R ficam menos perceptiveis devido ao

grande espaco ocupado pelas células B.

Diante da discussdo apresentada para o estdmago e para as principais
células envolvidas no ciclo digestivo, nota-se que existe relacdo entre 0 esquema
de alimentacdo dos animais, e a resposta do hepatopancreas a alimentacdao. O
esquema de arracoamento na aquicultura deve estar sempre baseado nas
respostas ocorridas no hepatopancreas, uma vez que este 6rgdo tem grande
participacdo na digestdo para os crustaceos. Porém isto ndo acontece. E provavel
gue muitos produtores fornecam o alimento de forma equivocada aos animais, 0
gue aumenta o custo da producéo e diminui os lucros. Além disso, o fornecimento
de alimento em excesso pode comprometer o meio, devido a eutrofizagcdo da
agua. A chave para garantir a sustentabilidade no cultivo de camardes de agua
doce é a utilizacdo mais eficiente dos recursos naturais, € a0 mesmo tempo nao

comprometer o0 meio ambiente.



%maéﬁé&’ed



7- CONCLUSOES

Este estudo propds fornecer subsidios para uma discussdo de manejo
alimentar em M. amazonicum. Desta maneira, a avaliacdo do tempo de duracao
dos ciclos digestivos € muito importante, bem como 0 modo em que o alimento é
processado pelo trato digestério. Assim, para juvenis de M. amazonicum, embora
o alimento passe por diversos ciclos apds uma Unica alimentacéo, demonstrou-se
gue é no primeiro ciclo que ocorre a maior parte da digestdo e absorcdo do
alimento. Ressaltamos ainda que este primeiro ciclo dura cerca de 19h, deixando
o trato digestorio ocioso por 5h, caso o animal seja alimentado apenas uma vez
ao dia. Assim, a oferta de alimento feita duas vezes ao dia, caracteriza-se por
grande desperdicio de alimento. Recomenda-se, entdo, que a oferta de alimento
seja feita uma vez ao dia, e que sejam empregadas técnicas de manejo que

incrementem a producao natural do tanque, como policultivo e adubamento.
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