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pertencer.”
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CARACT’ERIZACAO MORFOI:(')GICA E BIOQUiMI(’IA DO SISTEMA
DIGESTORIO E IDENTIFICACAO POR ISOTOPOS ESTAVEIS DE ROBALO
PEVA E FLEXA SELVAGENS E DE CATIVEIRO

RESUMO

Os recursos pesqueiros marinhos representam uma importante fonte de proteina
e, além de alimento, ¢ fonte de renda para milhares de pessoas, especialmente nos paises
em desenvolvimento. Muitos estoques pesqueiros naturais ja se encontram em seu
limite maximo de exploragdo, devido a isso houve um aumento consideravel da
producdo de pescado pela aquicultura nos tultimos anos. As maiores deficiéncias
tecnolodgicas ainda residem no cultivo de peixes marinhos, que vem sendo um dos
principais entraves a produ¢do, area em que o pais ainda estd em fase embriondria.
Dentre as espécies marinhas mais estudadas no Brasil destacamos o género
Centropomus (robalo) que possui uma dificuldade do manejo de reprodutores em
cativeiro e dificuldades em formular a ragdo para esses peixes, dificultando dessa forma
a sua produg¢do. Porém faltam estudos na 4rea de morfologia, fisiologia e nutri¢do para
as espécies marinhas. Dessa forma, foi realizado o presente trabalho com o objetivo de
identificar os principais componentes alimentares de jovens de robalo peva
(Centropomus parallelus) e robalo flexa (Centropomus undecimalis) por analises
histoldgicas e histoquimicas do sistema digestorio, determinacdo de is6topos estaveis e
verificar, por meio de protedmica, quais as proteinas presentes no figado sdo expressas
na alteragdo da dieta desses peixes. Esse estudo pretende fornecer subsidios para o
desenvolvimento de um pacote tecnologico para o cultivo de ambas as espécies,
contribuindo na otimiza¢do da nutri¢do e gerando alternativas para tornar a piscicultura
marinha uma atividade produtiva no pais.

Palavras — chave: peixes marinhos, aqiiicultura, tecnologia marinha.



BIOCHEMICAL AND MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF
DIGESTIVE SYSTEM AND IDENTIFICATION OF STABLE ISOTOPES OF
FAT SNOOK AND BASS ARROW WILD AND CAPTIVITY

ABSTRACT

The marine fishery resources represent an important source of protein and, besides food,
is a source of income for thousands of people, especially in developing countries. Many
natural fish stocks are already at their limit of exploitation because of this there was a
considerable increase in fish production through aquaculture in recent years. The major
technological deficiencies still reside in the cultivation of marine fish, which has been a
major constraint to production, the area where the country is still in its infancy. Among
the most studied marine species in Brazil include the genus Centropomus (bass) that has
a difficulty in handling of captive broodstock and difficulties in formulating the ration
for these fishes, thus hindering their production. But lacks studies on morphology,
physiology and nutrition for marine species. Thus, the present work was undertaken
with the aim of identifying the major dietary constituents of young fat snook
(Centropomus parallelus) and bass arrow (Centropomus undecimalis) by histological
and histochemical digestive system, determination of stable isotopes and verify by using
proteomics, which proteins are expressed in liver in changing the diet of these fish. This
study aims to provide subsidies for the development of a technology package for
cultivation of both species, contributing to the optimization of nutrition and generating
alternatives to marine fish farming to become a productive activity in the country.

Key - words: marine fish, aquaculture, marine technology.
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I. CONSIDERACOES GERAIS

No Brasil, a maioria dos estudos referentes a piscicultura esta voltada para peixes de
agua doce, o que permitiu a crescente importdncia da piscicultura continental.
Entretanto, o mesmo ndo ocorre em relagdo a piscicultura marinha que ¢ uma atividade
pouco disseminada.

Apesar do Brasil possuir excelentes condigdes naturais, peixes com extraordinario
potencial para a aquicultura, como por exemplo, os do género Centropomus e
abundancia de recursos hidricos, sdo recentes os esforcos para obteng¢do de dados que
permitam a adequada orientag¢do da producdo comercial (FERRAZ et al., 2002).

A producdo de algumas espécies de peixes marinhos no Brasil, ainda vem sendo
realizada em nivel experimental, ndo havendo registros de sua produgdo comercial,
como exemplo destacamos os robalo flecha (Centropomus undecimalis) e robalo peva
(Centropomus parallelus) e o beijupira (Rachycentron canadum) (CERQUEIRA, 2004).
Alguns autores tém estudado as possibilidades de criacdo de linguado (Paralichthys
orbignyanus) (SAMPAIO, 2008) e tainha (Mugil platanus) (SAMPAIO et al., 2001).

Os programas de piscicultura marinha em escala comercial tém sido desenvolvidos
principalmente na Asia (China, Taiwan, Filipinas, Indonésia, Japdo), Europa (Espanha,
Italia, Noruega, Portugal, Franga, Reino Unido, Dinamarca), América do Norte (Canada
e Estados Unidos) e América do Sul (Chile).

Dentre os géneros mais cultivados destacamos os Salmonidae (salmdo (Salmo
salar) e truta (Oncorhynchus mykis)), Moronidae (robalo europeu (Dicentrarchus
labrax)), Sparidae (pargos (Pagrus pagrus)), Mugilidae (tainhas (Mugil platanus)),
Carangidae (pampos (Trachinotus ssp.) e olhete (Seriola fasciata)), Centropomidae
(robalo flecha (Centropomus undecimalis) e robalo peva (Centropomus parallelus)),

entre outros (TUCKER, 1998).



Frente a complexidade apresentada para a exploracdo sustentavel dos estoques
pesqueiros, acdes multidisciplinares estdo sendo propostas como forma de abordagem e
vao desde a gestdo publica, passando pela educagdo para gestdo compartilhada dos
recursos naturais, pesquisas para o conhecimento bésico da bioecologia das espécies,
chegando a implantacdo de técnicas de producdo em cativeiro.

O género Centropomus agrupa espécies de peixes tropicais e subtropicais. Na
natureza sdo animais diddromos, eurihalinos, estenotérmicos e estuarino-dependentes,
encontrados tanto no mar, como nas aguas salobras e interiores, com movimentos
sazonais entre a agua doce e salgada e, quando ocorrem no mar, habitam regides
costeiras (RIVAS, 1986; ALVAREZ-LAJONCHERE et al., 1982). Sao peixes rusticos,
migratorios e na natureza depende de estuarios; ambiente imprescindivel ao seu periodo
reprodutivo e ciclo de vida (TEIXEIRA, 1997).

No Brasil, as espécies de maior importancia econdmica, encontrando em ambiente
natural s3o robalo flecha (Centropomus undecimalis) e robalo peva (Centropomus
parallelus). Apesar da potencialidade do robalo, estudos ecofisioldgicos, pesquisas
dirigidas e tecnologias para sua criacdo sdo poucos encontrados na literatura.

Se considerarmos a extensdo da costa brasileira e seus vastos recursos, as
perspectivas para o desenvolvimento da piscicultura marinha sdo das mais promissoras.
Segundo Cerqueira (2004), para que a produg@o seja incrementada, ¢ necessario
desenvolver tecnologia apropriada para a propaga¢do artificial de nossas espécies, de
modo a promover a oferta de alevinos e ao mesmo tempo desenvolver técnicas de
cultivo intensivas.

No Brasil ndo hd qualquer registro de produgdo significativa de peixes marinhos,
através do cultivo (CERQUEIRA, 2002). Porém, hd em algumas regides do pais, a

engorda de jovens capturados no ambiente natural e cultivados em viveiros e¢ ou



tanques-rede, no qual a qualidade da 4gua ¢ importante para o desenvolvimento do
peixe, embora essas pesquisas sdo poucos estudados (SAMPAIO, 2008).

Dessa forma ¢ necessario realizar estudos na drea da nutri¢do, morfologia e
fisiologia desses peixes, para produzi-los em cativeiro.

Com isso, 0 mecanismo da selecdo de alimentos feita pelos peixes esta relacionado
a diversos fatores ndo completamente estabelecidos, que podem variar de acordo com as
condi¢des ambientais e fase de desenvolvimento dos peixes (YAMAMOTO et al.,
2003).

E também de fundamental importancia o conhecimento da estrutura tréfica do
ecossistema, bem como do nivel tréfico ocupado pelas espécies, para nesse
delineamento buscar subsidios para implementacdo de técnicas de cultivo que possa
auxiliar no desenvolvimento do peixe. Sabe-se que os diferentes habitos alimentares
determinam diferencas anatomicas e fisioldgicas acentuadas no sistema digestorio,
como resultado da adaptag@o aos mais variados tipos de alimentos (SILVA, 2007).

Considerando-se a grande diversidade das espécies de peixes e conseqiiente
diferenciagdo morfo-fisioldgica, a nutricdo de peixes apresenta-se como uma grande
area de estudos, apresentando hédbitos e comportamentos alimentares diversos. Apesar
das investigacdes nesta area acumularem décadas de conhecimentos, muitos estudos
vém sendo realizados procurando relacionar as caracteristicas estruturais, anatomicas e,
ou, histoldgicas do sistema digestorio dos peixes com seus habitos e comportamentos
alimentares, permitindo, inclusive, inferir a respeito da alimenta¢do de espécies de valor
comercial (SEIXAS FILHO, 2001).

Segundo Agostinho & Gomes (1997), o conhecimento habito alimentar de um

peixe, incluindo a dieta e atividade alimentar, fornece importantes subsidios para o



entendimento do funcionamento do ecossistema e pode auxiliar na aplicacdo de técnicas

de manejo de populagdes naturais, ou quando se tem intengdo de crid-lo em cativeiro.

2. Género Centropomus como potencial para a aquicultura

O Género Centropomus parallelus e Centropomus undecimalis sdo peixes de aguas
tropicais e subtropicais de ampla distribuicdo desde sul da Florida (Golfo do México)
até o sul do Brasil (Rio Grande do Sul) (RIVAS, 1986; CERQUEIRA, 2002; 2005).

No Brasil, esses peixes habitam ambientes estuarinos, lagunas e costeiros marinhos
ao longo das regides Norte, Nordeste, Sul e Sudeste, onde os jovens se abrigam e se
alimentam. Entram nos rios adaptando-se facilmente a aguas salobras e doces e
ocasionalmente penetram em lagoas hipersalinas (PATRONA, 1984; MENDONCA,
2004).

Os robalos apresentam um grande potencial para aquicultura, apresentando
caracteristicas como: sdo de grande importancia nas atividades pesqueiras, em especial
na pesca artesanal e esportiva (SOLIGO, 2007) e sua carne ¢ considerada de excelente
qualidade organoléptica, alcangando alto preco nos mercados interno e externo.

Sdo peixes carnivoros se alimentando principalmente de peixes, camardes e
crustaceos, contudo, existe uma certa variagdo sazonal de alimentag@o pois parecem ser
bastante oportunistas predando em funcdo da disponibilidade do ambiente em que se
encontram (PATRONA, 1984).

Sao individuos de sexo separado, sem dimorfismo sexual e apresentam o fendmeno
da protandria, em que individuos machos sofrem uma regressao testicular com posterior
desenvolvimento de ovarios (GRIER & TAYLOR, 2001).

O robalo flecha (Centropomus undecimalis) é o maior espécie da familia, podendo
alcancgar 1,2m de comprimento total e 25kg, apresenta colorag¢do acinzentada no dorso,

com reflexos esverdeados, e ventre esbranquicado; linha lateral formada por uma lista



longitudinal negra que se estende ao longo do corpo até o final da nadadeira caudal e
tem uma maior importancia economica que o Centropomus parallelus, devido ao seu
tamanho e rapido crescimento. Ja o robalo peva (Centropomus parallelus) tem menor
porte, e apresenta dorso cinza-esverdeado e flancos prateados (CARVALHO-FILHO,
1992). E mais abundante em rios e lagoas que Centropomus undecimalis

(CASTAGNOLLI, 1992; CARVALHO-FILHO, 1999) (Fig.1).

Figura 1. Exemplares de (A) Robalo flecha (Centropomus undecimalis) ¢ (B) Robalo peva (Centropomus
parallelus).

1. Os Robalos no Litoral Norte Fluminense

O valor de mercado do robalo ¢ um dos mais elevados na regido Norte Fluminense,
chegando a custar de R$15,00 a 30,00 kg dependendo a época do ano, e seu consumo
faz parte da cultura culindria local. Em Casemiro de Abreu (foz do rio Sdo Jodo), a
ocorréncia dos robalos caiu sensivelmente nos ultimos anos e tém sido também uma das
preocupacdes da comunidade ribeirinha que inclusive relacionam o fato com a polui¢ao

e descaracterizagdo do rio Sdo Jodo e a sobrepesca.



Trabalhos de preservacdo da espécie ja vém sendo feitos em partes do territorio
nacional e na América, como o periodo de defeso no litoral e 4guas interiores do
Espirito Santo e Bahia regulamentado pela portaria IBAMA n°49-N, que estabelece
proibi¢do para pesca, transporte e comercializacdo de robalos Centropomus ssp., no
periodo de 15 de maio a 31 de julho de todos os anos. Além do manejo de pesca,
programas de reproducgdo artificial vém sendo desenvolvidos em diversas regides. Na
Florida, os Centropomus undecimalis, por exemplo, s@o criados experimentalmente para
programas de repovoamento onde sua pesca comercial estd proibida ha anos, em favor
da pesca esportiva (TUCKER, 2003).

Além do panorama da exploragdo sustentavel dos estoques naturais, a possibilidade
de exploragdo do género Centropomus em programas de piscicultura tem sido
considerada pela comunidade cientifica, 6rgdos publicos e iniciativa privada. Neste
sentido, muitos trabalhos zootécnicos e de biologia basica t€ém sido produzido nos
ultimos anos muito embora ndo tenha se chegado ainda a um protocolo que viabilize a
exploracdo comercial deste recurso.

Tomando como base a importancia econdmica dos robalos para a pesca artesanal e
culinaria destas localidades, sua valorizag¢do cultural, seu potencial como bioindicador
de sanidade ambiental, e a auséncia de estudos detalhados de sua fisiologia nutricional
principalmente nestas regides. Este estudo visa contribuir com a geragdo de
conhecimentos referentes a fisiologia nutricional e de subsidiar o manejo sustentavel

deste recurso.

2. Isotopos Estaveis Ambientais
A metodologia de is6topos estaveis tem sido empregada em estudos de cadeia trofica
¢ baseia-se na comparacdo da razdo isotopica de carbono (*C/'’C) e nitrogénio

(*’N/"N) do material em estudo com as fontes de carbono (energia) assimiladas, ndo
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apenas ingeridas, e para identificar as complexas interag¢des (elos) relacionadas ao fluxo
de energia nos ecossistemas, por meio da razdo dos isotopos de carbono §'°C (COLE et
al., 2002), bem como a estrutura trofica da rede alimentar por meio do posicionamento
ou nivel tréfico dos consumidores, utilizando a razdo isotpica de nitrogénio &'°N
(ADAMS & STERNER, 2000).

As taxas de ocorréncia de isOtopos estdveis em tecidos animais sdo uma
combina¢do dos elementos ingeridos e dos processos de fracionamento em tecidos
especificos e podem fornecer informacgdes das dietas dos animais (DALERUM &
ANGERBJORN, 2005). Além disso, oferecem a vantagem de integrar dietas em relagdo
ao tempo, em contraste com a andlise de conteido estomacal ou a observagdo direta da
alimentacao, refletindo em dietas de longo e curto prazo (GREY et al., 2001).

As variagdes naturais de isdtopos estaveis também té€m sido largamente utilizadas
na determinagdo das fontes de energia que sustentam a producdo pesqueira visando o
uso racional dos estoques (DUFOUR & GERDEAUX, 2001).

Os estudos sobre cadeia alimentar, onde a fonte de energia é representada pela troca
de carbono baseiam-se na comparagdo da composicao isotopica do carbono no material
em estudo com as suas possiveis fontes alimentares (PETERSON & FRY, 1987), a
aplicacdo desta ferramenta metodoldgica pode auxiliar na identificagdo das fontes
alimentares aproveitadas pelos peixes durante a criagdo.

O rastreamento da fonte alimentar assimilada por larvas de pacu (Piaractus
mesopotamicus), durante o processo de transicdo alimentar de nauplios de artémia para
dieta formulada, foi possivel, através de analises dos isotopos de C e N (JOMORI et al.,
2008).

Muitos componentes que ndo sdo identificdveis nos estobmagos dos peixes podem

representar a fracdo menos digerivel de sua dieta, dificultando a determinacdo sobre a
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fonte de carbono original (FORSBERG et al., 1993). Nestes estudos, os isotopos de
carbono podem ser utilizados como metodologia auxiliar, pois fornecem informagdes
sobre o produto consumido e a propor¢ao que € assimilada.

Os alimentos, ingeridos e metabolizados pelos animais, refletem caracteristicas da
sua composicdo isotdpica nos tecidos dos individuos que os consumiram. A composicao
isotopica do tecido animal, ou das fezes, reflete as contribui¢des das fontes alimentares
e sua determinagdo fornece informagdes sobre a propor¢do da contribuicdo das fontes na
formag@o dos diferentes tecidos e 6rgaos (DE NIRO & EPSTEIN, 1978).

Qualquer alteracdo da composi¢do isotdpica no tecido depende da velocidade que
os constituintes da dieta serdo incorporados. A utilizacdo de isdtopos estaveis
ambientais, bastante comum em estudos de ecologia, além de poder determinar fontes
alimentares dos animais proporciona medida da localizacdo de espécies em sua cadeia
trofica pela assimilagdo de energia e fluxo de massa entre diferentes vias de um
organismo (POST, 2002).

Grande parte dos estudos que utilizaram variago natural de 8%o'°C dos alimentos
apresentaram questdes ecoldgicas, enfocando a velocidade de troca do carbono tecidual
a partir da ingestdo de alimentos com razoes isotopicas distintas, em funcdo de
migragdes ou mudancas de niveis troficos. Entretanto, a técnica de isOtopos estaveis
pode ser util em estudos de fisiologia e nutricdo animal, uma vez que as taxas de
substitui¢do do carbono tecidual podem ser influenciadas por fatores ambientais,
nutricionais e sanitarios (CARRIJO et al., 2000).

Outro método interessante revela a caracteristica da dieta em termos de proteinas

normais que a compdem.
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3. Utilizacdo de Protedémica na Aquicultura

A protedmica ¢ uma nova ferramenta que pretende estudar a totalidade, ou um
conjunto de proteinas no interior de uma célula em funcionamento normal, em tecidos
parasitados ou submetida a tratamentos experimentais, ou seja, seguir as alteragdes e
interagdes que ocorrem dentro de uma célula, no decorrer de um processo biologico.

Portanto, ao contrario do genoma, que € praticamente constante, o conjunto de
proteinas expresso por um determinado organismo, ou seu proteoma, permite
compreender os efeitos estruturais e funcionais causados por fatores ambientais,
incluindo a nutricdo (WILKINS et al., 1996).

Assim, o mesmo organismo pode apresentar diferentes proteomas, que sdo
resultados da expressd@o de um conjunto de genes e das modificagdes pds-traducdo das
proteinas sintetizadas, em resposta a condigdes ambientais definidas (CELIS et al.,
2000).

A andlise de proteomas tem como objetivo identificar as proteinas expressas por
uma célula em um dado momento.

A identificacdo de proteinas na escala protedmica, envolvendo dezenas, centenas ou
mesmo milhares de proteinas, em fung¢do do estado fisioldgico das células analisadas,
podera responder a questdes fundamentais sobre os mecanismos bioldgicos muito mais
rapidamente do que pela estratégia de anélise de proteinas individuas.

O quadro global gerado pela andlise de proteomas pode, por exemplo, permitir a
constru¢do de um mapa complexo de fungdes celulares, ao demonstrar como alteragdes
em uma via de sinaliza¢do afetam outras vias, ou quantas proteinas de uma via de
sinalizac¢do interagem com outra(s) via(s).

O método mais utilizado para a identificagdo inicial de um proteoma ¢é a

eletroforese bidimensional, 2D-GE, que separa centenas de polipeptideos pelos seus
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pontos isoelétricos (pI) e massas moleculares (Mm), (O’CONNOR et al., 1998; CELIS
et al.,2000). O pl e a Mm de cada banda no gel 2D podem ser determinados e a
identificacdo de cada proteina pode ser obtida por espectrometria de massa (por analise
de mapa peptidico apds hidrdlise) ou microsseqiienciamento e buscas por homologias
em bancos de dados de seqiiéncias.

A utilizagdo da protedmica na investigacdo com peixes € recente, ainda que ja
existam alguns estudos na area da nutri¢do. Estes trabalhos permitiram ja identificar
multiplas alteracdes metabdlicas em resposta a fatores nutricionais, tais como a variagio
no conteudo energético ou a inclus@o de fontes de proteina vegetal nas dietas de truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (MARTIN et al., 2003; VILHELMSSON et al., 2004;
KOLDITZ et al., 2008). Poucos trabalhos existentes focam essencialmente na variagdo
do proteoma durante a ontogenia de peixes (FOCANT et al., 2003; LINK et al., 2006;
SVEINSDOTTIR et al., 2008).

De acordo com Concei¢do et al. (2009), para um futuro proximo avangos
significativos na compreensao dos efeitos nutricionais no metabolismo de varias fases

dos peixes poderdo ser realizados através dessa nova ferramenta.

4. Caracterizacio da Area de Estudo

A area do estudo, esta localizado, entre os municipios de Casemiro de Abreu-RJ e
Cabo Frio-RJ, o Rio Sdo Jodo (Fig. 2) nasce na Serra do Sambé, nos contrafortes da
Serra do Mar, a uma altitude de 740m, no municipio de Cachoeiras de Macacu,
percorrendo a regido no sentido oeste-leste, indo desaguar no Oceano Atlantico apods
150 km de extensdo. Tem como principais afluentes, pela margem direita, os Rios
Gavido, do Ouro, Bacaxa, Capivari e Morto; os Corregos Salto d‘Agua e Cambucas, a

Vala do Consorcio e o Rio Gargoa e, pela margem esquerda, os Rios Aguas Claras,
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Pireneus, Taquarugu, da Bananeira, Maratud, Aldeia Velha, da Lontra , Dourado e a
Vala dos Medeiros.

No que concerne as caracteristicas climaticas, na bacia do rio Sdo Jodo predomina o
clima tropical quente umido, com temperaturas médias variando de 18 a 24°C. H4 uma
influéncia, quase todo ano, da Massa Tropical Atlantica, o que mantém a estabilidade do
tempo (QUINTELA & CUNHA, 1990).

Entretanto, a bacia hidrografica do Rio Sdo Jodo, vem sofrendo diversas
intervengdes antrdpicas ao longo dos anos. Entre as décadas de 50 e 80, o rio Sdo Jodo e
alguns dos seus afluentes foram submetidos a diversas obras de retificagdo. Entre outros
fatores de degradagdo, destaca-se a construcdo da represa Juturnaiba, a especulagdo
imobilidria, a pesca predatéria, o desmatamento de mangues e, por conseqiiéncia, a
destruicdo das areas estuarinas; afetando diretamente o ambiente aquatico e sua
produtividade natural, causando a destruicdo de inimeras areas de criadouros e o habitat
de varias espécies aquaticas.

De acordo com dados do IBAMA (1999), no periodo anterior a construg¢do da
represa Juturnaiba existia uma relevante atividade de pesca na bacia, predominando a
captura do bagre, tainha, robalo e camardo. Tais modificagdes impostas ao ambiente
estuarino prejudicam seu ponto de equilibrio, e tem como conseqiiéncia a alteracdo do
padrio de variac¢do de diversidade bioldgica. Isto faz com que o estudo deste ambiente,
bem como suas variagdes, seja um dos importantes aspectos a serem considerados
quando se tém a atencdo voltada para populacdes submetidas a impactos de natureza
antropica (CASTRO, 1997).

A presenca dos robalos ocorre com freqiiéncia nessa bacia hidrogréfica e, apesar de
marinhos de dguas costeiras, nos periodos de acasalamento, eles adentram os estudrios e

rios de agua doce da cidade de Barra de Sao Joao (VANACOR & AOKI, 1997).
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Diante do exposto e cientes do dominio da técnica da reprodugdo artificial e da
capacidade de ingestdo de ragdes comerciais por parte dos robalos, sabe-se que esse
peixe passa a ser uma importante alternativa de renda para a regido do Municipio de
Casemiro de Abreu - RJ, atendendo, assim, aos programas de piscicultura em aguas

interiores ¢ marinhas. E possivel também, por meio da larvicultura e alevinagem dos

robalos, efetuar repovoamentos em areas degradadas (VANACOR et al., 1996).

"F’oz"do Rio Sdo Jodo, RJ

Figura 2. Vista acrea do litoral do Rio de Janeiro (RJ) com os sitios de coleta do Robalo peva
(Centropomus parallelus) e Robalo flecha (Centropomus undecimalis), Barra de Sao
Jodo/Casemiro de Abreu. Fonte: Google Earth (2009).

II. OBJETIVOS
Para o desenvolvimento do trabalho, foram considerados os seguintes objetivos:
Objetivo Geral
Identificar a fonte alimentar de jovens de robalo peva (Centropomus parallelus) e
robalo flecha (Centropomus undecimalis) selvagens e de cativeiro, por meio de analises
histologicas da mucosa do sistema digestdrio, determinacdo de is6topos estaveis e perfil

das proteinas hepaticas.
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Objetivos Especificos

- Identificar a fonte alimentar dos animais selvagens e em cativeiro e verificar nos
diferentes tecidos (musculo, osso e pele), figado e contetido estomacal, qual ¢ o mais
eficiente em incorporagdo, através de isétopos estaveis °C/**C e N/'N.

- Verificar a expressdo de proteina e suas alteragdes na dieta do robalo provenientes
do ambiente natural e de cativeiro, por técnica de protedmica.

- Analisar histologicamente e histoquimicamente os tipos celulares da mucosa do
trato digestdrio e relaciona- los com as fungdes exercidas;

- Relacionar os resultados obtidos com aspectos ecoldgicos e hédbitos alimentares do
Robalo peva (Centropomus parallelus) e Robalo flecha (Centropomus undecimalis)

criados em cativeiros € em ambiente natural.

II1. RESULTADOS
As andlises efetuadas resultaram na elaboragdo de artigos cientificos apresentados

separadamente, na forma de capitulos.

Capitulo 1. “Identificacio alimentar do Robalo peva (Centropomus parallelus)
selvagem e de cativeiro, utilizando-se a técnica de isotopos estaveis de carbono
(613C) e nitrogénio (615N)”, teve o objetivo de identificar a fonte alimentar dos animais
selvagens e em cativeiro e verificar nos diferentes tecidos (musculo, osso e pele), figado
e conteido estomacal, qual é o mais eficiente em incorporagdo, através de isotopos

estaveis *C/12C e N/MN.
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Capitulo 2. “Analise da expressio de proteinas hepaticas de Robalo flecha
(Centropomus undecimalis) mediante a variacio nutricional”, teve o objetivo de
verificar, por meio de protéomica, quais as proteinas presentes no figado sdo expressas
na alteracdo da dieta de Centropomus undecimalis que estdo no ambiente natural e em

cativeiro.

Capitulo 3. “Caracterizacdo morfolégica do tubo digestério de Robalo peva
(Centropomus parallelus) e Robalo flecha (Centropomus undecimalis)”, buscou
caracterizar histologica e histoquimicamente o sistema digestorio de robalo peva
(Centropomus parallelus) e robalo flecha (Centropomus undecimalis) e descrever as
possiveis alteragdes na secre¢do de mucopolissacarideos pelas células mucosas ao longo
do mesmo, como base para estudos histofisioldgicos as necessidades nutricionais dos

peixes.
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Capitulo 1

Identificacdo alimentar do Robalo peva (Centropomus parallelus)
selvagem e de cativeiro, utilizando-se a técnica de isotopos estaveis de

carbono (813C) e nitrogénio (815N)
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IDENTIFICACAO ALIMENTAR DO ROBALO PEVA (Centropomus parallelus)
SELVAGEM E DE CATIVEIRO, UTILIZANDO-SE A TECNICA DE
ISOTOPOS ESTAVEIS DE CARBONO (6"°C) E NITROGENIO (5"°N)

RESUMO

Informagdes sobre a dieta e a quantidade de carbono e nitrogénio que o animal
assimila em seus tecidos através de andlises de isdtopos estdveis vem sendo
tradicionalmente utilizados em peixes marinhos, porém para o género Centropomus ha
poucos estudos a respeito. Dessa forma o presente trabalho teve como objetivo
identificar a fonte alimentar dos animais selvagens e em cativeiro e verificar nos
diferentes tecidos (musculo, osso e pele), figado e contetido estomacal, qual ¢ o mais
eficiente em incorporagdo, através de isotopos estaveis “C/'>C e N/"*N.Comparando
as amostras de musculo, osso, pele, figado e conteudo estomacal de Centropomus
parallelus de ambientes coletados na natureza e em cativeiro, foi possivel observar que
os valores médios de 8°C do 0sso, pele, figado e conteudo estomacal, ndo diferiram
estatisticamente (P>0,05) entre os peixes de cativeiro e da natureza, apresentando
médias semelhantes. O figado e conteudo estomacal também nao diferiram (P>0,05)
para os isotopos de 8'°N para ambos os locais de coletas. O misculo de Centropomus
parallelus coletados em cativeiro mostrou-se mais rico em 8°C (-21,02 %o), quando
comparados aos animais selvagens (-24,97%o) e estes apresentaram-se mais rico em
8'"°N (12,42 %o). Com base nestes resultados pode-se, supor que através de analises de
isétopos estaveis, analisando musculo, osso, pele, figado e contetido estomacal, pode-se
diferenciar os peixes coletados na natureza dos animais coletados em cativeiro e que o
musculo foi o tecido mais eficiente na identifica¢do destes animais, pela variacdo entre
os isotopos de 8 *C e & °N.

Palavra-chave: musculo, pele, osso, figado e conteudo estomacal.
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IDENTIFICATION OF FOOD fat snook (Centropomus parallelus) WILD AND
CAPTIVITY, USING UP THE TECHNIQUE OF STABLE CARBON ISOTOPES
(613C) AND NITROGEN (615N)

ABSTRACT

Information about diet and the amount of carbon and nitrogen assimilates the animal in
their tissues through analysis of stable isotopes has been traditionally used in marine
fish, but for the genus Centropomus there are few studies about it. Thus this study
aimed to identify the source of food for wild animals in captivity, and check the
different tissues (muscle, bone and skin), liver and stomach contents, which is more
efficient at incorporation by stable isotope 13C/12C and 15N/14N.Compareid samples
of muscle, bone, skin, liver and stomach contents of Centropomus parallelus
environments collected in the wild and in captivity, we observed that the mean values of
8"°C bone, skin, liver and stomach contents , not statistically different (P> 0.05)
between fish in captivity and nature, with similar means. The liver and stomach contents
did not differ (P> 0.05) for the isotopes of 8'°N for both local collections. The muscle of
Centropomus parallelus collected in captivity has proved more rich §"°C (-21.02 %o)
compared to wild animals (-24.97 %o) and these were more rich in 8N (12.42 %o).
Based on these results, we can suppose that through analysis of stable isotopes,
analyzing muscle, bone, skin, liver and stomach contents, one can differentiate between
fish collected from the wild animals in captivity and collected the muscle tissue was
more effective in identifying these animals, the variation between the isotopes of 0 Be

and & °N.

Keyword: muscle, skin, bone, liver and stomach contents.
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INTRODUCAO

Os robalos sdo espécies de interesse a aquicultura, devido as suas 6timas condigdes
de cultivo, tais como: habito gregario, resisténcia ao manejo e as variagdes dos
parametros fisico-quimicos da agua (AOKI, 1999), facil adaptacdo a dietas inertes
(BARBUIO, 1999) e capacidade de adaptar-se a ambientes de 4gua doce, abrindo dessa
forma novas perspectivas a aquicultura marinha.

Porém, sdo escassos os estudos referentes a fisiologia nutricional em robalos e em
peixes marinhos (BORGES et al., 2010), sendo que este ¢ de grande importancia para
saber a quantidade de nutrientes que poderemos oferecer a esses animais, para formular
uma ra¢do ideal que atinja o 6timo desenvolvimento e crescimento desses peixes, para
torna-los favoraveis a produgao.

De acordo com Cahu & Zambonino-Infante (2001) e Koven et al. (2001) a nutri¢ao
¢ considerada uma importante questdo na produgdo da fase jovem de peixes marinhos.

Dessa forma, o conhecimento das fontes de energia utilizadas pelos peixes nas
diferentes fases da vida ¢ essencial para o estudo das relagdes troficas e de seu papel no
ecossistema. Compreender o que animal come e o quanto desses alimentos ¢ assimilado
em seus tecidos e orgdos (SOLIGO, 2007), para seu crescimento ¢ o entendimento da
bioecologia dos adultos (ZAVALA-CAMIN, 1996) ¢ importante para estudos de
conservagdo dos recursos pesqueiros, tanto para seu repovoamento, quanto para a
producdo em escala na aquicultura.

Em virtude da possibilidade de ocorréncias de mudancgas alimentares no ambiente
natural, o estudo do regime alimentar de uma espécie, além de fundamental em
pesquisas de auto-ecologia, informa também sobre a estrutura tréfica do ecossistema no

qual a espécie esta inserida (BASILE-MARTINS, 1986).
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De acordo com Silva (2007), quando se pretende estudar a alimentagdo de uma
determinada espécie de peixe para sua criacdo racional, sdo necessarios alguns
conhecimentos bdsicos a respeito da sua anatomia, fisiologia, morfologia,
comportamento e hdbito alimentar na natureza. Entretanto, isto ndo tem ocorrido com as
espécies de peixes marinhos, pois poucos sdo as informagdes sobre o comportamento
dos Centropomus sp. na natureza e em cativeiro, o que tem dificultado os estudos de seu
cultivo desde a fase larval até a fase adulta.

Recentemente tem sido desenvolvidos métodos de uso de isdtopos estaveis para
determinar a posi¢do que uma espécie ocupa na cadeia trofica em determinado
ambiente, além de poder determinar fontes alimentares dos animais (POST, 2002) e o
uso desta ferramenta para o estudo de suas interagdes troficas é crescente (GASTON &
SUTHERS, 2004). Além disso, a relacdo entre os sinais isotopicos nos diferentes
tecidos dos peixes de viveiro como Sparus aurata ¢ Salmo Salar (DEMPSON &
POWER, 2004; KENNEDY et al., 2005; SINNATAMBY et al., 2008) foi identificado.

Esse método, mais do que o da avalia¢do da dieta mediante o uso de conhecimento
baseado na andlise do conteudo estomacal, revela o que o peixe tem assimilado e
incorporado em sua propria constituicio (BELL et al., 2007), o que torna mais
definitiva sua caracteristica nos nutrientes que retira do ambiente para sua propria vida.

Qualquer alteracdo da composi¢do isotdpica no tecido depende da velocidade que
os constituintes da dieta serdo incorporados.

Comparar exemplares provenientes de cultivo e de ambiente natural, possibilita
verificar em quanto a administracdo de uma dieta mais artificial interfere no que o peixe
realmente incorpora.

Para interpretar os dados isotopicos obtidos a partir de cada tecido, os mesmos

devem ser considerados separadamente. Varios autores vém estudando a andlise de
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is6topos estaveis no peixe inteiro e em diferentes tecidos como musculo (PINNEGAR
et al., 2002), osso (HEDGES et al., 2004), ot6litos de peixe (SOLOMON et al., 2006) e
figado (MOERI et al., 2003). Porém, estudos sobre a avaliagdo dos isdtopos estaveis em
tecidos sdo escassos em peixes marinhos (DEMPSON & POWER, 2004).

Alguns estudos tém mostrado que a analise da razdo de isdtopos estaveis pode ser
uma ferramenta rapida para diferenciar os peixes selvagens de cativeiro, mesmo durante
periodos de vérios meses ou mais (MORRISON et al., 2007; SERRANO et al., 2007,
BLANCO et al., 2009; LIMA, 2010).

O desenvolvimento de métodos de rastreabilidade para distinguir peixes da natureza
e peixes de cativeiro pode ser uma excelente ferramenta de estudo, no entanto, pouco se
sabe sobre a origem dos peixes de diferentes locais (TURCHINI, 2009). Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi identificar a fonte alimentar dos animais selvagens e em
cativeiro e verificar nos diferentes tecidos (musculo, osso e pele), figado e contetido
estomacal, qual é o mais eficiente em incorporagdo, através de istopos estaveis C/'2C

e PN/MN.

MATERIAL E METODOS

Coleta e Acondicionamento das Amostras

Foram utilizados 25 exemplares jovens de Centropomus parallelus com peso médio
entre 157,5 = 110,0 g e comprimento total de 23,6 + 5,6 cm, coletados trimestralmente
entre mar¢o a dezembro de 2010, no Rio Sdo Jodo, distrito de Barra de Sao Joao,
pertencente a0 Municipio de Casemiro de Abreu/RJ. Os peixes foram coletados com a
ajuda de pescadores locais, por meio de pesca de canico e rede de espera, com

autoriza¢ao do IBAMA (Anexo I).
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Com o apoio técnico e logistico da Estacdo de Piscicultura da APTA - Pdlo
Regional do Vale do Ribeira, situada em Pariquera-agu/SP, foram capturados quinze
exemplares de Centropomus parallelus, com peso médio de 268,1 £ 1839 g ¢
comprimento total de 26,9 = 8,8 cm, provenientes de viveiro de terra localizado na
mesma estacdo. Foram utilizadas para a captura, tarrafas com diferentes tamanhos de
malhagens.

A alimentagdo dos peixes em cativeiro constituiu-se de ragdo comercial para peixes
carnivoros, contendo 45% de PB (min.), extrato etéreo 14% (min.), fibra bruta 6%
(méx.), célcio 2,5% (max.), fésforo 1% (min.), cinzas 14% (max.), vitamina C 300mg,
com sinal isotdpico de 55N 6,22%0 ¢ s1C -23,40%eo.

Os exemplares coletados foram eutanasiados por tratamento térmico em dgua com
gelo, seguido do rompimento da coluna cervical. Apds a obteng¢do do peso corpdreo (g)
e do comprimento padrdo (cm), ocorreu a imediata remocdo do sistema digestorio, e
retirado um pedaco de 5 cm do tecido muscular (deste pedaco foi retirado a pele,

musculo e 0sso), proximo a nadadeira caudal.

Analise de Isotopos Estaveis

A andlise de isotopos estaveis de C e N foi realizada com medidas em
espectrometro de massa de razdo isotopica (IRMS), no Centro de Isotopos Estaveis do
Instituto de Biociéncias (CIE/IB), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus
de Botucatu-SP. Figado e fragmentos de mais ou menos 2 cm de cada regido: musculo,
pele e 0sso, foram secos em estufa, a 50°C, durante 48 horas.

Apds serem retiradas da estufa, as amostras foram moidas em moinho criogénico
(Spex 6700-230 Freezer/Mill Industries) a temperatura de -196°C, durante trés minutos,
em alta freqiiéncia, para a obten¢do do material homogéneo de finissima granulometria.

As particulas resultantes foram entdo pesadas (50-60ug e 500-600ug para analise de
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8°C e "N, respectivamente), colocadas em céapsulas de estanho. A seguir, submetidas
a combustdo total sob fluxo continuo de Hélio, a 1020°C, através do analisador
elementar (EA 1108 — CHN Fisions Elemental Analyzer), acoplado ao
espectrometro de massa de razdes isotdpicas (Delta S - Finnigan Mat), com erro
analitico de 0,2%o (*C/"*C) ¢ 0,3%o (°N/"N).

As razdes isotopicas das amostras, analisadas em duplicata, foram expressas em
delta per mil (%o) da razdo isotdpica da amostra em relacdo aos padrdes internacionais
Pee Dee Belemnite (PDB) e nitrogénio atmosférico (N,) para os elementos carbono e

nitrogénio, respectivamente, de acordo com a expressao:

— 3
5%0 (amostra/padrido) — [(Ramosta - padrﬁo)/ I{padrﬁo]X10
Onde:
~ - s . . . 1 12
R= representa a razao entre o 1sot0p0 mais pesado € O mais leve, cm partlcular 3C/ C

e ’N/"N da amostra e do padrio.

Analise estatistica

Os resultados das composi¢des isotdpicas do musculo, pele, osso, figado e do
material do contetido estomacal dos exemplares de natureza e cativeiro foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon (P<0,05). A analise dos dados foi
realizada pelo aplicativo estatistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences

versdo 13.0).
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RESULTADOS

Os resultados das amostras de musculo, 0sso, pele, figado e conteudo estomacal
através da composi¢@o isotopica permitiram separar tanto os animais de cativeiro como

os da natureza.

Os valores médios de 8'°C do osso, pele, figado e conteudo estomacal, ndo
diferiram estatisticamente (P>0,05) entre os peixes de cativeiro e selvagens,
apresentando médias semelhantes (Tabela 1). O figado e conteudo estomacal nio
diferiram estatisticamente (P>0,05) para os isétopos de 5'°N e 8'°C, ndo sendo possivel
diferenciar a fonte de alimentacdo em ambos os locais de coletas.

Tabela 1. Valores médios de 8'°C e 8'°N de musculo, o0sso, pele, figado e material

encontrado no estomago de robalos (Centropomus parallelus) coletados na
natureza e cativeiro (média + desvio padrio).

Natureza Cativeiro Natureza Cativeiro
8"C (%o) 8N (%o)
Misculo 24.97+2,07*  -21,02+1,44" | 12,42+1,68" 10,04+1,14"
Osso 25,36+2,68"  -23,39+2,40* | 12,4140,53*  9,51+1,29"
Pele 23,0742,40*  -22,39+2,32* | 11,98+1,64*  9,69+2,12"
Figado -26,62+2,70*  -25,57+2,40" | 10,31£3,10*  11,88+1,94
Contetido Estomacal ~ -23,67+1,34*  -23,33+0,37* | 9,83+1,10*  8,84+2,53"

Médias seguidas da mesma letra na linha nas diferentes colunas nao diferem estatisticamente (P>0,05).

O musculo de Centropomus parallelus coletados em cativeiro mostrou-se mais

rico em 8"°C (-21,02 %o), quando comparados aos animais da natureza (-24,97%o) e 0s

. . . . 1 ,
animais coletados na natureza apresentaram-se mais rico em &°N para musculo

(12,42%o).

7 1: 1 . ’
Os valores médios de 8'°N variaram entre musculo, o osso e¢ pele ¢ nos

diferentes locais de coletas (P<0,05). Os robalos peva coletados na natureza
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.. 1 ~ . ,
apresentaram-se mais ricos em "N para os trés tecidos estudados, sendo o musculo e o

o0sso 0 mais enriquecido (Fig. 1).
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Figura 1. Regides definidas a partir de valores médios de 8'"°C e 3'°N referentes: musculo, osso e pele de
Centropomus parallelus criados em cativeiro e coletados na natureza.
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DISCUSSAO

Através das andlises foi possivel separar dois grupos com valores isotdpicos
distintos, caracterizando tanto os animais de cativeiro como os selvagens. Serrano et al.
(2007) trabalhando com peixes selvagens e de cativeiro de dourada (Sparus aurata)
conseguiram fazer a distingdo entre peixes selvagens e de aquicultura, analisando varios
tecidos (musculo, figado, branquias e gonadas), para valores tanto de 5"°C quanto de
615N, como observado no presente trabalho para s1C , musculo, ¢ 815N, musculo, 0sso
e pele.

Comparando os valores de 8 *C com os de & "N de todos os tecidos, verifica-se
que o nitrogénio ¢ mais decisivo na definicdo dessas regides para os animais selvagens.
Isso era esperado, devido a posi¢do trofica que esses peixes ocupam (carnivoros). A
composicdo isotdpica (5'°N e 8'°C) no tecido animal varia de acordo com a sua dieta, ou
seja, depende da sazonalidade e dos locais onde os animais exploram suas fontes
(SMITH et al., 1996).

No presente trabalho observou-se que as espécies coletadas na natureza
apresentaram-se mais ricas em &' °N para musculo, 0sso e pele e para as espécies em
cativeiro mais pobre em 8°C (-21,02 %o) para o musculo, sugerindo que é possivel
observar diferencgas entre as fontes alimentares nos dois ambientes de coletas. Bell et al.
(2007) diferenciou os robalos europeu (Dicentrarchus labrax) selvagens dos cultivados
através da andlise de isOtopos estaveis no musculo, também observou essa
diferenciagao.

Na natureza, os peixes sdo oportunistas e se alimentam das fontes energéticas
disponiveis no local, enquanto que no cativeiro os peixes recebem fontes alimentares
especificas. No caso do presente estudo os animais foram alimentados com ragédo

comercial, a base de 45% de PB, com sinal isotopico de 5'°N 6,22%o0 € §1C -23,40%o.
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Diferentes tecidos podem refletir a composicdo isotdpica de diferentes constituintes
da dieta. Pele e osso estdo relacionados com a atividade metabdlica mais lenta, enquanto
que o musculo ¢ de maior atividade metabdlica. No presente estudo observou-se que o
musculo dos animais coletados na natureza e de cativeiro, € o tecido mais pobre em 13 C,
considerado tecido de alta atividade metabolica. Resultados que diferiram dos demais
autores: Blanco et al. (2009) analisaram escamas e musculo em trés espécies de peixes
do Mar Mediterraneo e verificaram que a escama, tecido de menor atividade metabdlica
era mais rica em C que o musculo de maior atividade metabolica. Lima (2010)
analisando pele, musculo e osso, verificou que osso, seguido de pele € mais enriquecido
em & °C que o musculo.

Observando a composi¢do isotopica, os robalos peva da natureza apresentaram-se
mais ricos em 8'°N que os animais de cativeiro, podendo separar os dois locais de
coleta. Lima (2010) através de analise de 8'°N mostrou que através dos tecidos de pele,
musculo e osso foi possivel identificar e separar os dois tipos de bacalhau (do Atlantico
e do Pacifico) dos demais peixes salgados. Turchini et al., (2009),0bservaram através da
analise de isdtopos estaveis diferencas entre bacalhau (Murray Cod) de cativeiro com o
da natureza, Freddy (2008) estudando Salmo salar também verificou diferengas entre
animais de cativeiro ¢ da natureza através de anélise de 8'°N. A composi¢io isotopica
dos peixes analisados neste estudo refletem as variagdes naturais dos is6topos estaveis

nos diferentes locais de coleta.

CONCLUSAO
O musculo de Centropomus parallelus coletados em cativeiro mostrou-se mais rico

13 Lo L 15
em 0 "C (-21,02 %o) e os animais coletados na natureza apresentou-se mais rico em o "N

(12,42 %o).
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, . 15 . .

O musculo, pele e osso mostraram ricos em o "N para animais coletados na
natureza.

O musculo foi o tecido que permitiu identificar e separar os animais selvagens e

cativeiro.
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ANALISE DA EXPRESSAO DE PR~OTEiNAS HEPATICAS DE Centropomus
undecimalis MEDIANTE A VARIACAO NUTRICIONAL

RESUMO

A protéomica ¢ uma ferramenta valiosa para a investigagdo da fisiologia,
nutri¢do e patologia de peixes. Devido a escassez de estudo de protéomica no figado de
peixes marinhos e¢ havendo o interesse de produg¢do dos robalos (Centropomus
undecimalis) em cativeiro, o presente trabalho teve o objetivo de verificar, através de
protéomica, quais as proteinas presentes no figado sdo expressas na alteracdo da dieta de
Centropomus undecimalis que estdo no ambiente natural e em cativeiro. As proteinas
expressas em individuos coletados em cativeiro estavam na faixa de 12 a 25kDa
variando pl de 4,56 a 7,96 e para individuos coletados na natureza, na faixa de 12 a
23kDa e pl de 5,21 a 6,45. A expressdo de proteinas variou conforme a dieta de
Centropomus undecimalis nos diferentes locais de coletas. Foram detectados 26 spots
para os robalos cultivados em cativeiro e 32 spots para individuos coletados na
natureza. Alteracdes na dieta indicam alteragdes na expressdo de proteinas no figado
ligado ao metabolismo de robalo flecha.

Palavras-chave: expressdo de proteinas, nutricdo, fisiologia
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ANALYSIS OF EXPRESSION OF PROTEIN LIVER Centropomus undecimalis
THROUGH NUTRITIONAL VARIATION

ABSTRACT

Proteomics is a valuable tool for investigating the physiology, pathology and
nutrition of fish. Due to shortages in the liver proteome study of marine fish and having
the interest of producing snook (Centropomus undecimalis) in captivity, this study
aimed to verify by proteomics, the proteins which are expressed in the liver change diet
Centropomus undecimalis that are in the wild and in captivity. The expressed protein in
individuals collected in captivity were in the range of 12 to 25kDa pl ranging from 4.56
to 7.96, and for individuals collected in nature, ranging from 12 to 23kDa and pl 5.21 to
6.45. The expression of proteins varied according to diet Centropomus undecimalis in
different places of collection. We detected 26 spots for snook reared in captivity and 32
spots for individuals collected in nature. Changes in diet indicate changes in protein

expression in the liver involved in the metabolism of bass arrow.

Keywords: protein expression, nutrition, physiology
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INTRODUCAO

A utilizacdo da protedmica em tecidos e 6rgdos de peixes ¢ uma ferramenta
nova, ainda mais se tratando em analises nutricionais em peixes marinhos.

O proteoma representa o conjunto de proteinas de uma célula em um organismo
e vem sendo utilizado para determinar quantitativamente as condi¢cdes ambientais ao
qual o peixe esta submetido e verificar na sua dieta, quais protéinas sdo expressas
(PINEIRO et al., 2003).

A protedmica ¢ uma ferramenta valiosa para a investigacdo da fisiologia,
nutri¢do e patologia de peixes (LU et al., 2010).

Recentes avangos na eletroforese bidimensional de espectrometria de massa, e
bioinformatica tém melhorado significativamente as possibilidades para o mapeamento
e caracterizagdo de proteinas em figado e tecido de peixes. Tal técnica permite a
separagdo de proteinas baseadas em seus pontos isoelétricos € massas moleculares, e
permite uma maior sensibilidade e visualizagdo de mudangas na abundancia de proteina
em amostras diferentes (BRUNT et al, 2008, CHEN & HUANG, 2011).

Alteragdes no proteoma hepatica foram mostrados em truta arco-iris, devido ao
estado de alimentacdo (MARTIN et al., 2001) e ingredientes da dieta (MARTIN et al.,
2003; VILHELMSSON et al., 2004). Nos dois ultimos estudos, até alteragdes de 10
vezes na abundincia de proteina foram observadas como resultado da
inclusdo de proteinas vegetais na dieta. Addis et al. (2010) analisou a proteina no
musculo de dourada (Sparus aurata) cultivados em gaiolas flututuantes.

Devido a escassez de estudo de protedmica no figado de peixes marinhos e
havendo o interesse de producdo dos robalos (Centropomus undecimalis) em cativeiro,

o presente trabalho teve o objetivo de verificar, através de protedmica, quais as
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proteinas presentes no figado sdo expressas na alteragdo da dieta de Centropomus

undecimalis selvagens e cativeiro.

MATERIAL E METODOS

Coleta e Acondicionamento das Amostras

Foram coletados 3 exemplares jovens de Centropomus undecimalis com peso
médio entre 157,5 = 110,0 g e comprimento total de 23,6 £ 5,6 cm, coletados
trimestralmente entre mar¢o a dezembro de 2010, no Rio Sao Jodo, distrito de Barra de
Sao Jodo, pertencente ao Municipio de Casemiro de Abreu/RJ. Os peixes foram
coletados com a ajuda de pescadores locais, por meio de pesca de cani¢o ¢ rede de
espera, com autorizagdo do IBAMA (Anexo ).

Com o apoio técnico e logistico do Laboratério de Piscicultura Marinha
(LAPMAR) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), situada em
Florianopolis/SC, de cada local foram capturados 3 exemplares de Centropomus
undecimalis, com peso médio de 92,0 + 24,1 g e comprimento total de 23,0 £ 2,0 cm.
Foram utilizadas para a captura, rede com diferentes tamanhos de malhagem.

A alimentag@o dos peixes em cativeiro constituiu-se de ragdo comercial para peixes
carnivoros, contendo 45% de PB (min.), extrato etéreo 14% (min.), fibra bruta 6%
(max.), calcio 2,5% (méx.), fosforo 1% (min.), cinzas 14% (max.), vitamina C 300 mg.

Os exemplares coletados foram eutanasiados por tratamento térmico em agua com
gelo, seguido do rompimento da coluna cervical. Apos a obtencdo do peso corpdreo (g)
e do comprimento padrdo (cm), ocorreu a imediata remoc¢do do figado, para posterior

analise.
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Analise de Proteémica

Apoés coleta, amostras de figados foram imediatamente armazenadas em
nitrogénio liquido, para posterior andlise. As andlises de protedmica foram realizadas no
Laboratério de Quimica Analitica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(NUPEM/UFRYJ), campus de Macaé. Para descrevermos o perfil eletroforético das
proteinas encontradas no figado dos peixes selvagens e em cativeiro, foram realizados
testes de eletroforese bidimensional com figado de Centropomus undecimalis. Para
analise de protedmica foram utilizados trés individuos de Centropomus undecimalis de
cada local, escolhidos aleatoriamente. O protocolo de extragdo de proteina seguiu a
metodologia segundo Martin et al. (2001). O figado foi congelado em nitrogénio liquido
e foi macerado até se tornar um pé fino. As proteinas foram extraidas em um tampao de
extracdo contendo 8M de uréia, chaps 4%, DTT 20 mM e IPG Buffer 0,5%. O material
foi centrifugado a 4 °C, 50.000 X g por 20 min. O sobrenadante foi submetido a
eletroforese bidimensional. Na primeira dimensdo, as proteinas extraidas do figado
foram submetidas a focalizagcdo isoelétrica em tiras de gel pré imobilizadas em um
gradiente de pH de 4 -7, atingindo 35.000 Vh. Na segunda dimensdo as tiras de gel
foram aplicadas em um SDS — PAGE, 7,5% com padrdo comercial de proteinas
conhecidas a 40 mA, 250V durante 2h e aplicadas em um gel pré-fabricado de
acrilamida, homogéneo na concentragdo de 12,5%. O gel foi revelado com nitrato de
prata e posteriormente digitalizado. Foram analisados a massa molecular e o ponto
isoelétrico dessas proteinas com auxilio do software, Imagem Master 2D Platinun

versdo 7 (versdo free 30 dias).



45

RESULTADOS

A expressdo de proteinas variou conforme a racdo e a dieta natural de Centropomus
undecimalis nos diferentes locais de coletas. Foram detectados 26 spots para os robalos
cultivados em cativeiro e 32 spots para individuos selvagens. A regido marcada indica a

expressao de 10 spots dos robalos em cativeiro (spots de 1 a 8, 25 e 26) (Fig. 1).
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Expressao de proteinas
Fig. 1. Gel de eletroforese bidimensional (2D) de amostras de figado extraidos do robalo flecha

(Centropomus undecimalis). a) Robalo flecha coletado na natureza; b) robalo flecha cultivado em
cativeiro. Marcadores de peso molecular sdo relatados a esquerda (MW) e peso isoelétrico, acima (pl).
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O numero de spots identificados no robalo peva selvagem ¢ maior que o
individuo cultivado em cativeiro, indicando que algumas proteinas deixaram de ser
expressas neste individuo (apolipoproteinas (Apo Al-1 e Al-2)). As proteinas expressas
em individuo coletados em cativeiro estavam na faixa de 12 a 25kDa variando pl de
4,56 a 7,96 e para individuos selvagens, na faixa de 12 a 23kDa e pl de 5,21 a 6,45
(Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo dos spots encontrados em figado de robalo peva (Centropomus
undecimalis), com seus pesos isoelétricos (pl) e peso molecular (MW em kDa).

Robalo flecha (Centropomus undecimalis) Robalo flecha (Centropomus undecimalis)
Selvagens Cativeiro
Spot pl MW (kDa) Spot pl MW (kDa)

1 5,71 23 1 5,23 22
2 4,56 25 2 5,35 22
3 4,7 24 3 5,48 22
4 4,78 24 4 5,72 23
5 4,85 24 5 5,87 23
6 491 23 6 5,36 21
7 7,96 23 7 5,5 21
8 5,72 19 8 5,73 21
9 5,39 25 9 5,2 19
10 5,5 25 10 4,31 18
11 5,73 25 11 5,41 18
12 5,71 24 12 5,5 18
13 6,08 18 13 5,72 19
14 4,3 20 14 5,21 18
15 5,48 20 15 5,32 17
16 6,06 16 16 5,4 17
17 5,5 19 17 5,52 18
18 5,72 18 18 5,72 17
19 5,73 15 19 5,76 16
20 5,52 16 20 5,73 15
21 5,84 12 21 5,74 15
22 5,51 15 22 6,08 18
23 5,73 12 23 6,06 16
24 5,69 12 24 6,08 15
25 6,45 12 25 5,19 13
26 6,57 14 26 5,49 12
27 5,19 12

28 53 12

29 5,65 13

30 5,73 12

31 5,84 12

32 6,45 12
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DISCUSSAO

Recentes avangos na eletroforese bidimensional de espectrometria de massa e
bioinformatica tém melhorado significativamente as possibilidades para o mapeamento
e caracterizagdo de proteinas nas populagdes de peixes. Neste estudo, utilizou-se
abordagem protedmica para a andlise de proteinas expressas no figado de Centropomus
undecimalis (Robalo flecha) coletados na natureza e em cativeiro, durante a fase jovem.

No spot de 1 a 8 observa-se que as proteinas expressas em individuos coletados
em cativeiro estavam na faixa de 19 a 25kDa variando pl de 4,56 a 7,96, podendo
indicar que sdo proteinas NADH desidrogenase e distrofina Dp 260-1 que foram
expressas no robalo peva. De acordo com Brunt et al. (2008) essa faixa molecular,
indica a presenga dessas proteinas no figado.

Nos spots 25 e 26 observa-se proteinas expressas com peso molecular na faixa
de 12 e 14 kDa e pl 6,45 ¢ 6,57, respectivamente. Segundo Brunt et al.(2008) essa ¢ a
cadeia IV beta hemoglobina, porém nido ha dados disponiveis sobre a fun¢do desta
proteina.

Os spots de 1 a 3, observados nos robalos flecha coletados na natureza, sdo duas
proteinas relevantes no metabolismo dos peixes e que deixaram de ser expressas em
robalos peva coletados em cativeiro, de acordo com o peso molecular apresentado no
presente trabalho. Quando comparamos nossos resultados com o trabalho de Brunt et.
al. (2008), verificamos que esses dois spots podem ser proteinas denominadas como
apolipoproteinas Al-1 e Al-2.

As apolipoproteinas exercem varias funcdes fisiologicas, além de solubilizar os
lipidios circulantes, agem como co-fatores de enzimas ou ligantes de receptores na

superficie celular. A proteina e os lipidios sdo nutrientes importantes na mobilizagdo ¢
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formag@o de tecido corporal, sendo os principais responsaveis pelo crescimento e ganho
de peso nos peixes carnivoros (CYRINO et al., 2000).

Altos niveis de proteina geralmente causam um desbalango na relagdo
energia:proteina nas dietas, fazendo com que os peixes supram suas necessidades em
energia a partir da elevagdo do consumo de alimento, piorando a conversdo alimentar e
reduzindo o ritmo de ganho de peso, com sérios prejuizos aos resultados. As reservas
energéticas dos peixes sdo geralmente representadas por um acimulo de gordura
visceral.

Tais reservas em peixes ndo sexualmente maduros podem acontecer como
acimulo de gordura muscular, e sd@o necessarias para crescimento € como reserva
energética para o periodo de falta de alimento ou anorexia de inverno (WICKER &
JOHNSON, 1987).

Segundo Da Silva et al. (2005), analisando soro de sangue de peixe parasitado, a
auséncia da apolipoproteina Apo Al-1, indica alteragdo no metabolismo de lipoproteinas
acompanhado pelo acimulo de gordura visceral no peritonio, como observado no
presente estudo, no qual o robalo de cativeiro observou-se grande quantidade de gordura
visceral.

A apolipoproteina Ap-1 e Ap-2 € encontrada como constituintes da HDL que
participam no transporte de colesterol, este é o precursor dos hormoénios ligados a
reproducio, tais como estradiol e testosterona. Os animais que investem energia em
crescimento deixam de investir em reprodugdo e vice-versa, modulando dessa forma sua
fisiologia reprodutiva.

Deste modo, pesquisas sobre quais proteinas sdo expressas nas diferentes dietas
para peixes marinhos sdo oportunas € necessarias, para se ter uma base na relacdo de

proteina necessaria para a formulagdo de uma ragdo especifica para esta espécie.
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CONCLUSAO
Alteracdes na dieta indicam alteragdes na expressdo de proteinas no figado

ligado ao metabolismo de robalo flecha.
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undecimalis (Bloch, 1792)



52

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO SISTEMA DIGESTORIO DE
Centropomus parallelus (Poey, 1860) e Centropomus undecimalis (Bloch, 1792)

RESUMO

Os robalos apresentam distribuicdo restrita as Américas e das doze espécies
existentes, Centropomus undecimalis (robalo flecha) e Centropomus parallelus (robalo
peva) sdo as mais comuns no Brasil. Embora esses peixes se apresente como adequado
para o cultivo, ainda ndo obteve éxito neste ramo. Alguns autores atribuem esse
insucesso devido ao escasso conhecimento sobre o desenvolvimento morfologico e
funcional do sistema digestorio, assim como o desconhecimento das exigéncias
nutricionais da espécie. Este trabalho visa a caracteriza¢do histologica do tubo
digestério como base para estudos histofisioldgicos relacionados as necessidades
nutricionais deste peixe. Observa-se que houve diferenca na tonalidade das secrecdes
entre as regides do tubo, pois em cada localidade ha estruturas particulares que
desempenham fungdes especificas. No eséfago, as células mucosas, presentes no
epitélio coraram-se positivamente tanto em PAS como em AB. No estdmago, as células
superficiais e mucosas presentes no epitélio e na ladmina propria respectivamente,
apresentaram reacdes positivas em PAS e negativa em AB. As glandulas gastricas ndo
apresentaram reagdo para ambas as técnicas. Células caliciformes presentes no intestino
apresentaram similaridade na propor¢do entre os mucos sendo positivos tanto em PAS
como em AB, com a ressalva de que nos intestinos médio e distal uma maior
concentracdo destas foi encontrada, resultando em uma quantidade maior de secrecdes
em comparacdo ao intestino proximal. No esdfago a reacdo positiva para ambas as
técnicas, pode estar relacionado com a protecdo do 6rgdo contra lesdes causadas pelo
atrito do alimento, o que ¢ de extrema importancia para o robalo que se alimenta
basicamente de presa viva. A secrecdo acida pode auxiliar na aglutinacdo, agregando
particulas de alimento e auxiliando sua passagem pelo trato. No estdmago as células
superficiais coradas positivamente em PAS indicam prote¢do a parede do orgdo. J4 as
glandulas géastricas, caracterizam-se pelo processo digestivo intensivo, seu produto de
secre¢do € provavelmente acido e pepsinogénio, porém as técnicas ndo coraram o
citoplasma dessas células. No intestino a reagdo positiva das células caliciformes, tanto
em PAS como em AB principalmente nas regides medial e distal pode estar relacionado

com a lubrificagdo do tubo digestivo contra o atrito do bolo alimentar ja desidratado
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nessas regidoes. Através dos resultados observados, conclui-se que o Centropomus
parallelus e Centropomus undecimalis exibem as principais caracteristicas do trato
digestdrio de peixes carnivoros, como um estdmago bem desenvolvido e um intestino
relativamente curto. E estes resultados dardo subsidios para futuros estudos sobre

mecanismos da fisiologia digestiva e absortiva desta espécie.

Palavras chaves: Acido periddico-reativo de Schiff, Alcian Blue, es6fago, estdmago,

intestino.
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MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF DIGESTIVE SYSTEM
Centropomus parallelus (Poey, 1860) and Centropomus undecimalis (Bloch, 1792)

ABSTRACT

The snook have restricted distribution in the Americas and the twelve existing
species, Centropomus undecimalis (bass arrow) and Centropomus parallelus (fat snook)
are most common in Brazil. Although these fish presents itself as suitable for farming
has not succeeded in this branch. Some authors attribute this failure due to limited
knowledge about the morphologic and functional development of the digestive system,
as well as ignorance of the nutritional requirements of the species. This work aims to
characterize the histology of the digestive tract as the basis for studies
Histophysiological related to the nutritional needs of this fish. It is observed that there
was a difference in tone between the regions of secretions from the tube, because in
each locality for particular structures that perform specific functions. In the esophagus,
the mucous cells present in the epithelium stained positively in both PAS and AB. In the
stomach, and mucous surface cells present in the epithelium and lamina own,
respectively, showed positive reactions to PAS and AB negative. The gastric glands
showed no reaction to both techniques. Goblet cells in the intestine showed similarity in
the ratio of the mucus was positive in both PAS and AB, with the exception that the
middle and distal intestine in a higher concentration of these was found, resulting in an
increased amount of secretions in comparison to the proximal intestine. In the
esophagus positive reaction to both techniques, may be related to protecting the body
against damage caused by the friction of food, which is of extreme importance for the
bass that eat mostly live prey. Acid secretion may help in assemblage, adding particles
of food and helping their passage through the tract. In the stomach surface cells
positively stained in PAS indicate the protection wall of the organ. Since the gastric
glands, characterized by intensive digestive process, your product is probably secretion
and pepsinogen, but the techniques were not stained the cytoplasm of these cells.
Positive reaction in the intestine, goblet cells, both PAS and AB mainly in medial and
distal regions may be related to the lubrication of the gut against the friction of the bolus
already dehydrated in these regions. Through the observed results, we conclude that the
Centropomus parallelus and Centropomus undecimalis and exhibit the main features of

the digestive tract of carnivorous fish, like a well-developed stomach and a relatively
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short intestine. And these results will provide insights for future studies on mechanisms

of digestive and absorptive physiology of this species.

Keywords: Periodic acid-Schiff, Alcian Blue, esophagus, stomach, intestine.
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INTRODUCAO

Os robalos pevas e flechas (Centropomus parallelus e Centropomus undecimalis,
respectivamente) sdo peixes eurihalinos, carnivoros (alimentam-se de peixes, camardes
e pequenos crustaceos na fase jovem e adulta), e oportunistas, se alimentando do que
estiver disponivel no ambiente em que se encontra. Pertencem a familia Centropomidae,
com ampla distribui¢do desde o sul da Flérida (Golfo do México) até o sul do Brasil

(Rio Grande do Sul) (CERQUEIRA, 2005).

Os peixes adultos reproduzem preferencialmente na boca de rios e estuarios e os
individuos jovens se beneficiam das aguas ricas dos manguezais e regides estuarinas
para se desenvolverem (TAYLOR et al., 2000, MENDONCA, 2004). E um peixe que se
adapta muito bem ao cativeiro, tanto os jovens quanto os adultos sdo muito resistentes
as manipulagdes e variagdes dos parametros fisico-quimicos da agua (PATRONA,
1984), além de aceitarem bem o consumo de ragdes.

O robalo é uma espécie de reconhecida importancia ecoldgica e com um elevado
potencial econdmico na pesca artesanal, esportiva e na aquicultura (SOLIGO, 2007).
Sua carne ¢ considerada de alta qualidade organoléptica, o que lhes confere alto valor de
mercado (CERQUEIRA, 2005). Devido ao seu alto valor comercial, individuos desta
espécie estdo sendo intensamente capturados, diminuindo, dessa forma, seus estoques
em ambientes naturais (ALIAUME et al., 2000).

Portanto, ¢ importante realizar pesquisas sobre o desenvolvimento morfofisiologico
do sistema digestorio dos peixes, para obter um conhecimento a respeito da sua dieta e
produzi-lo na aquicultura.

Mendoza (1996) atribui o limitado éxito do cultivo intensivo de varias espécies de
peixes ao escasso conhecimento sobre o desenvolvimento morfoldgico e funcional do

sistema digestorio, assim como ao desconhecimento das exigéncias nutricionais.
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Dessa forma, estudos histologicos em peixes tem sido uma ferramenta que vem
fornecendo inumeras informagdes a respeito do trato gastrointestinal (CAL, 2006), e o
conhecimento das caracteristicas morfologicas, aliada ao conhecimento dos habitos
alimentares ¢ essencial para a compreensdo da fisiologia nutricional da espécie,
podendo-se inferir as fungdes dos mesmos e determinar os processos de absor¢do dos
nutrientes (SANTOS et al., 2007; BORGES et al., 2010), auxiliando, dessa forma, no
planejamento de dietas adequadas para a criagdo e manejo de animais com potencial
para piscicultura.

Além dos estudos histologicos, os estudos histoquimicos, que vem sendo realizados
no sistema digestdrio dos peixes verificam a concentragdo de glicoproteinas produzidas
pelas células dos mesmos, o que auxilia na compreensao de seu funcionamento.

Borges et al. (2010) realizando analises histologicas e histoquimicas, avaliaram a
absor¢do de lipidios e proteinas no sistema digestorio de Centropomus parallelus,
porém trabalhos sobre morfologia, histologia, histoquimica e histofisiologia do sistema
digestorio de Centropomus sao escassos.

A rusticidade de manejo confere aos robalos grande potencial para aqiiicultura, mas
em contrapartida a caréncia de conhecimentos em aspectos nutricionais e fisiologicos da
espécie, dificulta o processo de engorda do mesmo.

Desta forma, este trabalho, visa a caracteriza¢do histologica e histoquimica do
sistema digestorio de Centropomus parallelus e Centropomus undecimalis e descricdo
das possiveis alteragdes na secre¢do de mucosubstancias pelas células mucosas ao longo
do mesmo, como base para estudos histofisioldgicos relacionados as necessidades

nutricionais deste peixe.
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MATERIAL E METODOS

Coleta e Acondicionamento das Amostras

Foram utilizados 25 exemplares jovens de ambas as espécies, com peso médio entre
157,5 £ 110,0g; 150,9 + 44,8g e comprimento total de 23,6 = 5,6cm; 24,8 = 2,5cm de
Centropomus parallelus e Centropomus undecimalis, respectivamente, coletados
trimestralmente entre margo a dezembro de 2010, no Rio Sao Jodo, distrito de Barra de
Sdo Jodo, pertencente ao Municipio de Casemiro de Abreu/RJ. Os peixes foram
coletados com a ajuda de pescadores locais, por meio de pesca de canico e rede de
espera, com autoriza¢do do IBAMA (Anexo I).

Com o apoio técnico e logistico da Estacdo de Piscicultura da APTA - Pdlo
Regional do Vale do Ribeira, situada em Pariquera-agu/SP e Laboratdrio de Piscicultura
Marinha (LAPMAR) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), situada em
Florianopolis/SC, de cada local foram capturados quinze exemplares de Centropomus
parallelus e Centropomus undecimalis, respectivamente. Com peso médio de 268,1 +
183,9g e comprimento total de 26,9 + 8,8 cm para Centropomus parallelus e peso
médio de 92,0 £24,1cm e comprimento padrdo de 23,0 = 2,0cm para Centropomus
undecimalis, provenientes de viveiro de terra localizado nas mesmas esta¢des. Foram
utilizadas para a captura, tarrafas com diferentes tamanhos de malhagens.

A alimentag¢do dos peixes em cativeiro constituiu-se de ragdo comercial para peixes
carnivoros, contendo 45% de PB (min.), extrato etéreo 14% (min.), fibra bruta 6%
(max.), calcio 2,5% (méx.), fosforo 1% (min.), cinzas 14% (max.), vitamina C 300 mg.

Os exemplares coletados foram eutanasiados por tratamento térmico em agua com
gelo, seguido do rompimento da coluna cervical. Apds a obtengdo do peso corpdreo (g)
e do comprimento padrdo (cm), ocorreu a imediata abertura na cavidade celomatica para

a retirada do sistema digestorio.
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Analise histoldgica e histoquimica do trato gastrointestinal

Os fragmentos de esdéfago, estdmago (cardico, fundico e pildrico) e intestino
(proximal, médio e distal) dos exemplares de cativeiro e selvagens, foram lavados em
solugcdo salina a 0,9% e posteriormente fixados em solucdo de Bouin por 24h. Os
tecidos foram desidratados em concentracdo crescente de etanol (70 a 100%),
clarificados em xilol e incluidos em parafina paraplast (BEHMER et al., 1976). Os
cortes semi-seriados de diferentes por¢des de esofago, estdmago e intestino (sec¢des de
Sum) foram coradas em hematoxilina-eosina (HE) para visualizacdo geral dos tecidos e
orgaos.

Para identificacdo de mucopolissacarideos (glicoconjugados), os cortes foram
submetidos as reagdes histoquimicas (BANCROFT & GAMBLE, 2002). Visando
identificar células secretoras de glicoproteinas e deteccdo simultinea de
mucopolissacarideos neutros nas células caliciformes (corando glicoconjugados
neutros), foi aplicada a técnica de acido periodico-reativo de Schiff (PAS); para detectar
os mucopolissacarideos acidos ricos em grupamentos sulfatados foi utilizado a técnica
de Alcian Blue (AB) pH 1,0; e para detec¢do conjunta de mucopolissacarideos acidos e
neutros, foi utilizada a reacdo combinada de 4cido periddico-reativo de Schiff (PAS) e
Alcian Blue (AB) pH 1,0.

As laminas histoldgicas confeccionadas foram analisadas em um microscopio de
luz OLYMPUS modelo B X 51 e documentadas em formato digital no Laboratorio de
Morfologia do Nucleo em Ecologia e Desenvolvimento Sdécio-Ambiental de Macaé

(NUPEM/UFRIJ), campus de Macaé/RJ.
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RESULTADOS

O esofago, estdbmago e o intestino dos robalos flecha (Centropomus undecimalis) e
peva (Centropomus parallelus) tanto os da natureza como os de cativeiro, seguem a
mesma organizacao histoldgica encontrada na maioria dos peixes com dieta carnivora.

O intestino representa quase 70% do comprimento total do tubo digestério de
Centropomus parallelus ¢ Centropomus undecimalis. Estas espécies possuem um
esofago curto que se conecta ao estdmago, na regido cardica. Na regido cranial do
intestino, had o cecos pildricos com quatro apéndices digitiformes. O intestino € curto e
enrolado na cavidade abdominal, formando os trés segmentos, sendo eles: o intestino
proximal, que ¢ ligado ao ceco pildrico, intestino médio e o intestino distal que ¢ a
parte final do ultimo segmento terminando em um esfincter (Fig. 1).

Histologicamente, a mucosa esofagiana possui um epitélio do tipo pavimentoso
estratificado envolto por uma ldmina propria com numerosas papilas de tecido
conjuntivo, o qual pode ser identificado dois tipos celulares: as mucosas e as
claviformes. Nesse epitélio observou-se grande quantidade de glandulas mucosas, as
quais se dispuseram de forma homogénea ao longo de todo o epitélio, apresentando
reacdo positiva a combinagdo de 4cido periddico-reativo de Schiff (PAS) e Alcian Blue
(AB), indicando presen¢a de mucopolissacarideos neutros e acidos, respectivamente
(Fig. 2A).

Observou-se a presenca de células claviformes no epitélio do eséfago, tanto em
animais selvagens como os de cativeiro, em alguns pontos se estendem entre as
glandulas mucosas e atingem a superficie do epitélio, apresentando forte reacdo em HE
(Fig. 2B).

A transi¢do do esdfago para o estdbmago é claramente percebida por meio da

mudanga do epitélio estratificado pavimentoso para o epitélio simples cilindrico (Fig.3).
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Histologicamente ¢ possivel dividir o estbmago em trés regides: a cardica, a
findica e a pildrica. De acordo com cada regido, observou-se variagdo na quantidade de
glandulas e as regides analisadas apresentaram variagdes histologicas importantes para a
sua identificagdo.

A regido cardica estd localizada logo apds a regido de transi¢do do esofago-
gastrico, possui uma mucosa continuamente revestida por um epitélio simples cilindrico
consistindo de células mucosas superficiais, membrana basal, l&mina propria e na
submucosa observa-se muitas glandulas géstricas simples e tubulares, constituidas por
células chamadas de oxintopépticas, secretoras de H' e Cl e pepsinogénio (Fig. 4A).
Observou-se poucas células oxintopépticas na regido fundica e nenhuma na regido
pilérica. Observou-se uma forte reacdo positiva ao PAS apenas na superficie apical das
células epiteliais nas trés regides do estdmago, evidenciando secre¢des de
mucopolissacarideos neutros no epitélio.

A mucosa da regido fundica do estdmago apresenta fossetas gastricas curtas que siao
revestidas por um epitélio simples cilindrico que consiste exclusivamente de células
secretoras de muco. E possivel observar poucas células oxintopépticas (Fig. 4B).

Verificou-se que a regido pilérica € similar ao intestino. Com presenca de um
epitélio simples cilindrico e uma submucosa espessa € composta por um tecido
conjuntivo ricamente vascularizado. A mucosa da regido pilorica do estbmago apresenta
fossetas gastricas que sdo mais pronunciadas quando comparadas as regides cardica e
findica. Observou-se uma reacdo positiva ao PAS na superficie apical das células
epiteliais, na submucosa e veias, evidenciando a secre¢do regular de
mucopolissacarideos neutros, para a protecdo da mucosa. Presenga de macrofagos
intraepiteliais em grandes quantidades no epitélio (Fig.5A). Externamente, o estomago ¢

recoberto por uma serosa.
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O intestino € curto, com epitélio intestinal sendo do tipo simples cilindrico a
prismatico e com presengas de grandes quantidades de células caliciformes. Essas
células apresentaram-se fortemente coradas tanto pelo método de PAS quanto AB,
apresentando mucopolissacarideos neutros e 4cidos, respectivamente. A mucosa
apresenta vilosidades e a parede intestinal é pouco espessa quando comparada a do
estomago.

Histologicamente o intestino possui trés regides bem definidas: o proximal, o
médio e o distal.

O intestino proximal, médio e distal, apresentaram diferencas histoldgicas. No
intestino proximal a submucosa € constituida por tecido conjuntivo frouxo ricamente
vascularizado que cora intensivamente em AB, observando claramente
mucopolissacarideos acidos sulfatados (Fig. 5B).

Foram observados macréfagos e numerosos linfocitos intraepiteliais, em varias
alturas do epitélio, ao longo de todo o intestino proximal (Fig. 6A e 6B).

Na mucosa intestinal ocorreu a presencga de poucas células caliciformes (secretoras
de muco) na por¢do proximal e média, aumentando em quantidade na por¢do distal
(Tabela 1).

No intestino distal, as células caliciformes foram detectadas pela reacdo positiva ao

PAS, evidenciando a produ¢do de mucopolissacarideos neutros (Fig. 7B).
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Tabela 1. Intensidade de secre¢do de mucosubstancias pelas células caliciformes, ao

longo do intestino de Centropomus parallelus e Centropomus undecimalis, para cada

uma das coloragdes histoquimicas utilizadas.

Acido Periddico - Alcian Blue (AB) | PAS/AB pH 1,0
Reativo de Schiff (PAS) pH 1,0
Intestino Proximal (H)a(+t) (++) a (+++) )
Intestino Médio (+H)a(+++) (++) a (+++) (Ha(+t)
Intestino Distal (+++) (+++) )

A reagdo positiva ao corante ¢ representada pelo sinal “+” e reagdo negativa pelo sinal “-“; reacdo fraca
ao corante ¢ representada por (+), reagdo intermediaria por (++) e reagdo intensa por (+++).

I ) Fo
Fig. 1. Fotografia do sistema digestorio de Centropomus undecimalis. Evidenciando:
cecos; d) intestino proximal; e) intestino médio; f) intestino distal.

-a) esofago; b) estdbmago; c)
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Fig. 2. (A) Fotomicrografias de cortes transversais do esdfago de Centropomus parallelus, evidenciando:
o epitélio do tipo estratificado pavimentoso (EP), lamina prépria (LP), célula mucosa (CM) e submucosa
(SM), corada com acido periddico-reativo de Schiff (PAS) + Alcian Blue (AB). Aumento 40x. (B)
Células claviformes (CCv) e célula mucosa (CM), corada em Hematoxilina-eosina (HE). Aumento 100x.

Fig. 3. Fotomicrografia da transicdo do esdfago para o estdmago cardico de Centropomus
parallelus. Evidenciando: (E) células mucosas do esofago (E) e célula apical do epitélio do

estdmago cardico (EC), corada em acido periddico reativo de Schiff (PAS) + alcian blue (AB).
Aumento 20x.
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Fig. 4. (A) Fotomicrografia de cortes transversal do estomago cardico de Centropomus undecimalis,
evidenciando as glandulas gastricas (GG), célula mucosa (CM), fosseta gastrica (FG) e epitélio simples
cilindrico (EP). (B) Fotomicrografia do estomago findico de Centropomus parallelus, evidenciando as
glandulas fundicas (GF), fosseta gastrica (FG), epitélio simples cilindrico (EP), célula mucosa (CM),
células mucosas do colo (MN) e célula oxintopépticas (OC), corada em hematoxilina - eosina (HE).
Aumento 40x.
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Fig 5. (A) Fotomicrografias de cortes transversais do estomago pildrico de Centropomus undecimalis,
evidenciando: epitélio simples cilindrico (EP), lamina prépria (LP), fosseta gastrica (FG), vasos
sanguineos (VS) e macrofago intraepitelial (MI), corados em acido periddico-reativo de Schiff (PAS). (B)
Fotomicrografia do intestino proximal de Centropomus undecimalis, evidenciando: as células
caliciformes (CC), corada em alcian blue (AB). Aumento 40x.
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Fig. 6. (A) Fotomlcrograﬁa de corte transversal do intestino proximal de Centropomus undecimalis,
evidenciando: a quantidade de linfdcitos intraepiteliais (L), corados em acido periddico-reativo de Schiff
(PAS). (B) Fotomicrografia de corte transversal do intestino proximal de Centropomus parallelus,
evidenciando: as células caliciformes (CC) e macréfago intraepitelial (MI), corada em acido periddico-
reativo de Schiff (PAS) + alcian blue (AB). Aumento 40x.

Fig. 7 (A) Fotomicrografia de cortes transversais do intestino médio de Centropomus parallelus
Evidenciando as células caliciformes (CC) e os vasos sanguineos (VS), corado com hematoxilina-eosina
(HE). (B) Fotomicrografia do intestino distal de Centropomus undecimalis. Evidenciando as células
caliciformes (CC) e as vilosidades (VL), corados em acido periddico-reativo de Schiff (PAS). Aumento
40x.

DISCUSSAO
Em robalos, o esofago apresenta-se como um oOrgdo curto, semelhante ao
encontrado em Pseudoplatystoma coruscans (CAL, 2006) e em Pimelodus maculatus

(SANTOS et al., 2007). O epitélio do esdfago ¢ do tipo pavimentoso estratificado com
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presenga de grande quantidade de glandulas mucosas e células claviformes, estas sdo
células de defesa, do sistema de “alarme” do organismo, garantindo a prote¢do do
esofago contra abrasdo e lesdo no epitélio provocada pela passagem de alimentos. E
como o robalo se alimenta de presas vivas, como camardes € outros peixes, a passagem
desses alimentos ¢ facilitada pelo muco produzido que lubrifica a parede do eséfago.

O estdmago ¢ o 6rgdo do sistema digestorio que mais chama aten¢do quando esta
cheio, ocupando mais da metade da cavidade abdominal, ¢ dividido em cérdica, findica
e pildrica. As regides cardica e fundica possuem pregas espessas que t€ém a fungdo de
armazenar grande volume de alimento ingerido (MENIN & MIMURA, 1992). No
presente estudo também foi possivel confirmar a existéncia destas regides, assim como
uma tinica muscular bastante desenvolvida na regido pilérica, que facilita o
esvaziamento gastrico e a expulsdo do alimento para o intestino anterior. Para Stroband
& Van Der Veen (1981), as principais fungdes do estdbmago sdo o armazenamento de
alimentos e a defesa contra microorganismos pela produgdo de acido cloridrico, as quais
iniciam a digestdo no estomago (GARTNER & HIATT, 2007).

A mucosa do estdbmago apresentou-se revestida por epitélio simples cilindrico
composto de glandulas géstricas tubulares na lamina prépria. A superficie apical das
células epiteliais nas trés regides do estdmago apresentou forte reacdo ao PAS,
evidenciando secre¢des de mucopolissacarideos neutros no epitélio, conferindo a
protecdo da superficie mucosa. De acordo com Diaz et al. (2003), os
mucopolissacarideos secretados pelas células epiteliais parecem ser importantes para a
prote¢do da parede do oOrgdo e inibi¢do contra microorganismos e ainda, estdo

envolvidos em digestdo enzimatica dos alimentos.
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Os mucopolissacarideos neutros, como encontrado no presente trabalho, podem
desempenhar um efeito protetor & mucosa contra a alta acidez do conteudo estomacal
(WRIGHT, 1999).

No estdomago dos robalos observaram-se grandes quantidades de glandulas
gastricas, que sdo compostas por células oxintopépticas, secretoras de H e CI e
pepsinogénio. De acordo com Rotta (2003) as caracteristicas das glandulas gastricas
variam conforme o habito alimentar do peixe, sendo mais ramificadas e desenvolvidas
nos peixes carnivoros, tal como se observam neste trabalho. Segundo Cal (2006), a
maior quantidade das glandulas oxinticas pode estar relacionada a uma demanda maior
na produg¢do de secrecdo, capaz de digerir proteinas, uma vez que esse peixe se alimenta
de presas vivas ou alimentos ricos em proteinas.

Alves & Tomé (1966) e Albrecht et al. (2001) estudando a histologia do trato
digestorio em Scomberomus cavalla, descrevem as glandulas gastricas como sendo
pouco numerosas na regido anterior (cardica) diminuindo consideravelmente na regido
pildrica, por¢do proxima ao intestino, ndo ocorrendo ou apenas se observando
resquicios de glandulas, resultados diferentes ao encontrado no presente trabalho, no
qual observou-se grandes quantidades de glandulas géstricas na regido cardica,
diminuindo em quantidade na fundica e ndo ocorrendo na regido pildrica.

Os testes histoquimicos realizados no intestino de Centropomus revelaram a
presenca de glicoproteinas neutras e 4cidas, produzidas pelas células epiteliais que
podem proteger a mucosa do acido contido no estdmago. Souza et al. (2007), encontrou
o mesmo resultado em Pimelodus maculatus.

A divis@o do intestino adotada na metodologia do presente trabalho est4d de acordo
com a divisdo histofisiologica adotada por Stroband & Van Der Veen (1981), e nessas

regides foram observadas diferencas em relacdo a distribuicdo de células caliciformes,
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O intestino ¢ curto, tipico de peixes carnivoros, com epitélio intestinal sendo do
tipo simples cilindrico a prismatico e presengas de células caliciformes. De acordo com
Gartner & Hiatt (2007), as células absortivas possuem numerosos microvilos, onde se
encontram varias enzimas. Estas células atuam na absorc¢do de lipidios, aminoacidos e
carboidratos.

Foram observadas grandes quantidades de células caliciformes no intestino distal.
Mesmos resultados foram observados por Cardoso (2005), trabalhando com morfologia
e ultraestrutura do Nofothenia rossii. As células caliciformes produzem intensa
lubrificag¢do, o que pode estar associado ao pequeno tamanho do intestino. De acordo
com Kierszenbaum (2008), as células caliciformes sdo células cilindricas, produtoras de
muco, distribuidas entre os enterocitos do epitélio intestinal, essas células contem
glicoproteinas e ¢ liberado por exocitose, como observado no presente trabalho.

A abundancia dessas células bem como seus produtos de secrecdo pode variar
dependendo das condi¢des ambientais (BURKHARDTHOLM et al., 1989). Diferentes
mucopolissacarideos tém sido correlacionados com as funcgdes digestivas. A presenca de
mucopolissacarideos acidos, secretados pelas células caliciformes, indica uma fung¢éo
secretoria para o epitélio intestinal. Além disso, as mucopolissacarideos acidos ricos em
grupamentos sulfatados s3o inibidoras das proteases pépticas, previnem infeccdes
bacterianas e protegem as mucosas de agdes mecanicas que possam sofrer
(ULIBARRIE, 1982). Mucopolissacarideos neutros estdo envolvidas na digestdo e
emulsificacdo do alimento ao quimo (CLARKE & WITCOMB, 1980). Além disso, ¢
possivel que ndo somente a quantidade, mas também a composi¢do quimica do muco
possa refletir a natureza do alimento ingerido (BURKHARDTHOLM et al., 1989). Essa
possivelmente seria uma explicacdo para a intensidade de secre¢cdo de muco observadas

nas células caliciformes, ao longo do intestino proximal a distal no presente trabalho.
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Muitos linfécitos intraepitelias foram encontrados infiltrados no espaco
intercelular de todos os segmentos do intestino proximal. Esses linfocitos
provavelmente tém func¢do regulatoria, suprimindo a resposta do sistema imune para
antigenos intestinais e induzindo simultaneamente uma resposta imune na ldmina
propria (PABST, 1987). Assim, o grande numero de linfécitos na mucosa intestinal de
peixes sugere a existéncia de um sistema imune local, o mucoso (ROMBOUT et al.,
1989). Mesmos resultados foram encontrados para Pseudoplatystoma coruscans (CAL,
2006).

Foram encontrados macrofagos intraepiteliais ao longo do intestino proximal e
médio, semelhantes ao descrito por Cal (2006). Foram encontrados macrofagos no
estomago pilérico, o que pode indicar a existéncia de um processo celular que atua
como barreira celular de defesa, atuando como um componente imunoldgico dessas
regides. De acordo com Cal (2006) a presen¢a de macréfagos intraepiteliais pode

sugerir o transporte e a degradacdo intraepitelial de proteinas.

CONCLUSOES

O Centropomus parellelus e Centropomus undecimalis exibe as principais
caracteristicas do trato digestério de peixes carnivoros, como um eséfago e estomago
desenvolvidos e um intestino relativamente curto.

Ambas as espécies ndo apresentaram diferencas histoldgicas e histoquimicas para
exemplares de cativeiro e natureza.

As células caliciformes secretam, ao longo de toda a extensdo do intestino,

mucopolissacarideos neutros e acidos ricos em grupamento sulfatados.
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CONSIDERACOES FINAIS

O robalo peva e flecha (Centropomus parallelus e Centropomus undecimalis,
respectivamente) sdo espécies de grande importancia devido ao seu alto valor de
mercado, porém sdo poucos os estudos relacionados a fisiologia e morfologia a respeito
da nutricdo e sistema digestorio desses peixes, para possivelmente cria-los em cativeiro.

Algumas ferramentas podem ser utilizadas para essa situacdo, como por
exemplo, a utilizagdo de isotopos estdveis e protedmica, para verificagdo da dieta. O
estudo da histologia e histoquimica também ¢é de grande importancia para se conhecer o
sistema digestdrio desses individuos.

No presente trabalho observou-se através de analise de isdtopos estaveis, que o
musculo de Centropomus parallelus coletados em cativeiro mostrou-se mais rico em
8"C (-21,02 %o), quando comparados aos animais da natureza (-24,97%o) ¢ animais
coletados na natureza apresentou-se mais rico em 8N (12,42 %o), sendo o tecido mais
eficiente na questdo de incorporagdo dos nutrientes em relagdo a variagdo entre os
isétopos de & *C e & °N.

Realizando estudo de protedmica, observou-se que as proteinas presentes no
figado sdo expressas na alteragdo da dieta de Centropomus undecimalis de animais
selvagens e cativeiro. A presenca da suposta enzima NADH desidrogenase no figado
dos peixes de cativeiro indica que esses individuos possui um metabolismo mais ativo,
como a racdo ¢ de mais facil incorporagdo no musculo, e os animais de cativeiro
apresentaram grande quantidade de gordura visceral, e auséncia de apolipoproteinas A-1
e A-2, pode-se supor que os animais que investe energia em crescimento deixam de

investir em reproducio e vice-versa, modulando dessa forma sua fisiologia reprodutiva.
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Em relagdo ao sistema digestorio observou-se grande quantidade de células
caliciformes que secretam muco ao longo de toda a extensdo do intestino, sendo
mucopolissacarideos neutros e acidos ricos em grupamento sulfatados.

Esse estudo pretende fornecer subsidios para o desenvolvimento de um pacote
tecnologico para o cultivo de ambas as espécies, contribuindo na otimizagao da nutri¢do
e gerando alternativas para tornar a piscicultura marinha uma atividade produtiva no
pais.

O estudo do comportamento alimentar, avaliando a capacidade do robalo em
balancear sua dieta de acordo com suas necessidades nutricionais e fase de
desenvolvimento (alevino e adulto), por meio da livre escolha, sendo cativeiro ou no
ambiente natural, pode trazer informagdes adicionais quanto as exigéncias nutricionais
desta espécie, assim como, a correlagdo entre as fontes protéicas e energéticas
provenientes da sua alimentacdo devem ser testados em estudos que busquem o
desenvolvimento de dietas que promovam crescimento 6timo para a espécie, quando

criada em cativeiro.
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