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Mas ha também quem garanta que nem todas... S6 as de verdo.
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Figura 4. A. Corte de ldbio inferior de P. lineatus. Revestimento de epitélio
estratificado pavimentoso (EEP) e lamina prépria de tecido conjuntivo denso
(TCD). BG: botao gustativo, TM. B. Corte da borda labial interna inferior
evidenciando os dentes (D) inseridos numa matriz de natureza conjuntiva.
TCF: tecido conjuntivo frouxo e TCD: tecido conjuntivo denso, TM. C.
MEV do labio inferior mostrando panoramicamente os dentes (D)
quadrangulares e ordenadamente arranjados e as papilas gustativas (*) que os
cercam. D. Detalhes dos dentes (D), que ndo apresentaram formacgdo de
cuspides e também de duas papilas gustativas alojando na superficie os
botdes gustativos (linhas). E e F. Vista de um botdo gustativo (BG) em F,
uma visdo mais detalhada da mesma estrutura.

Figura 5. A. Seccdo transversal do esdfago do P. lineatus. Camada mucosa
revestida por epitélio simples cilindrico (ESC), glandulas claras (G), camada
submucosa (SM) e a camada muscular constituida por musculo estriado
esquelético (MEE), HE. B. MEV da mucosa esofdgica evidenciando o muco
(setas) secretado pelas glandulas claras da lamina prépria. C. Seccdo
transversal da regido cédrdica do estbmago. Camada mucosa (M) revestida
por epitélio simples cilindrico com a lamina prépria ocupada por glandulas
gdstricas tubulares (GG), a submucosa (SM) e a camada muscular lisa (ML).
O “insert” destaca a presencga de células oxintopépticas (pontas de seta), HE.
D. MEV da mucosa da regido cardica do estdmago destacando-se as
aberturas das glandulas gastricas (setas). E. Seccdo transversal da regido
fundica do estdbmago. Camada mucosa revestida por epitélio simples
cilindrico (ESC), a 1amina prépria sem glandulas, a camada submucosa (SM)
e a camada muscular lisa (ML) bastante desenvolvida, HE. F. Seccdo
transversal do estdbmago muscular (regido pilérica) evidenciando a camada
mucosa (M), com suas pregas longas e finas e epitélio simples cilindrico com
uma camada de muco (setas), a submucosa (SM) delgada e a camada

muscular lisa (ML) bastante desenvolvida, TM.
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Figura 6. A. Seccdo transversal de um ceco pilérico de P. lineatus. M:
mucosa; SM: submucosa rica em agregados linféides e ML: camada
muscular lisa. P: dcinos pancredticos. No “insert”: detalhes do revestimento
epitelial simples cilindrico (pontas de seta), TM. B. MEV da regido dos
cecos pildricos mostrando as aberturas (setas) de outros cecos e também as
microvilosidades (MV). C. Seccdo transversal do segmento proximal do
intestino médio, com a presenca de numerosas células caliciformes (pontas
de seta). M: camada mucosa; SM: camada submucosa e ML: camada
muscular lisa, TM. D. MEV da mucosa do intestino médio (segmento
intestinal proximal) mostrando a liberagdo de muco pela célula caliciforme
(seta). E. Seccdo transversal do intestino médio (segmento intestinal médio)
mostrando as pregas da camada mucosa (M), a presenca de infiltrados
linfocitarios (L) na lamina prépria e de células caliciformes (pontas de seta).
SM: camada submucosa, TM. F. MEV da mucosa do intestino médio
(segmento intestinal médio) mostrando as microvilosidades (MV) e os poros
remanescentes da liberacdo de muco pelas células caliciformes (setas). G.
Seccdo transversal do intestino posterior ou distal. M: camada mucosa
(epitélio simples cilindrico) com células caliciformes (pontas de seta); SM:
camada submucosa; VS: vasos sanguineos; ML: camada muscular lisa e S:
camada serosa, HE. H. MEV da mucosa do intestino posterior ou distal
mostrando as microvilosidades (MV), os poros deixados pela liberagdo de
muco pelas células caliciformes (setas) e a visualizagdo de muco sendo
liberado pela célula caliciforme (*).

Figura 7. A. Aspecto geral do parénquima hepatico de P. lineatus mostrando
a disposi¢ao dos hepatdcitos (H) em placas celulares duplas circundadas por
capilares sinuséides (S). VS: vaso sanguineo de grande calibre; CMM:
centros de melanomacréfagos, HE. B. Tecido pancredtico exdcrino
intrahepético (P) distribuido ao redor de um vaso sanguineo (VS), tendo ao
lado um destacédvel centro de melanomacréfago (CMM). F: figado, HE. C.
Tecido pancredtico exdcrino. Arranjo acinar caracteristico (pontas de seta).
Ducto pancredtico (circulo). No “insert” estdo destacados os 4cinos
pancredticos com as finas granulagdes citoplasmadticas visiveis € no canto

inferior direito, o ducto pancredtico. VS: vasos sanguineos, HE. D. Seccao
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transversal da vesicula biliar mostrando suas camadas histologicas. M:
mucosa revestida por epitélio simples ctubico com a presenca de estereocilios
(setas); FM: camada fibromuscular; ML: camada muscular lisa e S: camada
serosa, HE. E. MEV da mucosa da vesicula biliar, destacando-se a presenca
de microvilosidades (MV).

Figura 8. A, B e C. Esofago (glandulas mucosas). Reagdo PAS positiva para
mucinas neutras (ponta de seta). Canto superior direito: “insert” mostrando
maiores detalhes. B. Reacdo AB pHI1.0 positiva (estrela) indicando a
presenca de mucinas 4cidas sulfatadas. C. Reagdo positiva para AB pH2.5
(*) demonstrando a presenga de mucinas 4cidas carboxiladas. D, E e F.
Marcagao PAS positiva para as células epiteliais produtoras de muco no
estdbmago glandular ou cardico (D), estdmago cecal ou findico (E) e no
estdmago muscular ou pilorico (F).

Figura 9. A. Células caliciformes de um ceco pilérico mostrando marcacao
PAS positiva (linhas), indicando a secre¢do de mucinas neutras. B. Ceco
pilérico mostrando células caliciformes com marcagdo positiva para AB pH
1.0 (setas) sinalizando presen¢a de mucinas 4cidas sulfatadas. C e D.
Intestino médio (segmento intestinal proximal). Em C ocorrem células
caliciformes fortemente marcadas com AB pH 1.0 (pontas de seta). Em D ha
células caliciformes PAS positivas (*). E e F. Intestino médio (segmento
intestinal médio). Em E foram marcadas células caliciformes positivas para
AB pH 1.0 (estrelas) e em F células caliciformes apresentaram marcacao
positiva para o PAS.

Figura 10. A. Estdmago glandular ou cardico mostrando células Tipo 1 (*),
AB(pH 2.5)-PAS positivas, cor vermelha - presenga de mucinas neutras. B.
Estdmago muscular ou pildrico, sugerindo células do Tipo II (setas), AB(pH
2.5)-PAS positivas, cor vermelho - purpura indicando presenca de mucinas
mistas, mais neutras do que 4cidas. C. Ceco pildrico exibindo células Tipo
III (ponta de seta), AB(pH 2.5)-PAS positivas, cor azul-purpura, mostrando a
presenca de mucinas mistas, mais dcidas do que neutras. Em D, no intestino
médio (segmento intestinal proximal) foram também detectadas células Tipo
III (estrelas). E. Intestino médio (segmento intestinal proximal) e F. Intestino
posterior (reto), apresentando células Tipo I (vermelhas — linhas em E e setas

em F) e Tipo III (azul-pdrpura — setas pontilhadas em E e linhas pontilhadas
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em F), AB(pH 2.5)-PAS positivas demonstrando a presenga de mucinas
mistas coexistindo separadamente.

ARTIGO 2

Figura 1. A, B, C, D, E e F. Eletronmicrografias de varredura do trato
intestinal de P. lineatus. A e B. Porcdo inicial: leveduras (estrelas) e formas
cocoides (linhas). C e D. Por¢do média: formas cocdides e bacilares esparsas
e de leveduras (estrelas). E e F. Porcao final: leveduras (estrelas), formas
cocoides esparsas e elementos bacilares ndo flagelados (circulo) e flagelados
(ponta de seta).

Figura 2. A, B, C, D, E e F. Eletronmicrografias de varredura do trato
intestinal de P. anisitsi. A e B. Porcdo inicial: leveduras (setas) e formas
cocotides (circulo). C e D. Porcdo média: elementos cocdides (linhas) e
leveduras (estrelas). E e F. Porcdo final: leveduras (estrelas), formas

cocodides e de elementos bacilares.
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Tese Lilian Cristina Makino

CAPITULO I: CONSIDERACOES INICIAIS



1. RESUMO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo descrever o aparelho digestdrio sob os pontos de
vista estrutural, ultraestrutural e histoquimico de uma espécie de peixe de dgua doce: o
curimba (Prochilodus lineatus) (Characidae, Prochilodontidae). Adicionalmente foi
realizado um estudo da diversidade da microbiota intestinal do Prochilodus lineatus e
do cascudo cinza (Pterygoplichthys anisitsi). Para os estudos morfoldgicos de anatomia,
histologia, histoquimica e de microscopia eletronica de varredura, foram utilizados 40
curimbas adultos. Para os estudos microbiol6gicos, além dos curimbas, foram coletados
também exemplares adultos de cascudo cinza, no qual além dos métodos de cultura e
andlise tradicionais, que incluiram cultivos em meios aerdbios e anaerdbios facultativos,
contagem de colonias e estudo da morfologia das mesmas pelo método de Gram,
também englobou técnicas de observacdo da microbiota em microscopia eletronica de
varredura. Os dados numéricos obtidos tanto nos trabalhos morfolégicos descritivos
quanto nos microbioldgicos foram submetidos a andlise estatistica pelo programa SAS
versao 9.0. O trato digestério do curimba foi dividido em intestino cefélico, intestino
anterior, intestino médio e intestino posterior, 0s quais foram constituidos
histologicamente pelas camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa. Células
caliciformes foram observadas em toda a extensdo do tubo intestinal. Ao longo do tubo
digestivo detectou-se a presenca de mucinas neutras, dcidas ou ambas. A vesicula biliar
mostrou-se como um 6rgdo sacular alongado, oco, de fundo cego e com paredes
delgadas. O figado apresentou-se trilobado e de consisténcia macica, com coloragdo
vermelho-acastanhado, com os hepatdcitos organizados em placas duplas circundadas
por sinusdides. Na contagem de bactérias intestinais totais foram encontrados valores
que variaram entre 10%e 10" ufc.mL™" (unidades formadoras de coldnias). Os morfotipos
de microorganismos gram positivos encontrados com maior frequéncia foram as formas
cocdides, bacilares e leveduriformes, enquanto que no grupo dos gram negativos,
destacaram-se as formas bacilares. Sob microscopia eletronica de varredura obteve-se a
visualizacdo tridimensional dos microorganismos, mostrando a presenca de cocos,
leveduras e bacilos flagelados ou ndo e também os padrdes de colonizacdo microbiana
da mucosa de cada segmento intestinal analisado. Portanto, os dados obtidos no
presente trabalho, tanto na parte de descricio morfoldgica e histoquimica do trato

digestério como no estudo da microbiota intestinal permitirdo a sugestdo de novas



formulacdes dietdrias acrescida a utilizagdo de componentes bacterianos como
probidticos, combinando nutricdo com a profilaxia de doencas e também no surgimento
de processos patoldgicos devido ao comportamento oportunista dos microorganismos,
com o intestino atuando como uma importante via de contaminacdo para os proprios

peixes.

Palavras-chave:  trato  digestério;  morfologia;  microbiologia  intestinal;

Proquilodontideos; Loricariideos.



1.A) GENERAL ABSTRACT

The aim of this study was to describe the digestive tract of species of neotropical
freshwater fish, the curimba (Prochilodus lineatus) (Characidae, Prochilodontidae)
under the structural, ultrastructural and histochemical aspects. Additionally a research
was made about the diversity of the intestinal microflora of Prochilodus lineatus and the
gray armored catfish (Pterygoplichthys anisitsi). For morphological studies, which were
subdivided into gross anatomy, histology, and histochemistry and also in scanning
electron microscopy were used 40 fish. For microbiological researches, were used adult
specimens of the gray armored catfish, where besides of traditional methods of culture
and analysis that included culture in aerobic and facultative anaerobic conditions,
counting of colonies and the study of colonies morphology by Gram and also to
observation of gut microbiota by scanning electron microscopy were sampled 20 fish of
each species, totaling 40 animals. The numerical data obtained in the descriptive
morphological researches and in the microbiological studies were analyzed by statistical
software SAS, version 9.0. The digestive tract of curimba was divided into cephalic gut,
foregut, midgut and hindgut, which were made histologically by the following layers:
mucosal, submucosal, muscular and serosa. Goblet cells were observed throughout the
length of the intestinal tube. Neutral mucins and acid or both were detected along the
digestive tract. The gallbladder was an elongated saccular body, hollow, blind
background and with thin walls. The liver was trilobed and compacted red-brown mass,
with hepatocytes arranged in double plates surrounded by sinusoids. The count of the
total intestinal bacteria showed values that ranged between 10°e 10* cfumL™ (colony-
forming units). The morphotypes of gram positive microorganisms found most
frequently were coccoid-shaped and rod-shaped bacteria and yeasts, while in the group
of gram negative was observed the rod-shaped bacteria. Further studies involving the
use of scanning electron microscopy allowed the three-dimensional visualization of
microorganisms, showing the presence of cocci, yeasts and flagellate bacilli or not and
also the pattern of microbial colonization of the mucosa of each intestinal segment
analyzed. Therefore, data obtained in this work, both at the morphological and
histochemical description of the digestive tract and the study of the intestinal microbiota
will allow the suggestion of new dietary formulations including the use of bacterial
components such as probiotics, combining nutrition with the prevention of diseases and

also a better comprehension in the emergence of pathological processes due to



opportunistic behavior of microorganisms in the gut acting as an important route of

contamination.

Key Words: digestive tract; morphology; gut microbiology; Prochilodontidae;

Loricariidae;



2. INTRODUCAO GERAL

Um dos principais requisitos para o bom desenvolvimento da piscicultura € o
conhecimento adequado da biologia da espécie a ser utilizada no cultivo. Dentro deste
contexto, torna-se fundamental o entendimento da fisiologia destes peixes, que consiste
em estudar o funcionamento dos diferentes sistemas dos organismos, sua interacio e
resposta as diversas alteracOes ambientais e métodos de criacdo permitindo que se
estabelecam as melhores condi¢des para o cultivo de uma determinada espécie
(ROTTA, 2003).

Considerando-se a grande diversidade das espécies de peixes € a consequente
diferenciacdo morfofisioldgica, a nutricdo de peixes apresenta-se como uma vasta drea
de estudo, uma vez que estes animais apresentam hdbitos alimentares diversos
(SEIXAS-FILHO et al. 2000a). Muitos estudos tem sido realizados relacionando as
caracteristicas estruturais, anatomicas e/ou histologicas do aparelho digestorio dos
peixes com seus hdbitos e comportamentos alimentares (YABE e BENNEMANN,
1997; MORAES et al. 1997; SEIXAS-FILHO et al. 2000a).

Dentre as espécies de peixes, hd muitas variacdes na morfologia do trato
gastrointestinal. Dependendo do hébito alimentar e da dieta, € geralmente aceito dividir
os peixes, em carnivoros (que se alimentam de peixes e invertebrados maiores),
onivoros (que se alimentam com dieta mista) e detritivoros (que ingerem detritos)
(Ringo et al. 2003), embora hajam outras categorias alimentares (ABELHA et al. 2001).

As relagdes entre o regime alimentar e as caracteristicas do aparelho digestorio
vem sendo estudadas em outros grupos zooldgicos, nos quais a tecnologia ji atingiu
estddio de controle na formulacio e na manipulacio de racdes balanceadas,
indispensavel para a obtencdo de resultados produtivos satisfatérios. Contudo, estudos
de nutricdo de peixes, principalmente dos teledsteos tropicais, estdo fora dos padrdes de
exigéncias que possam ser utilizados por nutricionistas (SEIXAS-FILHO et al. 2000a).
De acordo com os mesmos autores e também com Rotta (2003), as caracteristicas
anatomicas do aparelho digestério dos peixes tem estreita relacdo com a natureza dos
alimentos, as caracteristicas do habitat, o estado nutricional e o estadio de
desenvolvimento do individuo, manifestados especialmente neste aparelho, por
adaptagdes e modificagdes.

E aceito que os peixes possuem uma microbiota intestinal especifica, consistindo
de bactérias aerdbias, anaerdbias facultativas e anaerdbias obrigatdrias, contudo a

composi¢do bacteriana pode mudar de acordo com a idade, o estado nutricional e com
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as condi¢Oes ambientais (Ringo et al. 2003), sendo que os processos de digestdo e
absor¢do dos alimentos estdo fortemente relacionados a flora microbiota associada ao
trato intestinal destes peixes (BATES et al. 2006).

Para Ramirez e Dixon (2003) ao se identificar a diversidade da populacao
microbiana no ecossistema intestinal, pode-se favorecer o impacto da propagacdo das
espécies na aquicultura. Uma vez identificada, a compreensdo das interacoes
fisioldgicas entre a flora normal e a hospedeira pode ter importantes implica¢des, como
por exemplo, uma nova formulacio de dietas com a utilizacdo da microbiota anaerébica
no papel de probidtico, fato que pode combinar nutricio com a profilaxia de doencas.
Olsen et al. (2005) relataram que o estresse agudo mudou a conformagdo da microbiota
no intestino da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), aumentando a suscetibilidade a
doencas.

Horn et al. (2006) afirmaram que h4 diferencas consistentes entre a estrutura e a
funcdo do sistema digestorio dos peixes herbivoros e detritivoros quando comparados as
espécies carnivoras, pois nos primeiros, o trato digestério contém uma microbiota
simbionte especializada na fermentacdo dos polissacarideos das algas. Refstie et al.
(2006) relataram que certas espécies de peixes herbivoros apresentam um tipo de bolsa
cecal ou camaras para digestdo microbiana (“fermentation chamber”) no intestino distal.
Os trabalhos de Bates et al. (2006) evidenciaram que a microbiota intestinal, além dos
processos de aquisi¢do de nutrientes, também estd envolvida na maturacdo do trato
gastrointestinal e no desenvolvimento da imunidade.

Diante destas consideracdes, torna-se necessario e fundamental estudar com
técnicas adicionais a constituicio morfoldgica, histoquimica e ultraestrutural do
aparelho digestério do curimba, acrescentando-se pesquisas sobre a microbiota
intestinal da espécie, como também do cascudo cinza que s@o peixes que possuem um
elevado potencial zootécnico para a piscicultura comercial e de subsisténcia, e também

para fins de ornamentacao, como no caso dos cascudos.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1) Habitos alimentares

Estudos sobre o hébito alimentar e as adaptagdes troficas dos peixes podem
contribuir para sua conservagdo no meio ambiente, assim como para seu melhor manejo

e criacdo nas pisciculturas, devido a possibilidade destes estudos fornecerem subsidios
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para pesquisas sob os ambitos ecoldgicos, evolutivos, fisiologicos, patologicos e
nutricionais da ictiofauna (RODRIGUES e MENIN, 2006).

A vasta riqueza de espécies de peixes em sistemas aqudticos tropicais levanta
uma questdo relevante a respeito de como os recursos disponiveis no ambiente sdo
partilhados entre as que compdem a comunidade (LOWE-MAcCONNEL, 1999). Ao
contrdrio dos organismos terrestres, para os quais a segregacdo de habitat € mais
importante, para as comunidades aquaticas, a segregacao tréfica tem se mostrado a mais
expressiva (ROSS, 1986; BRANDAO-GONCALVEZ et al. 2009).

Uma abordagem consistente na avaliacdo dos processos interativos dentro das
comunidades aquaticas € o conhecimento da dieta dos peixes (Winemiller, 1989; Hahn
et al. 1997), cujo espectro alimentar pode ser influenciado tanto pelas condicdes
ambientais como pela biologia de cada espécie (ABELHA et al. 2001).

O conhecimento da preferéncia alimentar de uma determinada espécie € util no
desenvolvimento de estudos nutricionais e alimentares, no preparo de ragdes, no manejo
alimentar e no planejamento da utilizacdo de policultivos, que consiste na criacdo de
duas ou mais espécies de peixes com hdbitos alimentares diferentes em um mesmo
viveiro, diminuindo assim, a competi¢cdo por alimento entre elas e otimizando o
aproveitamento dos recursos alimentares disponiveis (ROTTA, 2003).

Gerking (1994) na discussdo sobre plasticidade tréfica, classificou os peixes
como generalistas (sem preferéncia acentuada por uma fonte alimentar, utilizando um
amplo espectro de alimentos); especialistas (com dieta restrita a um numero
relativamente pequeno de itens e usualmente apresentando adaptagdes morfoldgicas
troficas) e oportunistas (que se alimentam de fonte ndo usual de sua dieta ou fazem uso
de uma fonte alimentar abundante e incomum).

A dieta dos peixes € influenciada pela interacio entre a preferéncia alimentar e
disponibilidade dos alimentos no habitat (ANGERMEIER e KARR, 1984; GOMES e
VERANI, 2003). Os peixes apresentam multiplas variacdes da estrutura bésica do trato
gastrointestinal, as quais sdo geralmente relacionadas ao tipo de alimento consumido e
ao ambiente (ROTTA, 2003).

Nos trépicos, a cadeia alimentar aqudtica de detritos inclui uma grande
variedade de peixes especializados, a qual constitui uma importante relacdo com a
bioenergética de ecossistemas (LOWE-MAcCCONNELL, 1987; DELARIVA e
AGOSTINHO, 2001). As mais conhecidas familias de detritivoros sao os

Prochilodontidae, Curimatidae e Loricariidae da América do Sul e alguns Cichlidae e
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Cyprinidae da Africa e Asia. O aproveitamento de um alimento abundante, mas de
dificil digestdo e de baixo valor nutritivo, € possivel gracas a presenca de um intestino
estreito, longo e enrolado (AGOSTINHO et al. 1997; DELARIVA e AGOSTINHO,
2001; ABELHA et al. 2001).

Segundo Britski et al. (1988) e Britski et al. (1999) os peixes com habito
alimentar detritivoro apresentam mecanismos adaptativos para esta dieta, pois
geralmente ndo possuem rastros branquiais, nem dentes nas maxilas e vivem em rios de
extensa planicie inunddvel, na qual costumam dominar a ictiofauna (ARAUJO-LIMA et
al. 1995; ITUASSU et al. 2005).

Os peixes detritivoros atuam como condutores de energia e biomassa dos niveis
inferiores para os niveis superiores da cadeia alimentar aquética, principalmente quando
migram de um sistema hidrico para outro (SIVASUNDAR et al. 2001). O detrito pode
ser definido por vegetais em decomposicio e matéria organica amorfa com
microorganismos autotroficos e heterotroficos associados e que sao fundamentais para a
manutencdo dos fluxos energéticos e para a ciclagem dos nutrientes na natureza
(BOWEN, 1976; 1984; GOMES e VERANI, 2003).

As adaptagdes do aparelho digestorio a detritivoria envolvem especializacoes
variadas nos diferentes grupos de peixes. Ao menos para os Prochilodontidae e
Curimatidae, a caracteristica comum a ambas as familias é a existéncia de uma moela,
estrutura altamente muscularizada, além do estdbmago quimico tradicional
(NIKOLSKYT 1963; BOWEN, 1983; FUGI e HAHN, 1991). Ambas as familias
possuem ainda como caracteristica comum, um intestino muito longo e enovelado, cuja
razdo em relacdo ao comprimento do peixe, pode variar de 3 a 4 vezes para o0s
Prochilodontidae e até 11 vezes para os Curimatidae (PEREIRA e RESENDE, 1998).
3.2) Morfologia do trato digestorio

Segundo Silva et al (2005a), muitos autores estudaram a morfologia do aparelho
digestério e sua relacio com os hdbitos alimentares dos peixes, tornando possivel
conhecer o regime alimentar de uma espécie a partir das diferencas anatomofisiolégicas
do tubo digestivo, fato que fica evidenciado quando se observam os formatos variados
do estdbmago ou os diferentes comprimentos do intestino dos peixes, conforme sejam
herbivoros, carnivoros, onivoros ou detritivoros (iliéfagos).

De acordo com Angelescu e Gneri (1949) citados por Seixas-Filho (2000b) as
caracteristicas anatomicas do aparelho digestério dos peixes acham-se em estreita

dependéncia com a natureza dos alimentos, as caracteristicas do habitat, o estado



nutricional e o estddio de desenvolvimento do individuo, manifestadas, especialmente
nesse aparelho, por adaptacdes e modificacOes, as quais sdo variacdes morfoldgicas
provocadas pela acdo de fatores ambientais sobre o organismo, podendo ser de caréter
permanente, produzidas na evolugdo filogenética, como no caso das adaptagcdes ou de
carater temporario, produzidas no ciclo ontogenético, denominadas de modificacdes.

Os peixes apresentam multiplas variagdes na estrutura bdsica do trato
gastrointestinal dos vertebrados, as quais geralmente estdo correlacionadas ao tipo de
alimento consumido e ao ambiente, podendo influenciar a presenca, posi¢ao, formato e
tamanho de um 6rgdo em particular. Algumas adaptagdes nos peixes provavelmente sao
inexistentes nos vertebrados terrestres, pois alguns alimentos disponiveis para os peixes
sao encontrados unicamente no ambiente aquatico (ROTTA, 2003).

Segundo Bértin (1958) citado por Nachi (1993) o trato digestdrio dos teledsteos
sob critérios embrioldgicos pode ser subdividido em: anterior, médio e posterior.

Godinho (1970) afirmou que o aparelho digestério dos peixes € basicamente
constituido pelo tubo digestivo e glandulas anexas. De acordo com este mesmo autor e
também com Liem et al. (2001), o trato digestério € composto por: 1- Intestino cefélico,
que é representado pela cavidade bucofaringeana; 2- Intestino anterior, integrado pelo
esOfago e estdmago; 3- Intestino médio, composto pelo ileo e 4- Intestino posterior, que
se resume ao reto e anus.

A cavidade bucofaringeana, regido compartilhada pelos aparelhos respiratério e
digestdrio, é limitada anteriormente pelo orificio bucal (libios) e posteriormente pelo
dltimo par de arcos branquiais, sendo inteiramente continua na cabeca aderindo-se a
parede interna desta e constituida apenas por uma tinica mucosa, podendo ser chamada
também de intestino cefdlico ou extracelomatico. Esta regido desempenha um
importante papel na apreensdo dos alimentos e na sua selecio e condugdo até o esdfago
(BERTIN, 1958; GODINHO, 1970).

Os labios sdo pregas do tegumento, separados das gengivas por um sulco labial.
Alguns peixes os tem bem desenvolvidos, como os Blennidae e os Labridae. Em outros
podem estar ausentes, como nos Scaridae. Em algumas familias, os 1dbios apresentam
pares de barbilhdes titeis (GODINHO, 1970). Os labios carnudos sdo comuns nos
herbivoros, destinados ao pastejo e filtragem. Nos peixes carnivoros (piscivoros) os
labios sdo geralmente finos e com poucas modificacdes. Ja os bentéfagos
frequentemente apresentam barbelas (carpa comum), apéndices sensoriais que possuem

grande quantidade de corpusculos gustativos cutineos e ricamente inervados que
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auxiliam na selec@o do alimento quando estdo comendo ou pastando junto ao fundo dos
corpos d’dgua (ROTTA, 2003).

O esofago nos teledsteos apresenta-se como um tubo curto, largo e retilineo,
porém com grande elasticidade, adaptado aos vdrios regimes alimentares e que liga a
cavidade bucofaringea ao estdbmago. Abrange duas regides de aparente semelhanca
estrutural, mas microscopicamente bem distintas: a anterior, que se apresenta revestida
por epitélio estratificado pavimentoso, com a camada muscular estriada circular e a
posterior, que se apresenta revestida por epitélio simples cilindrico com a camada
muscular estriada disposta circular e longitudinalmente (Al-HUSSAINI, 1945;
BERTIN, 1958; GODINHO, 1970; CHAVES e VAZZOLER, 1984). A parede do
esOfago se ajusta externamente a tinica serosa, que nada mais € do que o folheto
visceral do mesentério (BERTIN, 1958). Segundo Godinho (1970) nos peixes
fiséstomos, que sdo peixes cuja bexiga natatéria se comunica com aparelho digestorio,
ha a abertura do canal pneumatico que parte da bexiga natatéria e entra no esdfago,
participando dos processos respiratorios e também da osmorregulacdo em peixes
euralinos que sdo animais que suportam dguas com diferentes salinidades, como por
exemplo, o salmdo (ROTTA, 2003).

De acordo com Godinho (1970) o limite entre esdfago e estdbmago (quando este
existe) € indicado, macroscopicamente, por um estrangulamento e, histologicamente,
pela passagem brusca do epitélio estratificado a prismdtico simples e pelo aparecimento
de glandulas géstricas.

O estdmago dos peixes apresenta indmeras variagdes morfoldgicas e estruturais
que sdo adaptagcdes ao tipo de alimentacdo, sendo que uma destas adaptacdes € o
formato (LIEM et al. 2001). Por exemplo, nos piscivoros € bastante alongado, nos
onivoros apresenta-se como um saco sifondide e nos iliéfagos, apresenta-se como uma
moela, sem glandulas, destinada a trituracdo, como ocorre nos curimbas e saguirus
(GODINHO, 1970).

Em um grande nimero de peixes, o estbmago pode estar ausente, tais como nos
Holocephalos, Dipneustes, Cyprinideos, Cobitidae e outros (BERTIN, 1958).

Rotta (2003) relataram que histologicamente o estdomago pode ser dividido em
trés regides: cardica ou regido de transi¢ao; findica com indmeras glandulas gastricas e
pildrica, regido aglandular, possuindo, porém uma forte musculatura. A cardia e o piloro

possuem  esfincteres que  controlam a  passagem  dos alimentos.
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Ainda sob o ponto de vista histolégico, a parede do estdmago em todas as suas
porg¢des, € constituida por trés camadas que, no sentido da luz do 6rgdo para a periferia
do tubo, s@o: mucosa, muscular e serosa (KESSLER, 1979). Na maioria das espécies, o
revestimento epitelial do estdomago € feito por epitélio cilindrico simples. A tdnica
muscular apresenta-se constituida basicamente por fibras musculares lisas, distinguindo-
se uma camada circular interna e outra longitudinal externa (BERTIN, 1958;
GODINHO, 1970 e LIEM et al. 2001).

Alguns peixes, tais como o cascudo cinza (Pterygoplichthys anisitsi) que é um
teledsteo de dgua doce da familia Loricariidae utiliza o estdbmago como Orgdo de
respiracdo aérea (OLIVEIRA et al. 2001; CRUZ, 2007; CRUZ et al. 2009).

O intestino médio e o posterior sdo segundo Godinho (1970) o intestino
propriamente dito e o reto. E o local onde ocorrem os verdadeiros processos digestivos,
tais como absorcdo de gorduras, peptideos, &dgua, possuindo também funcgdo
imunoldgica (NACHI, 1993 e NACHI et al. 1998).

O intestino propriamente dito, segundo o critério histofisiolégico pode ser
dividido em: primeiro segmento ou segmento proximal (60-75% do comprimento total),
segundo segmento ou segmento médio (20-25%) e terceiro segmento ou distal (5-15%)
(NOAILLAC-DEPEYRE e GAS, 1974 e 1976; STROBAND e DEBETS, 1978;
STROBAND et al. 1979; NACHI, 1993).

Outra estrutura encontrada no intestino sdo os cecos pildricos, que sdo
evaginacgoes digitiformes da parede intestinal, pequenas estruturas tubulares de fundo
cego, muito numerosas que se abrem na confluéncia do estdmago e intestino,
individualmente ou agrupadas. Variam de 1 a 1000 e podem ser envolvidas numa bolsa
serosa, formando um 6rgédo pilérico macico (GODINHO, 1970; SEIXAS-FILHO et al.
2000 e SEIXAS-FILHO et al. 2001). Entretanto, ndo estd bem definido se ha relacdao
entre a presenga de cecos piloricos e a dieta do peixe, pois eles ocorrem nos peixes
carnivoros, onivoros e herbivoros. Nas espécies com pouco ou nenhum ceco ocorre
maior desenvolvimento da mucosa e/ou maior comprimento do intestino médio para
compensar a escassez ou auséncia dessas estruturas (ROTTA, 2003).

A parede do intestino apresenta, também, uma tinica mucosa, uma muscular e
uma serosa. A mucosa do intestino médio € revestida por epitélio prismatico simples ou
prismdtico simples ciliado, com ou sem células caliciformes. Por outro lado, o
revestimento do intestino posterior apresenta epitélio estratificado. A passagem de um

tipo de epitélio a outro se faz de uma maneira brusca (BERTIN, 1958).
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Os orgados digestivos acessoOrios sdo: o pancreas, a vesicula biliar (quando
presente) e o figado.

Embora o pancreas dos peixes cartilaginosos seja grande e distinto, o pancreas
dos teledsteos € difuso e ndo pode ser facilmente observado durante uma dissecgao total.
O tecido pancredtico em algumas espécies encontra-se difuso no figado, sendo chamado
de pancreas intrahepitico ou hepatopancreas (BRUSLE e ANADON, 1996).

A vesicula biliar ¢ um saco contritil com parede delgada com a funcdo de
armazenamento tempordrio de bile, a qual € coletada pelos ductos biliares vindos do
figado (ROTTA, 2003). Raramente falta, podendo ser esférica, oval ou alongada
(GODINHO, 1970).

O figado ¢ uma glandula derivada embrionariamente, como em todos os
vertebrados, do intestino. A forma do figado entre os peixes € a mais variada: ele pode
ter lobos pares e fmpares e estar relacionado com o arranjo interno das visceras. E um
orgdo denso, ventralmente localizado na regido cranial da cavidade celomatica
(BRUSLE e ANADON, 1996; VICENTINI et al. 2005; BOMBONATO et al. 2007).

Segundo Seixas-Filho et al. (2000a) as relacdes entre o regime alimentar e as
caracteristicas do aparelho digestorio vem sendo estudadas em outros grupos
zooldgicos, nos quais a tecnologia ja atingiu estddio de controle na formulagdo e
manipulagdo de ragdes balanceadas, indispensdvel para a obtengdo de resultados
produtivos satisfatorios.

Foram realizados muitos trabalhos descritivos em anatomia, histologia e
histoquimica do trato digestério de teledsteos, sejam eles de dgua doce ou marinhos,
podendo-se citar Galvao et al. (1997) que descreveram histologicamente o sistema
digestorio de larvas e juvenis de Mugil platanus, Nachi et al. (1998) com a descri¢dao
histolégica do intestino de Prochilodus scrofa (=lineatus) e Tengjaroenkul et al. (2000)
com estudos sobre a atividade enzimadtica intestinal com técnicas histoquimicas em
Oreochromis niloticus L.

Seixas-Filho et al. (2000a) estudaram a anatomia funcional e a morfometria do
trato intestinal e dos cecos pildricos em Brycon orbignyanus, Seixas-Filho et al. (2000b)
realizaram a descricdo anatdmica funcional e morfométrica dos intestinos e cecos
piléricos no Leporinus friderici e também a marcacdo histoquimica das células do
sistema enddcrino difuso nos tratos intestinais de Brycon orbignyanus, Leporinus

friderici e Pseudoplatystoma coruscans (SEIXAS-FILHO et al. 2001).
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Pedini et al. (2001) estudaram o perfil histoquimico de carboidratos no trato
alimentar de Umbrina cirrosa L., Silva et al. (2005a) descreveram histologicamente o
sistema digestério do sagiiiru (Steindachnerina notonota), Rodrigues e Menin (2006)
estudaram a anatomia da cavidade bucofaringeana do Pseudoplatystoma corruscans em
relacdo ao hébito alimentar. Marchetti et al. (2006) realizaram a pesquisa histolégica e
histoquimica de carboidratos no canal alimentar da truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), Bicca et al. (2006) destacaram-se com o estudo da morfologia estomacal do
Acestrorhynchus pantaneiro, Rodrigues et al. (2008) descreveram a anatomia do tubo
digestivo do Leporinus macrocephalus relacionando-o ao hébito alimentar e finalmente
Cao e Wang (2009) com a descri¢do histologica e histoquimica das mucinas secretadas
no trato digestério do Pelteobagrus fulvidraco, entre outros trabalhos.

A finalidade dos estudos morfoldgicos e histoquimicos foi a de prover maiores
informacdes sobre as adaptacdes troficas dos peixes com relagdo ao hédbito alimentar
detritivoro-ili6fago tanto para sua conservacao no meio ambiente, assim como para seu
melhor manejo e criacdo em pisciculturas, uma vez que fornecem subsidios para
pesquisas sobre os aspectos ecoldgicos, evolutivos, fisiolégicos, patologicos e
especialmente nutricionais da ictiofauna.

3.3) Microbiologia do trato intestinal

Os peixes possuem uma microbiota intestinal especifica que consiste em
bactérias aerdbias, anaerdbias facultativas e anaerdbias obrigatdrias, sendo que sua
composi¢do pode variar com a idade, estado nutricional e condicdes ambientais
(CAHILL, 1990; RINGO et al. 2003; SILVA et al. 2005b).

A microbiota residente confere muitos beneficios para a fisiologia intestinal do
hospedeiro sendo, portanto, um exemplo real de relacdo simbiontica (HOOPER e
GORDON, 2001). Alguns destes beneficios incluem o metabolismo dos nutrientes e de
substratos orgdnicos e também contribuem para o fendmeno da resisténcia a
colonizagdo. Esta ultima é a capacidade da comunidade bacteriana do trato
gastrointestinal de resistir a invasdo do hospedeiro por microorganismos estranhos aos
organismos (VAN DER WAAJ et al. 1971; BERG, 1996; BAUER et al. 2006).

A colonizacdo € um complexo processo de selecdo natural e de sucessdo
ecoldgica. Ela depende de vérios fatores, alguns dos quais sdo a origem do hospedeiro,
tais como o genoma e a fisiologia do animal, enquanto outros sdo de origem
microbiana, tais como as interacdes entre as espécies bacterianas (KONSTANTINOV et

al.2004).
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Segundo Ringo et al. (2003) a microbiota intestinal pode ser classificada como
autdctone ou indigena, quando elas sdo capazes de colonizar a superficie epitelial do
intestino do hospedeiro e como aldctone ou transiente, quando somente passam pelo
trato digestdrio sem colonizé-lo.

No trabalho de Silva et al. (2005b) consta que somente as espécies bacterianas
predominantemente autdctones apresentam niveis populacionais suficientes para serem
consideradas responsdveis por algumas fun¢des de importincia para a saide do
hospedeiro.

A microbiota intestinal dos organismos aquaticos, em especial dos peixes, estd
fortemente relacionada a microbiota aqudtica e esta por sua vez, mantém estreitas
relagcdes, tanto quantitativa quanto qualitativamente, com aspectos fisico-quimicos e
microbiolégicos do ambiente (CAHILL, 1990; PUPO, 2006).

Embora ndo haja certeza sobre a existéncia de bactérias estritamente aquaéticas,
acredita-se que a maioria das bactérias nos ambientes aquaticos, sejam origindrias de
solos e conduzidas para a dgua por chuvas ou por introducdo acidental (MIRANDA e
ZEMELMAN, 2001).

Segundo Toranzo et al. (1989) os microorganismos mais comumente encontrados
no solo sdo os dos géneros Bacillus e Pseudomonas. Porém, outros grupos podem estar
presentes na dgua doce, incluindo membros da familia Enterobacteriaceae e géneros
como Flavobacterium, Acinetobacter, Moraxella, Aeromonas, Micrococcus,
Streptococcus e Staphylococcus, incluindo bactérias anaerdbicas, como o género
Clostridium. Sobre este fato, Frerichs (1989) e Boijink e Branddo (2001) afirmaram que
a maioria destes microorganismos € naturalmente saprofita, utilizando a matéria
organica e mineral do ambiente aqudtico para seu crescimento e multiplicacdo. No
entanto, quando surge a oportunidade, esses organismos sdo capazes de invadir o
ambiente nutricionalmente vantajoso dos tecidos dos peixes e iniciarem processos
patolégicos.

MacFarland (2000) afirmou que as trés principais fun¢des da microbiota intestinal
sdo: 1) resisténcia a colonizacdo por agentes patogénicos; 2) contribui¢do nutricional
pela producdo de substiancias que aperfeicoam a digestdio dos nutrientes e 3)
imunomodulacdo do hospedeiro. Berg (1996) preconizou que uma das mais importantes
funcdes da microbiota intestinal seria a de proporcionar maior resisténcia contra
microorganismos patogénicos, por meio de vdrios mecanismos de supressdo de

patégenos, incluindo a competi¢do por nutrientes e sitios de adesdo e ainda a produgdo
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de componentes téxicos, tais como 4cidos organicos, sulfeto de hidrogénio (H,S),
bacteriocinas e substancias que simulam antibidticos.

A interacdo entre nutri¢do de peixes e microbiota intestinal pode ocorrer por meio
de dois caminhos: a composi¢do da dieta que pode alterar a populacdo intestinal de
algumas bactérias (Ringo e Olsen, 1999) ou ainda componentes da microbiota intestinal,
particularmente anaerdbios, os quais podem desempenhar um papel no processo
digestivo de nutrientes de dificil digestdo (NELSON et al. 1999; RAMIREZ e DIXON,
2003).

Para a aquicultura, novas formulacdes dietdrias utilizando componentes
bacterianos como probidticos podem efetivamente combinar nutricdo reforcada com
profilaxia de doencas, ao diminuir a carga bacteriana, seja por exclusdo competitiva ou
pela producdo de substincias inibidoras, podendo ainda estimular o sistema
imunoldgico, além de produzir enzimas digestivas suplementares (VERSCHUERE et al.
2000).

Embora a microbiologia do trato intestinal de peixes marinhos e de dgua doce
tenha sido largamente investigada (Cahill, 1990; Ringo et al. 1995; Hansen e Olafsen,
1999; Ringo e Birkbeck, 1999; Ringo et al. 2001; Ramirez e Dixon, 2003; Olsen et al.
2005; Al-Harbi e Uddin, 2005; Silva et al. 2005b; Bates el al. 2006; Martin-Antonio et
al. 2007; Balcazar et al. 2008), ha pouco relatos sobre a diversidade microbiana
intestinal do curimba e ndo ha relatos de estudos microbioldgicos para o cascudo cinza

criados em cativeiro.

4. SOBRE OS PEIXES ESTUDADOS
4.1) Curimba (Prochilodus lineatus) (VALENCIENNES, 1837)

Entre as espécies nativas de peixes com interesse econOmico, os peixes do
género Prochilodus sp. estdo amplamente distribuidos pela América Latina, possuindo o
hébito alimentar limnéfago ou detritivoro-iliéfago, de baixo nivel tréfico, alimentando-
se no ambiente natural de material organico particulado (MOP) depositado no fundo ou
na vegetacao submersa, misturada muitas vezes com particulas minerais de baixo valor
nutritivo. O MOP € constituido por vegetais mortos, ricos em lignina e celulose e
também pequenas quantidades de microinvertebrados vivos (algas, fungos e
bactérias)(BOISCHIO, 1992; YOSSA e ARAUJO-LIMA, 1998; FURUYA et al. 1999;
BOMFIMetal.2005).
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Os peixes do género Prochilodus sao encontrados nos sistemas hidroldgicos da
América do Sul, mais precisamente nas bacias dos rios Solimdes-Amazonas, Tocantins,
Sido Francisco, Parand-Paraguai e Uruguai (SIVASUNDAR et al. 2001). E conhecido
popularmente por curimba, curimbatd ou papa-terra, sendo classificado como peixe de
grande porte, atingindo 70 cm e chegando a pesar 8 kg (CEMIG/CETEC, 2000). Entre
0os peixes nativos, ¢ uma espécie que tem apresentado bom desempenho para a
piscicultura em virtude de seu rdpido crescimento em cultivo intensivo, alta rusticidade
para o manejo e alta fertilidade e fecundidade, estando entre as espécies de maior valor
econdmico, sendo aceito para o consumo humano no mercado nacional (BARBOSA,
1987; PAIXAO e HANCZX, 1989; CERDEIRA et al. 1997; FURUYA et al. 1999;
GALDIOLI et al. 2000; GALDIOLI et al. 2002).

Possui também grande importancia para a pesca comercial, artesanal e de
subsisténcia. Os ovos, larvas, alevinos e adultos atuam como alimento de muitas
espécies de peixes predadores e também para aves aqudticas. Este peixe também pode
ser utilizado para obtencdo de farinha de peixe e azeite para cosméticos
(CEMIG/CETEC, 2000).

No entanto, de acordo com Barbosa (1987) e Bomfim et al. (2005) a espécie tem
sido bastante afetada pela poluicdo dos rios e pelas construgdes de represas
hidrelétricas, com implica¢cdes negativas sobre a sua reproducdo e consequentemente, na
reducgdo dos estoques pesqueiros naturais.

O Prochilodus lineatus (Prochilodontidae) € um peixe teledsteo tropical
detritivoro encontrado na América do Sul e amplamente distribuido nos rios brasileiros,
sendo muito procurado para fins comerciais e de pesca de subsisténcia (JENSCH-
JUNIOR et al. 2006). Devido ao seu peculiar hdbito alimentar, o curimba estd sendo
tema de interesse de muitos estudos no que concerne a morfologia do seu tubo
digestivo, que contém algumas caracteristicas de peixes detritivoros, como a presenca
de estdbmago muscular, cecos piléricos com cerca de 3000 unidades e um longo e
enovelado intestino, que corresponde a 4,2 vezes o comprimento total do corpo
(NACHI et al. 1998).

Dentro da organizagdo sistemdtica animal o Prochilodus lineatus ocupa a
seguinte posicdo por CASTRO e VARI (2003):

Classe: Osteichthyes.

Ordem: Characiformes.

Familia:Prochilodontidae.
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Género: Prochilodus.
Espécie: P. lineatus (Valenciennes, 1837).

Nome popular: curimba, curimbatd, papa-terra (Figura 1).

4.2) Cascudo cinza (Pterygoplichthys anisitsi) (Eigenmann e Kennedy, 1903)

Algumas espécies da familia Loricariidae podem oferecer vantagens e inovacoes
para a piscicultura, como também contribuir na depuracdo de mananciais sujeitos a
poluicdo organica (GNERI e ANGELESCUS, 1951 citados por CAVALCANTI, 1994).
Sao espécies iliéfagas, que pertencem a biocenose bentdnica e atuam na fase de pré-
mineralizacio da matéria orginica presente no lodo, tornando-a mais facilmente
decomponivel pelos microorganismos e, em decorréncia, acelerando a reciclagem de
nutrientes. Além disso, apresenta grandes perspectivas a aqiiicultura, tanto pelo sabor de
sua carne, quanto pela féacil adaptacdo a ambientes lénticos (ANTONIUTI et al. 1985;
CRUZ, 2001).

Pterygoplichthys e outros membros dos Loricariideos sdo peixes de fundo com o
corpo deprimido dorsoventralmente, recoberto por grandes placas ésseas e uma boca
sugatdria ventral (ADRIAENS et al. 2009).

A boca permite adesdo com uma grande variedade de substratos, até mesmo em
dguas rapidas e em combinacdo com os dentes especializados, que consiste numa
adaptacdo para alimentacdo por raspagem ou esfoladura de substratos submersos. Os
itens alimentares tipicamente consumidos consistem em algas do perifiton, incluindo os
microorganismos associados e pequenos invertebrados, assim como os detritos e

sedimentos organicos (NICO e TAPHORN, 1994; BUCK e SAZIMA, 1995; YOSSA e

18



Tese Lilian Cristina Makino

ARAUJO-LIMA, 1998; DELARIVA e AGOSTINHO, 2001; NICO et al. 2009).
Substratos tipicos pastejados por Pterygoplichthys e outros loricariideos incluem rochas
submersas, rochedos, folhas e caules de plantas livres (BUCK e SAZIMA, 1995; NICO
et al.; 2009).

O Pterygoplichthys anisitsi, conhecido também como cascudo cinza é um
loricariideo de porte grande, com comprimento total e massa corpdrea alcangando,
aproximadamente, 50 cm e 900 g, respectivamente (WEBER, 1992; CRUZ, 2007). E
uma espécie com ocorréncia na América do Sul nas bacias do rios Médio e alto Parana,
do Paraguai e do Uruguai (WEBER, 1992; LANGEANI e ARA(IJO, 1993; CRUZ,
2007). O cascudo cinza € apreciado como alimento em algumas regidoes do pais e os
exemplares menores deste género sdo utilizados para fins ornamentais, conhecidos
como “limpa-vidros”, por se alimentarem do lodo que se acumula nas paredes do
aquario (CEMIG/CETEC, 2000). Por terem uma dieta detritivora (algas do perifiton e
detritos) possuem os intestinos muito longos e enovelados, otimizando a digestdo dos
alimentos (Cemig/Cetec, 2000), podendo chegar cerca de 15 vezes o comprimento do
corpo (NAKATANT et al. 2001).

Segundo Armbruster (2004) e Cruz (2007) o Pterygoplichthys anisitsi ocupa a
seguinte posi¢ao:

Classe: Osteichthyes.

Ordem: Siluriformes.

Familia: Loricariidae.

Género: Pterygoplichthys.

Espécie: P. anisitsi.

Nome popular: cascudo cinza.
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5. OBJETIVOS
5.1) Objetivo geral

O objetivo da presente pesquisa foi analisar a estrutura, ultraestrutura e
histoquimica do sistema digestério de uma importante espécie de peixe teledsteo
detritivoro-iliéfago tropical de dgua doce: o curimba (Prochilodus lineatus)
(Valenciennes, 1837). Com estudos adicionais sobre a microbiota intestinal do proprio
curimba e também do cascudo cinza (Pterygoplichthys anisitsi) (Eigenmann e Kennedy,
1903).
5.2) Objetivos especificos
I — Descrever os aspectos anatdmicos da boca e do trato digestério do Prochilodus
lineatus, envolvendo a identificacdo e a morfometria dos 6érgios constituintes.
IT — Analisar, por meio de estudos histoldgicos, histoquimicos e ultraestruturais de
varredura as diferencas morfoldgicas existentes ao longo do tubo digestivo e os tipos de
mucinas secretadas pelas células epiteliais produtoras de muco.
III — Verificar a diversidade da microbiota intestinal em condi¢des de cativeiro, por
meio da tipificacdo morfolégica das colonias e dos microorganismos pelo método de
Gram, contagem da populacdo microbiana intestinal total e também pelo uso da
microscopia de varredura na observagdo dos tipos e disposicdo dos microorganismos

sobre a mucosa intestinal do curimba e do cascudo cinza.

6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos das andlises morfométricas (comprimento dos componentes do
tubo digestivo), biométricas (peso e comprimento total) e das varidveis fisicas e
quimicas da dgua foram expressos sob a forma: média + desvio-padrdao, sendo
calculados pelo software SAS, versdo 9.0. Para os estudos de microbiologia, o
delineamento estatistico foi realizado em blocos casualizados, considerando-se como
tratamento as tré€s por¢des intestinais e como blocos, os dias das coletas. Os valores
obtidos nas contagens de bactérias intestinais totais foram submetidos a andlise de
variancia a um nivel de 5% de probabilidade. Nos casos onde houve diferencas

significativas, foi aplicado o teste de Tukey (a=5%).
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ARTIGO 1
Morfologia e histoquimica do aparelho digestorio de curimba (Prochilodus
lineatus) (Valenciennes, 1837) (Teleostei: Characidae)

RESUMO

A morfologia e a ultraestrutura do trato digestério do curimba, Prochilodus lineatus
foram investigadas. Adicionalmente foram estudadas as caracteristicas histoquimicas
das mucinas secretadas pelas células epiteliais produtoras de muco do tubo digestivo. O
trato digestério foi dividido em intestino cefdlico, intestino anterior, intestino médio e
intestino posterior, os quais foram constituidos por mucosa (camada epitelial),
submucosa, muscular e serosa. Células caliciformes foram observadas por toda a
extensdo do tubo intestinal. Glandulas géstricas tubulares e abundantes estiveram
presentes apenas no estomago glandular ou cérdico. Em microscopia eletronica de
varredura da mucosa deste 6rgdo foram observados orificios que corresponderam as
aberturas das glandulas gastricas. Ao longo do tubo digestivo foram detectadas a
presenca de mucinas neutras, dcidas ou ambas. No estdmago predominaram as mucinas
neutras. Os 6rgdos digestivos acessorios, tais como, figado, vesicula biliar e o pancreas
também foram estudados. O figado trilobado, apresentou coloragdo vermelho-
acastanhado, com os hepatdcitos arranjados em placas celulares duplas circundadas por
sinusdides. O pancreas apresentou-se distribuido difusamente entre os cecos pildricos,
alcas intestinais e também em algumas regides do figado, mostrando arranjo acinar
caracteristico. A vesicular biliar era alongada, constituida por mucosa, fibromuscular,

muscular e adventicia.

INTRODUCAO

Estudos histologicos e morfolégicos do trato digestério de peixes tem sido
reportados para numerosas espécies, atraindo a atengdo de varios pesquisadores, pela
diversidade de suas formas (Arellano et al. 1999; Pedini et al. 2001; Bicca et al. 20006;
Marchetti et al. 2006 e Cao e Wang, 2009). Em termos gerais, a constituicao histologica
basica € similar: a parede do tubo digestivo dos peixes € composta pelas camadas
mucosa, submucosa, muscular e serosa (Park et al. 2003; Diaz et al. 2006; Cao e Wang,
2009). Estudos prévios realizados mostraram que podem ocorrer algumas pequenas

diferengas na estrutura histoldgica entre os tratos digestorios dos peixes devido ao

habito alimentar, idade, alimentacdo, peso e forma do corpo (Boglione et al. 1992;
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Gordon e (Hecht, 2002). Juntamente com outras estruturas do trato digestorio, a
histoquimica das mucinas também tem sido bem estudada para diferentes espécies de
peixes (Pedini et al. 2001, Bosi et al. 2005 e Marchetti et al. 2006). Muitos autores tem
focado a atencdo na importancia das substincias mucosas presentes no sistema
digestorio dos peixes e as correlacionaram com a lubrificacdo, absor¢do e transporte de
macromoléculas, aumento da eficiéncia digestiva, prevencdo de danos proteoliticos ao
epitélio e defesas contra colonizacdes bacterianas nocivas (Arellano et al. 1999;
Radaelli et al. 2000 e Domeneghini et al. 2005). As caracterizacdes histoquimicas das
mucinas secretadas pelas células mucosas do trato digestorio dos peixes variam entre as
diferentes espécies, idades e regides do trato (Sarasquete et al. 2001).

A espécie Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837) € um peixe teledsteo
detritivoro nativo das regides sul e sudeste do Brasil que é muito procurado para fins
comerciais € de pesca de subsisténcia (Jensch-Junior et al. 2006). Apesar de ser uma
espécie de peixe cuja histologia digestiva tenha sido anteriormente estudada (Barbieri et
al. 1989 e Nachi et al. 1998) a proposicdo de estudos adicionais sobre o seu trato
digestorio continua sendo valida, pois neste trabalho, foram exploradas outras técnicas
de estudo, como microscopia eletronica de varredura das superficies mucosas dos
orgdos digestivos e a histoquimica das mucinas secretadas. Os principais objetivos deste
estudo foram os de estabelecer a estrutura anatdmica, histoldgica e ultraestrutural do
trato digestério juntamente com seus 0rgaos acessorios € também examinar a natureza
histoquimica das mucinas secretadas pelas células mucosas epiteliais do curimba com a
finalidade de fornecer informacdes relevantes sobre a fisiologia nutricional desta

espécie visando a defini¢do de um padrao alimentar com dietas artificiais.

MATERIAL E METODOS
Peixes

De maio a dezembro de 2008, exemplares adultos de P. lineatus oriundos do
Centro de Agqiiicultura da Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal — SP, Brasil
foram eutanasiados por prolongamento do plano anestésico em Benzocaina ® (Sigma) a
1% (1g/10 L de dgua). Os procedimentos de abertura da cavidade celomdtica e a
posterior excisdo dos componentes do trato digestério sé tiveram inicio a partir da
cessacdo dos batimentos operculares. O periodo de jejum foi de trés dias e os peixes
foram acondicionados em caixas de fibrocimento de 1000 L, providas com aeragdo

constanteefluxocontinuodedgua.
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Procedimentos anatomicos

Foram utilizados 25 exemplares adultos de P. lineatus com comprimento total
entre 37,80 = 2,11 cm e pesando entre 781 + 142 g. Apds a eutandsia dos peixes, por
meio da abertura da cavidade celomdtica, os componentes do trato digestério foram
fotografados com os 6rgaos “in situ”, depois excisados da mesma com dois cortes, um
mais cranial proximo a faringe e outro caudal, proximo ao orificio anal. As amostras,
depois de serem separadas por partes, dissecadas, identificadas, medidas e pesadas
foram fixadas em formol 10% durante 72 horas para posterior andlise detalhada. As
divisOes do trato gastrointestinal seguiram as orientagdes sugeridas por Bértin (1958) e
Nachi et al. (1998), que dividiram o trato digestorio dos peixes em intestino cefalico ou
extracelomdtico (boca e cavidade bucofaringeana), intestino anterior ou proximal
(esdfago ao estdmago), intestino médio (intestino propriamente dito) e intestino
posterior ou distal (reto e anus). As fotodocumentacOes foram feitas em camera
fotografica digital CANON, modelo EOS Rebel XT, 8.0 megapixels e objetiva
50x55mm.
Procedimentos histologicos e histoquimicos

Para os estudos histoldgicos e histoquimicos foram utilizados cinco exemplares
adultos de P. lineatus com comprimento total entre 40,0 = 2,05 cm e com massa
corpérea entre 986 + 206 g. Foram coletados fragmentos do esdéfago, estdmago
glandular, estdbmago cecal, estbmago muscular, intestino médio e intestino posterior
(reto e anus). Para os estudos microscOpicos as alcas intestinais foram separadas
usando-se o critério de observacdo macroscopica das pregas da parede interna destas,
ficando, portanto, o intestino médio dividido em dois segmentos, o proximal e o médio,
além da regidao dos cecos pildricos. Amostras do figado, vesicula biliar e ldbios
superiores e inferiores dos peixes também foram obtidas. Os 6rgdos foram fixados em
solucdo de Bouin por 72 horas, lavados com élcool 70% e processados normalmente na
rotina histolégica, incluidos em Histosec® (Merck), cortados com espessura de 5,0um,
montados em laminas histoldgicas e corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e
Tricromico de Masson (TM) (Tolosa et al. 2003). Os 6rgdos digestivos tubulares
(esdfago, estdmago e intestinos) além dos corantes de rotina, foram submetidos a
reacdes histoquimicas com Acido Periédico de Schiff-Hematoxilina (PAS-
Hematoxilina) para evidenciagdo de compostos glicoconjugados e mucinas neutras
(Bancroft e Cook, 1984; Murray et al. 1996); Azul de Alcian (AB)-Eosina com pH 1.0 e

pH 2.5 para deteccao de mucinas acidas sulfatadas e de mucinas 4cidas carboxiladas e
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Azul de Alcian-Acido Periédico de Schiff [AB(pH2.5)-PAS], como uma contraprova,
para sinalizacdo da presenca tanto de mucinas neutras quanto de mucinas acidas (Lev e
Spicer, 1964; Marchetti et al. 2006).

As laminas histolégicas foram fotodocumentadas em fotomicroscopio
AXIOSKOP-ZEISS acoplado a camera video digital LEICA DM 2500, modelo DSC
280, software Qwin 3.

Microscopia Eletronica de Varredura

Para os estudos ultraestruturais da boca (labios e dentes) e da superficie mucosa
dos segmentos tubulares do tubo digestivo e da vesicula biliar, foram utilizados dois
exemplares adultos de P. lineatus medindo e pesando, respectivamente entre 39,9 + 0,65
cm e 923 + 59 g. Ap6s a eutandsia dos peixes e da excisdo do trato digestério da
cavidade celomdtica, os componentes tubulares foram dissecados, identificados,
fragmentados em vdérias amostras e fixados em solu¢cdo de Karnovsky modificada
(paraformaldeido 8% + glutaraldeido 25%) por 48 horas. Apos este periodo, as amostras
foram lavadas em tampao fosfato de sédio 0,IM pH 7.4, pés fixadas em tetréxido de
6smio 1%, lavadas novamente em tampao, desidratadas em concentracdes de séries
crescentes de etanol e submetidas ao secador de ponto critico BAL-TEC com CO,
(di6xido de carbono) liquido, montadas em suportes de cobre, metalizadas com ouro no
aparelho DENTON VACUM DESK II e eletronmicrografadas em microscépio JEOL-
JSM 5410.

RESULTADOS
Anatomia macroscopica
Intestino cefalico ou extracelomatico (aparelho bucal)

A boca de P. lineatus é do tipo terminal situada na porcao anterior da cabeca. Os
labios apresentaram-se protrateis, bastante desenvolvidos, com a presenca de inimeras
papilas gustativas e quando fechados ocultavam completamente os dentes, os quais
foram numerosos e pequenos, dispondo-se préximos a sua borda. Aparentemente estes
denticulos ndo apresentaram inser¢cdo Ossea, estando fixos nos ldbios. Os dentes
apresentaram-se alongados, quadrangulares e sem cuspides ou bifurcacdes. Notou-se
também a presenca de numerosas papilas gustativas fixas nos ldbios e nas bordas
labiais. As papilas gustativas labiais foram do tipo fungiforme. A lingua localizou-se no
assoalho bucal como uma estrutura pequena, enrijecida, de coloragcdo esbranquicada e

com pouca mobilidade (Figura 1: A e B).
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Trato digestorio

O trato digestorio de P. lineatus “in situ” apresentou-se de uma forma muito
caracteristica. As alcas intestinais enroladas sobre si mesmas dispuseram-se em espirais
duplas ligadas por peritdénio e gordura, formando uma bolsa fechada dorsalmente em
toda a sua extensao (Figura 1C). O esdfago era um tubo curto, que se seguiu a cavidade
bucofaringeana e localizou-se na cavidade desta bolsa. Apenas pode ser visto,
emergindo caudalmente do tecido adiposo e peritonio, o fino segmento retal dirigindo-
se ao anus (Figura 1D). Essa formacgdo sacular ou bolsa mostrou-se com formato
fusiforme, achatada litero-lateralmente e caudalmente afilada (Figura 1E). Somente
apdés a excisdo do trato e o desenrolamento das alcas intestinais € que os demais
componentes tubulares puderam ser devidamente visualizados (Figura 1F).

Dependendo da fase de maturacio sexual do espécime, as gonadas preencheram
ou ndo grande parte da cavidade celomatica, pois no auge do desenvolvimento gonadal,
especialmente nas fémeas, ocuparam os dois tercos latero-laterais. O terco cranial da
cavidade foi praticamente todo ocupado pelo trato digestério e seus 6rgaos acessorios,

projetando-se caudalmente em direcd@o ao orificio anal.
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Figura 1. A. Boca de P. lineatus. Posicdo terminal na por¢do anterior da cabega. L.abios superiores e inferiores
(ponta de seta) e lingua (estrela). B. Boca de P. lineatus a fresco. Observar a valva oral superior (¥), a lingua
(estrela) e os dentes dispostos nas bordas labiais (“insert” no canto superior direito). C. Vista lateral esquerda
da cavidade celomdtica de P. lineatus. Bolsa formada pelos 6rgdos do trato gastrointestinal (TGI) envoltos por

gordura visceral e figado (F). D. Sem a gordura visceral, o TGI, as algas intestinais, o figado (F) e a gbnada
(G).
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Intestino anterior ou proximal (es6fago e estomago)
Esofago

Macroscopicamente o esdfago apresentou-se como um tubo curto, medindo
entre 0,72 + 0,09 cm, com a mucosa provida de pequenas pregas longitudinais e
paralelas entre si. Nao foi encontrado esfincter no limite entre o esdfago e estdmago,
contudo existe uma discreta constri¢cdo e diferenciacdo de cor e transparéncia, entre o
esofago e o estdbmago glandular (Figura 2A).

Estomago

Anatomicamente, o estdbmago € do tipo fundico em “U”, com as regides cardica
e pilorica alongadas e a fiindica curta e arredondada.

Portanto, ao es6fago seguiu-se, no sentido cranio-caudal, a primeira por¢ao do
estdmago, que é uma estrutura tubular denominada de estdbmago cardico, glandular ou
quimico. Este segmento apresentou medidas de 3,7 + 0,6 cm de extensdo. Seguindo-se
ao tubo descendente encontrou-se na regido da flexura gastrica, uma dilatagdo
arredondada denominada estomago fuindico ou cecal, que mediu 1,2 + 0,3 cm de
comprimento por 1,2 £ 0,4 cm de largura. A parede mostrou-se mais espessa que o
segmento precedente e apresentou uma constricdo de separacdo deste e também outra
constricao na transi¢cdo com o segmento seguinte. Na seqiiéncia, encontrou-se o ultimo
segmento do estdmago. Este segmento constituiu-se no estdomago pilérico, muscular ou
mecanico apresentando medidas de 5,1 £ 0,4 cm de extensdo (Figura 2A). Terminou
desembocando na primeira por¢@o do intestino por meio de uma constricdo morfoldgica,
o esfincter pildrico.

Internamente o estdmago cdrdico ou glandular apresentou pregas longitudinais
na mucosa, continuas com as esofédgicas. No estdmago fundico ou cecal, as pregas da
mucosa foram transversais e pouco numerosas. A parede muscular do estomago pilérico
ou muscular era extremamente desenvolvida, atuando como uma moela na maceragao
do bolo alimentar. As pregas da mucosa nesta regido apresentaram-se longitudinais, de
numero reduzido, aproximadamente quatro, espessas e altas, reduzindo bastante a luz do
orgao.

Intestino

Apresentou-se intensamente enovelado, ocupando praticamente toda a cavidade
celomadtica, com as alcas dispostas em circuito duplo e encurvadas sobre si mesmas,
cujas medidas, apds o desenrolamento foram 82,0 + 9.4 cm de comprimento total,

excetuando-se a regido pildrica, que foi medida separadamente (Figura 2B). A
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observagcdao macroscopica da parede interna das algas intestinais mostrou a presenca de
pregas retilineas, dispostas caracteristicamente nos varios segmentos: no inicial
mostraram-se curtas, no segmento médio obliquas e no final longitudinais e mais
longas, assemelhando-se a formacdes valvulares, sugerindo um possivel direcionamento
de fluxo do contetido intestinal.

Intestino médio (intestino propriamente dito)

Cecos Piloricos

Foi a primeira porc¢do intestinal, que se iniciou logo apds a constricdo
morfologica do estbmago muscular. Macroscopicamente, caracterizou-se por mostrar
uma luz alargada e a parede interna repleta de orificios de abertura dos cecos ou
apéndices pildéricos. O conjunto de cecos piléricos constituiu-se numa formacao
ovalada, compacta, composta por finos fios que sd@o pequenas estruturas tubulares de
fundo cego com dimensdes 3,9 + 0,5 cm de extensdo, localizada dorsal e cranialmente
na bolsa formada pelas alcas intestinais. No terco inicial desta estrutura verificou-se em
todos os peixes analisados a chegada do ducto colédoco partindo da vesicula biliar.
Segmento intestinal proximal

Compreendeu o segmento que ocupou aproximadamente 50% (£ 41,0cm) do
comprimento total do intestino. Notou-se que ao exame da mucosa deste segmento
intestinal, as vilosidades foram curtas e retilineas.

Segmento intestinal médio

Correspondeu ao segmento que ocupou aproximadamente 35% do comprimento
total do intestino (+ 29,0cm). Neste segmento, as vilosidades na mucosa apresentaram-
se um pouco mais alongadas e obliquas.

Intestino posterior ou distal (reto e anus)

Correspondeu ao segmento que representou aproximadamente 15% do
comprimento total do intestino (x 12,0cm). Macroscopicamente, as pregas da mucosa
do reto e anus foram tipicas e diferentes daquelas observadas nos segmentos anteriores,
sendo as pregas mais longas e orientadas longitudinalmente, como a formar vélvulas,

para direcionar o fluxo intestinal.
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Figura 2. A. Vista do trato digestdrio superior de P. lineatus, mostrando a delimitagdo do estdmago com
suas respectivas regides. ES: esofago; EC: estomago cardico; EF: estomago findico; EP: estdmago
pilérico. B. Vista geral do trato digestério, com delimitagdo das dreas intestinais. F: figado; CP: cecos
piléricos; VB: vesicula biliar (seta); EP: estdmago pildrico; EF: estdmago findico; IM-SP: intestino médio-
segmento proximal (linhas inteiras); IM-SM: intestino médio-segmento médio (linhas pontilhadas) e IP:
intestino posterior (linhas tracejadas).
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Orgios digestivos acessérios (figado, pancreas e vesicula biliar)
Figado

Macroscopicamente, o figado localizou-se dorsalmente a bolsa formada pelas
alcas intestinais na regido cranial da cavidade corporal, caudalmente ao coragdo e
posterior as branquias. Caracterizou-se por ser um Orgdo maci¢o, com coloragdo
vermelho-acastanhado no animal in vivo devido a sua alta vascularizagdo, com
consisténcia firme e composto por trés lobos, sendo que o lobo mais alongado
apresentou em sua face ventral a impressdo da vesicula biliar, o lobo médio esteve na
posicdo central, sendo menor e o terceiro lobo, no corpo do animal esteve voltado para o
antimero direito, estando estes normalmente aderidos as outras estruturas do trato
digestorio, tais como os intestinos e a vesicula biliar (Figura 3A).
Vesicula Biliar

Anatomicamente localizou-se na regido cranial da cavidade celomatica, no
sentido dorso-longitudinal a bolsa formada pelas al¢as intestinais e ventralmente ao lobo
hepético esquerdo, deixando nele sua impressdo. Apresentou-se como uma estrutura
fusiforme alongada oca, com fundo cego, paredes delgadas e translicidas e com bile
esverdeada, espessa € mucosa em seu interior. O ducto colédoco cuja funcio € a de
transportar a bile produzida pelo figado até o intestino delgado desembocou na altura da
regido pildrica, onde estdo os cecos piloricos (Figura 3: B e C).
Pancreas

O tecido pancredtico exdcrino foi encontrado distribuido difusamente no tecido
conjuntivo frouxo entre os cecos pildricos, no tecido adiposo mesentérico e também no
figado, préximo aos ramos da artéria hepdtica e veia central. A por¢dao enddcrina foi

mais encontrada no tecido pancredtico distribuido entre os cecos pildricos.
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Figura 3. A. Vista ventral do figado de P. lineatus evidenciando os trés lobos constituintes. E: lobo
hepatico esquerdo com a impressdo da vesicula biliar (estrela); M: lobo hepatico médio em posi¢ao central
no corpo do animal e D: lobo hepdtico direito. B. Vista lateral da vesicula biliar. C. Ducto colédoco (ponta
de seta) partindo da extremidade superior da vesicula biliar e desembocando no ter¢o médio da regido dos
cecos piléricos. VB: vesicula biliar; F: figado e CP: cecos pildricos.
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Histologia e microscopia eletronica de varredura do trato digestoério
Aparelho bucal

Ao microscépico de luz os ldbios mostraram-se revestidos por epitélio
estratificado pavimentoso nao queratinizado, apresentando botdes gustativos em toda a
sua extensdo e sustentado por tecido conjuntivo denso rico em fibras coldgenas (Figura
4A). Os dentes se encontraram inseridos mais internamente a mucosa labial,
caracterizando-se por se apresentarem como estruturas alongadas imersas em uma trama
de tecido conjuntivo denso nao modelado (Figura 4B).

Em microscopia eletronica de varredura foram observados maiores detalhes
sobre os dentes e dos botOes gustativos associados a eles e as bordas labiais. Os dentes
se apresentaram como placas alongadas, com a superficie lisa, sem ctspides aparentes e
inseridas na parte interna das bordas labiais superiores e inferiores, estando cercadas

pelas muitas papilas gustativas, estruturas arredondadas que abrigavam em sua

superficie, elementos que constituiram os botdes gustativos (Figura 4: C, D, E e F).
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Figura 4. A. Corte de labio inferior de P. lineatus. Revestimento de epitélio estratificado pavimentoso (EEP)
e lamina prépria de tecido conjuntivo denso (TCD). BG: botdo gustativo, TM. B. Corte da borda labial
interna inferior evidenciando os dentes (D) inseridos numa matriz de natureza conjuntiva. TCF: tecido
conjuntivo frouxo e TCD: tecido conjuntivo denso, TM. C. MEV do Idbio inferior mostrando
panoramicamente os dentes (D) quadrangulares e ordenadamente arranjados e as papilas gustativas (*) que
os cercam. D. Detalhes dos dentes (D), que ndo apresentaram formacgdo de cuspides e também de duas
papilas gustativas alojando na superficie os botdes gustativos (linhas). E e F. Vista de um botdo gustativo
(BG) em F, uma visao mais detalhada da mesma estrutura.



Tese Lilian Cristina Makino

Sob o exame em microscopia de luz a estrutura histoldgica bdsica do tubo
digestivo esteve constituida por quatro camadas, que no sentido da luz do 6gdo para a
periferia foram: mucosa, submucosa, muscular e serosa ou adventicia.

Esofago

Ao corte transversal, o esdfago mostrou-se constituido por quatro camadas:
mucosa, submucosa, muscular e adventicia. A camada mucosa apresentou-se pregueada,
revestida por um epitélio estratificado pavimentoso, com células cilindricas claras
secretoras de muco entremeadas entre as células epiteliais, lamina prépria de tecido
conjuntivo denso com glandulas tubulo-globosas claras multicelulares, compostas por
células cuboidais. Logo abaixo da lamina prépria estava a muscularis mucosae. A
submucosa formou-se por tecido conjuntivo frouxo, rica em células adiposas e vasos
sanguineos. Na camada muscular constatou-se a presenca do tecido muscular estriado
esquelético, formado por feixes de fibras transversais (internamente) e longitudinais
(externamente). A camada adventicia compOs-se por tecido conjuntivo frouxo com
vasos e nervos (Figura 5A).

O exame da mucosa esofdgica sob microscopia eletronica de varredura revelou
formacoes tortuosas formando figuras em relevo, indicando a presenga de uma espessa
camada de muco, que foi secretado pelas glandulas mucosas presentes na lamina propria
(Figura 5B).

Estomago
Regiao cardica

Ao corte transversal, o estdbmago cardico apresentou a mucosa bem
desenvolvida, com pregas altas e arredondadas, com fossetas rasas e revestidas por
epitélio simples cilindrico. A 1amina prépria constituida por tecido conjuntivo frouxo
esteve ocupada por glandulas tubulares multicelulares, as glandulas gastricas, com
presenca abundante de células oxintopépticas (Figura 5C). Logo abaixo da lamina
prépria, notou-se a presenca da muscularis mucosae. A submucosa foi constituida por
tecido conjuntivo frouxo bastante vascularizado. A camada muscular no terco superior
da regido cardica foi composta por fibras musculares estriadas esqueléticas, também
dispostas em trés camadas, sendo a primeira longitudinal, a segunda circular,
intermedidria e mais espessa e a terceira, longitudinal, mais delgada - acompanhando o
padrao da muscular esofdgica - quando entdo foram gradativamente substituidas por
tecido muscular liso. A camada muscular lisa, ao corte transversal apresentou fibras

cortadas em sentido transversal (internas e externas), bem como em corte longitudinal

47



Tese Lilian Cristina Makino

(intermedidrias). A camada serosa compos-se por tecido conjuntivo frouxo, com vasos
sanguineos, nervos e revestimento epitelial simples pavimentoso.

A microscopia eletronica de varredura da superficie mucosa da regido estomacal
cardica mostrou uma superficie irregular, com a presenca de uma camada de muco
protetor, juntamente com varios orificios com didmetros variados que constituiram as
aberturas das glandulas gastricas (Figura 5D).

Regiao findica

O estdmago fuindico apresentou a mucosa bastante pregueada, com as criptas ou
fossetas gdstricas dispostas regularmente por toda a mucosa desta regido estomacal,
diferenciando-se em numero, tamanho e profundidade sendo também revestidas por
epitélio simples cilindrico e sem glandulas na lamina prépria. Os limites entre a lamina
prépria e a submucosa se mostraram imprecisos, ndo sendo possivel a observacdo da
muscularis mucosae. A camada muscular lisa apresentou-se bastante desenvolvida, com
a camada circular ocupando quase toda a sua espessura. Abundante quantidade de
tecido conjuntivo frouxo separou as fibras musculares, caracterizando peculiarmente
esta regido (Figura 5E). A camada serosa formada por tecido conjuntivo frouxo e
epitélio simples pavimentoso era bastante vascularizada.

Regiao pilérica

O estdmago pildrico apresentou caracteristicas particulares, pois a mucosa desta
regido era muito espessa, mostrando pregas longas e finas, revestidas por epitélio
simples cilindrico que sofrem evaginacdes formando criptas profundas. As células
epiteliais cilindricas claras secretoras de muco sdo altas e delgadas e uma grossa camada
de muco cobria a superficie luminal. Nao ha ocorréncia de glandulas géstricas no
estdbmago pilérico, tampouco a muscularis mucosae foi observada. A submucosa
constituiu-se por tecido conjuntivo denso, com muitas fibras coldgenas. A camada
muscular formada por fibras musculares lisas mostrou-se bastante espessa, o que
caracterizou este segmento estomacal. De modo geral, a parede do estdbmago muscular
foi composta por fibras musculares lisas cortadas longitudinalmente, ficando bem juntas
na porcao externa do 6rgao (Figura S5F). A serosa apresentou-se formada por tecido
conjuntivo frouxo muito rico em vasos sanguineos e revestida por epitélio simples

pavimentoso.
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Figura 5. A. Seccio transversal do eso6fago do P. lineatus. Camada mucosa revestida por epitélio simples
cilindrico (ESC), glandulas claras (G), camada submucosa (SM) e a camada muscular constituida por
musculo estriado esquelético (MEE), HE. B. MEV da mucosa esofdgica evidenciando o muco (setas)
secretado pelas glandulas claras da lamina prépria. C. Sec¢@o transversal da regido cardica do estdmago.
Camada mucosa (M) revestida por epitélio simples cilindrico com a ldmina prépria ocupada por glandulas
gdstricas tubulares (GG), a submucosa (SM) e a camada muscular lisa (ML). O “insert” destaca a presenca
de células oxintopépticas (pontas de seta), HE. D. MEV da mucosa da regido cardica do estdmago
destacando-se as aberturas das glandulas gastricas (setas). E. Seccdo transversal da regido fundica do
estdmago. Camada mucosa revestida por epitélio simples cilindrico (ESC), a lamina prépria sem
glandulas, a camada submucosa (SM) e a camada muscular lisa (ML) bastante desenvolvida, HE. F.
Secgdo transversal do estdmago muscular (regido pilérica) evidenciando a camada mucosa (M), com suas
pregas longas e finas e epitélio simples cilindrico com uma camada de muco (setas), a submucosa (SM)
delgada e a camada muscular lisa (ML) bastante desenvolvida, TM.
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Intestino

Ao microscopico de luz, este 6rgdo constituiu-se pelas seguintes camadas:
mucosa, submucosa, muscular e serosa. Variagdes morfoldgicas ocorreram de acordo
com os segmentos analisados.

Cecos Piléricos

No exame microscépico de luz a regido dos cecos pildricos apresentou a mucosa
pregueada, sendo revestida por epitélio simples cilindrico, poucas células caliciformes e
agregados linféides na submucosa. Ndo houve separacdo nitida entre mucosa e
submucosa. A camada muscular lisa apresentou-se formada por fibras com orientagdao
longitudinal internamente e transversal externamente. Plexos nervosos foram
observados entre os feixes musculares. A ultima camada é a serosa, constituida por
tecido conjuntivo frouxo, com vasos sanguineos e epitélio simples pavimentoso (Figura
6A).

Sob a andlise em microscopia eletronica de varredura foram reveladas nas
imagens obtidas durante a observacdo da regido dos cecos piléricos uma superficie
irregular, com a presenca de aberturas que conduzirdo para outros cecos e de estruturas
hexagonais, que sdo os limites das células de revestimento cujo formato € poliédrico
ocupadas por microvilosidades, que estdo relacionadas com as funcdes de absorcao de
nutrientes (Figura 6B).

Segmento intestinal proximal

A mucosa apresentou as vilosidades tipicas, revestida por epitélio simples
cilindrico, com borda estriada, células caliciformes intercaladas com as células epiteliais
e agregados linféides na lamina prépria. A submucosa mostrou-se bem desenvolvida,
composta por tecido conjuntivo frouxo sem glandulas, rico em vasos sanguineos e
linfaticos. Foi também notada a presenca de linfécitos dispersos nesta camada. A
camada muscular lisa apresentou feixes longitudinais internamente e transversais
externamente. Entre os feixes musculares foram encontrados plexos nervosos e tecido
conjuntivo. Externamente este conjunto apresentou-se envolvido pela camada serosa
(Figura 6C).

As andlises de superficie realizadas na mucosa com o uso da microscopia
eletronica de varredura evidenciaram, além das vilosidades tipicas do intestino, orificios
indicativos da liberacdo de muco a partir das células caliciformes encontradas ao longo

da mucosa do todo o trato intestinal e também a presenga de microvilosidades, que na
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microscopia de luz foram denominadas como borda estriada ou orla em escova (Figura
6D).
Segmento intestinal médio

Na mucosa, as pregas eram longas, projetando-se em direcdo a luz e com
ramificagdes proximas a submucosa. O revestimento epitelial foi do tipo simples
cilindrico, com orla em escova, células caliciformes e abundantemente infiltradas por
células linfocitdrias, que se concentraram na regido basal das células epiteliais, sendo
também encontradas na submucosa. A submucosa constituiu-se por uma trama de tecido
conjuntivo frouxo, com vasos sanguineos e nervos. A camada muscular, formada por
fibras de tecido muscular liso visceral apresentou fibras internas em corte longitudinal e
externas em corte transversal. Plexos nervosos foram vistos entre os feixes musculares.
A camada serosa apresentou-se composta por tecido conjuntivo frouxo, com vasos,
nervos e epitélio simples pavimentoso (Figura 6E).

A observagdo da mucosa desta regido intestinal em microscopia de varredura
detectou a presenca de microvilosidades, relacionadas com os processos absortivos de
nutrientes e também a existéncia de orificios que representaram a abertura das células
caliciformes, indicando a liberacdo do muco por elas produzido (Figura 6F).

Intestino posterior ou distal (reto e anus)

Tanto as mucosas retais e anais, apresentaram-se bastante pregueadas, com
pregas longas que se projetavam em direcdo a luz, diminuindo o seu tamanho,
revestidas por epitélio simples cilindrico, com células caliciformes e uma grande
quantidade de linfécitos na regido basal da mucosa. A submucosa mostrou-se
constituida por tecido conjuntivo frouxo com muitos linfécitos e outras células
leucocitarias e bastante vascularizado, especialmente na regido anal ou parte distal do
reto. A camada muscular retal mostrou-se, de modo geral, mais delgada do que aquela
dos segmentos intestinais anteriores. Entretanto, o corte transversal da regido anal,
evidenciou uma tinica muscular mais espessa do que as outras porcdes. Fibras
musculares lisas em corte longitudinal foram vistas internamente, fibras em corte
transversal externamente e entre elas, plexos nervosos. A camada serosa constituiu-se
por uma delgada camada de tecido conjuntivo frouxo, revestida por epitélio simples
pavimentoso (Figura 6G).

A andlise da mucosa do intestino posterior ou distal sob microscopia de
varredura evidenciou as microvilosidades e estruturas murais peculiares, na forma de

orificios que demonstraram a libera¢do de muco pelas células caliciformes (Figura 6H).
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Figura 6. A. Secc¢io transversal de um ceco pilérico de P. lineatus. M: mucosa; SM: submucosa rica em
agregados linféides e ML: camada muscular lisa. P: 4acinos pancreaticos. No “insert”: detalhes do
revestimento epitelial simples cilindrico (pontas de seta), TM. B. MEV da regido dos cecos piléricos
mostrando as aberturas (setas) de outros cecos e também as microvilosidades (MV). C. Secc¢do transversal
do segmento proximal do intestino médio, com a presenca de numerosas células caliciformes (pontas de
seta). M: camada mucosa; SM: camada submucosa e ML: camada muscular lisa, TM. D. MEV da mucosa do
intestino médio (segmento intestinal proximal) mostrando a liberacdo de muco pela célula caliciforme (seta).
E. Sec¢do transversal do intestino médio (segmento intestinal médio) mostrando as pregas da camada
mucosa (M), a presenca de infiltrados linfocitarios (L) na lamina prépria e de células caliciformes (pontas de
seta). SM: camada submucosa, TM. F. MEV da mucosa do intestino médio (segmento intestinal médio)
mostrando as microvilosidades (MV) e os poros remanescentes da liberacdo de muco pelas células
caliciformes (setas). G. Seccdo transversal do intestino posterior ou distal. M: camada mucosa (epitélio
simples cilindrico) com células caliciformes (pontas de seta); SM: camada submucosa; VS: vasos
sanguineos; ML: camada muscular lisa e S: camada serosa, HE. H. MEV da mucosa do intestino posterior
ou distal mostrando as microvilosidades (MV), os poros deixados pela liberacio de muco pelas células
caliciformes (setas) e a visualizagdo de muco sendo liberado pela célula caliciforme (*).
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Orgios digestivos acessérios (figado, pancreas e vesicula biliar)
Figado

Externamente o figado mostrou-se envolvido por uma cdpsula de tecido
conjuntivo denso. No parénquima, as células hepdticas apresentaram-se como placas
celulares cordonais circundadas por sinusdides, com centros de melanomacréfagos
proximos aos vasos sanguineos (Figura 7A). Em dareas dispersas dos fragmentos
hepaticos analisados foi encontrado tecido pancredtico exdcrino intrahepatico, com
arranjo glandular acinar caracteristico (Figura 7B).

Os hepatocitos sdo células arredondadas com citoplasma claro com granulacdes
finas, mostrando um nucleo esferoidal, cariter tintorial basofilico, situado na por¢ao
centro basal da célula e com limites nitidos. No parénquima hepatico de P. lineatus
também foi notada a presenca dos Centros de Melanomacréfagos (CMM), localizados
nas areas periféricas dos vasos sanguineos e formados por células que acumulam
diferentes materiais em seu interior, os quais podem estar relacionados com o estado
nutricional dos peixes.

Pancreas

As células pancredticas exOcrinas se mostraram organizadas em 4cinos
caracteristicos e apresentaram granulos citoplasmaticos em seu interior, localizados na
regido apical. O citoplasma apresentou-se baséfilo na regido basal e na regido apical
concentraram-se os granulos citoplasméticos de zimogénio. O nicleo era acidéfilo e
encontrou-se localizado na regido basal da célula (Figura 7C).

Vesicula Biliar

Histologicamente mostrou-se formada pelas camadas mucosa (delgada)
constituida por epitélio de revestimento simples ctbico, com a presenca de estereocilios,
apoiado em uma lamina prépria de tecido conjuntivo frouxo, uma camada fibromuscular
composta por tecido conjuntivo e mdusculo liso, vasos sanguineos e os feixes de
musculatura lisa da camada muscular. Externamente a camada adventicia apresentou-se
formada por tecido conjuntivo denso e vasos sanguineos (Figura 7D).

A ultraestrutura de varredura da mucosa da vesicula biliar apresentou formagdes
murais poliédricas, que consistiram em imagens das superficie das células poliédricas de
revestimento providas com as microvilosidades existentes no epitélio de revestimento

deste 6rgdo (Figura 7E).
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Figura 7. A. Aspecto geral do parénquima hepatico de P. lineatus mostrando a disposicao dos hepatdcitos (H)
em placas celulares duplas circundadas por capilares sinuséides (S). VS: vaso sanguineo de grande calibre;
CMM: centros de melanomacréfagos, HE. B. Tecido pancredtico exdcrino intrahepdatico (P) distribuido ao
redor de um vaso sanguineo (VS), tendo ao lado um destacdvel centro de melanomacréfago (CMM). F: figado,
HE. C. Tecido pancredtico exdcrino. Arranjo acinar caracteristico (pontas de seta). Ducto pancredtico
(circulo). No “insert” estdo destacados os acinos pancreaticos com as finas granula¢des citoplasmaticas
visiveis e no canto inferior direito, o ducto pancredtico. VS: vasos sanguineos, HE. D. Sec¢do transversal da
vesicula biliar mostrando suas camadas histolégicas. M: mucosa revestida por epitélio simples ctibico com a
presenca de estereocilios (setas); FM: camada fibromuscular; ML: camada muscular lisa e S: camada serosa,
HE. E. MEV da mucosa da vesicula biliar, destacando-se a presenca de microvilosidades (MV).
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Histoquimica de mucinas do trato digestorio
As caracteristicas das mucinas secretadas pelas células mucosas epiteliais do
trato digestorio de P. lineatus foram sumarizadas na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicao das reacdes de mucinas secretadas em vérias regioes.

Regioes
Técnicas ES EG EC EM Cp IM1 IM2 [IP Marcacoes
PAS +++ 4+ +++ +++ -+t v
AB (1.0) +++ - - + N R = = S S S A
AB (2.5) +++ - - + S = = S = = A
AB(2.5)-PAS  +++  ++ +++ +++ +++ +++ +++ VPe AP

PAS: Acido Periddico de Schiff; AB: Alcian Blue; ES: esdfago; EG: estomago glandular; EC: estobmago
cecal; EM: estdmago muscular; CP: cecos piléricos; IM 1: intestino médio-segmento proximal (“duodeno
e jejuno”); IM 2: Intestino médio-segmento médio (“’ileo”); IP: intestino posterior (“reto e anus”). Cores:
V=vermelho; A= azul; VP= vermelho ptrpura; AP= azul purpura. Intensidade: (-) sem coloragdo
observada; (+) pobremente corado; (+) baixo; (++) médio; (+++) alto.

No esodfago, as glandulas claras tubulosas encontradas na lamina prépria da
camada mucosa apresentaram reacoes positivas para o PAS, AB pH 1.0 e 2.5 e também
para o AB (pH 2.5)-PAS, indicando a presenca tanto de mucinas neutras quanto de
mucinas 4cidas sulfatadas e carboxiladas, respectivamente e também mucinas mistas
(Figura 8: A, B e C).

As células epiteliais mucosas do estobmago glandular (cardico) e cecal (findico)
mostraram-se reativas apenas ao PAS, especialmente a regido cecal, que se corou
intensamente em vermelho, indicando nestas regides estomacais a presenca
predominante de mucinas neutras. No estbmago muscular ou pilérico foram marcadas
células epiteliais mucosas fortemente marcadas em PAS e medianamente com AB pH

1.0e 2.5 (Figura 8: D, E e F).
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Figura 8. A, B e C. Esofago (glandulas mucosas). Reagdo PAS positiva para mucinas neutras (ponta de seta).
Canto superior direito: “insert” mostrando maiores detalhes. B. Reacdo AB pH1.0 positiva (estrela) indicando
a presenca de mucinas acidas sulfatadas. C. Reagdo positiva para AB pH2.5 (*) demonstrando a presenca de
mucinas acidas carboxiladas. D, E e F. Marcacdo PAS positiva para as células epiteliais produtoras de muco
no estdmago glandular ou cérdico (D), estdmago cecal ou ftindico (E) e no estdmago muscular ou pilérico (F).

No intestino, em todos os segmentos analisados, as células caliciformes
produtoras de muco apresentaram marcacdo positiva para todas as técnicas
histoquimicas utilizadas, demonstrando haver no intestino a existéncia de mucinas
neutras e 4cidas, tanto carboxiladas quanto sulfatadas. Nos cecos pildricos a marcagao
com AB pH 1.0 foi mais acentuada do que com o pH 2.5, indicando secre¢dao
predominante de mucinas 4cidas sulfatadas (Figura 9: A e B). Por todo o restante do

tubo intestinal, as marca¢des com AB pH 1.0 e 2.5 e com o PAS foram notdveis (Figura

9:C,D,EeF).
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Figura 9. A. Células caliciformes de um ceco pilérico mostrando marcagdo PAS positiva (linhas), indicando a
secre¢do de mucinas neutras. B. Ceco pildrico mostrando células caliciformes com marcagdo positiva para AB
pH 1.0 (setas) sinalizando presen¢a de mucinas 4cidas sulfatadas. C e D. Intestino médio (segmento intestinal
proximal). Em C ocorrem células caliciformes fortemente marcadas com AB pH 1.0 (pontas de seta). Em D ha
células caliciformes PAS positivas (¥). E e F. Intestino médio (segmento intestinal médio). Em E foram
marcadas células caliciformes positivas para AB pH 1.0 (estrelas) e em F células caliciformes apresentaram
marcagdo positiva para o PAS.
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As células epiteliais produtoras de muco do es6fago e estdmago, juntamente
com as células caliciformes do intestino que tiveram marcagdo positiva com a técnica
AB (pH 2.5) — PAS foram classificadas em trés tipos. O Tipo I que se corou em
vermelho secretou mucinas neutras. O Tipo II que assumiu a coloragdo vermelho
purpura secretou mucinas mistas, mais neutras do que dcidas. O Tipo III que se marcou
em azul purpura secretou outras mucinas mistas, mais acidas do que neutras. Um grande
numero de células Tipo I, que secretaram mucinas neutras foi detectado no estdbmago
glandular (cardico) e no estdomago cecal (findico). As células Tipo II foram
predominantes no es6fago e no estdbmago muscular (pildrico) conferindo as células
epiteliais uma cor vermelho pdrpura, mostrando secrecio de mucinas mistas, com o
predominio das neutras. O Tipo celular III foi encontrado nos cecos pildricos e no
intestino médio, com secre¢do de mucinas mistas, predominando as mucinas 4cidas.

Houve também aquelas células caliciformes que se classificaram entre os Tipos I
e III que foram aquelas das partes finais do intestino, indicando tanto a presenga de

mucinas neutras e dcidas separadamente (Figura 10: A, B, C, D, Ee F).
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Figura 10. A. Estdmago glandular ou cardico mostrando células Tipo I (*), AB(pH 2.5)-PAS positivas, cor
vermelha - presenca de mucinas neutras. B. Estomago muscular ou pildrico, sugerindo células do Tipo 1I
(setas), AB(pH 2.5)-PAS positivas, cor vermelho - purpura indicando presenca de mucinas mistas, mais
neutras do que 4cidas. C. Ceco pildrico exibindo células Tipo III (ponta de seta), AB(pH 2.5)-PAS positivas,
cor azul-purpura, mostrando a presenca de mucinas mistas, mais acidas do que neutras. Em D, no intestino
médio (segmento intestinal proximal) foram também detectadas células Tipo III (estrelas). E. Intestino
médio (segmento intestinal proximal) e F. Intestino posterior (reto), apresentando células Tipo I (vermelhas
— linhas em E e setas em F) e Tipo III (azul-pirpura — setas pontilhadas em E e linhas pontilhadas em F),
AB(pH 2.5)-PAS positivas demonstrando a presenga de mucinas mistas coexistindo separadamente.
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DISCUSSAO

A posicdo da boca nos peixes pode ser dorsal, terminal, semiventral e ventral
(Nikolsky, 1963). A posicdo, a forma e o tamanho da boca estdo fortemente
relacionados ao habito alimentar dos peixes (Keast e Webb, 1966; Rodrigues e Menin,
2006a). A forma e a posi¢ao da boca podem influenciar quantitativa e qualitativamente
o alimento ingerido (Hyatt, 1979). O Prochilodus lineatus apresentou boca em posi¢do
terminal localizada na por¢do anterior da cabeca e quando aberta formava um disco
suctorio. Esta formacao discoidal da boca quando aberta, deve-se a movimentacio dos
pré-maxilares, que ndo sdo protriteis em relagdo ao osso etmoidal (Angelescu e Gneri,
1949; Moraes et al. 1997).

Os labios que sao elementos primdrios na procura do alimento, podem assumir
diferentes formas nos Teleostei (Kapoor et al. 1975; Rodrigues e Menin, 2006b) e as
estruturas relacionadas a eles apresentam adaptacOes a natureza do alimento e aos
habitos alimentares (Agrawal e Mittal, 1992). As espécies carnivoras geralmente
apresentam labios delgados e aderidos as respectivas maxilas (Menin e Mimura, 1991;
Rodrigues e Menin, 2006a). No P. lineatus os labios apresentaram-se protrateis,
bastante desenvolvidos, contando com a presenca de inimeras papilas gustativas do tipo
fungiforme e também com pequenos e numerosos dentes inseridos. Estes denticulos ndo
apresentaram insercdo Ossea, estando fixos aos ldbios, com formato quadrangular,
desprovidos de cuspides ou bifurcacdes, ao contrdrio do encontrado para espécies
carnivoras predadoras, cujos dentes sdo caninos e pontiagudos (Al-Hussaini, 1947).
Para Oliveros e Occhi (1972) e Fugi e Hahn (1991), os dentes quando auxiliados pelos
movimentos de retracdo e protragdo dos ldbios, t€tm como fungdo raspar a pelicula
superior dos sedimentos e do perifiton. Com relacdo as papilas gustativas, Fishelson et
al. (2004) afirmaram que elas geralmente abrigam botdes gustativos dos Tipos I e II,
cujas origens nao sdo neurais, e sim advindas de modificagdes epiteliais. Hara et al.
(1993) utilizaram a microscopia eletronica de varredura (MEV) para revelar o nimero e
a localizacdo dos botdes gustativos na cavidade oral dos peixes. No presente estudo, a
MEV também foi utilizada para a demonstracdo da morfologia dos botdes gustativos
contidos nas papilas labiais.

A lingua do P. lineatus localizou-se no assoalho bucal, apresentando-se como
uma estrutura pequena, enrijecida, de coloracio esbranquicada e com pouca mobilidade.
Tais informagdes corroboram com o que afirmou Bértin (1958) sobre a lingua dos

peixes ser a mais primitiva dentre os vertebrados, desprovida de musculatura prépria e
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incapaz de movimentos amplos, com sua restrita mobilidade dependendo das estruturas
esqueléticas adjacentes.

Segundo Bértin (1958) o esdfago nos teledsteos apresenta-se como um tubo
curto, largo e retilineo, provido de grande elasticidade, adaptado aos vérios regimes
alimentares e que liga a cavidade bucofaringeana ao estdmago. Contudo, o es6fago do
P. lineatus apesar de ter se apresentado como um tubo curto e retilineo, ele ndo era
largo, possuindo um pequeno didmetro. O aspecto das pregas internas da mucosa
esofagiana, que foram longitudinais e paralelas entre si também seguiu os mesmos
padrdes para Leporinus macrocephalus (Rodrigues et al. 2008) e para Steindachnerina
notonota (Silva et al. 2005). A diferenciacdo de cor e transparéncia na transi¢ao eséfago
e estdbmago também foi observada por Silva et al. (2005).

Chaves e Vazzoler (1984) verificaram em Semaprochilodus insignis que o
esOfago apresentou duas regides microscopicamente distintas: a anterior, revestida por
epitélio estratificado pavimentoso e a posterior, por epitélio cilindrico simples. Contudo,
no presente estudo, tipo epitelial predominante foi o estratificado pavimentoso, a
exemplo do que ocorreu em Oreochromis niloticus (Morrison e Wright, 1999), em S.
notonota (Silva et al. 2005) e em Pimelodus maculatus (Santos et al. 2007). O epitélio
do tipo estratificado pavimentoso atua como uma importante camada protetora contra
agressdoes mecanicas e invasdo bacteriana (Humbert et al. 1984; Santos et al. 2007).
Ainda em relacdo a camada mucosa do esdfago de P. lineatus relataram-se na lamina
propria a presenca de glandulas tubulo-globosas claras multicelulares compostas por
células cuboidais e entre as células epiteliais de revestimento, c€lulas mucosas
cilindricas claras. Segundo Godinho et al. (1970) e Galvao et al. (1997) estas células
secretam o muco protetor, que facilita a passagem do alimento apds a degluticdo.
Scocco et al. (1998) afirmou que a secrecdo de muco e a variedade de glicoproteinas
encontradas é uma caracteristica particular do es6fago dos peixes, e tal fato pode estar
conectado a auséncia de glandulas salivares.

O comportamento histoquimico das glandulas mucosas e das células epiteliais
mucossecretoras da mucosa do esdfago do P. lineatus mostrou reagdes fortemente
positivas ao PAS e ao AB pH 1.0 e pH 2.5, sendo mais pronunciada neste ultimo,
indicando a produg¢do tanto de mucinas neutras quanto de mucinas acidas. Este tipo de
marcacgdo ocorreu nas glandulas mucosas e nas células epiteliais produtoras de muco em
Anguilla Anguilla L. (Domeneghini et al. 2005), Cynoscion guatucupa (Diaz et al.
2008) e em Pelteobagrus fulvidraco (Cao e Wang, 2009). A presenca marcante das
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mucinas neutras no esdfago sugere uma possivel cooperacao na digestdo enzimatica do
alimento e na sua transformacio no quimo (Murray et al. 1996), embora a primeira
funcdo do esdfago seja a conducdo do alimento até o estdmago. Entretanto, esta
significativa marcagdo de mucinas neutras nas glandulas mucosas e células epiteliais
mucossecretoras do esofago de P. lineatus também indica a possibilidade de digestdao
pré-gastrica. O fendmeno de que o esofago pode ter outras funcdes foi apontado para
outras espécies (Galvao et al. 1997; Diaz et al. 2003).

Godinho et al. (1970) afirmou que o estdbmago dos peixes apresenta intimeras
variacOes morfoldgicas e estruturais que sdo adaptacdes ao tipo de alimentagdo, sendo
que uma destas adaptacdes € o formato, que nos ili6fagos apresenta-se como uma
moela, sem glandulas, destinada a trituracdo. Na presente pesquisa o estdmago do P.
lineatus foi anatomicamente caracterizado seguindo a sugestdo de Suyehiro (1942) e
Moraes et al. (1997), os quais afirmaram que o estdmago do espécime em estudo € do
tipo fundico em “U”, com as regides cérdica e pildrica alongadas e a findica curta e
arredondada. J4 Fugi e Hahn (1991) descreveram que o estdmago deste peixe era
composto por duas por¢des distintas e sobrepostas, de forma retilinea, unidas por uma
curvatura, dividindo as por¢cdes em cdrdica e pilorica.

Internamente a mucosa da regido glandular ou cardica do estbmago apresentou
pregas longitudinais. Na regido cecal ou fundica, as pregas se tornaram transversais e
pouco numerosas. Ja na regido pildrica ou estbmago muscular, as pregas mostraram-se
espessas, longitudinais e altas com a parede bastante desenvolvida. Levando-se em
consideragdo as caracteristicas anatomicas, como o padrdo das pregas da mucosa, as
regides cardica e cecal sdo responsdveis pela recepcdo e armazenamento do alimento,
enquanto que a regido pildrica é responsdvel pelo esvaziamento géstrico, conforme
relatado por Menin e Mimura (1993a); Menin e Mimura (1993b); Rodrigues et al.
(2008) para outras espécies de peixes. A presenca do esfincter pilérico no estdmago
muscular do P. lineatus possui a funcdo de impedir o refluxo do alimento do intestino
para o estdmago, conforme descrito para outras espécies (Rodrigues et al. 2008).

Histologicamente todas as regides do estomago do P. lineatus apresentaram a
camada mucosa revestida por epitélio cilindrico simples secretor de muco. Diaz et al.
(2003) também mencionou estes tipos celulares na mucosa estomacal de Engraulis
anchoita. As criptas ou fossetas géstricas estiveram dispostas regularmente por toda a

mucosa estomacal, diferenciando-se em nimero, tamanho e profundidade, dependendo
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da regido considerada. Foram rasas na regido cardica, intermedidrias na regido ftindica e
profundas na regido pildrica.

Segundo Domeneghini et al. (1998) a maioria dos teledsteos apresenta as
glandulas géastricas nas regides cardica e fundica. Na presente pesquisa as glandulas
gdstricas foram detectadas apenas na lamina prépria da regido cardica estando ausentes
nas demais regioes. No Trycomycterus brasiliensis, as glandulas gastricas estdo
presentes em todas as regides do estdbmago, em menor nimero nha regido pildrica
(Oliveira-Ribeiro e Fanta, 2000; Albrecht et al. 2001). Estas glandulas foram
constituidas por células chamadas de oxintopépticas, produtoras de acido cloridrico e
também enzimas as quais se abrem nas criptas das pregas da mucosa (Bicca et al. 2006;
Garcia-Hernandez et al. 2001).

A muscularis mucosae foi identificada apenas na regido cdrdica, estando
ausentes nas outras. Para Angelescu e Gneri (1949) e Moraes et al. (1997) este fato €
compensado pela presenga na regido cardica de uma terceira faixa muscular longitudinal
e pelo suporte das faixas circulares nas regides findica e pildrica.

A regido pildrica do estdmago de P. lineatus possui uma faixa muscular circular
muito desenvolvida e uma mucosa muito espessa, caracterizando um estdmago tipo
“moela”, sendo comumente encontrada em peixes detritivoros e perifitivoros (Kapoor et
al. 1975; Fugi e Hahn, 1991). A musculatura da regido pilérica possui a fungcdo de
facilitar o esvaziamento géstrico e a expulsdo do alimento para o intestino anterior
(Santos et al. 2007).

O muco secretado pelas células epiteliais mucosas do estdmago glandular
(regido cérdica) e cecal (regido flindica) do P. lineatus apresentou marcacao fortemente
positiva apenas para o PAS, merecendo destaque a regido cecal, que se corou
intensamente em vermelho. A regido pildrica além da intensa marcacdo em PAS,
apresentou também relativa positividade ao AB pH 1.0 e 2.5. Tais resultados
corroboram com os descritos por Domeneghini et al. (2005) para Anguilla Anguilla no
qual as células epiteliais mucosas do estbmago foram fortemente reativas ao PAS e
discretamente ao AB pH 2.5 e também no Pelteobagrus fulvidraco (Cao e Wang, 2009).
De acordo com Zdravko et al. (2005) as mucinas neutras favorecem o transporte e a
absor¢do de macromoléculas na membrana plasmética, apresentando também efeito
tamponante para a acidez do contetido estomacal. Além disso, segundo Murray et al.
(1996) elas também atuam na func¢des absortivas de glicidios e dcidos graxos. Portanto,

tais informagdes, inferem que o estomago do P. lineatus pode mostrar um grande
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potencial de digestdo e absor¢do. A comparacdo da composi¢io das glicoproteinas nos
teledsteos revela uma ampla variagdo entre as espécies (Ostos-Garrido et al. 1993; Diaz
et al. 2008). Como exemplo cita-se que o comportamento histoquimico do epitélio
secretorio do estdomago de Solea solea € nao reativo (Veggetti et al. 1999).

Seixas-Filho et al. (2000) relataram que a estrutura anatdmica € a origem dos
cecos pildricos dos peixes Teleostei sdo Unicas no reino animal, pois outros grupos de
vertebrados, como as aves e os mamiferos possuem apéndices intestinais vindos do
intestino grosso. No P. lineatus o conjunto de cecos pildricos constituiu-se numa
formacdo ovalada, compacta, composta por finos fios que sdo pequenas estruturas
tubulares de fundo cego. O numero de cecos pildricos varia muito entre as espécies.
Angelescu e Gneri (1949) contaram para esta espécie algo em torno de 3000 unidades.
Seixas-Filho et al. (2000) contaram em Leporinus macrocephalus cerca de 8 a 13 cecos.
Segundo Kapoor et al. (1975) e Nachi et al. (1998) esta variacio em nimero e tamanho
pode estar relacionada aos hdbitos alimentares. Entretanto, peixes carnivoros tendem a
ter numerosos cecos pildricos enquanto que os herbivoros possuem niimero reduzido ou
até auséncia destas estruturas (Buddington e Diamond, 1987; Seixas-Filho et al. 2000).
Segundo Fugi e Hahn (1991) a funcdo destas estruturas ainda € polémica, pois para
Angelescu e Gneri (1949) para P. platensis tais estruturas sdo secretoras, tendo um
papel no processo digestivo enquanto que Bowen (1983) preconiza que atuem na
assimilacdo poés-gastrica ou ainda que eles simplesmente aumentem a superficie de
absor¢do (Buddington e Diamond, 1987; Seixas-Filho et al. 2000).

Histologicamente, os cecos piléricos compuseram-se de uma camada mucosa
pregueada, revestida por epitélio simples cilindrico, com poucas células caliciformes
entremeadas entre as células epiteliais e agregados linféides na submucosa, sem
separacdo nitida entre mucosa e submucosa. Esta constitui¢do histolégica € a que se
encontra na maioria dos teledsteos que os apresentam (Murray et al. 1996; Pedini et al.
2001; Silva et al. 2005). As mucinas secretadas pelas células caliciformes dos cecos
piléricos tiveram marcacdo fortemente positiva para o PAS e para o AB pH 1.0,
indicando a presenca de mucinas neutras e 4cidas sulfatadas. Este padrao também foi
encontrado nos cecos pildricos de Steindachnerina notonota (Silva et al. 2005), de
Onchorhynchus mykiss (Marchetti et al. 2006).

O trato intestinal dos teledsteos apresenta numerosas variacdes especificas, em
especial no que se refere a estrutura anatdmica e ao comprimento (Bértin, 1958;

Nikolsky, 1963). O intestino do P. lineatus apresentou-se intensamente enovelado,
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ocupando praticamente toda a cavidade celomdtica, com as alcas dispostas em circuito
duplo, unidas por tecido adiposo, sendo relativamente longo. O padrdo de dobramento
das al¢as aumenta de complexidade a partir de um arranjo aproximadamente retilineo
nos carnivoros até assumir configuracao altamente enovelada, como nos comedores de
lodo (Moraes et al. 1997; Silva et al. 2005). Internamente, a mucosa intestinal do P.
lineatus apresentou um padrdo variado de pregas ao longo do seu comprimento. Fugi e
Hahn (1991) afirmaram que a presenga e a padronagem destas pregas provavelmente
amplia a superficie de absor¢do dos alimentos.

Histologicamente, o intestino do P. lineatus apresentou constitui¢cdo bastante
semelhante a descrita para varias espécies de teledsteos, composta pelas camadas
mucosa, submucosa, muscular e serosa (Diaz et al. 2006; Cao e Wang, 2009). A camada
mucosa apresentou revestimento epitelial simples cilindrico entremeado com numerosas
células caliciformes. As células caliciformes secretam muco para lubrificar e proteger a
mucosa intestinal contra agentes danosos fisicos e quimicos e ataques de
microorganismos (Pajak e Danguy, 1993; Marchetti et al. 2006). Ao longo do intestino
foram observadas mudancas no padrao das pregas da mucosa, que foram circulares na
por¢do inicial, depois ramificadas e alongadas na por¢do média e no intestino posterior,
apresentaram-se muito mais ramificadas e longas. Segundo Moraes et al. (1997) o
padrdo das pregas da mucosa intestinal estdo relacionadas com a fungdo de absorcao de
nutrientes, pois aumentam a drea, compensando o baixo valor nutritivo do alimento
ingerido. Seixas-Filho et al. (2000) consideraram que quanto mais baixo o valor
nutritivo do alimento ingerido, mais elaboradas sdo as pregas intestinais.

No trato intestinal de P. lineatus em todas as regides analisadas, as células
caliciformes produtoras de muco tiveram marcacao positiva para PAS e AB pH 1.0 e
2.5, demonstrando a preseng¢a de mucinas neutras e 4cidas sulfatadas e carboxiladas,
respectivamente. Este padrao de diferenciacdo histoquimica difere daquele que foi
observado para o Pelteobagrus fulvidraco (Cao e Wang, 2009) no qual o intestino
anterior apresentou marcagdo positiva apenas para mucinas neutras € as mucinas acidas
estiveram mais intensamente presentes no intestino posterior. Segundo Marchetti et al.
(2006) as mucinas neutras sdao reputadas as funcdes de cooperacdo na digestdo
enzimdtica do alimento e converté-lo no quimo, assim como auxiliar nas funcdes
absortivas. J4 as mucinas 4cidas contribuem para uma funcdo protetora contra
microorganismos potencialmente patogénicos além de atuar como uma barreira fisica

entre a mucosa e os agentes ambientais (Arellano et al. 1999).
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Prochilodus lineatus apresenta os Orgdos digestivos acessorios dispostos na
regido cranial da cavidade celomaética, circundando o estdbmago e as alc¢as intestinais.

O figado nesta espécie apresentou trés lobos assimétricos, com coloracao
vermelho-acastanhado no animal in vivo e de consisténcia firme. O lobo esquerdo que
esteve voltado para o antimero esquerdo no corpo do animal abrigou em sua regido
ventral a impressdo da vesicula biliar, o lobo médio, ocupou a posi¢do central e o lobo
direito, o menor deles, esteve voltado para o antimero direito. A morfologia hepética
varia de acordo com as espécies, pois em Trichomycterus brasiliensis (Oliveira-Ribeiro
e Fanta, 2000) ndo ha lobos presentes e em Oreochromis niloticus o figado € bilobado
(Vicentini et al. 2005). Segundo Lemes e Braccini (2004) o figado € responsavel por
importantes fun¢des metabdlicas, sendo a maior glandula que se molda de acordo com o
espaco na cavidade peritoneal.

A estrutura histolégica do figado do P. lineatus, no qual os hepatdcitos se
arranjaram em placas celulares cordonais circundadas por capilares sinusdides foi
semelhante a encontrada para outros teledsteos (Bruslé e Anadén, 1996; Lemes e
Braccini, 2004; Vicentini et al. 2005). No parénquima hepatico, ndo foram identificadas
as lobulagdes hepaticas completas, ndo sendo observadas triades hepaticas verdadeiras
como ocorre nos mamiferos. O parénquima hepatico foi constituido por duas placas
celulares circundadas por sinuséides (Bruslé e Anadon, 1996; Vicentini et al. 2005).
Tais informagdes corroboraram com as consideracdes feitas por Diaz et al. (1999) para
o Cynoscion guatucupa e também por Lemes e Braccini (2004) para o Hoplias
malabaricus. No parénquima hepdtico, em dreas proximas aos grandes vasos foram
visualizados acumulos isolados de células formando centros de melanomacréfagos
(CMMs). Sobre estas estruturas Diaz et al. (1999) relataram que a composi¢do quimica
dos granulos contidos nestas estruturas seria de lipofucsinas, substincias cerdides e
principalmente melanina.

A vesicula biliar em P. lineatus localizou-se na regido cranial da cavidade
celomatica, estendendo-se no sentido dorso-longitudinal a bolsa formada pelas alcas
intestinais e ventralmente ao lobo hepdtico esquerdo. Apresentou como um saco de
formato fusiforme alongado, oco e com paredes delgadas e translicidas. A vesicula
biliar de Oreochromis niloticus era de forma arredondada (Vicentini et al. 2005)
enquanto que em Hoplias malabaricus apresentou formato saculiforme que envolvia

totalmente 0 estdmago (Lemes e Braccini, 2004).
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Histologicamente, a vesicula biliar constituiu-se por uma camada mucosa
revestida por epitélio cubico simples e estereocilios, lamina propria de tecido
conjuntivo, uma camada fibromuscular e externamente a serosa. Esta constituicdo foi
semelhante a descrita por Fange e Groove (1979) e Lemes e Braccini (2004).

De acordo com Lemes e Braccini (2004) o pancreas é um orgdo de dificil
visualizacdo, sendo encontrado em diversos locais entre os Orgdos da cavidade
celomdtica. No P. lineatus o tecido pancredtico exdcrino foi encontrado distribuido
difusamente no tecido conjuntivo frouxo entre os cecos pildricos, no tecido adiposo
mesentérico e também no figado, proximo aos ramos da artéria hepdtica e veia central.
A organizagdo histoldgica do pancreas exdcrino foi semelhante ao encontrado para os

outros teledsteos (Oliveira-Ribeiro e Fanta, 2000.).

CONCLUSOES

O trato digestorio do Prochilodus lineatus foi descrito como caracteristico dos
peixes com hdbito alimentar detritivoro-iliéfago. A boca mostrou-se adaptada para o
trabalho de suc¢do e raspagem do perifiton. O estomago foi classificado como do tipo
“moela” e exibiu um estrato muscular liso bastante desenvolvido, o trato intestinal se
mostrou longo e enovelado, apresentou um complexo padrdo de pregueamento da
mucosa, que se mostrou revestida por epitélio cilindrico simples com orla em escova,
cuja funcdo € aumentar a superficie absortiva. Em MEV as microvilosidades presentes
na mucosa desta regido ficaram bastante evidentes.

A mucosa intestinal, além das células epiteliais de revestimento apresentou
inimeras células caliciformes produtoras de muco, cujas marcacdes histoquimicas
foram positivas para a producdo de mucinas neutras, mucinas dcidas sulfatadas e
carboxiladas e também outras misturas de mucinas neutras e acidas.

O figado apresentou-se trilobado e ocupou grande parte da regido cranial da
cavidade celomadtica. O pancreas esteve distribuido difusamente entre os cecos pildricos
e também no parénquima hepdtico, proximo aos grandes vasos € no intersticio entre os

lobos. A vesicula biliar mostrou-se alongada.
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ARTIGO 2
Diversidade da microbiota intestinal do curimba (Prochilodus lineatus) (Teleostei:
Characidae) e do cascudo cinza (Pterygoplichthys anisitsi) (Siluriformes:
Loricariidae)

RESUMO

Todos os animais vivem em intima associacado com microorganismos que desempenham
importantes fungdes em seu desenvolvimento normal. Em geral, nos vertebrados a mais
populosa e complexa comunidade de microorganismos reside no trato intestinal. O
objetivo da presente pesquisa foi quantificar e verificar a composicdo da populagdo
microbiana nos tratos intestinais de duas espécies de peixes de dgua doce, o curimba
(Prochilodus lineatus) e o cascudo cinza (Pterygoplichthys anisitsi). As amostras foram
coletadas a partir de raspagens da mucosa intestinal, diluidas seriadamente até 107,
semeadas em placas no dgar soja tripticaseina (TSA) e no dgar chocolate (AC) para
contagem de bactérias totais e identificagdo morfolégica por Gram, em aerobiose € em
anaerobiose facultativa, respectivamente. Na contagem de bactérias totais foram
encontrados resultados que variaram entre 10° e 10 ufc.mL”. Os morfotipos
encontrados independentemente das condi¢des de incubacdo foram cocos gram
positivos, leveduras e bastonetes gram negativos e positivos. A microbiota gram
negativa foi predominante. Estudos adicionais sobre os padrdes de colonizagdo
microbiana e a morfologia dos microorganismos aderidos a mucosa intestinal foram
possiveis com a utilizacdo da microscopia eletronica de varredura, encontrando-se
formas variadas de microorganismos, desde leveduras, formas cocdides e bacilares

flageladas e ndo flageladas.

1. INTRODUCAO

Os peixes possuem uma microbiota intestinal especifica que consiste em
bactérias aerdbias, anaerdbias facultativas e anaerdbias obrigatérias, podendo sua
composi¢do variar com a idade, estado nutricional e condigdes ambientais (Cahill, 1990;
Ringo et al. 2003; Silva et al. 2005).

A microbiota residente confere muitos beneficios para a fisiologia intestinal do
hospedeiro sendo, portanto, um exemplo real de relacao simbidntica (Hooper e Gordon,
2001). Alguns destes beneficios incluem o metabolismo dos nutrientes e de substratos

organicos e a contribui¢do para o fendmeno da resisténcia a colonizagado. Esta ultima € a
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capacidade da comunidade bacteriana do trato gastrointestinal de resistir a invasdo do
hospedeiro por microorganismos estranhos (Van der Waaj et al. 1971; Berg, 1996;
Bauer et al. 2000).

As trés principais funcdes da microbiota intestinal sdo: 1) resisténcia a
colonizagdo por agentes patogénicos; 2) contribuicdo nutricional pela producdo de
substncias que aperfeicoam a digestdo dos nutrientes e 3) imunomodulacdo do
hospedeiro (MacFarland, 2000). A primeira fun¢do da microbiota intestinal seria a de
proporcionar maior resisténcia contra microorganismos patogénicos, por meio de varios
mecanismos de supressdo de patdgenos, incluindo a competi¢do por nutrientes e sitios
de adesdo e ainda a producdo de componentes toxicos, tais como dcidos organicos,
sulfeto de hidrogénio (H,S), bacteriocinas e substancias que simulam antibiéticos (Berg,
1996).

O Prochilodus lineatus (Prochilodontidae) € um peixe teledsteo tropical
detritivoro encontrado na América do Sul e amplamente distribuido nos rios brasileiros,
sendo muito procurado para fins comerciais e de pesca de subsisténcia (Jensch-Junior et
al. 2006), enquanto que o Pterygoplichthys anisitsi (P. anisitsi), também conhecido por
cascudo cinza é um loricariideo, com ocorréncia na América do Sul nas bacias do médio
e alto Rio Parand e nos rios Paraguai e Uruguai (Weber, 1992; Langeani e Araujo,
1993).

Nos hébitos alimentares e na morfologia intestinal, os proquilodontideos e os
loricariideos sdo peixes detritivoros-iliéfagos com um longo e enovelado intestino
(Nachi et al. 1998; Langeani e Aratijo, 1993; Yossa e Aradjo-Lima, 1998), apresentando
grandes perspectivas para a aquicultura.

Embora a microbiologia do trato intestinal de peixes marinhos e de dgua doce
tenha sido anteriormente investigada por varios pesquisadores, tais como, Cahill (1990);
Ringo et al. (1995); Ringo e Birkbeck (1999); Ringo et al. (2001); Ramirez e Dixon
(2003); Olsen et al. (2005); Al-Harbi e Uddin (2005); Silva et al. (2005); Bates et al.
(2006); Martin-Antonio et al.(2007); Balcazar et al. (2008), ndo ha na literatura relatos
de estudos sobre a composi¢cdo microbiana intestinal do curimba (P. lineatus) e nem
para o cascudo cinza (P. anisitsi) provenientes de viveiros.

A proposta do presente estudo foi avaliar e quantificar a diversidade da
microbiota intestinal autoctone destas duas espécies de peixes sob condicdes de criagdo
e adicionalmente estudar os padrdes de colonizacdo microbiana e a morfologia dos

microorganismos com o uso da microscopia eletronica de varredura.
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2. MATERIAL E METODOS

No periodo de Janeiro a Abril de 2009 foram capturados 11 exemplares adultos
de P. lineatus com comprimento total (CT) variando entre 39,8 + 1,42 cm e peso (P)
com valores entre 1,007 + 0,11 Kg e 11 espécimes adultos de P. anisitsi com CT de
36,1 + 4,07 cm e P entre 0,350 + 0,12 Kg, provenientes dos viveiros do Centro de
Aquicultura da Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal-SP, Brasil. Apds a captura,
os peixes foram mantidos em jejum alimentar por 24 horas em tanques de alvenaria de
1000 L, providos com aerag@o constante e abastecimento continuo de 4gua. As andlises
microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia Aplicada a
Zootecnia do Departamento de Patologia Veterinaria da Universidade Estadual Paulista,
Jaboticabal-SP, Brasil.

Os dados concernentes as condi¢des ambientais dos tanques foram aferidos nas
datas das coletas. A temperatura da dgua, oxigénio dissolvido e saturagdo de oxigénio
foram medidos em oximetro digital YSI 550A, enquanto que o pH e a condutividade no
condutivimetro digital multipardmetro YSI 63. A alcalinidade total e a concentragdo de
amonia foram obtidas pelo método de Goltermann et al. (1978).

Os peixes foram eutanasiados por prolongamento do plano anestésico e o trato
digestorio removido assepticamente por meio de uma incisdo longitudinal na cavidade
celomatica. O trato intestinal foi separado dos demais componentes do tubo digestivo e
individualizado em trés diferentes porcdes: inicial, média e final. A delimitacdo das
porcdes intestinais foi baseada na localizacdo anatdmica topogrifica do segmento
intestinal, presenca ou ndo de digesta ou material fecal e pelo aspecto morfoldgico das
pregas da mucosa intestinal, seguindo a metodologia de Bértin (1958). As porc¢des
intestinais foram abertas assepticamente e quando necessario, enxaguadas com solugdo
salina fisioldgica estéril.

Para o cultivo microbiano foram realizadas raspagens das mucosas das
diferentes porcdes intestinais com swabs estéreis, que foram acondicionados em tubos
de ensaio contendo solugdo salina fisioldgica, sendo entdo submetidas a diluicdes
seriadas na mesma solucio até 10, Aliquotas de 1 mL de cada dilui¢io das amostras
foram semeadas “pour plate” em duplicata.

Para o crescimento microbiano foram utilizados dois meios de cultura, a saber:
agar soja tripticaseina (TSA — Tryptic Soy Agar — Merck®, Darmstadt, Alemanha) para

incubagio aerébia e o dgar chocolate (NA — Nutriente Agar — Himedia®, Mumbai,
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India) acrescido com 7% de sangue ovino e aquecido em banho-maria durante
aproximadamente 15 minutos, para incubacdo em anaerobiose facultativa.

As placas semeadas com dgar chocolate foram acondicionadas em jarras de
anaerobiose em atmosfera modificada constituida por: 10% de didéxido de carbono
(COy), 80% de nitrogénio (N) e 10% de oxigénio (O;) e incubadas por no minimo 48
horas em estufa a 25° C. As placas semeadas em meio de TSA foram incubadas
aerobicamente sob as mesmas condic¢des, por no minimo 24 horas.

A leitura das placas foi realizada por meio de contagem das colOnias e
determinacdo das ufe.mL (unidades formadoras de coldnias) pela média aritmética das
duplicatas. Na quantificacdo foram consideradas somente as placas que apresentaram
entre 30 e 300 ufc. Os dados obtidos foram posteriormente analisados pelo programa
estatistico SAS (Statistic Analysis System) versdao 9.1. O delineamento estatistico foi
realizado em blocos casualizados, considerando-se como tratamento as trés porcoes
intestinais € como blocos, os dias das coletas. Os valores obtidos da contagem de
bactérias intestinais totais foram submetidos a anélise de varidncia a um nivel de 5% de
probabilidade. Nos casos onde houve diferenca significativa, foi aplicado o teste de
Tukey (0=5%).

Foram selecionadas duas placas de cada diluicdo, sendo que em cada placa
foram escolhidas ao acaso e individualizadas 30 coldnias de diferentes morfotipos para
identificacdo de Gram e também para que uma estimativa sobre os tipos morfolégicos
de microorganismos pudesse ser realizada por por¢ao intestinal analisada. Para exprimir
os resultados foram feitos cédlculos das freqiiéncias absolutas e relativas da ocorréncia de
cada tipo morfoldgico.

Para a andlise morfolégica da microbiota intestinal fazendo-se o uso da
microscopia eletronica de varredura, dois peixes adultos de cada espécie foram
submetidos a jejum alimentar durante 24 horas e eutanasiados por prolongamento do
plano anestésico.

O tubo digestivo foi retirado e o trato intestinal separado dos demais
componentes. Os intestinos foram individualizados nas trés diferentes porgdes: inicial,
média e final, seguindo-se as mesmas orientacdes da parte microbioldgica. Fragmentos
de cada por¢ao foram coletados, fixados em Karnovsky modificado (paraformaldeido
8% + glutaraldeido 25%) por 48 horas, lavados em tampao fosfato de sodio a 0,1M pH
7,4, pos fixados em solugdo aquosa de tetroxido de 6smio a 1%, lavadas novamente em

tampao e desidratadas em série crescente de etanol. As amostras foram entdao
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submetidas ao secador de ponto critico com CO; liquido (BAL-TEC), montadas em
suportes de cobre, metalizadas com ouro (DENTON VACUM DESK II) e

eletronmicrografadas em microscépio JEOL — JSM 5410.

3. RESULTADOS
Varidveis hidrologicas fisicas e quimicas

As varidveis hidroldgicas fisicas e quimicas avaliadas para o monitoramento da
qualidade da 4dgua dos tanques de permanéncia dos peixes durante o periodo de jejum
nas amostragens foram: temperatura e oxigénio dissolvido em oximetro digital YSI®
550 A, pH e condutividade em condutivimetro digital multiparametro YSI® 63,
alcalinidade total e amonia por metodologia de Goltermann et al. (1978). Os valores
obtidos foram respectivamente: 22.19 + 1.88 °C, 8.09 + 0.55 mg/L, 8.55 £ 0.24, 171 %
22.01 pS, 138.2 £20.04 mg/L e 94.35 + 38.00 pg/L.
Dados microbiolégicos quantitativos

Os resultados quantitativos da contagem da popula¢do microbiana intestinal total
das trés diferentes porcdes intestinais estudadas para o curimba (P. lineatus) e para o
cascudo cinza (P. anisitsi) foram da ordem de 10° e 10* ufc.g'l. Os dados concernentes a
contagem de bactérias intestinais totais obtidos para o curimba e para o cascudo cinza

estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Contagem de bactérias totais aerébias (TSA) e anaerdbias facultativas (AC) em
ufc.mL-' para ImL dos raspados de cada porgéo intestinal analisada para o curimba (P. lineatus)

e para o cascudo cinza (P. anisitsi).

Espécie Meio Contagem Porcao
(ufc.mL™) intestinal
P. lineatus Inicial (1)* Média (2)* Final (3)*

TSA  ufcmL’  10,940,19x10°C  11,47+0,18x10°®  12,40+0,86x10°*

AC ufc.mL’ 9,46+0,57x10°C  9.84+0,50x10°®  10,45+0,47x10°*

P. anisitsi

TSA  ufe.mL’  10,95+0,78x10%C  11,5420,78x10*®  13,47+0,85x10**

AC ufc.mL’ 9,29+0,73x10°C  10,10+£0,51x10°®  10,66+0,29x10°*

* Média + Desvio padrdo. TSA: Tryptic Soy Agar. AC: dgar chocolate. As médias seguidas por letras
maiudsculas nas linhas diferem entre si (Tukey, 0=0,05).
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A Tabela 1 mostrou que as contagens de bactérias intestinais totais (ufc.mL™)
nas porcoes analisadas foram crescentes do inicio para o final do intestino para ambas as
espécies de peixes estudadas, tanto em cultivos aerébios (meio de TSA) quando em

cultivos anaerdbios facultativos (meio de AC).

Dados microbiolégicos qualitativos

Com relagdo aos tipos morfoldgicos de microorganismos encontrados nas trés
diferentes porcdes intestinais para as duas espécies de peixes estudadas, nas placas
incubadas em TSA cresceram cocos gram positivos, leveduras e bastonetes gram
positivos e negativos. J4 nas placas que foram incubadas em AC, houve o crescimento
de cocos gram positivos e bastonetes gram positivos e negativos. As frequéncias
absolutas e relativas de ocorréncia destes microorganismos nas trés por¢oes intestinais
analisadas para cada uma das espécies de peixes estudadas e para cada tipo de meio de

cultura utilizado estdao mostradas na Tabela 2 para o curimba e para o cascudo cinza.

Tabela 2. Frequéncia absoluta (fa) e relativa (fr) da ocorréncia dos diferentes tipos
morfolégicos de microorganismos identificados pelo método de Gram nas trés porcdes

intestinais analisadas para o curimba (P. lineatus) e para o cascudo cinza (P. anisitsi).

Gram (+) ou (-)

Bacilos Bacilos Cocos Leveduras

(+) ) (+) (+)

Espécie Meio N Intestino fa(n) fr % fan) fr% fa(n) fr% fa(n) fr%

30 Inicial 11 36,7 13 433 6 20,0 0 0,0

TSA* 30 Meédio 9 30,0 17 56,7 4 13,3 0 0,0

P. 30 Final 6 20,0 21 70,0 1 3.3 2 6,7
lineatus 30 Inicial 1 3,3 14 46,7 15 50,0 0 0,0
AC** 30 Médio 0 0,0 27 90,0 3 10,0 0 0,0

30 Final 4 13,3 12 40,0 14 46,7 0 0,0

30 Inicial 7 23,3 16 533 2 6,7 5 16,7

TSA* 30 Médio 4 13,3 17 56,7 5 16,7 4 13,3

P. 30 Final 3 10,0 24 80,0 3 10,0 0 0,0
anisitsi 30 Inicial 4 13,3 23 76,7 3 10,0 0 0,0
AC** 30 Médio 6 20,0 17 56,7 7 23,3 0 0,0

30 Final 4 13,3 23 76,7 3 10,0 0 0,0

*TSA: Tryptic Soy Agar. ** AC: Agar chocolate.
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Observando-se a Tabela 2 notou-se para os curimbas e para os cascudos, a
predominincia da microbiota gram negativa, tanto em condi¢des de cultivo em
aerobiose quanto em anaerobiose facultativa. A microbiota gram positiva foi
representada majoritariamente pelas formas cocoéides e bacilares, seguidas pelas
leveduras, que apresentaram uma frequéncia relativamente baixa de ocorréncia frente
aos demais microorganismos.

Os bastonetes gram positivos tiveram morfologias diversas, variando entre
formas afiladas e alongadas, curtas e grossas, esporuladas ou nao esporuladas. Com
relagdo aos bastonetes gram negativos foram notadas formas alongadas e finas, curtas e
grossas, sem esporos. Os cocos predominaram em arranjos triangulares (estafilococos) e
lineares (estreptococos), sendo observadas também colonias de cocos isolados. As
leveduras apresentaram suas formas tipicas, ou seja, ovaladas e alongadas com
formacdo de esporos arredondados.

Nas placas de cultivo anaerébio facultativo em dgar chocolate, uma consideravel
percentagem das coldnias de cocos gram positivos (55% para os curimbas e 10% para
os cascudos), de bastonetes gram negativos (20% para os curimbas e 53% para os
cascudos) e de bastonetes gram positivos (21% para os cascudos) formaram ao seu

redor halos de hemolise com didmetros variaveis.

Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As eletronmicrografias de varredura mostraram os diferentes tipos morfoldgicos
de microorganismos aderidos a superficie mucosa e os padrdes de colonizagdo das
porg¢des intestinais analisadas para as duas espécies de peixes estudadas.

Tanto para os curimbas quanto para os cascudos, as eletronmicrografias de
varredura da superficie mucosa das por¢des intestinais estudadas mostraram a presenca
predominante das formas cocéides e de leveduras, constando também as formas
bacilares, flageladas ou ndo.

Algumas amostragens dos diferentes morfotipos de microorganismos
encontrados em cada uma das por¢des intestinais analisadas podem ser vistas na Figura
1: A, B, C, D, E e F para o curimba. Nas eletronmicrografias de varredura A e B, que
representaram a por¢ao intestinal inicial, houve a predominancia das formas cocéides e
leveduriformes. Na porc¢ao intestinal média, eletronmicrografias C e D além das formas

cocoides e leveduriformes, foram notadas formas bacilares ndo flageladas esparsas. Na
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porcdo intestinal final, eletronmicrografias E e F, destacaram-se as formas bacilares

flageladas unipolares, dentre outros morfotipos.

Figura 1. A, B, C, D, E e F. Eletronmicrografias de varredura do trato intestinal de P. lineatus. A e B.
Porcdo inicial: leveduras (estrelas) e formas cocéides (linhas). C e D. Porcdo média: formas cocdides e
bacilares esparsas e de leveduras (estrelas). E e F. Porcdo final: leveduras (estrelas), formas cocdides
esparsas e elementos bacilares nio flagelados (circulo) e flagelados (ponta de seta).
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Para os cascudos cinza, a Figura 2: A, B, C, D, E e F mostraram as diferentes
morfologias dos microorganismos encontrados nas porcdes intestinais estudadas. As
eletronmicrografias mostraram basicamente a ocorréncia das formas cocdides e

leveduriformes, para as trés por¢des intestinais analisadas.

Figura 2. A, B, C, D, E e F. Eletronmicrografias de varredura do trato intestinal de P. anisitsi. A e B.
Por¢do inicial: leveduras (setas) e formas cocédides (circulo). C e D. Porcdo média: elementos cocdides

(linhas) e leveduras (estrelas). E e F. Porcdo final: leveduras (estrelas), formas cocéides e de elementos
bhacilareg
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4. DISCUSSAO

Os dados obtidos que denotaram a qualidade hidrica dos tanques de permanéncia
dos peixes durante o periodo de jejum, encontraram-se inclusos nos valores compativeis
com a sobrevivéncia de organismos aquéticos, incluindo peixes (Boyd, 1990 e Sipatba-
Tavares, 1995).

As populagdes de microorganismos foram crescentes do inicio ao final do
intestino, sendo que as maiores concentracdes destes foram encontradas nas amostras
obtidas das porcdes intestinais finais para ambas as espécies, independentemente dos
meios de cultura e condi¢des de incubacdo. Os resultados da contagem da populagdo
microbiana intestinal total foram da ordem de 10° e 10* ufc.mL™". Nos trabalhos de Silva
et al. (2005) e de Lima et al. (2006), as contagens encontradas foram da ordem de 10°e
10°, respectivamente. As contagens de bactérias intestinais totais no trabalho de Al-
Harbi e Uddin (2005) atingiram valores entre 10" e 10%. Contudo, nestes estudos foram
coletadas amostras do contetdo intestinal utilizando a maceracdo das algas intestinais
como um todo e ndo apenas do material obtido de raspados da mucosa, fato que poderia
mascarar a quantificacdo de bactérias autdctones aderentes pela contaminagdo por
microorganismos transientes ou aloctones.

Contagens globais realizadas em diferentes regides intestinais (intestino inicial,
médio e final) por Olsen et al. (2005) e Refstie et al. (2006) revelaram contagens da
ordem de 10* e 10° para bactérias autdctones aderentes, fatos que corroboraram com o0s
dados obtidos neste trabalho. Neste caso, seria de relevante importincia lembrar que
condic¢des de estresse (Olsen et al. 2005), estdgio reprodutivo (Silva et al. 2005), idade
(Bates et al. 2006), mudancas abruptas na dieta e também a adicdo de certos
componentes nas mesmas exerceram influéncias muitas vezes negativas sobre a
densidade populacional na microbiota intestinal com alteracdes também nos géneros
dos microorganismos componentes da mesma (Ringo e Olsen, 1999; Ringo et al. 2002;
Refstie et al. 2006).

No entanto, o intuito da presente pesquisa foi apenas realizar uma checagem dos
niveis populacionais dos componentes da microbiota intestinal dos peixes em condicdes
normais, sem testar os efeitos de novas dietas ou ingredientes especificos ou ainda
medicamentos sobre a composicao da microbiota intestinal.

Em contraste com os vertebrados terrestres, os peixes apresentam um contato
muito estreito com a microbiota ambiental devido ao ambiente aqudtico e os

microorganismos presentes na dgua influenciarem a microbiota do intestino do
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hospedeiro e vice versa (Silva et al. 2005; Meurer et al. 2006). Segundo Toranzo et al.
(1989), as bactérias melhor adaptadas a vida no solo e dgua pertencem aos géneros
Bacillus e Pseudomonas, microorganismos bacilares aerébios gram positivos e gram
negativos, respectivamente. Porém, outros grupos podem estar presentes em dgua doce,
incluindo membros da familia Enterobacteriaceae e géneros como Flavobacterium,
Acinetobacter, Moraxella, Aeromonas, que sao bacilos gram negativos, podendo conter
também o0s microorganismos cocdides e gram positivos, tais como 0s geéneros
Micrococcus, Staphylococcus e Streptococcus. Dentre estas familias e géneros ha
bactérias com potencial patogénico varidveis, sendo que em culturas com 4gar sangue
formam halos de hemdlise, fato que corroborou com os resultados obtidos nas placas
cultivadas em 4gar chocolate, indicando a presenga de bactérias patogé€nicas, ji que
formaram halos de hemdlise com diferentes didmetros.

No presente trabalho, de uma maneira geral, foram identificados pela técnica de
Gram microorganismos gram positivos que se coraram em roxo-azulado e gram
negativos, que assumiram a coloracdo vermelho-résea. Os morfotipos encontrados
foram cocos, leveduras e bastonetes. Na categoria dos microorganismos gram positivos
estiveram locados os elementos cocdides, bacilares e as leveduras. Silva et al. (2005)
relataram a ocorréncia de leveduras com frequéncia relativamente baixa no intestino de
Prochilodus argenteus, fato que corroborou com os dados encontrados neste estudo. No
entanto, segundo Gatesoupe (2007) algumas substancias extraidas de leveduras, como
por exemplo, as [B-glucanas, podem ser usadas como imunoestimulantes e mais
recentemente, leveduras vivas podem ser usadas como probidticos, podendo ter
implicacdes importantes na saide dos peixes. Na presente pesquisa, as formas bacilares
destacaram-se no grupo das bactérias gram negativas. O perfil da microbiota em
pisciculturas de dgua doce ¢é predominantemente constituido por bactérias gram
negativas, pois Miranda e Zemelman (2002) ao avaliarem a diversidade da microbiota
bacteriana em diferentes fazendas chilenas de salmao de dgua doce, constataram que a
microbiota predominante das fazendas foram constituidas por bactérias gram negativas.

No entanto, analises adicionais envolvendo isolamento das bactérias em meios
de cultura especificos, acrescidos por testes bioquimicos e genéticos serdo necessarias
para a devida identificacao dos géneros envolvidos.

A adesdo bacteriana ¢ um fendmeno de interacdo célula-superficie e esta
propriedade a faz ideal para as andlises em microscopia eletronica de varredura

(Knutton, 1995; Ringo et al. 2003). A microscopia eletronica de varredura apresenta a
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vantagem, ao contrdrio da microscopia eletronica de transmissdo, de possibilitar o
exame mais rdpido das bactérias aderentes colonizadoras e de dreas mais extensas da
superficie celular (Ringo et al. 2003).

As eletronmicrografias de varredura mostraram a diversidade dos
microorganismos encontrados na superficie da mucosa das diferentes por¢des intestinais
estudadas para o curimba e para o cascudo cinza. Microorganismos cocdides e
leveduriformes foram encontrados com mais frequéncia nas eletronmicrografias. A
predominante presenca de bactérias cocéides também foi relatada no trabalho de Ringo
e Olsen (1999) e Ringo et al. (2002). Austin e Al-Zahrani (1988) relataram dificuldades
na deteccao da presenca de leveduras e fungos pela microscopia eletronica de varredura
no trato gastrointestinal de peixes. No entanto, no presente estudo, as leveduras foram
detectadas com relativa facilidade em MEV, sendo inclusive predominantes nas por¢oes
intestinais iniciais.

Com relacao as bactérias bacilares flageladas unipolares encontradas nas por¢oes
intestinais finais do curimba, podem bem corresponder as bactérias do género
Aeromonas spp., visto que é o género predominante em ambientes de dgua doce e da
microbiota de peixes e que cuja morfologia apresenta flagelos unipolares, conferindo-
lhes motilidade (Boijink e Branddo, 2001; Ringo et al. 2002). No entanto, como
mencionado anteriormente, estudos e testes adicionais serdo necessdrios para

comprovacgdo dos géneros destes microorganismos.

5. CONCLUSAO
Diante dos resultados concluiu-se que a microbiota intestinal autoctone do
curimba e do cascudo € bastante diversa e populosa, predominando a microbiota gram

negativa.
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CAPITULO III. CONSIDERA COES FINAIS
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No presente estudo, embora a descri¢do anatdmica e histolégica do trato
digestorio do curimba (Prochilodus lineatus) nao seja inédita é de suma importancia
salientar que nao foram encontrados trabalhos publicados relatando o comportamento
histoquimico das mucinas secretadas pelos 6érgaos do tubo digestivo e tampouco foram
documentadas informagdes sobre as imagens tridimensionais obtidas em microscopia
eletronica de varredura a partir da observacdo das superficies mucosas dos 6rgdos do
trato digestdrio nesta espécie.

Os dados apresentados na parte morfolégica do trabalho contribuirdo para fornecer
outras metodologias de estudo em morfologia e também para elucidar os tipos de mucinas
secretadas ao longo do tubo digestivo, visto que sdo importantes durante o processamento
inicial do alimento, preparando-o para a atuacio enzimatica durante a digestdo e absor¢cdo dos
nutrientes.

Considera-se necessario ressaltar que por ser este um trabalho essencialmente
descritivo, ndo foram testadas hipdteses, contudo, informagdes importantes poderdo ser obtidas
em pesquisas posteriores envolvendo o desenvolvimento de ragdes nutricionalmente
balanceadas.

Com relacdo aos estudos inéditos referentes a microbiota intestinal do préprio curimba
e também do cascudo cinza (Pterygoplichthys anisitsi), diante dos dados encontrados na
contagem de bactérias totais e na tipificacdo morfoldgica de Gram, ha uma grande necessidade
de continuidade na pesquisa no tocante a identificacdo bioquimica e genética dos
microorganismos encontrados, visando classificd-los e separd-los por chaves de identificacdo
taxondmica, visto que alguns géneros bacterianos poderdo estar envolvidos na génese de
processos patoldgicos, visto que possuem comportamento oportunista e também, numa possivel

elaboragdo de probidticos.
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