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Resumo

BELLINATE, B.K.A. ANALISE HISTOMETRICA E DENSIDADE CELULAR DO
INTESTINO DE PEIXES COM DIFERENTES HABITOS ALIMENTARES. 2019.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

O Intestino é o0 6rgao responsavel pela digestdo e absorcéo dos nutrientes, a mucosa intestinal
pode apresentar modificacBes morfoldgicas entre as espécies de peixes, em razdo dos distintos
habitos alimentares existentes. O objetivo do trabalho foi comparar a densidade celular e as
caracteristicas morfométricas de diferentes porcdes do intestino em peixes com habitos
alimentares distintos. Foram utilizados 20 especimes juvenis (n=5) de Piaractus
mesopotamicus (onivoro), Pseudoplatystoma corruscans (carnivoro), Oreochromis niloticus
(fitoplanctofago) e Prochilodus lineatus (detritivoro), oriundos do setor de piscicultura da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Apds a eutanasia em eugenol (450 mg
L), o intestino foi colhido, pesado, medido e fragmentado em 4 regides, intestino anterior (A),
médio anterior (MA), médio posterior (MP) e posterior (P). Ap6s a fixacdo em solugdo de
formol 10%, os segmentos do intestino foram submetidos ao processamento histologico de
rotina em Paraplast (Sigma Aldrich®), cortados em 3 um e corados com hematoxilina e eosina
(H&E), acido periodico de Schiff (PAS) e azul de alcian (AZ). Foram realizadas imagens
digitalizadas (n=3; 5x, 400x e 1000x de magnitude) de cada sec¢do histoldgica, usadas para
mensurar os parametros morfométricos utilizando o software Motic Images Plus 2.0 (Motic®).
O efeito da espécie com diferentes habitos foi estimado dentro de cada regido (ANOVA, teste
de Tukey HSD). Pseudoplatystoma corruscans e P. mesopotamicus apresentaram parametros
morfométricos na camada muscular externa e camada submucosa superiores (P<0,05) as
demais espécies. Na camada muscular interna P. corruscans apresentou resultados superiores
(P<0,05). Na regido média posterior e posterior, O. niloticus obteve menor altura da vilosidade
e de lamina propria. Na regido anterior, P. corruscans obteve a menor largura da vilosidade. A
densidade dos enterdcitos variou apenas na regido posterior, sendo superior (P<0,05) em P.
mesopotamicus e inferior em O. niloticus. Na regido média anterior, a densidade dos
granuldcitos foi superior (P<0,05) em P. lineatus e dos agraculécitos em O. niloticus. A regido
posterior, P. lineatus apresentou a maior populacéo de granuldcitos (P<0,05). A densidade das
células caliciformes apresentou-se superior (P<0,05) em P.corruscans nas regifes média
posterior e posterior. Com os resultados encontrados € possivel concluir que o habito alimentar
das diferentes especies afeta a densidade celular na mucosa intestinal e caracteristicas
morfométricas do intestino.

Palavras-chave: Células caliciformes, Peixe Carnivoro, Trato Digestivo.



Abstract

BELLINATE, B.K.A. HISTOMETRY AND CELL DENSITY ANALYSIS OF FISH
INTESTINE ACCORDING TO EATING HABITS. 2019. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2019.

The intestine is the organ responsible for the digestion and absorption of nutrients, the intestinal
mucosa can present morphological modifications among fish species, due to different dietary
habits. The objective of this work was to compare the cell density and morphometric
characteristics of different portions of the intestine in fish with different eating habits. Twenty
juvenile (n = 5) specimens of Piaractus mesopotamicus (omnivore), Pseudoplatystoma
corruscans (carnivorous), Oreochromis niloticus (phytoplankton) and Prochilodus lineatus
(detritivore) were collected from the fishery sector of the Federal University of Mato Grosso
do Sul (UFMS ). After eugenol eugenol (450 mg L), the intestine was harvested, weighed,
measured and fragmented in four regions, anterior (A), anterior (MA), posterior (MP) and
posterior (P). After fixation in 10% formalin solution, intestinal segments were submitted to
routine histological processing in Paraplast (Sigma Aldrich®), cut into 3 um and stained with
hematoxylin and eosin (H & E), periodic acid Schiff (PAS) and alcian blue (AZ). Scanned
images (n = 3, 5x, 400x and 1000x magnitude) of each histological section were used to measure
the morphometric parameters using Motic Images plus 2.0 software (Motic®). The effect of the
species with different habits was estimated within each region (ANOVA, Tukey HSD test).
Pseudoplatystoma corruscans and Piaractus mesopotamicus presented morphometric
parameters in the outer muscle layer and upper submucosa layer (P <0.05) in the other species.
In the internal muscular layer P. corruscans presented superior results (P <0.05). The posterior
and posterior middle region, O. niloticus, had lower villus height and lamina propria. In the
anterior region, P. corruscans had the lowest villous width. Enterocyte density varied only in
the posterior region, being higher (P <0.05) in P. mesopotamicus and lower in O. niloticus. In
the anterior medium region, the granulocyte density was higher (P <0.05) in P. lineatus and the
grafts in O. niloticus. The posterior region, P. lineatus presented the largest population of
granulocytes (P <0.05). The density of goblet cells was higher (P <0.05) in P. coruscans in the
posterior and posterior regions. With the results found it is possible to conclude that the dietary
habits of the different species affect the cell density in the intestinal mucosa and morphometric

characteristics of the intestine.

Keywords: Goblet cells, Carnivorous Fish, Digestive Tract.
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INTRODUCAO

Os avancos tecnologicos nas areas de melhoramento genético, manejo, sanidade e
nutricdo permitiram que as atividades aquicolas alcangassem patamares elevados quanto a
producéo e comercializagdo de proteina animal. O crescimento anual do setor e a qualidade
nutricional da carne sdo alguns fatores que fazem o pescado ser cada vez mais procurado pelo
consumidor e recomendado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) (MPA, 2011).

Existe uma grande diversidade de espécies de peixes, com habitos e comportamentos
alimentares diversos, alguns autores ressaltaram a importancia do conhecimento da morfologia
do tubo digestivo dos peixes, por apresentar variacOes relacionadas a natureza do alimento
ingerido e ao ambiente (AL-HUSSAINI, 1946; ANGELESCU e GNERI, 1949 e HIDALGO e
ALLIOT, 1987).

A morfologia do trato digestorio dos peixes estd diretamente relacionada com as
caracteristicas da dieta e o0 estagio de desenvolvimento do individuo (BECKER et al., 2010).
Investigacdo sobre habitos alimentares por meio de analises morfoldgicas tem sido empregada
para auxiliar na interpretacdo da dindmica nutricional nas diferentes espécies de cultivo.
(WOOTTON, 1990; SILVA et al., 2005; MONTENEGRO et al., 2011). O intestino esta
envolvido em importantes fungdes fisioldgicas, sendo o principal 6rgdo de digestdo dos
alimentos e absor¢do de nutrientes (CABALLERO et al., 2003), e a mucosa intestinal também
pode apresentar modificac6es morfoldgicas em razdo dos distintos habitos alimentares entre as
espécies (BALDISSEROTTO et al., 2014).

O conhecimento da mucosa intestinal dos peixes é importante para fornecer informacdes
aos estudos de nutricdo, de forma a atender as exigéncias nutricionais dos peixes,
proporcionando salde, favorecendo o bem-estar, além de auxiliar na obtencdo de bons
desempenhos pelos animais. Em razdo disso, existe um aumento no interesse nos estudos
morfologicos do sistema digestério dos peixes, uma vez que esses estudos possibilitam o
desenvolvimento de uma piscicultura competitiva. E apesar de ser comum a criacao de peixes
sem o conhecimento de suas adapta¢des morfofisioldgicas, esses fatos podem acarretar em erros
nutricionais, tendo como consequéncia a deficiéncia alimentar, problemas relacionados ao
indice de mortalidade e consequentemente ao custo de producéo (SANTOS, 1999).

Existe uma escassez no nimero de trabalhos que estudam a morfologia das diferentes
regides do intestino nas espécies de peixes em geral e principalmente em espécies tropicais.
Diante do exposto, este estudo teve como objetivo analisar as caracteristicas histométricas e de
densidade celular de diferentes regides do intestino em espécies de peixes com diferentes

habitos alimentares.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1. 1. BIOLOGIA DAS ESPECIES ESTUDADAS

PACU (Piaractus mesopotamicus)

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € uma espécie tropical originaria das Bacias do rio
Parand, Paraguai e Uruguai (GODOQY, 1975; BICUDO,2008). Conhecido como pacu-caranha,
caranha ou pacu-guacu, na regido neotropical, tem alto valor econémico, principalmente na
regido centro-oeste, onde é predominante (PETRERE,1989). A producdo de peixes nativos
(principalmente tambaqui, pacu, pirapitinga e seus hibridos) correspondem a 43,7% da
producéo, mais de 300 mil toneladas (PEIXE BR, 2018).

Esse peixe pertence & ordem Characiformes, familia Characidae, subfamilia
Serrasalminae, género Piaractus, espécie mesopotamicus. Possui 0 habito alimentar onivoro
onde se alimentam de folhas, frutos, caules, flores e sementes, podendo se alimentar de insetos,
moluscos e peixes (URBINATTI et al., 2010).

Com relacdo a reproducdo, o pacu realiza a fecundagdo externa com desova total, isso
ocorre apos a migracdo. Quando em ambiente confinado essa espécie apresenta blogueios no
seu ciclo e sé reproduz artificialmente por técnica de inducdo hormonal, ocorrendo durante o
periodo de outubro a marco (LIMA et al., 1991).

PINTADO (Pseudoplatystoma corruscans)

O pintado é uma espécie de peixe tropical que habita Bacias do Prata, Sdo Francisco e
Parana (GODINHO et al. 1997). E um peixe de couro do género Pseudoplatystoma da familia
Pimelodidea, conhecida popularmente como surubim ou pintado. E a espécie de maior porte do
género, podendo alcancar até 120 kg (SATO et al., 2003). A producéo de surubins no Brasil em
2017 foi de 13.427.627 kg (IBGE, 2017).

O surubim apresenta grande valor comercial devido ao seu grande porte e a carne bastante
apreciada pelo consumidor, por ndo possuir mio-espinhos. Possui 0 habito alimentar carnivoro,
alimentando-se principalmente de pequenos peixes.

Com relacdo a reproducdo essa espécie entra em periodo reprodutivo na época das
chuvas - entre 0s meses de outubro e janeiro (GODINHO et al. 1997; BRITO e BAZZOLI,
2003), quando fémeas atingem a maturidade sexual chegam a liberar até 1,5 milhGes de ovos
(SATO et al., 2003).
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TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo é um peixe exético, natural da Africa e por ser uma espécie rustica para
piscicultura, teve sua distribuicdo expandida para todos os continentes nos ultimos anos
(LOVSHIN, 1997). A espécie Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo), foi introduzida no Brasil
em 1997. E uma espécie bastante rustica, de habito alimentar fitoplanctéfago (SANTIAGO et
al., 1987).

E a mais importante espécie de peixes cultivados do Brasil. Segundo levantamento da
Associacao Brasileira da Piscicultura, a espécie representa 51,7% da Piscicultura nacional, com
357.639 toneladas em 2018 (PEIXE BR, 2018).

E de fécil reproducdo e obtenc&o de alevinos, possui a capacidade de aproveitar alimentos
naturais em viveiros, tem excelente crescimento em cultivo intensivo, grande rusticidade,

tolerancia a baixos niveis de oxigénio dissolvido e da resisténcia a doencas (KUBITZA, 2000).

CURIMBA (Prochilodus lineatus)

Este género ¢ de grande importancia para a pesca comercial de varios paises da América do
Sul, no Brasil é um dos principais peixes pescados nos rios (FAO,2016).

Sao animais que possuem o habito alimentar detritivoro, se alimentam de restos organicos,
essa espécie € encontrada nos rios das bacias Solimfes-Amazonas, Tocantins, Sdo Francisco,
Parana-Paraguai, Paraiba do Sul e Uruguai (SIVASUNDAR et al., 2001).

Os curimbas realizam migracdes para fins reprodutivos, onde apresentam desova Unica,

fecundacdo externa e auséncia de cuidado parental (PAIVA et al., 2002).

1.2. HABITO ALIMENTAR

Os peixes apresentam grande diversidade de habitos e comportamentos alimentares, no qual
se tem uma variacdo estrutural em seu aparelho digestivo, organizado estruturalmente em
cavidade buco-faringiana, tubo digestivo constituido geralmente de eséfago, estdmago e
intestino, e as glandulas anexas, figado e pancreas (ROMER e PARSONS, 1985). A morfologia
do sistema digestivo dos peixes se desenvolveu para que a ingestéo, digestdo e assimilacdo dos
nutrientes fossem adequadas para cada habito alimentar (RUST, 2002).

Existem vérias classificagdes quanto aos habitos alimentares. ANGELESCUS e GNEI
(1949), NIKOLSKY (1963) e CASTAGNOLLI (1992) relacionaram o habito alimentar com o
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tipo de boca, devido a selegdo e captura do alimento. PREJS (1981) e ROTTA (2003),
relacionaram o habito alimentar de acordo com a natureza do alimento ingerido, dividindo em

quatro categorias, carnivoros, herbivoros, onivoros e detritivoros.

1. 3. ANATOMIA E MORFOLOGIA DO INTESTINO

O sistema digestivo € um tubo que vai da boca ao anus, pelo qual sdo processados 0s
alimentos apds a ingestdo. No geral, diferencia-se em quatro regides distintas: bucofaringe,
esofago, estomago e intestino (FIERTAK, 2002). Dentre estas, 0 intestino destaca-se pelas suas
funcgdes principais associadas a digestdo e absor¢do dos nutrientes da dieta (BECKER, 2010).

A posicdo da boca nos peixes pode ser dorsal, terminal, semi-ventral ou ventral
(NIKOLSKY, 1963). Como os 6rgdos do sistema digestério, os diferentes formatos da boca
estdo relacionados a condicBes diversificada dos niveis tréficos e consequentemente com a
disponibilidade de alimento (AI-HUSSAINI, 1947; RUST, 2002). Os peixes que apresentam
grande abertura bucal em sua maioria sdo de habito carnivoro. A boca pequena e com abertura
estreita, que auxiliam na suc¢do do alimento e raspagem do substrato estdo presente geralmente
em peixes de habito detritivoro e herbivoro (ALBRECHT et al., 2001).

O estdbmago desempenha fungdes mecénicas e quimicas que auxiliam no inicio da
digestdo (BALDISSEROTTO, 2009; OLSSON, 2011). A sua anatomia varia conforme exista
diferenca ou mesmo semelhanca no habito alimentar (BALDISSEROTTO, 2009; NRC, 2011).
Levando em consideracdo o formato pode ser classificado em trés tipos: retilineo, sifoide e
cecal. (OLSSON,2011; SMITH, 1980). O tamanho do estdbmago esta diretamente relacionado
com a natureza da dieta e com o intervalo entre as alimentacoes (KOPOOR et al., 1975). Peixes
com o habito detritivoro apresentam o estbmago com reduzida capacidade de armazenamento
e com fortes contracdes para facilitar na fragmentacdo do alimento ingerido, peixes carnivoros
apresentam estbmago relativamente grande em comparacdo aos demais habitos
(BALDISSEROTTO, 2009).

O intestino inicia logo apos o piloro, ja em peixes sem estdbmago o intestino inicia logo
apos o esdfago e pode apresentar um alargamento e formar um bulbo intestinal para
armazenamento temporario do alimento em algumas espécies (SMITH, 1980). A fungéo
primaria do intestino € completar o processo de digestdo iniciada no estdmago e absorver 0s
nutrientes, agua e ions (BALDISSEROTTO, 2009).

Segundo BERTIN (1958) o intestino pode ser subdividido em regido anterior, regido

média e regido posterior. Esta divisdo, embora seja relativamente arbitraria, € amplamente
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utilizada por varios autores (MENIN, 1988; SEIXAS FILHO, 1998; SANTOS, 1999; SOUZA,
1999). Ao longo do intestino dos peixes estdo presentes as vilosidades, que sdo importantes
para aumentar a area de contato e favorecer a absor¢do dos nutrientes (CYRINO et al., 2010).

Algumas espécies possuem cecos piloricos, que sdo projecBes digitiformes da regido
proximal (GENTEM et al., 2009). Os cecos pildricos possuem estrutura histolégica semelhante
ao intestino, sendo uma adaptacdo para aumentar a area do intestino, geralmente mais
desenvolvido em peixes com habitos alimentares carnivoros, pelo fato do seu comprimento
intestinal ser reduzido em relacdo aos demais habitos (GENTEM et al., 2009).

O comprimento intestinal aumenta na seguinte ordem: carnivoro, onivoro, herbivoro e
detritivoro (ROTTA, 2003). Nos peixes carnivoros o intestino é curto, mas a quantidade de
alimento ingerido é menor, e o transito desse alimento € mais lento. Esse transito mais lento €
importante, pois os nutrientes precisam se difundir para dentro das pregas que existem na
mucosa intestinal antes de serem absorvidos (CYRINO et al., 2010).

Os peixes herbivoros e detritivoros possuem uma grande ingestdo de alimentos e um
rapido transito desse alimento no intestino, distribuem a superficie de absor¢do em um longo
intestino com a mucosa pouco pregueada. O fato do intestino ser longo permite que o alimento
permaneca mais tempo em contato com as enzimas aumentando assim a sua eficicia na digestéo
(BALDISSEROTO e VAL, 2002).

1. 4. HISTOLOGIA E FISIOLOGIA DO INTESTINO

A estrutura histologica da parede intestinal dos peixes é formada por quatro camadas:
mucosa, submucosa, muscular e serosa (GENTEM et al., 2009). A mucosa é constituida por
uma monocamada de células epiteliais cilindricas, os enterdcitos (WILSON e CASTRO, 2011).
A submucosa é formada por camadas de tecido conjuntivo de sustentacdo e musculo liso,
disposta longitudinalmente (WILSON e CASTRO, 2011). Esta camada também é chamada de
lamina propria, uma vez que possui vasos sanguineos que irrigam a mucosa. (GENTEM et al.,
2009; MOKHTAR, 2017). A camada serosa € constituida por epitélio escamoso simples
revestida por uma fina ldmina de tecido conjuntivo (GENTEM et al., 2009; HONORATO et
al.,2011).

A camada mucosa apresenta uma variavel quantidade de células dendriticas
(apresentadoras de antigenos), agregados linfoides, macrofagos e rodlet cells que circulam entre
os enterocitos (PETERSON, 2015). O epitelio da mucosa intestinal € composto pelos

enterdcitos, que constituem uma monocamada de células colunares ricas em microvilosidades,
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células caliciformes e células enddcrinas espalhadas (ROMBOUT et al., 1985). As células
caliciformes localizam-se entre os enterdcitos e sdo responsaveis pela secre¢do de muco e varias
enzimas digestivas. Esse muco é constituido por glicoproteinas hidrofilicas, que protegem e
lubrificam o revestimento do intestino (ROMBOUT et al., 1985). O muco secretado dificulta a
adesdo de microrganismos patogénicos e também atua como bactericida devido a presenca de
lisozima (NOGA, 1995), influenciando diretamente na salde dos animais. O aumento no
numero de células caliciformes esta associado a processo de agressdao causado por infeccdes
bacterianas, parasitarias, produtos quimicos, entre outros (SCHWARZ et al., 2011).

Estudos tém mostrado a importancia das células caliciformes na satde dos peixes. Juvenis
de tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com dietas contendo Bacillus cereus e
Bacillus subtilis como probidticos, apresentaram aumento no nimero de células caliciformes
no epitélio intestinal (MELLO et al., 2013). Entretanto, SCHWARZ et al., (2011) néo
encontraram diferenca significativa no nimero destas células em larvas, quando alimentadas
com dietas contendo mananoligossacarideo. Portanto, conclui-se que a presenca das células
caliciformes pode variar de acordo com a dieta e 0 estagio de vida da espécie.

As células enddcrinas, voltadas para a Iamina propria, secretam horménios que ajudam a
regular os processos digestivos (CHECHIM, 2013). A camada submucosa possui grande
quantidade de células granulociticas e agranulociticas (ROMBOUT et al., 1985). As células
eosinofilicas granulociticas contem peptideos antimicrobianos e sua degranulacdo pode
aumentar a permeabilidade vascular e promover adesdo de neutrofilos, sugerindo um
envolvimento com a imunidade inata (ROMBOUT et al., 1985). Na grande maioria dos peixes
a tunica muscular tornou-se bem desenvolvida para realizar a atividade peristaltica (GENTEM
etal., 2009).

Ao longo do intestino, encontram-se as vilosidades ou vilos intestinais, que séo
evaginacOes da mucosa intestinal compostas pelo epitélio e 1amina prépria, que se projetam na
luz do intestino aumentando significativamente a area de superficie intestinal (GENTEM et al.,
2009). O conhecimento da mucosa intestinal dos peixes é importante para fornecer informacées
aos estudos de nutricdo pelo fato das vilosidades intestinais estarem relacionadas com a
capacidade de absor¢édo de nutrientes pelo animal (CECHIM, 2013). Usualmente, o aumento
do numero das ceélulas epiteliais (enterocitos, células caliciformes e células enddcrinas),
correspondendo ao aumento na altura e densidade dos vilos (MELLO et al., 2013). Quanto mais
integra a mucosa, maior sera o tamanho das vilosidades intestinais e maior a absorcdo de
nutrientes (GARCIA, 2008), influenciando diretamente no desempenho e saide dos peixes
(SILVA et al., 2010).
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Do ponto de vista fisioldgico, o intestino dos peixes pode ser dividido em trés segmentos.
O primeiro, conhecido como segmento proximal, encontra-se relacionado com a absorc¢éo de
gordura sendo o seu epitélio constituido por celulas prismaticas altas, também chamadas de
células absortivas além das células caliciformes (ROMBOUT et al., 1985).

Existe um maior nimero de células mucosas no intestino proximal devido ao fato de
estas possuirem uma funcdo de protecdo da superficie dos enterdcitos contra o contetdo
proveniente do estdbmago (LUNDSTEDT et al., 2004). O segundo segmento ou segmento médio
é responsavel pela absorcdo de macromoléculas proteicas, contendo maior numero de células
caliciformes em relagdo ao segmento anterior, e possui uma elevada concentragdo de vesiculas
pinociticas em sua regido supra nuclear (ROMBOUT et al., 1985). Nesse segmento ainda foi
descrito a presenca de proteinas marcadoras de pinocitose no citoplasma dos enterécitos, como
a ferritina (ROMBOUT et al., 1985). A mucosa intestinal do segmento médio apresenta uma
populacdo de macrdfagos superior as demais regides intestinais (NOGA, 1995). O terceiro
segmento ou distal esta relacionado com a absorcdo de agua e eletrolitos, com o epitélio
apresentando maior nimero de células caliciformes e cuticula estriada mais baixa (MELLO,
2013). No entanto, os processos fisioldgicos de digestdo e absorcdo relacionam-se com o
desenvolvimento das dobras da camada mucosa, quanto maior o nimero de dobras maior a
capacidade de absor¢do (ANGELESCU e GNERI, 1949; MORAES e BARBOLA, 1995). Além
disso, a transporte do bolo alimentar pode ser regulado pelo arranjo da camada mucosa. Nos
animais carnivoros o transito intestinal € mais lento o que favorece a absor¢do dos nutrientes
(FLORES QUINTANA et al., 1997; SEIXAS FILHO et al., 2001).

LUNDSTEADT (2003), ao estudar os diferentes cortes do intestino, anterior, médio e
posterior, de pintados (Pseudoplatystoma corruscans) verificou alteracdes morfologicas das
diferentes porcbes do intestino em funcdo da variagdo nos niveis de proteinas da dieta.
HONORATO et al., (2011) analisaram a histologia e a histoquimica do intestino anterior de
tilapias alimentadas com dietas contendo silagem de peixe, e observaram que a espessura da
vilosidade intestinal dos peixes alimentados com silagem fermentada de residuo de tilapia foi
influenciada pelos teores proteicos das dietas. Os autores observam que a variacdo da
intensidade de secrecdo de glicoproteinas pelas células caliciformes esta diretamente ligada
com o tipo de dieta fornecida aos animais. Esse estudo demonstrou que a espécie pode adaptar
seu sistema de secrecdo para a protecdo do aparelho digestorio durante a absorcéo de diferentes

fontes proteicas.
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ANALISE HISTOMETRICA E DENSIDADE CELULAR DO INTESTINO DE
PEIXES COM DIFERENTES HABITOS ALIMENTARES

Resumo: O objetivo do trabalho foi comparar a densidade celular e as caracteristicas
morfomeétricas de diferentes por¢des do intestino em peixes com habitos alimentares distintos.
Foram utilizados 20 espécimes juvenis (n=5) de Piaractus mesopotamicus (onivoro),
Pseudoplatystoma corruscans (carnivoro), Oreochromis niloticus (fitoplanctéfago) e
Prochilodus lineatus (iliéfago), oriundos do setor de piscicultura da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS). Apds a eutanasia em eugenol (450 mg L-1), o intestino foi
colhido, pesado, medido e fragmentado em 4 regides, intestino anterior (A), médio anterior
(MA), médio posterior (MP) e posterior (P). Apoés a fixacdo em solucdo de formol 10%, os
segmentos do intestino foram submetidos ao processamento histologico de rotina em Paraplast
(Sigma Aldrich®), cortados em 3 um e corados com hematoxilina e eosina (H&E), acido
periodico de Schiff (PAS) e azul de alcian (AZ). Foram realizadas imagens digitalizadas (n=3;
5x, 400x e 1000x de magnitude) de cada seccdo histologica, usadas para mensurar 0S
parametros morfométricos utilizando o software Motic Images Plus 2.0 (Motic®). O efeito da
espécie com diferentes habitos foi estimado dentro de cada regido (ANOVA, teste de Tukey
HSD). Pseudoplatystoma corruscans e Piaractus mesopotamicus apresentaram parametros
morfométricos na camada muscular externa e camada submucosa superiores (P<0,05) as
demais espécies. Na camada muscular interna P. corruscans apresentou resultados superiores
(P<0,05). A regido média posterior e posterior, O. niloticus obteve menor altura da vilosidade
e de lamina prépria. Na regido anterior, P. corruscans obteve a menor largura da vilosidade. A
densidade dos enterdcitos variou apenas na regido posterior, sendo superior (P<0,05) em P.
mesopotamicus e inferior em O. niloticus. Na regido média anterior, a densidade dos
granuldcitos foi superior (P<0,05) em P. lineatus e dos agraculdcitos em O. niloticus. A regido
posterior, P. lineatus apresentou a maior populacdo de granuldcitos (P<0,05). A densidade das
células caliciformes apresentou-se superior (P<0,05) em P.corruscans nas regides média
posterior e posterior. Com os resultados encontrados é possivel concluir que o habito alimentar
das diferentes espécies afeta a densidade celular na mucosa intestinal e caracteristicas

morfométricas do intestino.

Palavras-chave: Células caliciformes, Peixe Carnivoro, Trato Digestivo.
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HISTOMETRY AND CELL DENSITY ANALYSIS OF FISH INTESTINE ACCORDING
TO EATING HABITS

Abstract: The objective of this work was to compare the cell density and morphometric
characteristics of different portions of the intestine in fish with different eating habits. Twenty
juvenile (n = 5) specimens of Piaractus mesopotamicus (omnivore), Pseudoplatystoma
corruscans (carnivorous), Oreochromis niloticus (phytoplankton) and Prochilodus lineatus
(iliophago) were collected from the fishery sector of the Federal University of Mato Grosso do
Sul (UFMS ). After eugenol eugenol (450 mg L-1), the intestine was harvested, weighed,
measured and fragmented in four regions, anterior (A), anterior (MA), posterior (MP) and
posterior (P). After fixation in 10% formalin solution, intestinal segments were submitted to
routine histological processing in Paraplast (Sigma Aldrich®), cut into 3 um and stained with
hematoxylin and eosin (H & E), periodic acid Schiff (PAS) and alcian blue (AZ). Scanned
images (n = 3, 5x, 400x and 1000x magnitude) of each histological section were used to measure
the morphometric parameters using Motic Images plus 2.0 software (Motic®). The effect of the
species with different habits was estimated within each region (ANOVA, Tukey HSD test).
Pseudoplatystoma corruscans and Piaractus mesopotamicus presented morphometric
parameters in the outer muscle layer and upper submucosa layer (P <0.05) in the other species.
In the internal muscular layer P. corruscans presented superior results (P <0.05). The posterior
and posterior middle region, O. niloticus, had lower villus height and lamina propria. In the
anterior region, P. corruscans had the lowest villous width. Enterocyte density varied only in
the posterior region, being higher (P <0.05) in P. mesopotamicus and lower in O. niloticus. In
the anterior medium region, the granulocyte density was higher (P <0.05) in P. lineatus and the
grafts in O. niloticus. The posterior region, P. lineatus presented the largest population of
granulocytes (P <0.05). The density of goblet cells was higher (P <0.05) in P. coruscans in the
posterior and posterior regions. With the results found it is possible to conclude that the dietary
habits of the different species affect the cell density in the intestinal mucosa and morphometric

characteristics of the intestine.

Keywords: Goblet cells, Carnivorous Fish, Digestive Tract.
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Introducéo

O sistema digestorio sofreu modificagdes morfoldgicas durante o processo evolutivo e
responde prontamente as pressdes de selecdo a que os peixes sao submetidos (HELFMAN et
al., 2009; WILSON e CASTRO, 2011). Assim, ao considerarmos a adaptacdo das espécies no
ambiente de cultivo, controlando suas condicdes de vida, o sistema digestivo passou a ser objeto
de estudos cada vez mais frequentes nas ultimas duas décadas (KRAMER e BRYANT, 1995;
RASKOVIC et al., 2011).

Variagdes morfologicas, estimadas pelo emprego das técnicas histométricas tem sido
amplamente utilizada nos Gltimos anos e, no geral, respondem como indicadores fisioldgicos
frente as mudangas da dieta e ao plano nutricional (FABREGAT et al., 2011; RODRIGUES et
al., 2010; SONG et al., 2014). No entanto, o emprego de algumas dessas técnicas visando
estabelecer parametros funcionais e quantitativos, ainda € pouco explorado de forma
sistematica. Os padrdes reportados na literatura divergem enormemente de acordo com a
metodologia, regido do sistema digestorio, considerando suas microrregides e, especialmente,
pelas caracteristicas intrinsecas a fisiologia da espécie. Portanto, emerge a necessidade de
estudos padronizados com métodos sistematizados, semi-digitalizados para quantificar as
estruturas morfolGgicas de acordo com a natureza e fisiologia digestiva das espécies (BECKER
etal., 2010; SILVA et al., 2015).

A morfologia do trato digestorio dos peixes estd diretamente relacionada com as
caracteristicas da dieta e o0 estagio de desenvolvimento do individuo (BECKER et al., 2010).
Investigacdo sobre habitos alimentares por meio de analises morfoldgicas tem sido empregada
para auxiliar na interpretacdo da dindmica nutricional nas diferentes espécies de cultivo.
(WOOTTON, 1990; SILVA et al., 2005; MONTENEGRO et al., 2011). O aumento no interesse
nos estudos morfoldgicos do sistema digestério dos peixes possibilita o desenvolvimento de
uma piscicultura competitiva, apesar de ser comum a criacao de peixes sem o conhecimento de
suas adaptacOes acarretando em consequéncias no custo da producéo, deficiéncia alimentar e
alto indice de mortalidade (SANTQOS, 1999).

Pesquisas com a morfofisiologia do tubo digestdrio das espécies € indispensavel para
embasar estudos direcionados para a sua cria¢do, visando aumentar a produtividade e diminuir
custos de producéo e mortalidade. Os peixes variam suas caracteristicas digestorias conforme
o0 habito alimentar, especialmente nos processos de ingestéo, digestdo e absorcéo dos alimentos
(BALDISSEROTTO, 2009). A existéncia de espécies com diferentes habitos alimentares
como, por exemplo, planctofagas, herbivoras, frutivoras, iliéfagas, carnivoras, onivoras,

detritivoras, hematdfagos, dentre outras, esta diretamente relacionada a necessidade de
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adaptacdo evolutiva e disponibilidade de alimentos no ambiente natural da espécie
(CASTAGNOLLI, 1992).

As caracteristicas anatbmicas do sistema digestorio dos peixes acham-se em estreita
dependéncia com a natureza dos alimentos, as caracteristicas do habitat, o estado nutricional e
o0 estadio de desenvolvimento do individuo, manifestados, especialmente nesse sistema, por
adaptacdes e modificacdes (SEIXAS-FILHO et al. 2000).

Considerando a variedade de espécies produtivas, 0 emprego da analise da histologia
funcional do intestino torna-se uma ferramenta interessante e Gtil para comparacdo entre
espécies, uma vez que possibilita a criacdo de escalas numéricas reproduziveis com substancial
aumento da sensibilidade na deteccdo de alteracGes minimas entre estruturas teciduais (TRUE,
1996; MARCOS et al., 2012).

Existe uma escassez no numero de trabalhos que estudam a morfologia das diferentes
regides do intestino nas espécies de peixes em geral e principalmente em espécies tropicais.
Portanto, realizou-se este estudo com o objetivo de analisar as caracteristicas histométricas e de
densidade celular de diferentes regides do intestino em espécies de peixes com diferentes
habitos alimentares assim como descrever a histologia do intestino de Pseudoplatystoma
corruscans, Prochilodus lineatus, Piaractus mesopotamicus e Oreochromis niloticus. Além
disso, comparou-se padrdes histométricos e a densidade celular entre distintas regifes do
intestino a fim de se estabelecer relacdes entre as caracteristicas biométricas, histométricas e

densidade celular entre regides do intestino para cada espécie.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Patologia Experimental (LAPEX) do Instituto
de Biociéncias (INBIO) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Foram
utilizados espécimes juvenis de Prochilodus lineatus (detritivoro n=5), Piaractus
mesopotamicus (onivoro n=5), Pseudoplatystoma corruscans (carnivoro n=5) e Oreochromis
niloticus (fitoplanctéfago n=5), provenientes da estacdo experimental de piscicultura da
UFMS/FAMEZ.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS (Protocolo n°
976/2018).

Os espécimes foram acondicionados durante todo o periodo de adaptagdo (15 dias) em

aquarios com 1.540 L, medindo 90 cm altura x 90 cm de largura x 190 cm de comprimento,
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contendo sistema de aeracéo artificial, termostato, com renovagéo de 50% da &gua a cada dois
dias. Foram alocados uma espécie por vez no aquario. Todos os espécimes receberam ragédo
comercial extrusada de acordo com o habito alimentar, duas vezes ao dia até saciedade (Tabela
1).

Tabela 1. Biometria e composi¢éo nutricional de racdes comerciais fornecidas de acordo com

a espécie.
Espécies

Biometria P. lineatus P. mesopatamicus  P. corruscans 0. niloticus
Peso (g) 218,64 +16,42 430,28 £33,59 273,76 £39,36 270,66 +58,20
Comprimento padrdo (cm) 17,86 +0,57 25,5 +2 47 29,8 0,71 21,24 +0,99

Composi¢ao nutricional

Umidade g/kg (max) 120 120 120 120
Proteina Bruta g/kg (min) 280 320 420 280
Extrato Etéreo g/kg (min) 40 60 80 40
Matéria Mineral g/kg (max) 130 130 130 130
Energia digestivel kcal/kg (min) 2800 3000 3500 2800
Calcio g/kg (min) 10 10 10 10
Calcio g/kg (méx) 25 30 35 25
Fosforo mg/kg (min) 9000 9000 15000 9000
Vitamina C mg/kg (min) 150 200 350 150

A qualidade da &gua foi analisada no periodo matutino, sendo mensurados a temperatura
(°C), oxigénio dissolvido (OD), pH e condutividade elétrica (ms/cm?) por meio de um medidor
portatil (SANXIN SX751®). Os parametros de qualidade da dgua apresentaram valores médios:
temperatura de 27,1 +0,6°C, oxigénio dissolvido de 4,8 +0,8 mg L e pH 7,05 +0,2, os valores
permaneceram dentro da faixa de conforto recomendada para cada espécie estudada (BOYD,
1990).

Ao término do periodo de adaptacéo, os peixes permaneceram em jejum no periodo de
48 horas para posterior realizacdo da biometria e abate. Os peixes foram anestesiados em
solugdo de eugenol (50 mg L), até atingirem o estagio de anestesia cirdrgica, seguido da
eutanasia dos peixes por meio de aprofundamento do plano anestésico em solugédo eugenol na
concentragdo de 450 mg L' (KILDEA et al., 2004), para posterior analise biométrica e

histoldgica. Em seguida, foram mensurados o peso (g), comprimento padrdo (cm) e a retirada
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do intestino, para obtencdo do peso do intestino (g), comprimento do intestino (cm), quociente
intestinal (QI = comprimento do intestino (cm) / comprimento padrdo (cm)) e o indice somatico
intestinal (1ISI= (peso do intestino/ peso corporal do peixe) x 100)). O intestino foi esvaziado
com uso de uma seringa contendo &gua para nédo interferir no peso do érgéo e no indice somatico
intestinal. Para as anélises histoldgicas, fracionou-se o intestino em quatro porc¢des, de forma
que todas mantivessem mesmo comprimento em cm. Os fragmentos foram classificados em
anterior (A); médio anterior (MA); medio posterior (MP) e posterior (P), de acordo com a

Figura 1.

{
\II‘I/IIII
4

L)

Figura 1. Representacdo esquematica da colheita de fragmentos do intestino em uma espécie
de peixe carnivoro. Linhas pontilhadas representam as subdivisdes do intestino; setas
representam o local para colheita do fragmento tecidual; a, regido anterior; b, regido média
anterior; c, regidao média posterior; d, regido posterior.

As regides centrais de cada fragmento (transversal e longitudinal) foram fixadas em
solucéo de formolina 10% tamponada (pH 7,2) durante 24 horas. Posteriormente, os fragmentos
foram transferidos para solucdo de alcool 70 GL onde permaneceram até o momento do
processamento histolégico. Secgdes histoldgicas foram preparadas para cortes em Paraplast
(Sigma Aldrich®) com espessura de 3 um em micrétomo rotativo (Zeiss HYRAX M25,
Germany). Todas as seccdes foram coradas em Hematoxilina e Eosina (H&E), Acido Periédico
de Schiff (PAS) e Azul de Alcian (AZ). Imagens digitalizadas (n=3, magnitude 5, 400 e 1000x)
de cada secc¢éo longitudinal e transversal de cada regido foram captadas digitalmente em uma
camera Nikon D3100 adaptada (P95-T2 1,6x DSLR, Zeiss) em microscopio ético de campo
claro (Primo Star, Zeiss).

Para a anélise histométricas das seccOes, considerou-se a medida do didmetro total (um)
nas imagens de magnitude de 5x. A espessura e largura da vilosidade (um), espessura e largura
da lamina propria (um), espessura da camada muscular interna e externa (pm), espessura da
camada submucosa (um) e espessura da camada mucosa (um) foram mensuradas em trés

conjuntos de vilosidade por seccao/regido. A area e o perimetro (um) do nucleo e do citoplasma
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dos enterdcitos e a 4rea (um?) das células caliciforme (n=30/sec¢do) foram mensurados em
imagens de 1000 x de magnitude. A area nuclear e citoplasmatica dos enterdcitos foi usada para
o célculo da relagao nucleo/citoplasma (RNCEnt. = area do nucleo (um?2) /area do (citoplasma
(um?) x 100), segundo Andrade et al. (2017)).

As imagens (n=3 por seccao/regido, 400x de magnitude) foram utilizadas para anélise
da densidade celular (cels. /mm?). Para isso foram selecionadas aleatoriamente cinco
vilosidades em cada sec¢&o histoldgica onde mensurou-se a area (um?) total de cada vilosidade
para contagem das células enterociticas, caliciformes, granulociticas e agranulociticas. Os
valores obtidos foram convertidos mm? (HEDRERA et al., 2013).

Os dados biométricos, histométricos e de densidade celular foram submetidos a analise
de covariancia, modelo linear multivariado, para efeito principal de espécie (fixo) e regides
(aleatorio) e interacdo, configurando um esquema fatorial 4 x 4. O peso dos espécimes foi usado
como covariavel. O software SPSS 23 foi usado para as analises.

Resultados

O peso corporal do P. mesopotamicus (430,28 £33,59) foi superior (P<0,05) aos demais
peixes, P.corruscans (273,76 +£39,36), O. niloticus (270,66 +58,20) e P. lineatus (218,64
+16,42) ndo diferiram entre si. O comprimento padrdo dos animais apresentam variacoes
conforme a anatomia das espécies. Ja 0 peso e comprimento do intestino da O. niloticus
apresentou-se maior que os demais peixes. O quociente intestinal e o indice somatico intestinal
em O. niloticus foi superior aos demais peixes, sendo que P. corruscans obteve o menor
quociente intestinal, sendo cerca de 80% inferior comparado com 0s outros peixes. A figura 2
mostra os graficos com os dados da biometria das espécies estudadas:
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Figura 2. Média e respectivos desvios padrdes para variaveis biométricas obtidas em diferentes
espécies de peixes de acordo com o habito alimentar. Médias seguidas por letras distintas diferem
entre tratamentos (P<0.05).
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Nos resultados da analise de variancia houve diferencas significativas entre as espécies
para todas as varidveis histométricas e de densidade celular. No entanto, apenas a variavel
densidade celular do agranuldcitos diferiu significativamente entre as regides. Houve interacdo
espécie X regido para as variaveis didmetro do intestino, espessura da camada muscular interna,

e para todas as varidveis de densidade celular (Tabela 2).

Tabela 2- Efeito principal de espécie, regido do intestino e efeito interativo para variaveis histométricas
e de densidade celular.

Interacéo

Espécie Regido (espécie x regiao)
Histometria (um) F P F P F P
Diametro Intestino 7,08 0,010 2,79 0,102 3,43 0,002
Exp. da Muscular externa 106,3 0,001 1,21 0,359 1,08 0,384
Exp. da Muscular interna 37,16 0,001 0,52 0,679 2,34 0,024
Exp. da Submucosa 44,99 0,001 0,616 0,622 1,310 0,250
Exp. da Mucosa 4,006 0,046 0,827 0,512 0,936 0,500
Exp. da Vilosidade 5,530 0,020 0,676 0,589 1579 0,141
Larg. da Vilosidade 21,999 0,001 1,318 0,328 0,365 0,948
Exp. da Lamina Prdpria 4,263 0,039 0,898 0,479 1686 0,111
Larg. da Lamina Propria 20,976 0,001 0,482 0,703 0,638 0,760
Densidade celular (x108/mm?)
Enterdcitos 11,223 0,001 0,820 0,484 2,740 0,005
Granuldcitos 45,536 0,001 0,463 0,709 4915 0,001
Agranulécitos 27,058 0,001 3,917 0,009 3,873 0,001
Células caliciformes 7,811 0,001 0,939 0,422 5,959 0,001

Espécie: P. lineatus, P. mesopatamicus, P. corruscans e O. niloticus. Regi&o: anterior, média anterior,
média posterior e posterior. F: estatistica. P: p-value.

Anélises morfométricas

Na regido anterior e média anterior, P. lineatus apresentou o0 menor diametro do
intestino se comparado com 0s demais peixes. Na regido média posterior e posterior, P.
mesopotamicus apresentou maior didmetro do intestino

A espessura da camada muscular externa e interna, na regido anterior, média anterior,
média posterior e posterior, P. corruscans apresentou maior (P<0,05) espessura que 0s demais,
P. mesopotamicus manteve resultados significativamente superior que P. lineatus e O. niloticus

nas respectivas regides.
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Na camada submucosa, P. mesopotamicus apresentou resultados superiores (P<0,05)

em todas as regides. Na camada mucosa os resultados ndo diferiram, exceto na regido anterior,

P. lineatus apresentou menor espessura da camada mucosa (Tabela 3).

Tabela 3- Valores médios (+ epm) de medidas morfométricas de acordo com a regido do intestino e espécies de peixes com diferentes habitos

alimentares.
Espécies
Medidas morfométricas Regido P.lineatus  P.mesopatamicus  P. corruscans 0. niloticus
Anterior 1231,14574° 2130341409  2577,4+4209,6°  1997,3 +248 3%
Média Anterior 11361 +102,0°  2061,7+169,5* 18024 +1775  1611,0 +61,6°
Didmetro do intestino (jm) Média Posterior  1263,6496,3 2111542275  1390,74650°  1541,8 +56,6°
Posterior 12458+1262° 19734 +120,8°  1384,1+1471° 12578 +116,4°
Anterior 16,7243,04° 10456 +14,33® 177,38 +4645% 31,76 +3,98°
Média Anterior 17,12 41 37° 11786413,70° 25552 +16,93* 29,56 +1,09°
Espessura camada Muscular Externa (pm) . .
Média Posterior 19,52 +2,29¢ 132,02+19,99"  211,68+29,95¢ 30,18 +4,03°
Posterior 19,94 +2,70° 121,80 +9,44 195,04 47,94° 32,78 +4,19°
Anterior 39944507  126,68+14,19®  334,2245513*  68,88+9,11°
Média Anterior 34,10 +1,52° 12130 £1049° 3404044566 72,88 +11,39
Espessura camada Muscular Interna (um) ) .
Média Posterior 38,92 45,91° 176,12 431,23" 21532 45586° 48,92 +10,56™
Posterior 32,72 4,37 14494 41720° 389,34 +4129% 5852 +7,81%
Anterior 30,84 1,75 11808 +12,10° 80,36 +217° 64,42 48,21°
Média Anterior 32,36 +4,49° 12938 +18,10° 85,26 +8,63® 66,62 +10,56%
Espessura camada Submucosa (um) i .
Média Posterior 35,64 +2,92° 171,22 423328 776241223 52,50 +5,40°
Posterior 29,76 +2,10° 161,08427,05°  9440+1193° 5722 +11 41%
Anterior 46,16 +3,98° 68,26 5,742 57,26 587 50,24 +4,68%
Média Anterior 55,36 +2,95 64,40 +2,942 57445048 47904791
Espessura camada Mucosa (um) ] .
Média Posterior 51,56 5,26 72,48 +5,942 6382 +1457% 54,70 +7,87°
Posterior 59,96 48,33 65,74 +3,62 50,54 +326% 68,24 +8,10°

Letras distintas entre colunas representam diferencas significativas (P<0,05) entre espécies para mesma regido.

Nas regides média posterior e posterior, O. niloticus obteve menor altura da vilosidade

e na regido anterior, P. corruscans obteve a menor largura da vilosidade. Nas regides média

posterior e posterior, O. niloticus apresentou menor altura da lamina propria, nas demais regido

ndo houve diferenca entre os peixes. Nas regiGes anterior, média anterior e posterior, 0 P.

corruscans apresentou menor largura da lamina prépria, na regido médio posterior ndo

diferiram os resultados (Tabela 4).
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Tabela 4- Valores médios (+ epm) da vilosidade e Iamina prépria de acordo com a regido do intestino e espécies de peixes com diferentes habitos

alimentares.
Espécies
Medidas morfométricas Regido P. lingatus P. mesopatamicus P. corruscans 0. niloticus
Anterior 317,08 +44,29° 382,68 +20,36" 335,9242601* 306,22 £13,12°
Média Anterior 310,62 +42,44° 376,92 +15,32° 301,94 40,68 28322 +18,93"
Altura da Vilosidade (um) _ .
Média Posterior 320,78 44,66 291,58 +34,02 376,42 +8,91° 202,36 +2841°
Posterior 302,44 4615° 305,80 +23,61 3864225,60° 224,60 +21,60°
Anterior 139,80 £10,85* 116,08 4,00 86,86 +4,21° 12746 +19,61%
o Média Anterior 140,66 £20,12* 101,42 18,08* 91,24 18,62* 111,20 £18,43*
Largura da Vilosidade (um)
Média Posterior 121,04 £16,33" 116,32 £21,13 87,20 £5,53* 100,82 £3,35°
Posterior 135,94 £17 53" 114,78 +18,85 82,32 £12,01* 12438 7,12°
Anterior 277,80 +44 52 339,14 +16,87° 25098+2786° 259,80 £12,46°
Altura da Lamina Propria (um) Média Anterior 266,72 £45,51° 335,62 +13 31° 32318 +4250° 24316 416,77°
Média Posterior ~ 279,78437,32% 246,02 432412 207904945 1750642283
Posterior U1685335 2699242460 290,68+2060° 1721441965
Anterior 65,42 +7,89° 46,28 45,68 35,16 45,09" 47,68 48,27
_ . Média Anterior 60,84 45,69° 39,30 42,64% 34,02 42,75 44,20 9,50
Largura da L&mina Prdpria (pum) - ,
Média Posterior 58,26 +7,11% 56,36 +14,42° 31481216 36,44 +2,70°
Posterior 65,46 +7,70° 48,84 47 95% 28,28+3,88" 48,88 42,29

Letras distintas entre colunas representam diferencas significativas (P<0,05) entre espécies para mesma regido.

Andlises de densidade celular

A densidade dos enterdcitos ndo apresentou diferenca significativa entre os peixes na
regido anterior, média anterior e média posterior. Na regido posterior, O. niloticus apresentou
resultado inferior (P<0,05) significativamente que os demais (Tabela 5).

As células granulociticas, na regido anterior ndo se observou diferenca entre os peixes.
Nas regides média anterior, média posterior e posterior, P. lineatus obteve resultados superiores
(P<0,05) que os demais peixes. Sendo que na regido média posterior, P. corruscans e P. lineatus
foram iguais significativamente.

As celulas agranulociticas, na regido anterior, media anterior e media posterior, O.
niloticus apresentou resultado superior (P<0,05) significativamente. J& o P. corruscans obteve

menor quantidade dessas células se comparado com as demais espécies na regido posterior.
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As células caliciformes, na regido anterior e média anterior, O. niloticus apresentou

maior (P<0,05) quantidade dessas células que as demais espécies. Na regido média posterior e

posterior, o P. corruscans obteve resultado superior (P<0,05) significativamente. Na regido

posterior, a O. niloticus apresentou a menor quantidade de células caliciformes.

Na regido anterior, media anterior e média posterior, 0 P.mesopotamicus apresentou

maior (P<0,05) volume das células caliciformes em relacdo aos demais peixes. Ja na regido

posterior, P. corruscans apresentou maior volume (P<0,05) celular (Tabela 5).

Tabela 5- Valores médios (+ epm) das medidas de densidade celular e volume de acordo com a regido do intestino em espécies de peixes com

diferentes habitos alimentares.

Espécies
Regido P. lineatus P. mesopatamicus P. corruscans 0. niloticus
Anterior 66423 +46150°  7.827,7436090°  7.3273452096" 61715 +438 47
— Média Anterior ~ 6.9573+42444° 82087455928  7.28094811,70°  6.8103 +601,73°
(céls.Jmm?) Média Posterior ~ 6.9693+61385°  8.760,1 457,160  6.4744453827 8.139.3+1.179,2°
Posterior 78168+56488°  105343471114° 622514354160 55633 +410,49"
Anterior 588,5 +68,60° 457,3 £92,69° 72454106360 411,192,712
Granuldcitos Média Anterior ~ 1.145,0 +138,19° 232,9 +43,49° 3921472,14" 1957 +68,01°
(célsImm’) Média Posterior 837, £134,44° 249,9 £34,91° 7250 £14491° 1633 £50,46°
Posterior 1.077,6 £129,48* 2384 +68,97" 390,145,638  187,043452°
Anterior 37221437243 35342+27946°  38431+2651%°  6.764,5 372,43
Agranulcitos Média Anterior ~ 5.9461 +496,85°  4.119,2436785°  4.890,462488% 67925 +601,34°
(céls fmm?) MédiaPosterior ~ 5.0472+45258%  42860+21434" 494154377058  6.977,7 881,03
Posterior 6.0526+47550°  50652432369%  25174426393° 58643 +277,36°
Anterior 208,8428,27° 314,1 450,75 2003441700 4479467542
(S;'SU/';Sm%a”Cifofmes Média Anterior 13,6 +46,15" 2623 +67,12% 3288 +6754% 5047 478,71
' Média Posterior 179,6 52,29° 271,1452,21° 645,8 +58,56° 324,6 £74,44°
Posterior 376,5 473,62 332,4 493,00% 595045978 160,946391°
Anterior 485,96 +28,03° 92237410102 6382043400 673,04 446,56"
Volume célula caliciforme EUIRAMENOT 47796424600 12269412505 8606545335 506,16:432,96°
(um’) Meédia Posterior 270,12 +20,69" 836,69 +83,06° 13750 +27,88" 380,70 £27,13"
Posterior 236,50 +17,31° 318,84 +12,52° 813,09461,11* 298,14 +1538°

Letras distintas entre colunas representam diferencas significativas (P<0,05) entre espécies para mesma regiao.
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Discussao

As diferencas no peso corporal das espéecies estdo relacionadas com a fase de
desenvolvimento de cada peixe, todos os animais utilizados no experimento eram juvenis. O
comprimento padrdo dos animais apresentaram variagdes, mas ndo foram diferentes
significativamente, essas variacdes no comprimento dos peixes se da ao fato de existir
diferencas conforme o habito alimentar e as carateristicas anatdmicas de cada espécie.

Nos peixes, 0 comprimento do intestino est4 diretamente relacionado com o tempo de
passagem do alimento (GONCALVES et al., 2013). O peso e comprimento do intestino dos
peixes apresentaram diferencgas que estdo relacionadas ao habito alimentar e caracteristicas do
alimento ingerido. Segundo BALDISSEROTTO (2009) os peixes apresentam diversas
adaptacGes do sistema digestorio, para ingerir, digerir e absorver os diferentes tipos de
alimentos. Os peixes herbivoros tém intestinos mais longos que os carnivoros, enquanto as
principais caracteristicas do trato digestorio de peixes carnivoros sdo estdmago grande e
intestino relativamente curto (KAPOOR et al., 1975; RODRIGUES et al., 2008). Os intestinos
de peixes com o héabito detritivoro apresentam caracteristicas como comprimento e distribuicéo
das células semelhantes ao do peixe de habito herbivoro. As variagdes no comprimento do
intestino podem ser compensadas por variacbes na area da mucosa intestinal e pela
variabilidade de tipos celulares encontrada no epitélio dessa mucosa (BORGES et al. 2010).

Segundo WARD CAMPBELL et al., (2005) o quociente intestinal varia entre 1 e 3 nas
espécies onivoras e acima de 3 encontrado em espécies herbivoras ou detritivoras. Os valores
do quociente intestinal observados para estas espécies estdo dentro do esperado para 0s
onivoros, carnivoros, detritivoro e herbivoro. No entanto, esta classificacdo ndo pode ser
utilizada exclusivamente para se avaliar 0 habito alimentar de uma espécie, sendo apenas um
estudo complementar em ecologia tréfica de peixes. Este parametro além de variar conforme o
habito alimentar, sendo maior em detritivoros e herbivoros e em menor, onivoros e carnivoros,
pode ainda variar conforme a dieta da espécie, aumentando em periodos de maior atividade
alimentar ou até mesmo em func¢do do consumo de alimentos de menor valor nutricional ou de
dificil digestdo (DRAKE et al., 1984; ZAVALA-CAMIN,1996).

A distribuicdo dos érgéos do trato digestivo, segundo SEIXAS FILHO et al., (2001),
esta relacionada com a forma da cavidade peritoneal e com a forma do corpo de cada espécie.
O intestino € comumente dividido em intestino anterior, intestino médio e intestino posterior.
(HIBIYA, 1982; RODRIGUES et al., 2008). No presente estudo dividimos o intestino em:

intestino anterior, médio anterior, médio posterior e posterior. As 4 espécies estudadas
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caracterizam-se por apresentar quatro camadas no intestino: a mucosa, a submucosa, a muscular
e a serosa.

Com relacdo a espessura da camada muscular externa e interna, no presente estudo, P.
corruscans se destacou nos resultados, sendo superior significativamente que as demais
espécies, isso se deve ao fato da espessura da camada muscular nos peixes estar associada com
0 segmento intestinal, espécie, habito alimentar, e concentracdo de proteina ofertada na dieta
(MAKINO, 2010). Ja o P. lineatus apresentou 0os menores resultados de espessura das camadas,
a camada da mucosa teve espessura mais desenvolvida em relacdo as outras camadas e
verificou-se que aumenta gradativamente a espessura da camada da mucosa ao decorrer das
regides o que também foi encontrado em estudo com P. lineatus por MORAES et al (1997),
que concluiram que a mucosa bem desenvolvida e elaborada esta ligada com a funcdo de
absorcéo de nutrientes.

A mucosa intestinal esta relacionada com os processos fisioldgicos de digestdo e
absorcéo, e as regiGes com maior concentracdo de pregas complexas estdo envolvidas nos
processos de absorcdo, devido ao aumento da area efetiva para absorcdo de nutrientes.
(TAKASHIMA e HIBIYA, 1995). Na analise morfométrica da altura de vilosidade do presente
estudo, P. corruscans apresentou-se superior e O. niloticus inferior significativamente nas
regibes media posterior e posterior do intestino, em relacdo as demais espécies. As diferencas
na altura das vilosidades na regido distal do intestino podem ser atribuidas a estratégia de
melhorar a absor¢do dos nutrientes nos peixes carnivoros por exemplo por terem o intestino
relativamente curto em relagdo as espécies herbivoras. KHANNA e MEHROTRA (1971),
relataram que a maior complexidade das vilosidades intestinais pode ser encontrada em espécies
carnivoras. A complexidades das vilosidades do intestino é descrita como crescente, segundo
MENIN, 1988, entre os seguintes habitos alimentares: onivoro, carnivoro, herbivoro e ilidfago.
HONORATO et al., (2011) demonstraram correlagdo positiva entre altura da vilosidade
intestinal da O. niloticus, e o nivel de proteina ofertado na dieta. RODRIGUES et al. (2012)
abordaram que no intestino do A. gigas, popularmente conhecido como pirarucu, peixe de
habito alimentar carnivoro, na por¢do mais proximal as vilosidades sdo mais altas que na regido
distal.

No epitélio de revestimento do intestino das 4 espécies de peixes estudada apresentou-
se composto principalmente por enterdcitos e células caliciformes. Os enterdcitos, tipo celular
dominante no epitélio intestinal, sdo as células responsaveis por realizar a digestdo final e
absorcdo de nutrientes, apresentando microvilosidades na membrana apical que constituem a
borda em escova (WILSON e CASTRO, 2010; HIBIYA, 1982). As microvilosidades

aumentam a superficie digestiva do intestino e de transporte dos enterdcitos, sendo assim a base
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estrutural dos processos digestivos (KUPERMAN e KUS’MINA, 1994). O nucleo esta
localizado na regido central ou ligeiramente basal da célula, e sua estrutura é relativamente
constante ao longo do intestino (NOAILLAC-DEPEYRE e GAS, 1976). No presente estudo a
densidade dos enterdcitos foi constante ao longo do intestino das espécies estudada, na regido
posterior do intestino, P. mesopotamicus apresentou maior concentragdo em relacdo com O.
niloticus sendo diferentes significativamente. Isso se deve ao fato de haver diferencas na
espessura e largura das vilosidades entre as espéecies e ao decorrer do intestino.

A ocorréncia de células caliciformes é uma caracteristica comum do trato digestivo dos
peixes. A digestdo intestinal depende da secrecdo de substancias glicoproteicas das células
caliciformes (KOPOOR et al., 1975). As diferentes condi¢bes de alimentacGes e a protecao
contra atividade bacteriana estd relacionada com a presenca das células caliciformes no
intestino dos peixes (TIBBETTS, 1997). Nos resultados da densidade das células caliciformes,
P. corruscans, obteve elevada concentracdo dessas células ao longo do intestino, aumentado
em direcdo do ultimo segmento do intestino, semelhante ao que foi encontrado por
RODRIGUES et al. (2012) em estudo com A. gigas, peixe carnivoro, observaram o aumento
dessas células em direcdo ao segmento distal. O maior nimero de células caliciformes na regido
distal do intestino pode implicar na necessidade de aumento de protecdo para a mucosa e sua
lubrificacdo para a expulsao do bolo fecal (GRAU et al., 1992; MURRAY et al., 1996).

Ja O. niloticus, espécie herbivora, no presente estudo obteve maior concentracdo das
celulas caliciformes na regido anterior e média anterior, diminuindo a quantidade no segmento
médio posterior e posterior. MELLO et al. (2013) estudaram os efeitos da alimentacdo com
probidticos em juvenis de O. niloticus, na contagem do numero de células caliciformes
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos, nos peixes que receberam o probidtico
o namero de celulas caliciformes foi maior que o observado no grupo controle. FERRARI et
al., (2006) realizou um estudo comparando a histologia do intestino da O. niloticus e P. scrofa,
tilapia e curimbata respectivamente e observaram um maior nimero de células caliciformes no
intestino da tilapia, peixe de habito herbivoro em relacdo ao peixe de habito detritivoro. No
presente estudo a tildpia apresentou resultados semelhantes, maior ndmero de células
caliciformes em comparagdo com a curimba, peixe detritivoro.

Os dados de densidade celular dos agranulécitos encontrados no estudo foram
expressivos. Essas células provavelmente tém funcdo regulatdria, suprimindo a resposta do
sistema imune para antigenos intestinais e induzindo simultaneamente uma resposta imune
(PABST, 1987). Nas regides anterior, média anterior e média posterior, O. niloticus apresentou
resultado significativamente superior, o grande niumero de agranuldcitos na mucosa intestinal

de peixes sugere a existéncia de um sistema imune local, 0 mucoso (ROMBOUT et al., 1989).
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Concluséao

A dieta afeta a densidade celular na mucosa intestinal e nas medidas morfométricas do
intestino. As variagdes observadas nas populacdes de células, especialmente nos granuldcitos e
agranulécitos, sugerem que as distintas regides intestinais estudadas apresentam diferencas
quanto a funcdo imune e, portanto, possivelmente respondem de forma diferente quando
estimuladas. Ja as variagcdes observadas na espessura das camadas do intestino e na altura da
vilosidade, sugerem que as regifes intestinais estudadas apresentam diferengas que s&o
importantes para o conhecimento e correta divisdo do 6rgéo.

O conhecimento da morfologia do intestino das diferentes espécies estudadas se torna
importante para futuras pesquisas envolvendo as regifes do intestino, a morfometria das

camadas e vilosidades do intestino e a densidade celular das diferentes regides intestinais.
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Figura 3. Secc¢des histolégicas do intestino de Prochilodus lineatus (1) e Pseudoplatystoma
corruscans (2). 1A e 2A - regido anterior do intestino. 1B e 2B - regido média anterior do
intestino. 1C e 2C - regido média posterior do intestino. 1D e 2D — regido posterior do intestino.
Nas imagens 1A e 1D as setas mostram as células granulociticas presentes no intestino da
Prochilodus lineatus. Os enterdcitos estdo representados na imagem 1B (seta). Nas imagens
2B e 2D as setas indicam as células caliciformes presentes no intestino do Pseudoplatystoma
corruscans.
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Figura 4. Secces histologicas do intestino de Pseudoplatystoma corruscans (A), Piaractus
mesopotamicus (B), Prochilodus lineatus (C). Imagem A - Corte transversal do intestino com
respectivas camadas: Camada muscular externa (ME); camada muscular interna (MI); camada
submucosa (SM) e camada mucosa (M). (2,5x) H&E. Imagem B - As retas indicam as medidas
lineares da altura da vilosidade (A) e largura da vilosidade (L). A seta indica a area da
vilosidade. Regido anterior, PAS. Imagem C - As retas indicam as medidas lineares da altura
da lamina propria (A) e largura da lamina prépria (L). Regido média anterior, H&E.



