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Resumo

CARDOSO, Nathalia das Neves. Aspectos histolégicos, histoquimicos e imuno-
histoquimicos do tubo gastrintestinal de Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758)
nos Reservatdrios: do Funil, Santa Cecilia e Ilha dos Pombos. 2013. Dissertagdo
(Mestrado em Biologia Animal). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Este trabalho visou descrever as caracteristicas histoldgicas e histoquimicas do
estdbmago e intestino Astyanax bimaculatus e analisar presenca de células enddcrinas no
tubo gastrintestinal (TGI) da mesma espécie em trés reservatorios do rio Paraiba do Sul
(UHE Funil, UHE Santa Cecilia e UHE Ilha dos Pombos), buscando comparar a
distribuicdo regional e frequéncia de células enddcrinas secretoras de somatostatina
(SOM), gastrina (GAS) e serotonina (5-HT) nos espécimes de cada ambiente. Foram
utilizados 12 espécimes de cada reservatorio, sendo estes coletados através de rede de
espera e sacrificados por hipotermia. Apds a dissecacao ocorreu a imediata remocao do
TGI. Posteriormente, fragmentos do estbmago e intestino foram fixados por 8 horas em
liguido de Bouin e encaminhados para o Laboratério de Histologia e Embriologia da
UFRRJ, onde foram submetidos aos processamentos histoldgicos de rotina e
histoquimicos com o Acido Periodico + Reativo de Schiff (PAS) e Alcian Blue pH 2.5
(AB) para posteriormente a realizacdo do estudo imuno-histoquimico. Histologicamente
0 estbmago de A. bimaculatus apresentou duas regides distintas (glandular e aglandular)
e o intestino foi dividido em segmento anterior e posterior, sendo as regides do
estbmago somente reativas ao PAS e o intestino reativo ao PAS e AB. No estudo
imuno-histoquimico dos trés tipos de células imunorreativas (IR) estudadas apenas
células IR a 5-HT foram identificadas na regido do estdmago (epitélio e glandulas) e no
intestino. Células IR a GAS e a SOM somente foram detectadas no estbmago. Células
IR @ GAS somente foram detectadas nas glandulas gastricas. A distribuicdo regional e a
frequéncia das células enddcrinas variaram ao longo das regides do TGl e também entre
0s espécimes de cada reservatério. Notou-se que ndo houve diferenca histoldgica do
TGI de A. bimaculatus quando comparados 0s trés reservatorios e que este é compativel
com seu habito alimentar onivoro. Através do estudo imuno-histoquimico foi possivel
verificar que nas regides do estbmago de A. bimaculatus ocorreu uma frequéncia quase
exclusiva dos trés tipos de células enddcrinas pesquisadas, podendo indicar que este
orgdo é o principal local de digestdo dos alimentos desta espécie, sendo observado
também que ocorreu similaridade quanto a quantidade e distribuicdo dessas células no
TGl dos espécimes oriundos dos diferentes reservatorios.

Palavras chave: Células endocrinas, histologia, trato gastrintestinal, peixe,
reservatorios.
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Abstract

CARDOSO, Nathalia  das  Neves. Histological, histochemical and
immunohistochemical aspects of the gastrointestinal tract of Astyanax bimaculatus
(Linnaeus, 1758) in Reservoirs: Funil, Santa Cecilia and Ilha dos Pombos. 2013.
Dissertation (Master in Animal Biology). Institute of Biology Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

This study aimed to describe the histology and histochemistry of the stomach and gut of
A. bimaculatus and analyze the presence of endocrine cells in the gastrointestinal tract
(GIT) on the same species in three reservoirs of the Paraiba do Sul River (UHE Funil,
UHE Santa Cecilia and UHE Ilha dos Pombos), order to compare the regional
distribution and frequency of endocrine cells secreting somatostatin (SOM), gastrin
(GAS) and serotonin (5-HT) in specimen of each environment. We used 12 specimens
of each reservoir, which are collected using gillnets and sacrificed by hypothermia.
After dissection occurred to the immediate removal of GIT. Subsequently, fragments of
the stomach and gut were fixed for 8 hours in Bouin liquid and sent to the Laboratory of
Histology and Embryology of UFRRJ, where they were subjected to histological
processing and histochemical routine with periodic acid + reactive Schiff (PAS) and
Alcian Blue pH 2.5 (AB) to posterior the realization of immunohistochemical study.
Histologically the stomach of A. bimaculatus showed two distinct regions (glandular
and non glandular) and gut was divided into anterior and posterior segment, being the
only regions of the stomach and gut PAS reactive to reactive to PAS and AB
respectively. In immunohistochemical study of three types of cells immunoreactive (IR)
IR studied, only cells to 5-HT were identified in the stomach region (epithelia and
glands) and gut. GAS cells to IR and SOM were only detected in the stomach. GAS
cells to IR was detected only in the gastric glands. The regional distribution and
frequency of endocrine cells varied across regions of the GIT and also among the
specimens of each reservoir. It was noted that there was no difference in histological
GIT of A. bimaculatus in the comparison of the three reservoirs and that it is
compatible with your omnivorous. By immunohistochemistry we found that the regions
of the stomach of A. bimaculatus occurred a frequency of almost exclusively three types
of endocrine cells studied, which may indicate that this organ is the main site for
digestion of food of this species, being also observed a similarity in the amount and
distribution of these cells in the GIT of specimens coming from the different reservoirs.

Keywords: Endocrine cells, histology, gastrointestinal tract, fish, reservoirs.
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1- INTRODUCAO GERAL

Os peixes representam 0 grupo mais numeroso e diversificado entre 0s
vertebrados com cerca de 25.000 espécies conhecidas, sendo a fauna de peixes da
América do Sul uma das mais ricas do mundo, compreendendo cerca de 3000 espécies
(BOHLKE et al., 1978). A ordem Characiformes, com mais de 1500 espécies descritas
até 0 momento, representa 0 grupo de peixes neotropicais com a maior variedade de
formas e comportamentos (LEVEQUE et al., 2008).

Segundo Agostinho et al. (2007) o isolamento geografico do continente Sul-
Americano e de algumas bacias de drenagem em épocas passadas, associado a uma
grande diversidade de habitat (lagos, pocas, riachos, corredeiras, rios, planicies
inundadas), sdo fatores que contribuiram para o elevado nimero de espécies de peixes, a
ampla variedade de forma do corpo e estratégias de vida observadas atualmente. A
grande heterogeneidade encontrada nos rios da América do Sul reflete na diversidade
morfologica, fisioldgica e de atributos ecoldgicos e reprodutivos observados na fauna de
peixes (LOWE-MCCONNEL, 1999). Assim, os peixes apresentam multiplas variacoes
da estrutura basica do trato gastrintestinal (TGI) dentre os vertebrados, as quais estao
geralmente correlacionadas ao tipo de alimento consumido e ao ambiente, podendo
influenciar a presenca, posicéo, formato e tamanho de um 6rgao em particular (ROTTA,
2003).

Os processos gerais de digestdo nos peixes tém sido pouco estudados quando
comparados com 0s animais homeotérmicos, porém, as informacgdes disponiveis
sugerem que 0s peixes, de uma maneira geral, sdo semelhantes aos outros vertebrados
quanto aos processos digestivos (FANGE & GROVE, 1979; LOVELL, 1989). Segundo
Angelescus & Gneri (1949), cada tipo de regime alimentar corresponde a caracteristicas
definidas do sistema digestorio, ou em alguns de seus 6rgdos, de acordo com o grau de
especializacdo, podendo o habito alimentar se modificar, em uma mesma espécie de
acordo com o habitat, a natureza do alimento, a estacdo do ano, a idade ou 0 sexo
(CASTRO et al., 2003).

O trato gastrintestinal dos animais é o local onde ocorrem o0s processos de
digestdo do alimento ingerido e de absorcdo de nutrientes pela mucosa intestinal. Estes
eventos sao regulados por intermédio de acBes dos sistemas nervosos gastroentérico e
enddcrino (GUYTON & HALL, 2008). As células enddcrinas gastrintestinais que se
encontram dispersas ao longo do epitélio de revestimento, nas glandulas gastricas e
intestinais sintetizam varios tipos de polipeptidios e aminas biologicamente ativas
(SANTQOS, 2007). Supde-se que mais de cem substancias reguladoras sejam secretadas
pela mucosa gastrintestinal (HADLEY & LEVINE, 2009), podendo o trato
gastrintestinal ser denominado também de maior 6rgdo enddcrino do organismo
(THOMPSON et al., 1987; AHLMAN & NILSSON, 2001).

Em peixes, assim como em outros vertebrados, ja foi demonstrado que o0s
processos digestivos tais como, motilidade, secrecdo e absorcdo s&o modulados pelo
sistema neuroenddcrino difuso (HERNANDEZ et al., 2012). Assim, o presente
trabalho teve como principal objetivo avaliar a presenca de células enddcrinas deste
sistema no tubo gastrintestinal do peixe A. bimaculatus coletados em trés reservatorios
do rio Paraiba do Sul (Usina Hidrelétrica - UHE do Funil, UHE de Santa Cecilia e UHE
de Ilha dos Pombos), bem como descrever histologicamente o TGI da espécie analisada.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Caracteristicas morfoldgicas do estdbmago e intestino dos teledsteos em
relacdo ao habito alimentar

Segundo Makino (2010), muitos autores estudaram a morfologia do sistema
digestorio e sua relagdo com os habitos alimentares dos peixes, tornando possivel
conhecer o regime alimentar de uma espécie a partir das diferencas anatomofisioldgicas
do tubo digestivo, fato que fica evidenciado quando se observa os formatos variados do
estbmago ou os diferentes comprimentos do intestino, conforme sejam herbivoros,
carnivoros, onivoros ou detritivoros (iliofagos). Entretanto, a maioria dos peixes €
pouco especializada nos seus habitos alimentares, isto €, sdo generalistas, uma condigdo
necessaria para ingerir, digerir e absorver os diferentes tipos de alimentos, explorando
uma grande diversidade de itens alimentares disponiveis (ROTTA, 2003).

O estdmago nos peixes pode ser bastante diferenciado quanto ao formato, sendo
alongado nos piscivoros, como um saco sifondide nos onivoros e apresentar-se como
uma moela, sem glandulas, destinada a trituracdo nos ili6fagos, como ocorre nos
curimbas e saguirus (GODINHO, 1970). De acordo com Rotta (2003) o estdmago
funciona de modo a armazenar temporariamente o alimento, desempenhando também
fungBes mecénicas que auxiliam na trituracdo e no inicio da digestéo.

Em peixes, o tamanho do estbmago pode ser frequentemente relacionado com o
intervalo entre as refeicbes e com o tamanho das particulas do alimento ingerido.
Portanto, espécies que consomem grandes presas em intervalos esparsos possuem
estdbmago grande e aqueles que se alimentam de pequenas particulas geralmente tem
estdmago pequeno ou este ndo existe (peixes agastricos) (ROTTA, 2003).

No intestino, as modificagdes anatdmicas referentes ao comprimento do 6rgéao
também dependem do hébito alimentar da espécie. Deste modo peixes com habito
alimentar herbivoro apresentam o intestino longo e enovelado, os peixes carnivoros
possuem o intestino curto, enquanto nas espécies onivoras o intestino é intermediario
(GRACIANO, 2012). Segundo Rotta (2003) outros fatores, que ndo a dieta, podem
influenciar no comprimento deste 6rgdo, como por exemplo, 0s intestinos que possuem
dobras ou outras estruturas que aumentem a superficie de absorcdo usualmente sdo
menores que aqueles que ndo as possuem. O comprimento do intestino também pode ser
maior em peixes que se alimentam de um modo mais esparso do que aqueles se
alimentam com mais frequéncia. Algo que cabe ressaltar € que em alguns peixes, 0
intestino além das func@es de digestdo e de absorcdo, pode desempenhar outras funcdes,
como auxiliar na osmorregulacdo ou na respiragdo (ROTTA, 2003).

2.2 - Influéncias dos reservatorios sobre a comunidade de peixes

Diversos trabalhos abordam os efeitos das agdes antropogénicas sobre 0 curso
dos rios e suas consequéncias sobre as comunidades icticas (MERONA, 1987;
ARAUJO et al., 2001; ARAUJO & NUNAN, 2005; DUARTE, 2007; AGUIAR, 2008).
A construcdo de barragens contribui muito para o aumento desses efeitos nos sistemas
hidricos, especialmente devido a fragmentacdo do habitat com implicacdes diretas na
biodiversidade e na biologia das espécies. No Brasil estas construcfes tém sido cada vez
mais frequentes, sobretudo em represas com designios hidrelétricos. Além da geracao
de energia o represamento promove, secundariamente, o controle de cheias, cria



oportunidades de recreagdo, turismo, navegacdo continental, aquicultura e fornece
suprimento de agua (TUNDISI, 2003; OLDANI et al., 2007).

Apesar dos beneficios para os seres humanos as barragens exercem grandes
influencias sobre a natureza, modificando fortemente o ecossistema dos rios,
diminuindo a qualidade da agua pela alteracdo no regime de cheias, aumentando a
sedimentacdo e mudando o fluxo de nutrientes (JEFFRIES & MILLS, 1994). Essas
mudancas geram impactos ecoldgicos, que incluem altera¢cdes na morfologia dos canais,
dissociagdo com as planicies de inundacdo, desconexdo de teias alimentares,
fragmentacdo e perda de habitat (LEVIN & TOLIMIERI, 2001). Esses impactos
gerados influenciam diretamente nas comunidades de peixes devido a diminuicdo da
riqueza e da diversidade de espécies (MERONA et al., 2005), afetando principalmente
as especies migratorias, por constituirem obstaculos para a livre movimentacdo dos
peixes e dificultarem o acesso destas espécies as &reas de recrutamento e desova
(AGOSTINHO et al., 2003; GILLETTE et al., 2005).

Segundo Agostinho (1999) em reservatérios recém-formados, a ocorréncia de
alteracbes no comportamento alimentar dos peixes € esperada, principalmente em
funcéo da incorporacéo de material terrestre ao sistema aquético. Para a comunidade de
peixes, o resultado inevitavel desses empreendimentos hidrelétricos é a alteracdo na
abundancia das espécies com a eventual eliminacdo de alguns componentes
ictiofaunisticos. Visto que as assembleias de peixes atuais em um reservatorio é
resultante da colonizacdo feita por aquela anteriormente existente no rio, espécies
naturalmente em baixa densidade podem encontrar condi¢des favoraveis e proliferarem,
enquanto outras, que ndo tenham no novo ambiente as condi¢des adequadas para
satisfazerem suas necessidades ecoldgicas, podem ter sua abundancia reduzida, ou
mesmo, serem eliminadas (AGOSTINHO et al.,1992).

2.3 - Espécie analisada
Sistematica do peixe utilizado:

Filo: Chordata (Bateson, 1885)

Subfilo: Vertebrata (Cuvier, 1812)

Classe: Actinopterygii (Klein,1885)

Superordem: Ostariophysi (Rosen & Greenwood, 1970)
Ordem: Characiformes (Regan, 1911)

Familia: Characidae

Espécie: Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758)

- Astyanax bimaculatus (Figura 1) — Espécie de peixe popularmente conhecida como
lambari ou piaba que pertence a uma das maiores e mais complexa familia de peixes
neotropicais. Tamanha diversidade e complexidade tém dificultado os pesquisadores a
compreenderem melhor o grau de parentesco entre as espécies de Astyanax. Este género
¢ formado por peixes com grande diversidade nas bacias da América do Sul,
apresentando mais de 80 espécies de lambaris. Estes habitam diversos ambientes
aquaticos, como rios, riachos, lagoas e represas, apresentando também habito alimentar
bem variado, alimentando-se tanto de recursos de origem aldctone (frutos, semente e
insetos terrestres) quanto de origem autoctone (insetos e vegetais agquaticos, escamas,
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ovocitos, entre outros). A. bimaculatus é uma espécie de pequeno porte, que atinge no
méaximo 200 mm de comprimento apresentando uma mancha na regido umeral (préxima
a nadadeira peitoral), com forma ovalada e posicdo horizontal. (Fonte:
www.museudezoologia.ufv.br/bichodavez/edicaol10.pdf).
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Figura 1: Exemplar de Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758).

2.4 - Peptideos reguladores produzidos pelas células enddcrinas a serem
investigados

Serotonina - A 5-hidroxitriptamina (5-HT) ou serotonina € um neurotransmissor
sintetizado por neur6nios serotoninérgicos do sistema nervoso central e pelas células
enterocromafins do tubo gastrintestinal, que constituem uma ampla populacdo neste
tubo e produzem mais de 90% da serotonina sintetizada no corpo (AHLMAN &
NILSSON, 2001). Este horménio tem uma acdo moduladora geral da conduta afetiva
associada a acOes sobre a cognicdo e comportamentos homeostaticos. A serotonina é
conhecida por estimular a contracdo da musculatura lisa do aparelho gastroentérico e
provocar a secrecdo exocrina (CECCARELLI et al., 1995), além de estimular os
neurdnios mioentéricos promovendo respostas vasodilatadoras na submucosa
(VANNER, 2000). Esta também age aumentando a motilidade intestinal (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2008).

Gastrina - A gastrina (GAS) é o maior regulador fisiologico hormonal da secrecéo de
suco gastrico e também possui importante papel na promoc¢do do crescimento da
mucosa gastrica (JOHNSON et al., 1975). A gastrina € sintetizada pelas células G que
estdo localizadas nas glandulas gastricas, da regido do antro pilorico e no duodeno. Este
hormonio tem como principal funcdo estimular a secre¢do de &cido cloridrico e de
pepsinogénio pela mucosa gastrica, também estimula a contragdo do musculo liso,
aumenta a circulagdo sanguinea e secregdo de agua pelo estbmago e intestino
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).



Somatostatina - A somatostatina € um mensageiro quimico secretado pelas células D,
presentes no estdmago (regido do antro pildrico), intestino e pancreas (RODRIGUES, et
al., 2005). Recebeu esta denominacdo por sua capacidade de inibir a liberagcdo do
horménio de crescimento (somatotrofina). Elevadas concentracdes de somatostatina
foram detectadas no pancreas, estomago e duodeno (ARIMURA et al., 1975) esta tem
funcdo inibidora em muitos 6rgdos como tiredide, pancreas, estbmago e vesicula biliar,
inibindo também a liberacdo de horménios pelas células enteroenddcrinas em sua
vizinhanca. A somatostatina atua nas células produtoras de gastrina e nas células
semelhantes as enterocromafins inibindo a liberagc&o de suas secre¢cdes (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).
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ASPECTOS HISTOLOGICOS E HISTOQUIMICOS DO TUBO
GASTRINTESTINAL DE Astyanax bimaculatus (LINNAEUS, 1758)

(CHARACIFORMES, CHARACIDAE)



Resumo

CARDOSO, Nathalia das Neves. Aspectos histologicos e histoquimicos do tubo
gastrintestinal de Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758) (Characiformes,
Characidae). 2013. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Animal). Instituto de Biologia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

A morfologia do tubo gastrintestinal (TGI) e sua relagdo com os habitos alimentares tém
sido descrita em varias espécies de peixes. O presente estudo visou descrever as
caracteristicas histologicas do estdmago e intestino de Astyanax bimaculatus, buscando
fornecer subsidios para a compreensdo de seu regime alimentar. Foram selecionados 36
exemplares de A. bimaculatus, oriundos de trés hidrossistemas do trecho médio do rio
Paraiba do Sul (UHE de Funil, llha dos Pombos e Complexo Santa Cecilia). Os animais
foram coletados e sacrificados por hipotermia. Posteriormente, fragmentos do estbmago
e intestino foram fixados por 8 horas em liquido de Bouin e encaminhados para o
Laboratorio de Histologia e Embriologia da UFRRJ, onde foram submetidos a técnicas
histoldgicas de rotina. Para a andlise histoldgica, foi utilizada a técnica de coloracao
pela Hematoxilina e Eosina (HE) e as técnicas histoquimicas do Acido Periddico +
Reativo de Schiff (PAS) e Alcian Blue pH 2.5 (AB). O estbmago de A. bimaculatus
apresentou duas regides histologicamente distintas. Regido glandular com pregas e
fossetas gastricas e regido aglandular somente com fossetas gastricas. O epitélio do
estdmago é simples cilindrico mucossecretor, reativo ao PAS. A muscular da mucosa
esta ausente. O intestino foi dividido em anterior com pregas delgadas e poucas células
caliciforme e posterior com pregas espessas € muitas células caliciformes. O epitélio
intestinal é cilindrico simples com planura estriada e células caliciformes reativas ao
PAS e ao AB. As camadas observadas no estbmago e no intestino foram: mucosa,
submucosa, muscular e serosa. Foi observada a presenca de parasito no intestino de A.
bimaculatus nas regides de Funil e llha dos Pombos. Notou-se que ndo houve diferenca
histolégica do TGI de A. bimaculatus quando comparado os trés reservatorios e que este
é compativel com seu habito alimentar onivoro.

Palavras-Chave: Histologia, trato gastrintestinal, peixe de agua doce, Astyanax.



Abstract

CARDOSO, Nathalia das Neves. Histological and histochemical aspects of the
digestive tract of Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758) (Characiformes,
Characidae). 2013. Dissertation (Master in Animal Biology). Institute of Biology
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The morphology of the gastrointestinal tract (GIT) and your relation of dietary habits
have been described in several species of fish. This study aimed to describe the
histological features of the stomach and gut of Astyanax bimaculatus, seeking to aid the
understanding of their diet. We selected 36 specimens of A. bimaculatus, from three
reservoirs of the middle of the Paraiba do Sul River (UHE Funil, UHE Santa Cecilia
and UHE Ilha dos Pombos). The animals were collected and euthanized by
hypothermia. Subsequently, fragments of the stomach and gut were fixed for 8 hours in
Bouin liquid and sent to the Laboratory of Histology and Embryology UFRRJ, where
they underwent routine histological techniques. For histological analysis, we used the
technique of staining with hematoxylin and eosin (HE) and the histochemical periodic
acid + Schiff (PAS) and Alcian Blue pH 2.5 (AB). The stomach of A. bimaculatus
presented two histologically distinct regions. Region with glandular folds and foveolar
region and aglandular only foveolar. The epithelium of the stomach is simple cylindrical
mucinous, reactive to PAS. The muscular mucosae is absent. The gut was divided into
anterior and thin folds with few goblet cells and later with thick folds and many goblet
cells. The intestinal epithelium is simple with plain cylindrical grooved and goblet cells
reactive to PAS and AB. The layers observed in stomach and gut were mucosa,
submucosa, muscle and serosa. It was observed the presence of the parasite in the gut of
A. bimaculatus regions Funil and Ilha dos Pombos. It was noted that there was no
difference in histological GIT A. bimaculatus compared in the three reservoirs and that
is compatible with your omnivorous aspect.

Keywords: Histology, gastrointestinal tract, freshwater fish, Astyanax.



1- INTRODUCAO

Dentre os grupos de vertebrados, os peixes possuem o0 mais simples ou menos
diferenciado sistema digestorio, em concordancia com sua posi¢do na escala evolutiva
(DE SILVA & ANDERSON, 1995). Entretanto, devido a uma grande variedade dessas
espécies no meio ambiente, o trato gastrintestinal de peixes tende a apresentar uma
ampla diferenciacdo morfofisiologica, decorrente da abundancia de habitat e
comportamentos alimentares, despertando assim o interesse de varios autores a fim de
pesquisarem mais sobre as diversas formas e funcbes dos orgaos do sistema digestério
de diferentes espécies de peixes (SEIXAS FILHO, 200la; DIAZ et al., 2003;
HERNANDEZ et al., 2009; BORGES et al., 2010).

O género Astyanax é considerado um dos mais comuns da subfamilia
Tetragonopterinae e 0s peixes deste género sdo classificados como de baixo valor
comercial, embora tenham importancia como espécies forrageiras para diversos
predadores. De acordo com Esteves (1996), nos Gltimos anos, diferentes aspectos da
biologia desses peixes vém sendo estudado, bem como a alimentagcdo. Esse autor
também relata que a maior parte destes estudos no Brasil tem sido realizados em
ambientes como reservatorios, onde os habitos alimentares da espécie provavelmente
foram alterados.

Sabe-se que o canal alimentar dos teledsteos apresentam diferengas
consideraveis entre as espécies, contudo algumas caracteristicas basicas mostram
semelhancas estruturais. A ocorréncia de células mucosas é algo comum no trato
digestivo dos peixes. No entanto as mucosubstancias secretadas diferem tanto de
espécie para espécie quanto ao longo do canal alimentar desses animais. Segundo Reid
et al., (1988) a presenca de glicoproteinas esta correlacionada com funcgdes diferentes,
tais como a lubrificacdo, protecdo contra degradacdo proteolitica e inibicdo de micro-
organismos.

Conforme Végaz-Velez (1972) e Fugi & Hahn (1991), os estudos histolégicos,
fornecem subsidios para a caracterizacdo dos 6rgdos do sistema digestorio, de forma
que possam ser melhor compreendidos a fisiologia e o habito alimentar da espécie a ser
estudada. Estes estudos também podem auxiliar em avalia¢cBes de impacto ambiental,
bem como revelar muitas peculiaridades que dependem do ambiente ou da evolucao
filogenética (MOTTA, 1988).



2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Descricdo histologica e histoquimica do TGI da espécie A. bimaculatus
buscando relacionar as caracteristicas encontradas com o habito alimentar desta espécie.

2.2 - Objetivos especificos

- Investigar as caracteristicas histoldgicas dos tipos celulares da mucosa do TGl
de A. bimaculatus, visando obter informagcbes que ajudem no estudo imuno-
histoquimico do presente trabalho.

- Avaliar através da histoquimica as mucosas do estbmago e intestino para
deteccdo de glicosaminoglicanas (neutras e &cidas) e relaciona-las com as funcdes
exercidas.

- Analisar comparativamente as caracteristicas histolégicas e histoquimicas
observadas no TGI dos peixes provenientes dos trés hidrossistemas.
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3 - MATERIAL E METODOS
3.1- Hidrossistemas selecionados para a realizacédo do trabalho

Os espécimes foram coletados no trecho médio do rio Paraiba do Sul, situado
entre 0os municipios Cachoeira Paulista (SP) e Sdo Fidélis (RJ) na &rea de influéncia das
Usinas Hidrelétricas - UHE do Funil (22°31'44"S 44°34'6"W), Complexo Santa Cecilia
(22°28'53"S 43°50'23"W) e UHE de llha dos Pombos (21°50'37"S 42°34'46"W), a
primeira administrada por FURNAS Centrais Elétricas e as duas ultimas pela LIGHT
Servigos de Eletricidade S/A.

- Reservatorio do Funil: A maior parte do reservatério do Funil localiza-se nos
municipios de Itatiaia e Resende - RJ, recebendo uma elevada carga de poluentes
oriundos de cidades de médio a grande porte, situadas no vale paulista do rio Paraiba do
Sul, sendo este hidrossistema altamente comprometido devido a alta carga de poluentes
procedentes das areas altamente industrializadas. Este reservatorio é considerado bem
definido quanto a ambientes Iénticos e I6ticos quando comparado aos reservatorios de
Santa Cecilia (pouco definido) e llha dos Pombos (pouquissimo definido).

- Reservatério de Santa Cecilia: A Barragem de Santa Cecilia localiza-se no
municipio de Barra do Pirai - RJ. Operando desde 1952, possui 17,2 km de extensé&o.
No segmento da barragem que se mantém permanentemente aberto mantendo uma
conexdo com o rio, a velocidade de fluxo é aumentada para cerca de 5 m*/s, o que pode
ser uma barreira para migracdo de peixes rio acima.

- Reservatorio de llha dos Pombos: A UHE de Ilha dos Pombos teve operagdo
iniciada em 1924, localiza-se no municipio de Carmo - RJ e apresenta um reservatorio a
“fio de dgua”, possuindo um mecanismo de transposi¢do de peixes (escada de peixes).
A érea represada é de apenas 4,1 km2 e tem 32 m de profundidade média (ARAUJO &
NUNAN, 2005).
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Reservatdrio de Santa Cecilia Reservatérib de Ilha dos Pombos
Fonte: www.acrj.org.br/IMG/pdf/doc-565.pdf

Figura 2: Fotos dos Reservatorios.
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Mapa 1. Localizacdo geogréafica dos Hidrossistemas selecionados para a realizacdo do
trabalho. Fonte: www.arquivos.ana.gov.br/saladesituacaol/.../InfEspecial20100126.ppt
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3.2 - Coleta do material

No presente trabalho foram analisados espécimes adultos de A. bimaculatus,
provenientes de todos os reservatorios (Tabela 1).

Tabela 1: Dados sobre as coletas dos animais.

Regibes de coleta

Reservatorio Reservatodrio de Reservatorio de

do Funil Santa Cecilia Ilha dos Pombos
Inverno/2010 06 06 06
Inverno/2011 06 06 06
Total 12 12 12

Os peixes foram coletados nestes reservatérios através de parceria com
pesquisadores do Laboratorio de Ecologia de Peixes do Departamento de Biologia
Animal (DBA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) (Figura 3).

Figura 3: Foto da coleta/inverno 2010 e preparacdo do material no reservatério de
Santa Cecilia.
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Os peixes coletados foram sacrificados por hipotermia e ap6s a dissecacao
ocorreu a imediata remogdo do tubo gastrintestinal (Figuras 4 e 5). Fragmentos do
estbmago e do intestino foram fixados em liquido de Bouin por 8 horas e
posteriormente lavados e conservados em alcool etilico a 70%.

Figura 4: Exemplar de A. bimaculatus com destaque para a localizacdo dos érgdos na
cavidade celomatica sendo A: bexiga natatdria, B: intestino, C: estdmago e D: gbnada.

Estémago

” a‘L " Intestino

i g
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Figura 5: Tubo gastrintestinal de exemplar de A. bimaculatus.
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3.3 - Andlises de laboratério

O material coletado e fixado foi encaminhado para o Laboratério de Histologia e
Embriologia da UFRRJ, onde foi clivado em secOes transversais e longitudinais e
submetidos aos processamentos histologicos de rotina que inclui: desidratacdo (em uma
série crescente de etanol - 70° GL a 100° GL), diafanizacdo em xilol, impregnacao e
inclusdo em Histosec (Merck, Darmstadt, Germany) para obtencdo de cortes de 5 um
espessura. Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para o exame do
tubo gastrintestinal e por Tricromico de Mallory (TM) para observacdo de tecido
colageno. Os cortes também foram submetidos aos métodos histoquimicos do PAS e do
Alcian Blue (AB) pH 2.5, para deteccdo de glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras e
acidas, respectivamente. Todas as laminas confeccionadas foram observadas e
fotografadas com camera digital Sony Cybershot DSCW 230 acoplada ao microscépio
Olympus BX41.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Estdbmago

As analises histoldgicas evidenciaram que, ao longo do trato gastrintestinal de A.
bimaculatus, pode-se observar a presenca de quatro distintas camadas: mucosa,
submucosa, muscular e serosa, similar ao descrito em outros teledsteos
(MONTENEGRO, 2009; HERNANDEZ et al., 2009). Ainda sob o ponto de vista
histologico o estdmago da espécie estudada difere da grande maioria dos teledsteos,
sendo possivel distinguir claramente apenas duas regides; glandular e aglandular. Esta
terminologia foi adotada devido ao fato de ndo haver uma diferenciagéo histoldgica bem
definida entre as regides cardica, fandica e pildrica do estbmago de A. bimaculatus
(Figuras 6A e 6B), assim essas foram agrupadas como regido glandular. Resultado
similar também foi observado em Scomberomorus cavallae (ALVES & TOME, 1966) e
em Engraulis anchoita (DIAZ, 2003), sendo que nessa ultima espécie as glandulas
foram escassas na regido pilorica.

Figura 6 (A-B). Fotomicrografias da regido glandular do estbmago de A. bimaculatus: (A) por¢do
inicial do estobmago glandular (B) porcao final do estdmago glandular. Destaque para as glandulas na
camada mucosa (Reta). HE. Barra de 100 pm.

O revestimento da camada mucosa do estdmago de A. bimaculatus, é constituido
por um epitélio simples, cilindrico, mucossecretor e com nucleos basais (Figura 7A),
caracteristico na maioria dos teledsteos (SANTOS et al., 2007, HERNANDEZ et al.,
2009, VIEIRA, 2010) Nesta camada pode-se observar a presenca de fossetas (Figuras
7B e 7C) as quais vao se tornando progressivamente mais profundas, em direcdo a
regido aglandular do estbmago. Resultado semelhante foi encontrado por Castro et al.
(2003) em Prochilodus marggravii, Salminus brasiliensis e Leporinus reinhardti.
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Figura 7 (A-C). Fotomicrografias da regido géstrica de A. bimaculatus: (A) Epitélio de revestimento do
estdmago, sendo cilindrico simples muco secretor (seta) (B) Regido glandular com fossetas gastricas rasas

(circulo). (C) Regido aglandular com fossetas gastricas de grande profundidade (seta). PAS. Barra de 100

- Regido Glandular — O estbmago glandular apresentou a mucosa bem desenvolvida
com pregas baixas, pouco numerosas, espessas e arredondadas, (Figura 8A) com
fossetas rasas revestidas por epitélio cilindrico simples mucossecretor e com glandulas
gastricas ocupando toda a lamina propria. Segundo Stoskopf (1993) em peixes as
glandulas gastricas ndo sdo constituidas de células principais e parietais, como no
estbmago de mamiferos; nelas existem células oxintopépticas, secretoras de &cido
cloridrico e enzimas digestivas, e células enteroenddcrinas, produtoras de horménios
(FRANCO, 1994). Quanto ao formato das pregas, Menin & Mimura (1992) em um
estudo comparativo do estbmago de trés peixes teledsteos de habito alimentar onivoro,
afirmaram que a presenca de pregas espessas na regido do estdmago tem a funcgéo de
armazenar grandes volumes de alimento ingerido por estes peixes.

As células mucossecretoras do epitélio mostram-se muito reativas ao PAS
(Figura 8B), porém ndo reagiram ao AB resultado similar ao encontrado por Castro et
al. (2003), Hernandez et al. (2009) e Vieira (2010). De acordo com Grau et al. (1992) a
secrecdo de mucosubstancias neutras no epitélio do estbmago pode estar relacionado
com a absorcdo de moléculas facilmente digeriveis. Por outro lado, essas
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mucosubstancias podem facilitar a circulacdo de grandes particulas de alimentos, bem
como a protecdo da mucosa contra os danos mecanicos (PETRINEC et al., 2005).

Assim como relatado por Moraes et al. (1997) e Castro et al. (2003), em outras
espécies de peixes, a muscular da mucosa também encontra-se ausente em A.
bimaculatus,. A camada submucosa de tecido conjuntivo frouxo € rica em fibras
conjuntivas e vasos sanguineos e ndo apresenta glandulas. Ja a camada muscular €
composta por duas camadas de fibras musculares lisas, sendo a interna circular e a
externa longitudinal (Figura 8C), resultado analogo ao encontrado em Pimelodus
maculatus (SANTOS et al.,, 2007) e Oligosarcus hepsetus (VIEIRA, 2010).
Externamente observa-se a camada serosa.

Figura 8 (A-C). Fotomicrografias da regido glandular do estdbmago de A. bimaculatus: (A) Visao

geral da regido glandular com destaque para a presenca de pregas curtas e espessas (*). HE. (B)
Camada mucosa evidenciando GAG’s neutras (seta) nas células mucossecretoras do epitélio e a
presenca de glandulas géastricas (GL) na lamina propria. PAS. (C). Camada submucosa
evidenciando a presenca de tecido colageno (*) e camada muscular (CM). Camada muscular
(CM). TM. Barra de 100 pm.
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- Regido Aglandular — Diferente do observado na regido glandular, a mucosa desta
regido, em conjunto com a submucosa ndo formam pregas longitudinais, apresentando
fossetas extremamente profundas e auséncia de glandulas géstricas na lamina propria
(Figura 9A). As células mucossecretoras do epitélio cilindrico simples assim como na
regido anterior reagiram positivamente somente ao PAS (Figura 9B), ndo reagindo ao
AB indicando a presenga exclusiva de GAG’s neutras. Nesta regido também, ndo se
observou a muscular da mucosa.

A camada submucosa é constituida de tecido conjuntivo frouxo e vasos
sanguineos. J& a camada muscular é mais espessa quando comparada com a da regido
glandular (Figura 9C). Esse padrdo também foi observado por Castro et al. (2003) em
trés espécies de peixes com habitos alimentares diferentes e também por Borges et al.
(2010) na espécie carnivora Epinephelus marginatus. Esta camada é composta por trés
subcamadas de fibras musculares lisas orientadas nos sentidos obliquo, circular e
longitudinal (Figura 9C), como o observado por Hernandez et al. (2009). Externamente
encontra-se a camada serosa.

Segundo Moraes et al. (1997) a existéncia da camada muscular circular bastante
desenvolvida no estbmago indica a atuacdo desta na maceragdo do bolo alimentar. Ja
Castro et al. (2003), ap06s observar algo similar no estbmago de outras espécies de
peixes, afirmou que a espessura desta camada pode estar associada ao possivel controle
da saida e separacdo do material digerido para o intestino.

Figura 9 (A-B). Fotomicrografias da regido aglandular do estémago de A. bimaculatus: (A) Visdo geral
da regido aglandular evidenciando fossetas profundas (seta) e auséncia de glandulas na lamina propria
(*). TM. (B) Epitélio com presenga de GAG’s neutras (seta) nas células mucossecretoras do epitélio.
PAS. Barra de 100 pm.
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Figura 9 (C). Fotomicrografia da regido aglandular do estdmago de A. bimaculatus: (C) Camada
muscular ressaltando a divisdo das trés subcamadas, com fibras no sentido obliquo (1) circular (2) e
longitudinal (3). HE. Barra de 100 pm.

4.2 - Intestino

Histologicamente o intestino de A. bimaculatus foi semelhante ao descrito para
outras espécies de peixes teledsteos (CLARKE & WITCOMB, 2006; ATENCIO et al.,
2008). No presente trabalho, o intestino foi dividido em dois segmentos distintos:
anterior e posterior. Segundo Vernier (1990), essa diferenciacdo regional do intestino de
teledsteos esté diretamente ligada a absorcdo de algumas substancias, onde os lipidios e
proteinas sdo absorvidos de acordo com processos convencionais no intestino anterior e
as proteinas sdo absorvidas de forma macromolecular no intestino posterior.

No intestino de A. bimaculatus pode-se observar que o padrdo das pregas em
cada segmento varia de forma sutil, sendo mais complexo na por¢do anterior desse
orgédo. De acordo com Stoskopf (1993), nos teledsteos a porgédo posterior do intestino é
de dificil identificacdo, no entanto, algumas vezes, o relevo de sua mucosa € um pouco
mais simples do que o da mucosa da por¢do anterior. No presente estudo, observou-se
que as pregas da mucosa no segmento anterior sdo mais numerosas, delgadas e
alongadas (Figura 10A). J& no segmento posterior as pregas Sdo0 mMais espessas, em
menor quantidade (Figura 10B) e apresentam mais células caliciformes, quando
comparado com o segmento anterior (Figuras 10C e 10D). Este aumento de células
caliciformes observado na porc¢éo posterior pode estar relacionado com a assimilagéo de
ions e fluidos que ocorrem neste local, como mencionado por Petrinec et al. (2005).
Outros dois autores Khanna & Mehrotra (1971) também sugerem que a maior
quantidade destas células pode facilitar a eliminacdo do bolo alimentar.
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FiguralO (A-D). Fotomicrografias do intestino de A. bimaculatus: (A) Visdo geral do intestino anterior
com destaque para as pregas delgadas (*). (B) Visdo geral do intestino posterior caracterizado por pregas
espessas (*). (C) Intestino anterior com poucas células caliciformes (setas). (D) Intestino posterior com
elevado numero de células caliciformes (setas). HE. Barra de 100 um.

A camada mucosa do intestino de A. bimaculatus segue o padrdo dos demais
teledsteos, sendo revestida por um epitélio cilindrico simples com planura estriada e
células caliciformes (Fig. 10E).
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Figura 10E. Fotomicrografia do intestino de A. bimaculatus: Camada mucosa evidenciando epitélio
cilindrico simples com planura estriada e células caliciformes. HE. Barra de 100 pm.
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Com a utilizacdo das técnicas histoquimicas do PAS e do AB, pode-se observar
nos dois segmentos (anterior e posterior) do intestino de A. bimaculatus que as células
mucossecretoras, responsaveis pela producdo de muco para lubrificagdo da superficie
mucosa, apresentaram granulos de secrecdo positiva ao PAS e AB, indicando grande
quantidade de GAG’s neutras ¢ acidas, respectivamente (Figuras 10F, 10G, 10H e 10I).
Entretanto, no estdbmago deste peixe (Tabela 2), somente ocorreu marcagdo das células
mucossecretoras ao AB. Resultado semelhante também foi observado em P. maculatus
(SANTOS et al., 2007), Rhamdia quelen (HERNANDEZ et al., 2009), e em O.
hepsetus (VIEIRA, 2010).

Figura 10 (F-I). Fotomicrografias do intestino de A. bimaculatus - Segmento Anterior: (F)
Presenca de GAG’s neutras (setas) nas células mucossecretoras do epitélio. (PAS). (G) Presenca de
GAG’s acidas (setas) nas células mucossecretoras do epitélio. (setas). (AB). - Segmento Posterior:
(H) Presenca de muitas GAG’s neutras (setas) nas células mucossecretoras do epitélio. (PAS). (1)
Presencas de muitas GAG’s acidas (setas). (AB). Barra de 100 um.
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Tabela 2: Analise histoquimica de glicosaminoglicanas no trato gastrintestinal de A.
bimaculatus.

Estbmago Intestino
Técnica Glandular Aglandular Anterior Posterior
AB pH 2,5 - - ++ +++
PAS +++ +++ ++ +++

AB, Alcian blue; PAS, Acido periddico + Reagente de Schiff. Intensidade: (-) coloragio n&o observada,
(%) fracamente corados, (+) baixo, (+ +) médio e (+ + +) alto.

Os limites entre a lamina propria e a camada submucosa ndo sdo evidentes,
podendo ser constatado apenas a presenca de tecido conjuntivo frouxo e vasos
sanguineos nessas regides. Nos segmentos do intestino, a camada muscular obedece ao
mesmo padréo de organizacdo visto no estomago glandular, com uma camada circular
interna e outra longitudinal externa, ambas constituidas de fibras musculares lisas,
sendo esta camada mais delgada no segmento posterior do intestino (Figuras 10J e 10L).
Externamente encontra-se a camada serosa.

Figura 10 (J-L). Fotomicrografias do intestino de A. bimaculatus: (J) Visdo geral do segmento
anterior, com destaque para camada muscular (CM). (L) Visdo geral do segmento posterior, com
destaque para camada muscular (CM). HE. Barra de 100 pum.

Quando comparada as caracteristicas histolégicas observadas nas regides
(glandular e aglandular) do estbmago e nos segmentos do intestino dos peixes
provenientes dos trés reservatorios, pode-se verificar que estas foram semelhantes nos
espécimes de ambos o0s ambientes, sendo estes érgdos compostos pelas camadas:
mucosa, submucosa, muscular e serosa. Nas analises histoquimicas dos 6rgdos
estudados, os resultados obtidos mostraram ndo haver diferenga, quanto a presenca e
distribuicdo de GAGs, entre 0s peixes provenientes dos trés reservatorios.

No segmento posterior do intestino de A. bimaculatus oriundos do reservatério
do Funil, foi observado a presenca de parasito (Figura 11A), contribuindo para uma
desorganizacdo do padrdo histoldgico nessa regido. Resultado semelhante também foi
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visto no segmento anterior do intestino dos especimes coletados no reservatério de Ilha
dos Pombos (Figura 11B). Segundo Abdallah et al. (2004) em um estudo sobre a
ocorréncia de diferentes parasitos em trés espécies de lambaris, pode-se constatar uma
baixa prevaléncia de parasitos no intestino de A. bimaculatus em um ambiente
impactado, sendo possivel fazer uma relacdo entre a diversidade parasitéria e a
qualidade do ambiente. De acordo com Castro (1992), o trato digestivo de muitos peixes
tem sido um ambiente preferido para o estabelecimento e crescimento de organismos
patogénicos (endoparasita helmintos), induzindo muitas vezes a inflamacao e alteracdo
da estrutura e funcdo dos tecidos locais.

Figura 11 (A-B). Fotomicrografias do intestino de A. bimaculatus: (A) Visdo geral do intestino posterior
do espécime do Funil, com destaque para presenca de parasito (seta). (B) Intestino anterior do espécime do
reservatorio de Ilha dos pombos com parasito (seta). PAS. Barra de 100 pm.
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5- CONCLUSAO

No presente estudo, os resultados histologicos e histoquimicos obtidos indicam
que o TGI da espécie A. bimaculatus apresenta um modelo caracteristico ao habito
alimentar onivoro.

Quanto ao padrdo morfoldgico do estdbmago e intestino, estes foram 0s mesmos
nos especimes avaliados dos trés hidrossistemas, com diferenca somente, quanto a

presenca de parasito verificada em segmentos distintos do intestino nos espécimes do
Funil e de Ilha dos Pombos.

25



CAPITULO 11

ESTUDO DE CELULAS ENDOCRINAS NO TUBO GASTRINTESTINAL DE
Astyanax bimaculatus (LINNAEUS, 1758) NOS RESERVATORIOS:
DO FUNIL, SANTA CECILIA E ILHA DOS POMBOS
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Resumo

CARDOSO, Nathalia das Neves. Estudo de células enddcrinas no tubo
gastrintestinal de Astyanax bimaculatus (LINNAEUS, 1758) nos reservatorios: do
Funil, Santa Cecilia e llha dos Pombos. 2013. Dissertagdo (Mestrado em Biologia
Animal). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

Este trabalho visou analisar a presenca de células enddcrinas no tubo gastrintestinal
(TGI) de A. bimaculatus em trés reservatérios do rio Paraiba do Sul (UHE Funil, UHE
Santa Cecilia e UHE Ilha dos Pombos), buscando comparar a distribuicdo regional e
frequéncia de células enddcrinas secretoras de somatostatina (SOM), gastrina (GAS) e
serotonina (5-HT) nos espécimes de cada ambiente. Foram utilizados 12 espécimes de
cada reservatério, sendo estes coletados através de rede de espera e sacrificados por
hipotermia. Apds a dissecacdo ocorreu a imediata remocdo do TGI. Posteriormente,
fragmentos do estbmago e intestino foram fixados por 8 horas em liquido de Bouin e
encaminhados para o Laboratdrio de Histologia e Embriologia da UFRRJ, onde foram
submetidos aos processamentos histoldgicos de rotina para realizagdo do estudo imuno-
histoquimico. Dos trés tipos de células imunorreativas (IR) estudadas apenas células IR
a 5-HT foram identificadas na regido do estdbmago (epitélio e glandulas) e no intestino.
Células IR a GAS e a SOM somente foram detectadas no estbmago. Células IR a GAS
somente foram detectadas nas glandulas gastricas. A distribuicdo regional e a frequéncia
das células enddcrinas variaram ao longo das regides do TGl e também entre os
espécimes de cada reservatorio. Pode-se observar que a regido do estdbmago foi a que
apresentou maior quantidade de células IR no TGI de A. bimaculatus. Entre 0s peixes
dos trés reservatdrios a frequéncia e distribuicdo das células IR a 5-HT foi maior para os
reservatorios do Funil e de llha dos pombos. Ja a frequéncia de células IR a SOM foi
maior no reservatério de llha dos pombos, entretanto com pouca diferenca para o
reservatorio do Funil. As células IR a GAS apresentaram maior marcacdo também para
o reservatorio do Funil. O Gnico reservatdrio que apresentou uma frequéncia mais baixa
qguando comparada com os outros dois ambientes foi Santa Cecilia. Através deste estudo
foi possivel verificar que nas regifes do estdbmago de A. bimaculatus ocorreu uma
frequéncia quase exclusiva dos trés tipos de células enddcrinas pesquisadas, isto pode
indicar que este 6rgdo é o principal local de digestdo dos alimentos desta espécie.
Também foi observado que ocorreu similaridade quanto a quantidade e distribuicdo
dessas células no TGI dos espécimes oriundos dos diferentes hidrossistemas.

Palavras chave: Células endocrinas, trato gastrintestinal, peixe, reservatorios.
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Abstract

CARDOSO, Nathéalia das Neves. Study of endocrine cells in the gastrointestinal
tract of Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758) in the reservoirs: Funil, Santa
Cecilia e Ilha dos Pombos. 2013. Dissertation (Master in Animal Biology). Institute of
Biology Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

This study aimed to analyze the presence of endocrine cells in the gastrointestinal tract
(GIT) of Astyanax bimaculatus in three reservoirs of the Paraiba do Sul River (UHE
Funil, UHE Santa Cecilia and UHE Ilha dos Pombos), seeking to compare the regional
distribution and the frequency of endocrine cells, secretory of somatostatin (SOM),
gastrin (GAS) and serotonin (5-HT ) in specimens of each environment. We used 12
specimens of each reservoir, which are collected using gillnets and sacrificed by
hypothermia. After dissection occurred to the immediate removal of GIT. Subsequently,
fragments of the stomach and gut were fixed for 8 hours in Bouin liquid and sent to the
Laboratory of Histology and Embryology UFRRJ, where they were subjected to routine
histological processing for performing immunohistochemical study. Of the three types
of cells immunoreactive (IR) studied only the IR cells were identified 5-HT in the
stomach region (epithelia and glands) and gut. GAS and SOM - IR cells were only
detected in the stomach. Cells to IR GAS was detected only in the gastric glands. The
regional distribution and frequency of endocrine cells varied across regions of the GIT
and also among the specimens of each reservoir. It can be observed that the region of
the stomach showed the highest amount of cells IR in GIT A. bimaculatus. Among the
three fish tanks and the frequency distribution of the 5-HT- IR cells was higher in the
Funil and llha dos Pombos reservoirs. Since the frequency of IR cells was higher in the
SOM of llha dos Pombos reservoir, however, with little difference to the Funil
reservoir. GAS - IR cells also showed higher markup for the Funil reservoir, the only
reservoir that showed a lower frequency compared to the other two environments was
Santa Cecilia. Through this study we found that the stomach of the regions A.
bimaculatus occurred almost exclusively a frequency of three types of endocrine cells
studied, this may indicate that this organ is the main site of digestion of food in this
species. It was also observed that there was similarity in the amount and distribution of
these cells in the specimens from the GIT different reservoirs.

Keywords: endocrine cells, gastrointestinal tract, fish, reservoirs.
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1- INTRODUGCAO

De acordo com um primeiro conceito proposto por Pearse (1968), todas as
células enddcrinas, capazes de produzir horménios peptidicos, presentes no tubo
digestorio e em diferentes Orgdos seriam classificadas em um sistema celular muito
amplo, denominado sistema APUD (do inglés Amine Precursor Uptake and
Decarboxylation). Entretanto, estudos posteriores contribuiram para comprovar que as
células deste sistema ndo produzem apenas aminas, mas também peptideos reguladores
e outros transmissores.

A descoberta desses numerosos peptideos reguladores existentes comumente no
Sistema Nervoso Central (SNC), Sistema Nervoso Periférico, SNP) e no Sistema
gastroenteropancreatico  (GEP) possibilitou 0 estabelecimento do Sistema
Neuroendocrino Difuso (SND) (POLAK & BLOOM, 1983). Acredita-se que este
sistema atue regulando e controlando o curso fisiolégico do organismo, desempenhando
um papel importante na atividade de vida do organismo (MIN et al., 2009).

As células do SND responsaveis pela liberacdo dos hormdnios gastrintestinais
estdo distribuidas ao longo da mucosa do TGI (CINAR et al., 2006). Estas células
desempenham um papel importante na regulacdo global dos processos digestivos, tais
como absorcdo de nutrientes, motilidade intestinal e fluxo de sangue (CINAR &
DILER, 2002).

No intestino dos vertebrados quase todas as atividades envolvidas no controle
fisiolégico durante o jejum ou alimentacdo sdo mediadas pelo SND. As células
epiteliais intestinais que pertencem ao sistema endocrino difuso (SED) interagem com
componentes do sistema nervoso entérico (SNE) na regulacéo das funcdes digestivas,
tais como a secrecdo de enzimas, absorcdo de nutrientes e a progressdo do alimento
através do canal alimentar. No que diz respeito aos peixes, varios peptideos sao
produzidos por componentes do sistema neuroenddcrino que estdo envolvidos na
comunicagéo entre SED e SNE (CINAR et al., 2006).

Nos ultimos anos, estudos sobre as células do SND presentes no Sistema
Digestorio de alguns peixes teleésteos mostraram que a presenca destas células no tubo
gastrintestinal pode variar quanto a frequéncia e distribuicdo (PAN et al., 2000a;
CINAR & DILER, 2002; ZHANG et al., 2003; BOSI et al., 2004; TARAKCI, 2005;
MIN, et al., 2009). Isto porque as células enddcrinas desempenham importantes papéis
nas func@es fisioldgicas do sistema digestorio, podendo variar significantemente entre
as espécies devido a diferentes condi¢cbes em que vivem estes animais e seus habitos
alimentares, indicando importantes implicagfes funcionais das mesmas (SEIXAS
FILHO et al., 2001b; KU et al., 2004).

O SND de peixes mostra semelhancas com dos mamiferos no que diz respeito
aos processos regulatorios. No entanto, o SND dos peixes apresentam caracteristicas
funcionais relativas ao habitat (de agua doce ou agua salgada), estacdo do ano, periodo
reprodutivo ou estagio de desenvolvimento (BUDDINGTON & KROGDAHL, 2004).

De acordo com D’este et al. (1994) o sistema neuroenddcrino difuso pode ser
considerado um componente importante nos estudos filogenéticos em répteis e também
acreditamos que a mesma importancia podera ser observada em teledsteos, visto que
determinadas células enddcrinas tenham sido estabelecidas no intestino numa fase
precoce da evolucédo dos vertebrados (KITAZAWA, 1989).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Avaliacdo do sistema neuroendocrino difuso do tubo gastrintestinal de A.

bimaculatus espécie de peixe comum nos Reservatorios: do Funil, Santa Cecilia e 1lha
dos Pombos.

2.2 - Objetivos Especificos

Descrever a presenca e distribuicdo de diferentes tipos de células enddcrinas no
tubo gastrintestinal de A. bimaculatus

Analisar comparativamente os resultados obtidos com os espécimes coletados
em hidrossistemas diferentes, visando identificar possiveis influéncias dos locais
no processo enddcrino desta espécie.

Contribuir para o conhecimento sobre a existéncia e o padrao de distribuicdo de
células secretoras de serotonina, gastrina e somatostatina no tubo gastrintestinal,
através de método imuno-histoquimico especifico.

Prover dados para estudos morfoldgicos, mas também para pesquisas
fisioldgicas e patoldgicas do estdmago e intestino, visto que patologias destes
Orgdos também estdo relacionadas com alteracdes de células enddcrinas.

2.3 - Hipotese

Existe alteracdo na quantidade, distribuicdo e secrecdo das células enddcrinas no
tubo gastrintestinal de A. bimaculatus, de cada hidrossistema.
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3- MATERIAL E METODOS

Antes da realizacdo do estudo imuno-histoquimico foi realizada previamente
uma andlise histoldgica do TGI de A. bimaculatus para descrigdo de suas caracteristicas.
Desta forma verificou-se que ndo existe distingdo histoldgica de regies (cardica,
fandica e pildrica) no estbmago desse peixe e por isso este foi classificado em regido
glandular (porcdo inicial e porcao final) e regido aglandular.

3.1 - Estudo Imuno-histoquimico

O método utilizado para a realizacdo deste trabalho foi o Complexo avidina-
biotina-peroxidase (ABC): Nesta técnica sdo usados trés reagentes: O anticorpo
primario, o anticorpo secundario que é produzido ligado a uma molécula da vitamina
biotina (C) e o complexo de glicoproteinas - Avidina pronta a partir da biotina e
peroxidase - (AB).
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Figura 12: Representacdo do método imunoenzimatico ABC - peroxidase - Complexo
avidina-biotina-enzima. O complexo é formado pela ligagdo de uma molécula de (strept)
avidina com varias de biotina associadas a uma enzima (peroxidase), que tem como funcédo a
conversdo de um cromoégeno incolor em um produto final que pode conferir cor aos antigenos

teciduais marcados. Fonte: www.elmhurst.edu~chmvchemook614hormone.htm.

Neste estudo os cortes histologicos foram submetidos as etapas de procedimento
de rotina da técnica de imuno-histoquimica, incluindo a incubacdo com os anticorpos
especificos para: serotonina (5-HT) (Codigo: S 5545 - Sigma-Aldrich, inc.), gastrina
(GAS) (Cédigo: G 0785 - Sigma-Aldrich,inc.) e somatostatina (SOM) (Codigo: A
0566 - Dakocytomation). Apds o processamento imuno-histoquimico, os cortes foram
contracorados pela hematoxilina de Harris, desidratados em alcool, diafanizados em
xilol e as laminas foram montadas com laminula e Entellan (Merck). Todas as etapas
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deste processo encontram-se no protocolo anexado ao final deste trabalho (Anexo 1).
Para garantir a especificidade das reacOes, controles positivos e negativos foram
utilizados. Os controles negativos foram definidos por substituicdo do anti-soro
primario por soro ndo imune e para os controles positivos foram utilizados cortes dos
tipos de tecidos indicados no datasheet de cada anti-soro (Anexos 2, 3,4, 5,6 e 7).

3.2 - Observacdes e Fotomicrografias

Todas as laminas foram observadas e fotomicrografias foram feitas com camera
digital Sony Cybershot DSCW 230 acoplada ao microscopio Olympus BX41.

3.3 - Analise quantitativa das células Imunorreativas

As fotomicrografias foram analisadas e a frequéncia relativa das ceélulas
enddcrinas imunorreativas (IR) aferidas, através de um analisador de imagem
computadorizado (Image-J software) com o calculo da média + SD (desvio padrdo) por
unidade de area (mm?) da mucosa.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a verificagdo das laminas submetidas aos testes imuno-histoquimicos,
observou-se que todos os peptideos reguladores foram expressos (5-HT, GAS e SOM),
entretanto esta marcacdo nao ocorreu em todos os segmentos analisados do trato
gastrintestinal de A. bimaculatus. As células imunorreativas a 5-HT (IR & 5-HT) foram
observadas em todas as regides do estbmago nos espécimes dos trés reservatorios, sendo
que a frequéncia e a distribuicdo foram diferentes. Entretanto 0 mesmo ndo ocorreu para
a regido do intestino havendo variacdo quanto a presenca dessas células tanto para aos
segmentos (anterior e posterior) quanto para 0s reservatorios. Ja as ceélulas
imunorreativas a gastrina e a somatostatina (IR a GAS e IR a SOM) apresentaram
marcacdo apenas na regido do estbmago, com as células IR @ GAS presentes apenas na
porcdo glandular, sendo este resultado comum aos trés reservatorios com apenas a
frequéncia e distribuicdo diferentes para os ambientes avaliados (Tabela 3).

Quanto a morfologia das células enddcrinas marcadas, dois padrGes foram
visualizados, tanto as células ditas do “tipo aberto”, quanto as ditas do “tipo fechado”.
As células denominadas do “tipo aberto” sdo aquelas cujo apice alcanca a superficie da
mucosa, respondendo a estimulos quimicos e alteragcdes do pH do meio luminal, e as do
“tipo fechado” séo aquelas cujo apice ndo atinge a superficie da mucosa, respondendo a
estimulos hormonais provenientes da corrente sanguinea e/ou ao estiramento da mucosa
decorrente da digestdo (RODRIGUES, et al., 2005). A distribuicdo destas células se deu
ao longo do epitélio gastrico e intestinal e também nas glandulas géstricas presentes na
regido glandular do estbmago.

4.1 - Células imunorreativas a Serotonina (5-HT)

As células IR a 5-HT no TGI de A. bimaculatus foram evidenciadas tanto no
epitélio gastrintestinal quanto nas glandulas do estdmago. Entre os anticorpos estudados
(SOM, GAS e 5-HT) as células IR a 5-HT foram as mais abundante (Tabela 4). Segundo
Pan et al. (2000a) estas células apresentam um forte efeito sobre a regulagdo e funcéao
digestiva.

A frequéncia e a distribuicdo de células IR a 5-HT foram maiores nas regides do
estdmago de A. bimaculatus, sendo encontradas com uma frequéncia menor ou as vezes
ausente no intestino anterior e posterior da espécie estudada (Tabela 4). Este resultado
difere do encontrado por Min et al. (2009) e por Kuru et al. (2010) onde a frequéncia
maior de células IR a 5-HT ocorreu no intestino anterior dos peixes Ictalurus punctatus e
Garra rufa respectivamente.

Quando comparadas as duas regides do estdbmago de A. bimaculatus pode-se
constatar que na regido glandular estas células apresentaram a maior frequéncia na
porcdo epitelial do que nas glandulas (Figura 13A), exibindo os dois padrbes
morfologicos, tanto células do “tipo fechado” quanto do “tipo aberto” (Figuras 13B e
13C), nas duas porgdes (inicial e final) dessa regido do estdmago.
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Figura 13 (A-C). Fotomicrografias de células IR a serotonina na regido glandular do estdmago de
A. bimaculatus. (A) Presenca das células IR a 5-HT tanto entre as células epiteliais (seta) desta regido,
quanto entre as células mucosas das glandulas (seta). (B) Destaque para a existéncia de células dos
tipos fechada (seta) tanto no epitélio quando nas glandulas. (C) Em destaque, células do tipo Aberto
(seta) entremeadas no epitélio. Barra de 100 um.

As células IR a 5-HT, da regido aglandular do estdmago foram encontradas em
menor frequéncia quando comparadas com a regido anterior (Tabela 3). Uma presenca
maior de células IR a 5-HT na regido do estbmago também foi observada nas espécies
Colossoma brachypomum e Tilapia nil6tica (PAN et al., 2000b). Estas células quando
encontradas no epitélio de A. bimaculatus localizavam-se, em sua grande maioria, na
base das fossetas géastricas (Figura 14A). Os dois tipos celulares também foram
visualizados nesta regido, tanto células do tipo aberto quanto do tipo fechado (Figuras
14B e 14C). Esta diminuicdo acentuada de células IR a 5-HT em diregdo ao segmento
anterior do intestino foi um padrdo comum observado nos trés reservatorios (Tabela 3).
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Figura 14 (A-C). Fotomicrografias de células IR a serotonina na regido aglandular do estbmago
de A. bimaculatus. (A) Presenca dessas células ao longo de toda essa regido, ocorrendo
principalmente na base das fossetas gatricas (seta). (B) Existéncia de células do tipo aberta (seta).
(C) Em destaque células do tipo fechado (seta). Barra de 100 pum.

O intestino de A. bimaculatus foi a regido que obteve a maior variagcdo quanto a
presenca de células IR a 5-HT (Tabela 4). O segmento anterior do intestino (Figura
15A) apresentou marcagdo com uma baixa frequéncia de células imunorreativas para 0s
espécimes do reservatorio do Funil, estando ausentes nos outros dois ambientes. Ja o
segmento posterior do intestino de A. bimaculatus (Figura 15B) obteve marcagéo
apenas no reservatorio de Santa Cecilia com a frequéncia e distribuicdo baixa dessas
células para este reservatério e ausente para os demais. Este padréo difere do encontrado
por Pan et al. (2000b) nas espécies Channa argus e Silurus asotus e por Ku et al. (2004)
em Zacco platypus que apresentaram maior marcacgéo das células IR a 5HT na regido do
intestino. A auséncia de células IR a 5-HT no intestino posterior e no intestino anterior
de A. bimaculatus nos reservatérios do Funil e Ilha dos pombos, respectivamente, pode
estar associado a presenca de parasitos nos espécimes coletados, tendo em vista que
estes possam alterar gravemente as estruturas da parede do intestino e interromper a
comunicagdes entre o sistema nervoso e o sistema endocrino (FAIRWEATHER, 1997).
O padréo celular encontrado foi tanto de células do tipo aberto quanto do tipo fechado
para os dois reservatorios.
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Figura 15 (A-B) Fotomicrografias de células IR a serotonina na regido do intestino de A. bimaculatus.
(A) Regido do intestino anterior do espécime de A. bimaculatus do reservatorio do Funil com célula IR a
serotonina (seta). (B) Regido do intestino posterior do espécime de A. bimaculatus do reservatorio de
Santa Cecilia com célula IR a serotonina (seta). Barra de 100 pm.

Com a comparacdo entre a frequéncia e distribuicdo das células IR a 5-HT nos
trés reservatorios pode-se constatar que esta foi maior par os reservatorios do Funil e
Ilha dos pombos sendo diferente apenas para Santa Cecilia, que apresentou uma
frequéncia menor quando comparada com os outros ambientes (Tabela 4).

4.2 - Células imunorreativas a Somatostatina (SOM)

A somatostatina é classificada como um hormonio inibitério que exerce efeitos
em diferentes partes do corpo. Sua secrecdo pode ser estimulada dentre outros fatores
pela presenca de é&cido no interior do estbmago e de nutrientes no intestino
(RODRIGUES, et al., 2005). A acdo deste polipeptidio resulta na inibicdo de diversas
substancias, bem como o controle e absorcdo de aminoécidos e glicose, sendo
fundamental a sua presenca no TGI, uma vez gque atua em mecanismos basicos para um
processamento eficiente dos alimentos (VIEIRA, 2010).

Estudos imuno-histoquimicos sobre as células IR a SOM realizados no trato
gastrintestinal de diferentes espécies de teledsteos Micropterus salmoides (PAN et al.,
2000b), Pseudophoxinus antalyae (CINAR et al., 2006), I. punctatus (MIN et al., 2009),
Garra rufa (KURU et al., 2010), demonstraram a reatividade dessas células tanto no
estdbmago quanto no intestino. Este resultado difere do encontrado em A. bimaculatus
cujas células IR a SOM so6 foram visualizadas ao longo do estdmago de acordo com o
descrito por Vieira (2010) em O. hepsetus.

A frequéncia das células IR a SOM foi maior na porcdo final do estdbmago
glandular quando comparada com a por¢édo inicial e a regido aglandular (Tabela 3).
Pode-se notar que a presenca dessas células foi predominante nas glandulas gastricas
(Figura 16A), sendo observadas células tanto do tipo aberto quanto do tipo fechado
(Figuras 16B e 16C), com este tltimo tipo celular sendo o mais comum. Na regido
aglandular estas células apareceram na base do epitélio (Figura 16D) apresentando
também células do tipo aberto e fechado (Figuras 16E e 16F). Este padrdo nédo diferiu
entre 0s reservatorios.
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Quando comparada a presenca dessas células entre os reservatorios, pode-se
observar que a frequéncia das células IR a SOM foi maior no reservatorio de llha dos
pombos, entretanto com pouca diferenca para o reservatorio do funil, diferindo mais
apenas para Santa Cecilia, que apresentou uma frequéncia menor quando comparada
com 0s outros dois ambientes (Tabela 3).
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Figura 16: Fotomicrografias de células IR a somatostatina da regido do estbmago de A. bimaculatus.
Regido glandular (A-C). (A) Presenga das células IR a SOM no epitélio (cabeca de seta) e entre as células
mucosas das glandulas (seta). (B) Destaque para a existéncia de células dos tipos aberto (seta) nas glandulas.
(C) Em destaque, células do tipo fechado (seta). Regido aglandular (D-F). (D) Presenca dessas células ao
longo de toda essa regido, ocorrendo principalmente na base das fossetas gatricas (seta). (E) Existéncia de
células do tipo aberta (seta). (F) Em destaque células do tipo fechado (seta). Barra de 100 pum.
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4.3 - Células imunorreativas a Gastrina (GAS)

A gastrina € um peptideo estruturalmente semelhante ao CCK com ambos
apresentando uma carboxila terminal idéntica. A localizacdo desse peptideo na maioria
dos tetrapodes é na mucosa antral do estbmago, enquanto que em peixes a expressao das
células imunorreativas a GAS variam constantemente de espécie para espécie
(VIGLIANO et al., 2011).

Em A. bimaculatos a GAS foi 0 horménio que apresentou a menor distribuicao
ao longo do trato gastrintestinal, estando presente apenas na por¢do glandular do
estdmago (Tabela 4). A identificacdo das células IR a GAS foi de dificil diagnostico
quando comparada com o0s outros anticorpos estudados, devido ocorréncia do
backgroud, entretanto pode-se observar a expressdo dessas células somente nas
glandulas gastricas (Figura 17A) sendo estas predominantemente do tipo fechado
(Figura 17B). Nao havendo uma mudanca de padrdo entre 0s reservatorios.
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Figura 17 (A-C). Fotomicrografias de células IR a gastrina na regido glandular do estbmago de A.
bimaculatus. (A) Presenca das células IR a GAS somente nas células mucosas das glandulas. (B) Destaque
para a existéncia de células dos tipos fechada (seta) nas células mucosas das glandulas. Barra de 100 um.

Resultado similar ao encontrado em A. bimaculatus foi observado em um estudo
imuno-histoquimico realizado no sistema digestivo de Channa argus e Pelteobagrus ful
vidraco (PAN et al., 2000b) evidenciando também a presenca de células IR a GAS
somente na regido do estbmago. Em contraste, em R. quelen as células IR a GAS néo
foram observadas na mucosa gastrica, sendo reativa apenas nos segmentos intestinais
(HERNANDEZ et al., 2012), assim como em peixes sem estdmagos como foi descrito
por Pan et al. (2000a) demonstrando que a presenca e frequéncia desse peptideo pode
variar.

Entre os reservatorios a frequéncia das celulas IR a GAS foi maior apenas no
reservatorio do Funil, ndo diferindo muito entre Santa Cecilia e Ilha dos Pombos que
apresentaram uma frequéncia mais baixa.
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4.4 - Presenca, distribuicdo e frequéncia de céelulas enddcrinas associadas
aos ambientes estudados.

A partir da analise dos dados coletados neste estudo, pode-se observar que o
padrdo celular do tipo aberto e fechado foi igual entre os reservatérios bem como a
localizacdo das ceélulas, sendo possivel visualiza-las nas &reas epitelial e glandular.
Contudo a variavel presenca e frequéncia de células IR no TGI da espécie A.
bimaculatus apresentou diferenca entre os reservatérios (Tabela 3). Quanto a variagdo
da presenca de células endocrinas ao longo do trato gastrintestinal de A. bimaculatus so
foi notada diferenca para células IR a 5-HT. Os espécimes do reservatorio do Funil
foram os unicos a apresentarem células IR a 5HT na porcdo anterior do intestino,
diferente do observado para llha dos Pombos que ndo obteve marcagdo no intestino e
Santa Cecilia cuja marcacdo foi apenas no segmento posterior do intestino para este
hormonio. Para os demais anticorpos (GAS e SOM) a presenca de células enddcrinas ao
logo do TGl foi igual, com células IR apenas no estbmago ndo apresentando nenhuma
marcagao no intestino.

Assim como no quesito presenca, a frequéncia de células IR também apresentou
diferenca entre os trés reservatorios: Os peixes oriundos do Funil mostraram-se mais
reativos aos hormoénios 5-HT e GAS (Tabela 3) que os peixes coletados em Ilha dos
Pombos e Santa Cecilia, com as células IR a GAS apresentando uma marcagdo mais
intensa (Tabela 4) para os animais do reservatorio do Funil do que para os outros dois
ambientes. Ja as células IR & SOM foi observada com maior frequéncia nos especimes
de Ilha dos Pombos. Vale resaltar que apenas 0s peixes do reservatorio de llha dos
Pombos néo apresentaram nenhuma marcagdo na regido do intestino. Apesar de haver
uma diferenca na frequéncia de células IR nos 6rgédos estudados entre os peixes dos trés
reservatorios pode-se afirmar que esta ndao foi muito expressiva (Tabela 3).

Estudos anteriores realizados por Ribeiro, 2009 e Vieira, 2010 em P. maculatus
e O. hepsetus, respectivamente, demonstraram que uma frequéncia maior de células
enddcrinas no estdmago e intestino foram encontradas em peixes oriundos de ambientes
mais impactados, entretanto esse resultado ndo pode ser afirmado nesse estudo mesmo
com uma frequéncia menor de células enddcrinas nos espécimes da regido de Santa
Cecilia, visto que a média de células imunorreativas nos érgaos estudados no geral foi
baixa para os peixes dos trés ambientes, indo de acordo com o citado por Araujo &
Nunan (2005) que em um relatorio sobre os danos ambientais causados por essas
barragens afirma que a qualidade desses reservatorios € muito similar.
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Tabela 3: Distribuicao e frequéncia de células enddcrinas no trato gastrintestinal de A. bimaculatus (média = SD).

Funil Ilha dos Pombos Santa Cecilia
5HT SOM GAS 5-HT SOM GAS 5HT SOM GAS
Regido glandular oo 38 1334097 313322 086+135 0093+127  0.60+0,82 073+1.16 0862091 1.33+2.35
do estdbmago
(Porcéo inicial)
Regido glandular .o, 16 5904130 240274 373+2.65 2864091  1.40+1,95 2134269 1264122 0,33+0,61
do estdbmago
(Porcéo final)
Regido aglandular  1,86+1,92  0,53+0,74 - 253+2.97  1,33+1,49 ; 086112  1,06+1,03 ]
do estdbmago
Intestino Anterior  0,33+0,60 - - - - - - - -
Intestino Posterior - - - - - - 0,80+1,08 - -

- Indicativo de reacdo negativa.
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Tabela 4: Intensidade das células endocrinas IR no trato gastrintestinal de A. bimaculatus.

Funil IIha dos Pombos Santa Cecilia
5HT SOM GAS SHT SOM GAS S5HT SOM GAS
Regido glandular 4t + ot + + + + + +
do estdbmago
(Porcéo inicial)
Regido glandular ++ ++ ++ +++ ++ + +F + +
do estdbmago
(Porcéo final)
Regido aglandular + * - ++ + - * + -
do estdbmago
Intestino Anterior
i - -

Intestino Posterior - - - - - -

Intensidade da imunorreacédo: (-), ausente; (), muito baixa, (+), baixa; (++), média; (+ + +), forte.
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5- CONCLUSAO

Através deste estudo foi possivel concluir que: dos trés tipos de células
endocrinas pesquisadas (5-HT, SOM e GAS) no estdmago e intestino de A. bimaculatus
a frequéncia quase que exclusiva ocorreu nas regides do estdbmago o que pode indicar
que esta regido é o principal local de digestdo dos alimentos para esta espécie.

Houve uma variacdo baixa na quantidade e distribuicdo das células enddcrinas
pesquisadas no tubo gastrintestinal de A. bimaculatus, para os espécimes de cada
hidrossistema, o que pode indicar uma similaridade destes locais.
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ANEXQOS

Anexo 1 — Protocolo de imuno-histoquimica

Preparacdo das ldminas com o uso de Poly-L-Lysina
Preparacgdo dos cortes histoldgicos (desparafinizacdo e hidratacédo)

1. Coloque as laminas no berco.

2. Coloque o bergo no primeiro xilol (por 15 minutos em temperatura ambiente ou a
60°C).

3. Escorra as laminas e cologue no segundo xilol (por 15 minutos em temperatura
ambiente).

4. Alcool absoluto 2 x 3 minutos cada.

5. Alcool 95% 3 minutos.

6. Alcool 80% 3 minutos.

7. Alcool 70% 3 minutos.

8. Lavar as laminas em &gua corrente.

9. Levar as laminas para 0 método de recuperacdo antigénica.

Objetivos: Restabelecer os sitios antigénicos e eliminar as ligaces cruzadas formadas
com o formol.

Meétodo - Irradiacdo por Microondas

Incubar as laminas no tampéo citrato em um recipiente apropriado. Leva-lo ao
forno de microondas, poténcia maxima (900 W), por tempo apropriado (3 x 5 minutos)
sempre verificando o volume do tampao.

10. Lavar os cortes com tampao de lavagem (PBS) (3 x 3 minutos).
11. Bloqueio da peroxidase enddgena

Imergir os cortes, durante 15 minutos em uma solucdo de perdxido de
hidrogénio a 3% em metanol.

12. Lavar os cortes com tampao de lavagem (PBS) (3 x 3 minutos).
13. Bloquear sitios inespecificos

Incubar com soro normal (da espécie em que 0 anticorpo secundario tenha sido
produzido) em cdmara umida por 30 minutos em temperatura ambiente.

14. Lavar o bloqueador de proteina com tampao de lavagem (2 x por 3 minutos).
15. Incubar com Anticorpo Primario em cdmara Umida, na dilui¢do recomendada.
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Anticorpo Diluicéo Laboratorio

Anti-Gastrina 1:1000 pl | Sigma-Aldrich,inc.

Anti-Serotonina 1:8000 pl Sigma Aldrich, Inc.

Anti-Somatostatina | 1:300 pl Dako
Kit ABC - Vector
DAB 20pl:1ml | Diagnostic Biosystems
Anticorpo diluente - Spring Bioscience
Poli-L-lysina 10:90 ml Sigma Aldrich, Inc.

16. Lavar o Anticorpo Priméario com tampdo de lavagem (3 x 3 minutos) na camara
umida.

17. Incubar com Anticorpo Secundéario Biotinilado (C) em cdmara Umida por 30
minutos.

18. Lavar os cortes com tampdo de lavagem (3 x 3 minutos) na cdmara Umida.

19. Incubar com o Complexo Avidina Biotina (AB) por 30 minutos em temperatura
ambiente (em camara Umida).

20. Lavar os cortes com tampdo de lavagem (3 x 3 minutos).

21. Aplicar a solucdo de substrato-cromégeno DAB (em ambiente escuro) por 5
minutos, ou até que o preparado adquira cor acastanhada. Fazer controle pelo
microscopio.

22. Lavar em agua destilada.

23. Desidratar as laminas em uma bateria crescente de alcoois: 80%, 95%, 100% (2x) e
xilol (2x).
28. Montar as laminas com Entellan.

52



Anexo 2 - Data sheet do Kit ABC
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Anexo 3 - Data sheet do Anticorpo diluente

Bl O S

ADS-XXXRUOD
Rev B
Page 1of 1

GsPRING

INTENDED USE:
DESCRIPTION:

APPLICATIONS:
COMNTENTS:
STORAGE & STABILITY

Antibody Diluent

Catalog #
ADS-125
[ Size 125 ml

For Research lUse Only. Mot for use in diagnostic procedures.

Antibody diluent is prepared for use in immunochemical procedures. Antibedies can be
diluted direcily in this reagent.

Immunohistechemistry (IHC)

Tris buffer, pH 7.8 with 1% BSA and less tham 0.1% sodium azide

Store at 2-8°C. Do not freeze. The wser must validate any other storage conditions.
This reagent must be returmned to the storage conditions identified above immediately
after use. When properly stored, the reagent is stable to the date indicated on the label.
Do not use the reagent beyond the expiration date.

If unexpected results are observed which cannot be explained by vanations in
laboratory procedures and a problem with the reagent is suspected, contact Technical
Support at tech@springbio.com.

WARNINGS & 1. Take reasonable precautions when handling reagents. Wear appropriate Personal
PRECAUTIONS: Protective Equipment.
2. Avoid contact of reagents with eyes, mucous membrames and skin. If reagents
come into contact with sensitive areas, wash with copious amounts of water.
3. Consult local or state authorities with regand to recommended methed of disposal.
4. Avoid micrebial contamination of reagents.
6920 Koll Center Parkway, Suite 211 Tel: 1-825-474-8440

Pleasanton, CA 4566
wWww.springhio.com

Toll Free: 1-800-TET-6E06
Fax: 1-025-474-8482
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Catalog No.:
Intended Use:

Introduction:

Product benefits:

Principle:

Components:

Precautions:

Storage:

Working Solution:

Procedure:

Anexo 4 - Data sheet do DAB

IVD Data Sheet
DS-K047-B
09/23/2009
Stable DAB/Plus
Liquid Format

K 047
Substrate/chromogen in conjunction with peroxidase-based immunostaining systems.

DAB, a widely used chromogen for immunoperoxidase staining, is well accepted among
pathologists because of its increased sensitivity and ability to give cleaner background as
compared to amino ethylcarbazole (AEC). Specimens stained in DAB can be dehydrated,
cleared, and mounted for permanent record keeping. Stable DAB/Plus is more sensitive
and stable than traditional working DAB solutions.

Stable DAB/Plus offers al

traditional working DAB solutions:

i) Stable DAB/Plus is much more sensitive, providing the cost-effective option of
diluting the primary antibody.

ii) Being stable for 2 weeks (as opposed to 6 hours for traditional DAB working
solutions), Stable DAB/Plus allows the user the convenience of making one working
solution for the entire work week.

iii) Hazardous waste generation from spent DAB solution is also significantly reduced.

iii) Stable DAB/Plus is ideal for high volume labs and automated stainers.

rthy improvements and benefits as compared with

Peroxidase from the antibody detection system reacts with Hy0, substrate to degrade it,
which then reacts with DAB, precipitating it at positive sites yielding a dark brown color.

i) SmL concentrated amber-colored DAB Chromogen Solution.
ii) 200mL clear Stable DAB/Plus Substrate Buffer.
iii) One empty mixing dropper bottle.

DARB, a suspected carcinogen, can cause skin irritation upon contact. Avoid contact with
clothes and exposed skin. If contacted, flush immediately with tap water. Follow
instructions provided by local authorities for disposal.

Store at 2-8°C. Reagents and working solution are light sensitive; protect from exposure
to light. Store reagents and working solution in opaque bottle. Do not use beyond the
expiration dates stated on the labels.

Aliquot ImL of Stable DAB/Plus Buffer in mixing bottle. Add 20pL (one drop) of
concentrated Stable DAB/Plus Chromogen. Replace tip and mix.

Note: The working Stable DAB/Plus solution is stable for at least 2 weeks and should be
prepared in an opaque bottle. Store at 2-8°C when not in use. Any solution not used after
this period should be discarded.

i) After peroxidase incubation, wash tissue sections with wash buffer.

ii) Wipe slides removing excess buffer. Add enough drops of working Stable DAB/Plus
solution to cover tissue sections.

iii) Incubate for 5-10 minutes at room temperature. For optimal results, observe reaction
under the microscope for signal development. Once the desired signal to noise ratio is
achieved, stop the reaction by washing slides in buffer.

IVD: For In Vitro Diagnostic Use

DBSwilnotbeheldwombbmmmhﬂmnuwnrmmmmyocwrmmemofwrmomd

DBS 1020 Serpentine Lane, # 114, Pleasanton, CA 94566 Tel: 925 484 3350, Fax: 925 484 3390

Website: www.dbiosys.com e-mail: customersupport@dbiosys.com
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Anexo 5 - Data sheet do anticorpo anti-serotonina

Anti-Serotonin (5-Hydroxytryptamine, 5-HT)
Developed in Rabbit
Delipidized, Whole Antiserum

Product Mo. 55545

Lot Mo. 127H4813

Anti-Serotonin (5-Hydroxytryptamine, 5-HT) is
developed in rabbit using serotonin creatinine sulfate
complex conjugated to BSA as the immunogen. The
antiserum has been treated to remove lipoproteins.
Rabbit Anti-Sertonin is supplied as a liquid containing
0.1% =odium azide (see MSDS)* as preservative.

Specificity

Anti-Serotonin (5-HT) specifically stainz
enterochromaffin cells in formalin-fixed, paraffin-
embedded sections of normal human appendix and
serotonin-containing carcinoid tumors. In the central
nervous system (CNS), the antiserum reacts with
serotonin-containing fibers in perfusion-fixed, free-
floating sections of rat brain. Specific staining is
inhibited by preincubation of diluted antiserum with
S00uM serctonin or 200pgiml serctonin-BSA. No
inhibition of staining is observed with L-tryptophan
(L-Trp), S-hydroxytryptophan (5-HTP), M-acetyl-5-
hydroxytryptamine (N-acetylserotonin), or dopamine (3-
hydroxytyramine, DA) at a concentration of S00pM.

Protein Concentration: 63 mg/ml by Biuret.

Working Dilutions

1. A diluion of 1:8,000 was determined by indirect
immunochistelogy using formalin-fixed, paraffin-
embedded normal human appendix and serotonin-
containing carcinoid tumors.

2. A dilution of 1:5,000 was determined by indirect
immunochistelogy using 4% paraformaldehyde
perfusion-fixed, free-floating sections of rat brain.
Anti-Serotonin zpecifically stains 5-HT-containing
nerve fibers and varicosities projecting through or
lying on the cerebral ventricular ependyma {CVE) in
the lateral ventricles. Mo serotonin-positive fibers
are obzerved in the ventral part of the third
veniricle.

SIGMA -

CHEMICAL COMPANY

In order to obtain best results, it is recommended that
each user determine the optimal working dilution for
individual applications by fitration assay.

Description

Serotonin ( 3-hydroxytryptamine, 5-HT) is a widely
distributed neurotransmitter and hormone in the
mammalian central nervous system (CHN5) and
periphery.™ In the CNS, 5-HT is considered an
inhikitory neurotransmitter regulating a wide range of
senzory, motor and cortical functions. In the periphery,
5-HT is present in neural and non-neural structures, e.g.
platelets, gastrointestinal fract (myenteric plexus,
enterochromaffin cells), lungs (neurcepithelial cells),
thyroid gland, spleen and in mast cells of certain
species such as rat and mouse *** 5-HT is involved in
the regulation of diverse functions including blood
pressure, gastrointestinal motility, pain perception,
platelet aggregation, lymphocyte cytotoxicity and
phagocytosis, appetite and sleep™ and is implicated in
several pathological states including carcinoid tumors,
migraine, and hypertension ®7 In the CNS, 5-HT has
been implicated in several neurcpsychiatric disorders
such as anxiety, depression and schizophrenia.” The
majority of serctonergic nerve terminals in the CNS
originate in neuronal cell bodies of the raphe nuclei
{dorsal, median), nucleus raphe obacurus (NRO) and
nucleus raphe pallidus (MRP) in the brainstem**",
which project to specific areas of the brain and the
spinal cord *"™  5-HT is found to co-exist with
substance P (SP) in the krain'' and in nerve terminals in
the ventral horn of the spinal cord'™™"* 5 HT is formed
by the decarboxylation of S-hydroxy-tryptophan (5-HTF),
its intermediate, which is formed by hydroxylation of L-
tryptophan by tryptophan hydroxylase. In the CNS, the
action of 5-HT is terminated by reuptake into the pre-
synaptic terminal by specific 5-HT transporters. 5-HT is
further degraded by monocamine oxidase (MAOQ). The
multiple physiclogical effects of 5-HT in the CNS and
periphery are mediated by at least four receptor
classes, 5-HT,, 5-HT., 5-HT; and 5-HT,, based on their
malecular weights, ligand binding properties and
coupling to different signal fransduction systems.™ The
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3-HT, receptor is a ligand- gated ion channel, whereas
the 5-HT, subfamily (5-HT ;) of G-protein coupled
receptors have nanomaolar affinity for 5-HT and are
negatively coupled o adenylate cyclase. Antibodies that
react specifically with 5-HT are useful for the study of
the mode of action, differential tissue expression and
intracellular and subcellular localization of 5-HT in the
CN3 and peripheral nervous system as well as in
neurcendocrine cells in digestive and respiratory
systems.

Uses

Anti-Serotonin may be used for the detection of 5-HT by
immunohistology in sections of formalin-fixed, paraffin-
embedded normal gastrointestinal tract and its carcinoid
tumeors, and in paraformaldehyde-fixed, frozen or
ibratome tissue sections of CNS and peripheral tissue
of various species (e_g. rat, cat, porcine, bovine,
monkey and human), and may be used in various
immunochemical methods such as ELISA and RIA.
The vigualization of 5-HT in neurcnal cell bodies may
require pretreatment of the animals with an axonal
fransport blocker, 2.g. colchicine.

Storage

For continuous use, store at 2-8° C for a maximum of
one month. For extended storage freeze in working
aliguots. Repeated freezing and thawing is not
recommended. Storage in "frost-free” freezers is not
recommended. [If slight turbidity occurs upon prolonged
storage, clarify the solution by centrifugation before use.

* Due to the sodium azide content @ material safety
sheet (MSDS) for this product has been sent to the
attention of the safety officer of your institution. Consult
the MSDS for informaftion regarding hazardous and safe
handling practices.
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Sigma brand products are sold through Sigma-Aldrich, Inc.
Sigma-Aldrich, Inc. wamants that its preducts conform o the information contained in this and other Sigma-Aldrich publications.
Purchaser must determine the suitabdity of the product(s) for their particular use. Additional terms and conditions may apply.

Please see reverse side of the invoice or packing slip.
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Anexo 6 - Data sheet do anticorpo anti-somatostatina

(’,Da ko

Polyclonal
Rabbit Anti-Somatostatin
Immunogen: Synthetic cyelin (1-14) somatostatin conjugated to bovine thyroglobulin

C€

Englizh
Cade ADSEE
Protein concentration gfL: See label on vial.

Intended use
For In Vitro Diagnostic Use.

Refer to the General Instuctions for Immunohistochemical Sfaining or the detection system instructions of IHC procedures for: 1) Principle of
Procedure, 2) Materials Required, Mot Supplied, 3) Storage, 4) Specimen Preparation, §) Staining Procadure, &) Quality Control,
T) Troubleshooting, 3) Interpretation of Staning, B) General Limitations.

Summary and explanation

Iniroduction

Somatostatin is one of seven known polypeptide hormenes produced in the pancreas. Somatostatin functions as an inhibitory hormone of
the neurcendocrine system and is secreted by D-cells of the islets of Langerhans, the fundus and antrum of the stomach and in the upper
small intestine. Somatostatin has been demonstrated in sympathetic nerves, mucosal cells, myenteric nerves of the gastrointestinal tract,
salivary glands and in some parafolicular celis of the thyroid. ™

Specifcity
This antibody labels D-cells of mammalian pancreas. Cross-reactivity has been observed with somatostatin from a lange number of
mammalian species.

Reapgent provided
Rabbit anti-sematostatn is an unfractionated rabbit antiserum in 0.05 M Tris-HCI, pH 7_6, and 15 mM sodium azide.

Rakbkit anti-somatostatin may be used at a dilution of 1:200 to 1:300 in the LSAB method, determined on formalin-fixed, parafin-embedded
tissue. These are guidelines ondy; optimal diutions should be determined by the individual laboratory.

Materials required, but not supplied
Refer to the General Insfructions for Immunohistochemical Sfaining and'or the detection system instructions.

Precautions

1. For professional users.

2. This product contains Sodium azide (MaMs), a chemical highly tostic in pure form. At product concentrations, though not classified as
hazardows, MaM:may react with lead and copper plumbing to form highly explosive build-ups of metal azides. Upon disposal, flush with
large volumes of water to prevent metal azide build-up in plumbing.

3. As with any product derived from biclogical sources, proper handling procedures should be used.

4. Wear appropriate Personal Protective Equipment to avosd contact with eyes and skin.

5. Unusad solution should be dispesed of according o local, State and Federal regulations.

Storage
Store at 2-8°C.

Specimen preparation

Paraffin Sections

Rakbkit ant-somatostatin can be used on formalin-fived, paraffin-embedded tissue sections. Pretreatment of tissue with proteclytic enzymes
is mot required.

Staining procedure
Follow the recommendsd procaedure for the detection system selected.

Staining interpretation
The cellular staining pattern for anti-somatostatin is cytoplasmic.

Performance characteristics
Normal Tissues
This antiody identfies somatostatin-containing cells in islet cells originating in pancreatic ductules.®

Abnormal Tissues

This antibody identifies somatostatin-containing cells in pancreatic tumors and isket cell hyperplasia.

Somatostatin-containing cells may also be present in medullary thyroid carcinomas, C-cell hypempdasia, thymic tumnors, lung turnors and
pulmonary small cell carcinomas.
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ANTI-GASTRINI
Developad In Fabbit
Defipidizad, Whols Antlsemum

Product Mumber GOTE5

Product Description
AntHGasrin |15 devaloped In rabbit using a3 syrmetic
gastrin | fragment [1-13) conjugated o KLH a5 the

immuncgen. This pepSde Sagment does not contain
the Cerminal e COMEMOn With
cholecystokinin (CEK].

AniHZasirin | specfically stairs gastrin-containing csis
In formalin-fixed, paamn-emidedded sections of human
siomach [neurendocring cells). Spedic staining ks
inhibited wiTh gastin | {human), bt rot with sultated
cholecystoldnin [26-33) amide (OCH-S, sulfatam). The
antinody reacts In RAcmMUndassay Wwith human
gas¥in | and huran gastrin | fragment [1-13L Mo
Cross-reacTity s obseresd with rat gastrin 1, human
blg gaswin, sufated cholecysiokinin (25-33) amide,
non-sUTated cholecystokinin (25-33) amige,
CCK{30-33) amide, and human gasTin releasing
pentioe [GRP).

Gastrin s a 17 aming acid peptite homane and
neurotransmitier widely distribuiad throughaut the
gastointestnal (G1) tract and the central nenvous
SYSiEm (CMS). Gastrin, togathar with cholecysiokinin,
secretin and vasoaciive Intestinl paptide (VIE), belong
1o the family of gastointestinal homones.” Gastin Is
related 0 CCK and both pephices share the
same tiologically active C-erminal .
Gastrin necurs In four binlogically active fonTe: gastrin |
[17 aming acd reekues); big gasirn, G-34 (34 amino
acid residues); MIngasIn, 14 {14 amind acd
residues); and gastin 1| | gestin |, suiftated). ! Gastrin
and minkjastin can be exiracied from noemal antral
mcEsa and nomas, ard are In
mmmﬂmmﬂgwm%
found abundantty In guogenal mucoea. 1 me CHS,
gasTIn Is localzed In Neurons of the hypathalamus and

tuitary. In the peripheral nervous system, gastrin ks
ﬁmmmeﬁunmn-Mrg.mﬂhe
cells In M glands of the aniropyloric mucosa,

gastric
amal mucosa (G-oals EI.I:I'.'HIII'I ximal small
Intestine mmléa.::;-a:;u 1G-ceils). Ll

Productinformation

Gastin release stimulates gasinic acd secretion, papsin
Mm.mmmmmMﬁm
gall bladder confraction and gasimnc Moo mUsck
contraczon.’ Gasiin also exerts TopNs efects on the

niestinal muctea and nonral pancreas.
stimuiates the growth of gastric cancer cels In Wi,
In pathologlcal states gastin ks produced by endocrine
tumors, which arisa from the pancreas and the prowdmal
ducdenum. - IncEasad gasinn secrEon has been
associated with hypangasirinemia, gastric ack
secretion, peptic ulcer disease, and the Zolinger-Ellson
syndrome, " the labier commaoniy assoctated with
gastrnomas and ldenthed as Mypenmiasia of Mg Goslls
of the gastric muceea. ™ Anfibodies that react
specically with gastrin may be usad to study the
dfferential tissue and Imracelular and
suncellular lcallzation of gastin In neunsendocring
cells of the gastrointesinal tract, and In the CHNS.
Antibodies 10 gasinn are Fs0 usefl for the
Idettfication and detection of gastin In nomal and
MEoplasie tssue.

Raapgenis:

The antisanum has been eaied to ramove lipoproteEins.
Feabiok Ant-Gastrn i provided 35 a liqukd comtaining
0.1% sodlum azide 35 presarvative.

Pracautions and Disclalmsr

Dee 1o the sodium azide content 3 matenal safety sheet
{MEDS) for this produst has been sent to the attsntion
of he sasty omcer of your Instiution. Consult the
MSDS for Infonmation reganding hazands ard safe

handing praciices.

StorageStabllity

For continuous use, store at 248 “C for up to one month.
For exended Srage Meaze I working alquots.
Fepaatad feazing and fhawing Is not recommended.
Storage In Trost-free” freerers 5 not recommended. I
slight turtldity ocours upon prolonged storage, clarfy
the soiuton Dy CErmuganon befone use.
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Rl4 Dillution Instructions
Thee working dilution was getermined o be 1:2,000
using S - 10 poyiubs of “*Hanales human gasinn 1.

It I= recommended that e antisemm first be evaluated

In the particular 3553y System chasen due o
differences In systems and procedurss.

Spacifcity

Spacicity of the antiserum s definad as the ratio of
concantration ip cross-reactant concentration at

SCR% Inhibition of maximum binding. The enoss-

reaciivity data obiained In the second antibogy PEG 1™

Fila, system |s 35 follows:

CroesTeactant % Cross-reactivity
Gastrin | {human) 100
Gasirin | {1-13) [fuman) 100
Giastrin | [rat) 0z
Blg Gastin uman) 0.5

, amide, sulfaiad 0.
%ﬁ . amide, nonsuifated 0.5
C:CK{30-33), amide .01
Gastrin Relcasing Peptide (human) 0.2
Sensaltivity

Sensiilty I deinad 35 the 90% Intercept of 3 BB,
standand curve. In the above system, the sensitivity
has been tound to be 2 pofube.

Ril& Affinkty Conatant
The amnity constant [,) |5 determined by 3 Scatehard
plot using this FLA system.

K= 30x10% LM
Proguct Profils

A glirtion of 121,000 was determined by Indinect
Immunopercaidase stEining of formalin-Meed, parsEfin-
embedded seclons of human stomach
{@ntrurmyduderim).

I order o obkain best results, It IS recommended that
each user delammine the opimal working diuticn for
Inciviclual Fpplications by thration assay.
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