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RESUMO

RIBEIRO, Thatiana da Paz. Imuno-histoquimica das células neuroendodcrinas do
tubo gastrintestinal de Pimelodus maculatus (Siluriformes, Pimelodidae) dos
reservatorios de Funil e Santa Branca. 2009. 44p Dissertagdo (Mestrado em
Biologia Animal). Instituto de Biologia, Departamento de Biologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

Este trabalho teve por objetivo analisar a influéncia do habitat na distribuicao
regional e freqiiéncia relativa das células neuroenddcrinas gastrintestinais secretoras
de colecistoquinina (CCK-8), gastrina, serotonina (5-Hidroxitriptofano/SHT) em
Pimelodus maculatus. Foram utilizados ao todo 18 animais, destes, 12 eram do
reservatorio da Usina Hidrelétrica de Funil e 6 eram do reservatorio de Santa
Branca. Apos a coleta os peixes foram sacrificados por hipotermia e dissecados em
campo. Fragmentos de estdmago (regido fundica e pilorica) e intestino foram
fixados em liquido de Bouin, processados e emblocados em parafina. Cortes de 5
um de espessura foram colocados em laminas previamente tratadas com poly-L-
lisina e posteriormente submetidos a técnica de imuno-histoquimica. Trés tipos de
c¢lulas imunorreativas (IR) foram identificadas na mucosa géstrica e intestinal de P.
maculatus. Os anticorpos utilizados foram: anti-CCK-8, anti-gastrina e anti-5-HT.
Células IR a CCK-8, gastrina e 5-HT foram encontradas tanto no estbmago quanto
no intestino nos peixes de ambos os reservatdrios. De acordo com o teste estatistico
nao paramétrico denominado Mann Whitney houve diferenga significativa quanto a
freqiiéncia relativa das células ao se comparar os ambientes aquaticos e as regides
do tubo gastrintestinal. As células IR a CCK-8 foram mais abundantes na regiao
pilorica que na regido fundica do estdmago; no intestino elas se apresentaram como
sendo do tipo aberto. As células IR a gastrina foram abundantes e fortemente
marcadas nas trés regioes estudadas, sendo o tipo celular predominante. As células
IR a 5-HT foram mais abundantes nos peixes do reservatorio de Funil, sua
freqiiéncia foi maior na regido pildrica do estdmago.

Palavras chave: Pimelodus maculatus, células neuroendocrinas, trato gastrintestinal,
imuno-histoquimica.



ABSTRACT

RIBEIRO, Thatiana da Paz. Immunohistochemistry of neuroendocrine cells of the
gastrointestinal tube of Pimelodus maculatus (Siluriformes, Pimelodidae) from
Funil and Santa Branca reservoirs. 2009. 7p Masters Dissertation in Animal
Biology. Institute of Biology, Department of Animal Biology, Rio de Janeiro Federal
Rural University, Seropédica, RJ, Brazil, 2009.

The objective of this work is to analyze the influence of habitat on the regional
distribution and relative frequency of gastrointestinal neuroendocrine cells that
secrete cholecystokinin octapeptide (CCK-8), gastrin and serotonin (5-HT) in
Pimelodus maculatus. All told, 18 fish were utilized, 12 of them taken from Funil
Reservoir in the state of Rio de Janeiro and 6 from Santa Branca Reservoir in the
state of S3o Paulo. The fish were sacrificed by hypothermia and dissected in the
field. Fragments of the stomach (fundic and pyloric region) and intestine were fixed
in Bouin’s fluid, processed and embedded in paraffin. Sections 5 um thick were
placed on slides previously treated with poly-L-lysine and then submitted to
immunohistochemical analysis. Three types of immunoreactive (IR) cells were
identified in the gastric and intestinal mucosa of P. maculatus. The antibodies used
were anti-CCK-8, anti-gastrin and anti-5-HT. Cells IR to CCK-8, gastrin and 5-HT
were found in the stomach and intestine of the fish from both reservoirs. According
to the Mann-Whitney nonparametric test, there was a significant difference in the
relative frequency of cells between the two reservoirs and regions of the
gastrointestinal tube. The cells IR to CCK-8 were more abundant in the pyloric
region than in the fundic region of the stomach. In the intestine they were of the
open type. The cells IR to gastrin, the predominant cell type, were abundant and
strongly marked in the three regions studied. The cells IR to 5-HT were more
abundant in the fish from Funil Reservoir, and their frequency was greatest in the
pyloric region of the stomach.

Keywords: Pimelodus maculatus, neuroendocrine cells, gastrointestinal tract,
immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

A morfologia do trato gastrintestinal tem sido descritas em inimeras espécies
de peixes (Khanna & Mehrotra, 1971; Harder, 1975; Kaapoor et al., 1975; Tibbets,
1997), despertando consideravel interesse pelas amplas variagdes na morfofisiologia,
como reflexo da elevada diversidade do grupo, e de posi¢des na cadeia trofica.
Apesar das diferencas interespecificas no trato gastrintestinal, semelhancas
estruturais basicas sdo comuns dentro do grupo (Dias et al., 2003). Em algumas
espécies estas diferengas estdo proximamente relacionadas com sua natureza
alimentar, tamanho do corpo e sexo (Kapoor ef al., 1975; Smith, 1989).

A ocorréncia de células mucossecretoras ¢ uma caracteristica comum no trato
digestorio de teledsteos, com as mucossubstincias secretadas diferindo ao longo do
canal alimentar. A presenga de glicoproteinas (GPs) ¢ correlacionada a diferentes
funcdes, como lubrificagdo, degradagdo proteolitica e inibicdo de microrganismos
(Reid et al., 1988). Alguns trabalhos tém sido realizados sobre morfologia do trato
digestorio de peixes neotropicais onivoros. Menin & Mimura (1992) descreveram a
histologia do trato digestorio de Pimelodus maculatus, e salientaram a presenca de
células mucossecretoras na mucosa ao longo do trato.

A quase totalidade dos peptideos sao reconhecidamente hormonios (segundo
a cléssica definicdo de Bayliss & Starling,1902), embora alguns sejam considerados
como ‘candidatos a hormonios’(Grossmam, 1977) e outros atuem como reguladores
locais. O termo peptideo regulador ¢ o mais aceito para designa-los.

No trato digestorio as células endocrinas constituem um complexo sistema
celular disseminado entre os componentes epiteliais das mucosas do estomago e dos
intestinos, com capacidade de secretar hormonios polipeptidios e aminas
fisiologicamente ativas (Carvalheira et al., 1968). Os mensageiros quimicos
produzidos por estas células sao polipeptidios e aminas biogé€nicas. Estes hormonios
desenvolvem importante fung¢do na regulacdo do processo digestivo, através do
controle na absor¢do dos nutrientes, na secrecao intestinal e das glandulas
associadas, na motilidade intestinal e no fluxo sanguineo intestinal (Deveney & Wal,
1983).

P. maculatus ¢ um peixe de habito alimentar onivoro com tendéncia a
ictiofagia e ampla plasticidade na dieta. Esta espécie apresenta grande distribuigao
geografica, grandes variagdes cromadticas e até estruturais, pode ser encontrado na
Amazonia, Guianas, Venezuela, Peru, Bolivia, Paraguai, Argentina, Bacia do Parana,
do Prata, Rio Uruguai e Rio Iguacu. E abundante e importante na pesca comercial
(Lolis & Andria, 1996), com 6tima aceitagdo pelo mercado consumidor, conhecido
popularmente como mandi-amarelo.

Os peixes utilizados neste trabalho pertencem a dois ambientes com
diferentes qualidades de aguas. Um destes ambientes foi o reservatorio de Funil,
considerado eutrofico e de mais baixa qualidade ambiental, quando comparado com
o reservatorio de Santa Branca, considerado oligotrofico e de melhor qualidade
ambiental (Duarte, 2007).

O avango recente dos métodos imunohistoquimicos, a obten¢ao de anticorpos
especificos aliados as técnicas de radioimunoensaio, radioimunohistoquimica,
quimica de peptideos sintéticos e ultimamente da engenharia genética, permitiram
identificar, localizar e quantificar cerca de 35 “peptideos reguladores” no sistema
endocrino, como também alguns de seus precursores (Polak & Bloom, 1983;
Yanaihara et al., 1988).

As investigacdes das células enddcrinas do tubo gastrintestinal sdo
consideradas uma importante parte no estudo filogenético (D Este et al., 1994).
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Além disso, a distribuicao regional e a freqiiéncia relativa destas células t€ém variado
conforme a espécie animal e seu hébito alimentar (Solcia et al., 1975).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um estudo descritivo (piloto) com o propdsito de verificar a
presenca, a distribuicdo e a freqiiéncia de células neuroendodcrinas secretoras de
colecistoquinina (CCK), gastrina e serotonina (5-HT) que dé suporte para a
realizagdo de um estudo analitico capaz de evidenciar os fatores determinantes do
ambiente que influenciam a fisiologia do sistema digesério do peixe mandi-amarelo
(P. maculatus), de forma a contribuir para o estudo morfoldgico, assim como para a
fisiologia e a patologia do sistema digestorio de peixes.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar no tubo gastrintestinal de P. maculatus células neuroendodcrinas
secretoras de colecistoquinina, gastrina e serotonina.

Comparar a influéncia de ambiente eutrofizado e ndo—eutrofizado na
distribuicao e freqiiéncia daquelas células neuroenddcrinas do tubo gastrintestinal de
P. maculatus.

14



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Organizacio do tubo gastrintestinal de Pimelodus maculatus.
3.1.1 Estomago

De modo geral, o estdmago armazena temporariamente o alimento,
desempenha fun¢des mecénicas que auxiliam na trituracdo e inicio da digestdo dos
alimentos e a superficie interna (mucosa) contém uma variedade de células
glandulares enddcrinas (que secretam hormonios - fun¢do enddcrina) e secretoras
exocrinas (Rotta, 2003). Estas tltimas produzem o muco, o suco gastrico e secretam
enzimas (fun¢des exdcrinas). Tanto a atividade muscular quanto a quimica sdo
importantes para transformar o bolo alimentar em quimo. Na maioria dos peixes o
pH do estdmago ¢ extremamente 4cido (entre 2,4 e 4,2) (Rotta, 2003).

O tamanho do estdmago pode ser usualmente relacionado com o intervalo
entre as refeicdes e o tamanho das particulas do alimento ingerido. Os peixes que
consomem grandes presas em intervalos esparsos possuem grandes estomagos e
aqueles que se alimentam de pequenas particulas (i.e. microfagos) possuem
freqiientemente, pequenos estdmagos ou ndo os possuem (p. eXx.: carpa comum).
Peixes onivoros e herbivoros realizam muitas refeicdes didrias, porém, consomem
pouco alimento por refei¢do e, por isso, geralmente apresentam estdmago de menor
volume (Rotta, 2003).

O estdmago de P. maculatus ¢ dividido histologicamente em trés regioes:
cardica, fundica e pildrica. O céardia e o piloro possuem esfincteres que controlam a
passagem dos alimentos pelo estobmago, porém, em alguns peixes, o esfincter cardico
pode estar ausente (Rotta, 2003). A tinica mucosa ¢ continuamente revestida por um
epitélio simples cilindrico. Sua lamina prépria possui glandulas tubulares
constituidas por cé¢lulas chamadas de oxinticopépticas, as quais se abrem nas criptas
das pregas da mucosa, ocorrendo predominantemente na por¢ao findica e tornado-se
escassas na regido pilorica (Santos et al., 2007). A transi¢do entre a ldmina propria e
a tinica submucosa ¢ demarcada pela presenca de uma muscular da mucosa. A
tunica muscular na regido cardica e fundica contém duas camadas de musculo liso:
uma circular interna e outra longitudinal externa. Na regido pilorica observaram-se
trés camadas, sendo uma obliqua mais internamente. Externamente, o estomago ¢
recoberto por uma serosa (Santos et al., 2007).

As células epiteliais do estdbmago secretam um muco alcalino, composto por
agua (95%), glicoproteinas, lipideos e também sdo responsaveis pela secre¢dao de
bicarbonato. A parte do muco que esta firmemente aderida ao glicocalice das células
epiteliais ¢ muito efetiva na protecdo da mucosa gastrica, enquanto a parte menos
aderida (luminal) ¢ mais soluvel, sendo parcialmente digerida pela pepsina e
misturada com o conteido luminal. Assim, o muco forma uma espessa camada que
protege as células da acidez do estomago. A rede de vasos na lamina propria e na
submucosa permite a nutricdo e a remog¢do de metabdlitos toxicos das células
mucosas superficiais, ¢ dessa forma funciona como mais um fator de protecao.

Assim como o 4cido cloridrico (HCI), a pepsina e as lipases (gastricas)
também dever ser consideradas como fatores enddgenos de agressao a mucosa de
revestimento do estdmago.
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3.1.2 Intestino

O intestino dos peixes teledsteos € um tubo relativamente simples, na valvula
que se inicia na valvula pildrica, termina no reto e ndo ¢ separado em delgado e
grosso, como nos mamiferos. Possui glandulas digestivas e um suprimento
abundante de vasos de sangue e de linfa, onde se completa a digestdo iniciada no
estdbmago. No intestino ¢ onde ocorre a maior parte da absorc¢ao dos nutrientes, ions e
agua oriundos da dieta, sendo os produtos da digestdo mantidos em solugdo, o que
facilita a absor¢do. Nos peixes, além da funciao de digestdo e absor¢do, o intestino
pode desempenhar outras funcdes, como auxiliar na osmorregulacdo ou na
respiracao (Rotta, 2003).

Uma caracteristica basica do intestino dos Teledsteos € a presenga de pelo
menos dois segmentos intestinais, mesmo sem a separacao entre intestino delgado e
grosso. Na primeira por¢ao ocorre a absor¢ao de nutrientes em suas formas menores
(monossacarideos, aminodcidos e &cidos graxos), enquanto a segunda parte ¢
responsavel pela entrada de macromoléculas por pinocitose. As por¢des intestinais
que apresentam mucosa mais complexa estdo envolvidas, de modo geral, com
processos absortivos (Rotta, 2003).

O intestino de P. maculatus pode ser dividido em proximal, médio e distal
(Santos et al., 2007). A mucosa apresenta vilosidades, dobras e cristas que auxiliam
na digestdo, servindo para aumentar a superficie de secre¢ao e absor¢dao. Nos peixes
em jejum, essas estruturas diminuem muito, como também o didmetro e o
comprimento do intestino (Rotta, 2003).

O epitélio de revestimento do intestino ¢ simples cilindrico com planura
estriada e células caliciformes, estas, aparecendo mais numerosas no duodeno. Neste
abre-se o canal do colédoco cuja mucosa ¢ revestida por um epitélio simples
cilindrico sem células caliciformes, seguido por uma lamina prépria e uma camada
muscular bem definida. Em todo o intestino observa-se a presen¢a de uma muscular
da mucosa que separa a lamina propria da submucosa. A camada muscular ¢
composta por uma camada circular interna e outra longitudinal externa de musculo
liso. A serosa esta presente em todo o intestino, e consiste de uma capa de mesotélio
(Santos et al., 2007).

O comprimento do intestino varia conforme o hdabito alimentar e as
caracteristicas dos alimentos naturalmente ingeridos pelos peixes (Rotta, 2003).

Deve-se destacar que peixes onivoros ¢ herbivoros apresentam a capacidade
de alterar a estrutura e as propriedades absortivas do seu sistema digestivo em
resposta a mudangas na dieta sendo, portanto substrato dependentes. O aumento na
quantidade de glicidios na alimentagdo pode provocar aumento no comprimento do
intestino e na absor¢do de glicose por alguns Teledsteos, fato que ndo ocorre nos
carnivoros. Essas diferencas devem-se, provavelmente, a adaptacao das espécies,
pois peixes onivoros e herbivoros estdo sujeitos a grandes variagdes na composi¢ao
bromatologica da dieta, diferente do que ocorre na dieta dos carnivoros (Rotta,
2003).

3.2 Células do sistema neuroendocrino difuso.

As células endocrinas estdo localizadas na mucosa e na submucosa do
estdmago, intestinos, assim como no pancreas e secretam diversos hormonios (Bell,
1979). Alguns desses hormdnios agem sobre as células secretoras localizadas na
parede do tubo gastrintestinal, no pancreas ou no figado de forma a alterar a
velocidade ou a composicao de suas secre¢des, outros agem nas células musculares
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lisas em segmentos especificos do tubo gastrintestinal, sobre os esfincteres ou a
musculatura da vesicula biliar (Berne & Levy, 2000). Todos os hormdnios
sintetizados por células glandulares endocrinas localizadas no tubo gastrintestinal,
bem como os hormoénios pancredticos, sao produzidos por células que possuem
caracteristicas citoquimicas e ultra-estruturais comuns (Carvalheira et al., 1968;
Pearse, 1968).

Pearse (1968) desenvolveu o conceito de um sistema celular muito amplo,
denominado sistema APUD (Amine Precursor Uptake and Decarboxylation) que
inclui todas as células enddcrinas do tubo digestorio e outras células enddcrinas de
diferentes 6rgdos, como as células C e M hipofisarias, as C da tiredide, as células
secretoras de adrenalina e noradrenalina da medular da adrenal ¢ as A, B ¢ D das
ilhotas pancredticas. Todas estas células apresentam uma série de caracteristicas
bioquimicas comuns, tais como: captacdo de precursores aminados (Dopa e 5-
hidroxitriptofano); presenca de aminas fluorogénicas (5-hidroxitriptamina); presencga
das enzimas aminoacido-descarboxilase e a-gliceridio-fosfato desidrogenase;
metacromasia e riqueza em esterase nao especifica e/ou colinesterase (Spreafico et
al., 1977).

A descoberta posterior de numerosos peptideos reguladores existentes
comumente no Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico (SNP)
e no Sistema gastroenteropancreatico (GEP) possibilitou o estabelecimento do
Sistema Neuroenddcrino Difuso (DNES) (Polak & Bloom, 1983), conceito este que
ainda ¢ empregado atualmente para unificar estes tipos celulares.

Até pouco tempo acreditava-se que as cé€lulas enddcrinas GEP fossem
derivadas da crista neural (ectoderma) (Pearse, 1969; Fujita & Kobayashi, 1977;
Polak et al., 1993), uma vez que elas possuem caracteristicas similares as de
neurdnios e alguns de seus mensageiros estdo presentes também no sistema nervoso,
a exemplo da substancia P, serotonina, CCK, opidceos, bombesina, somatostatina,
dentre outros (Fujita & Kobayashi, 1977). Assim as células GEP, como as demais
células APUD, foram consideradas a divisao endocrina do sistema nervoso periférico
(Polak et al., 1993), ou seja, eram tidas como neuronios altamente modificados ou
paraneuronios (Fujita & Kobayashi, 1977). Porém, como varios tipos dessas células
ndo metabolizam aminas, estudos mais recentes tém negado a origem
neuroectodérmica dessas células endocrinas, e fortes evidéncias indicam que, na
mucosa digestiva, as células enddcrinas originam-se de células-tronco comuns, cuja
diferenciagdo resulta também as células caliciformes, os enterocitos e as células de
Paneth, sendo derivadas, entdo, do endoderma (Santos & Zucoloto, 1996; Rindi et
al., 1999; Mutoh et al., 2000; Yang et al., 2001; Hassan & Shafi, 2002; Montuega et
al., 2003; Puzyrev et al., 2003; Schonhoff et al., 2004; Rindi et al., 2004).

A regulacdo endocrina ¢ exercida pelo sistema endocrino difuso do aparelho
digestorio, que representa uma complexa rede regulatéria, cujas fungdes incluem o
controle local da secre¢do, absor¢do, motilidade, proliferacao das células da mucosa
e, possivelmente, o controle da barreira imune (Rindi et al., 2004).

Geralmente, um unico tipo de célula enddcrina secreta somente um
hormonio, embora ocasionalmente alguns tipos celulares possam secretar dois
horménios diferentes. E interessante notar que as células do DNES tém sido
localizadas nao somente no sistema digestorio, mas também no sistema respiratéorio e
no pancreas endocrino. Além disso, alguns dos hormdnios produzidos por estas
células endodcrinas sao idénticos as neurosecrecoes localizadas no SNC. Nao se
compreende até o momento, o significado da sua diversidade de localizacdo e
producao hormonal (Gartner & Hiatt, 1999).
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As células do DNES podem ser localizadas por meio de técnicas imuno-
histoquimicas para a localizagdo das aminas. Mais de 35 tipos diferentes de células
do DNES, localizadas na mucosa do estdmago, no intestino delgado, no intestino
grosso, no sistema respiratorio, na tiredide, na hipofise e na prostata foram descritas
(Junqueira & Carneiro, 1999). Este foi um dos campos da pesquisa que mais
rapidamente se desenvolveu, especialmente no que diz respeito aos hormdnios
gastrintestinais (Wu et al., 1997; Zhang & Li, 1997; Zhu et al., 1999).

As fotomicrografias de células enddcrinas revelam que estas células se
ap6iam na lamina basal e sdo de dois tipos: as que alcancam a luz do tubo (o tipo
aberto) e as que ndo o fazem (o tipo fechado). O tipo aberto alcanga a superficie
através de longos prolongamentos apicais que podem atuar monitorando o contetido
luminal. Os hormodnios que estas células liberam atuam tanto em células-alvo na
vizinhanga imediata da célula sinalizadora (efeito paracrino), quanto através da
circulagdo e alcangam a distancia a sua célula-alvo (efeito enddcrino) (Junqueira &
Carneiro, 2008).

3.3 Estudo imuno-histoquimico

O estudo imuno-histoquimico compreende a utilizagdo de métodos que
associam técnicas de imunodiagndstico, bioquimica e de histologia para a
identificacdo e a localizacdo de compostos ou radicais quimicos, nas células e
tecidos, por meio da microscopia 6tica ou da eletronica (Rey, 1999). Existem dois
métodos amplamente utilizados: Peroxidase-Antiperoxidase (PAP) e o Complexo
Avidina-Biotina-Peroxidase (ABC) (Mills, 1992).

A imuno-histoquimica ¢ uma técnica que usa anticorpos selecionados para a
identificacdo de antigenos especificos. O método ¢ extremamente sensivel e pode
comumente detectar quantidades muito pequenas de substancias (Ex: nanogramas ou
moléculas individuais).

3.3.1 Antigenos e anticorpos

Na imuno-histoquimica, o antigeno ¢ representado pela substancia que
tentamos identificar (Ex: gastrina, CCK, 5-HT).

Os anticorpos sdo proteinas séricas (imunoglobulinas) produzidas em
resposta a substancias especificas (antigenos). No organismo seu proposito € conter
ou neutralizar o efeito do antigeno. Nas empresas especializadas sao produzidos

anticorpos para estes antigenos pesquisados ligados a marcadores visuais (Mills,
1992).

3.3.2 Solu¢ao de anticorpo

Os anticorpos podem ser utilizados para reconhecer moléculas especificas
com grande precisdo e podem ser produzidos em laboratério através da injec¢ao de
antigénios em animais. Apds a resposta imunitaria efetuada pelos animais em
contacto com o imunodgeno, recolhem-se os anticorpos do seu plasma sanguineo.
Este processo tem como vantagem a obtencdo de uma elevada quantidade de
anticorpos. Contudo, nos animais ¢ nos seres humanos, a resposta imunitaria ¢, na
maior parte das vezes, policlonal, isto ¢, desenvolvem-se diferentes populacdes de
linfoécitos B perante o mesmo agente patogénico. Este tipo de resposta torna-se
menos eficiente porque nao ¢ canalizado o esforco para a producdo do anticorpo
mais apropriado, produzido por um unico clone de linfécitos B - monoclonal. Na
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producao deste tipo de anticorpos, um animal ¢ injetado com um antigeno e, passado
algum tempo, ¢ morto. Os linfocitos B sdo extraidos do bago do animal, incubados
“in vitro” e ¢ feita a fusdo com células de mieloma, com o intuito de obter anticorpos

monoclonais (figura 1).
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Figura 1 - Procedimento laboratorial para a produgio de anticorpos monoclonais (Retirado do site
http://pwp.netcabo.pt/sistema.imune/Biotecnologia no_diagnostico terapeutica.htm).

Anticorpos policlonais conjunto de anticorpos com diferentes
especificidades, que foram produzidos em contato com um imundgeno. Ainda que o
imundgeno que serviu para inocular o animal de laboratério seja bastante puro, o
imunossoro obtido ¢ sempre constituido por uma mistura de anticorpos dirigidos
contra os diferentes epitopos (locais determinantes). Eles sdo tanto mais numerosos
quanto mais complexo for o antigeno. Sao uma mistura complexa de anticorpos
distintos, produzidos por clones individuais de linfocitos B que se diferenciardo em
plasmocitos.

Anticorpos monoclonais — S3o anticorpos produzidos em laboratério com
elevada especificidade para um determinado antigeno. Em 1975, Kohler e Milstein,
realizaram trabalhos através dos quais conseguiram obter um clone celular
produzindo um so6 anticorpo com especificidade bem definida, chamado por isso
anticorpo monoclonal. Estes anticorpos sdo de pureza bastante elevada e mais
sensiveis as condigdes de ligagdo do que os anticorpos policlonais, sao solugdes
produzidas a partir de um Unico determinante antigénico (epitopo).

As células de mieloma dividem-se indeterminadamente. O mieloma ¢ uma
disfuncdo na resposta imunitaria que se caracteriza pela proliferacdo anormal de
plasmocitos que produzem anticorpos defeituosos sem nenhuma atividade na defesa
do organismo. Estas células sdo utilizadas na produgdo de culturas de células
animais, precisamente devido a sua capacidade de divisao infinita.
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Hibridomas s3o células hibridas resultantes da fusdo de linfécitos B com
células de mieloma. Cada hibridoma tem a capacidade de produzir um unico tipo de
anticorpo — monoclonal, e ¢ imortal em cultura.

3.3.3 Método Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase

No complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC): s3o wusados trés
imunorreagentes: o anticorpo primario, o anticorpo secundario que ¢ produzido
ligado a uma molécula da vitamina biotina e o complexo de glicoproteinas (Avidina
covalentemente ligada a biotina conjugada a peroxidase, utilizado para a localizagdo
de constituintes celulares) (figura 2).

3.3.4 Reacdes nao especificas

O anticorpo primario ou secundario pode se unir aos elementos teciduais
altamente carregados como os existentes no tecido conjuntivo, o que resulta em uma
reacdo positiva ndo especifica. Para evitar reagdes inespecificas estes cortes podem
ser “imersos” antes do inicio da técnica com proteinas de soro ndo imunologico da
mesma espécie animal que o anticorpo secundario foi produzido. Este preenchimento
reduz grandemente as reagdes nao especificas.

Um segundo tipo de reagdo nao especifica ¢ chamada atividade da
peroxidase enddgena (EPA). Muitos tecidos contém peroxidase, uma enzima que
pode reagir com o substrato cromogeno. A EPA ¢ geralmente localizada em areas
que contém um grande numero de células sanguineas. A EPA pode ser inibida
irreversivelmente por um tratamento prévio do tecido com 3% de peroxido de
hidrogénio em solug@o de metanol por quinze minutos (Mills, 1992).

3.3.5 Reacoes cruzadas

Nao ¢ possivel isolar todos os peptideos reguladores (antigenos) de todas as
espécies, analisa-los, obter os anticorpos e testd-los. Deste modo, a reacdo cruzada
apresenta a vantagem de que anticorpos anti-peptideos reguladores de mamiferos
podem ser utilizados para localizagdo de peptideos reguladores em vertebrados
inferiores assim como em invertebrados (Van Noorden & Falkmer, 1980; Falkmer &
Van Noorden, 1983; Van Noorden, 1984). Portanto, a reacdo cruzada se constitui
num valoroso instrumento nos estudos comparativos, dos quais resultou a teoria
atual de que os peptideos reguladores sdo tdo antigos filogeneticamente quanto as
primeiras formas de vida animal (Roth ez al., 1982).
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Figura 2 - Representacio esquematica das etapas do método imunoenzimético ABC- Complexo
avidina-biotina-enzima (Hsu ef al., 1981). O complexo é formado pela ligagdo de uma molécula
de (strept) avidina com varias de biotina associadas a uma enzima (peroxidase), que tem como
fungdo a conversdo de um cromégeno incolor em um produto final que pode conferir cor aos
antigenos teciduais marcados.
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3.4 Os Peptideos Reguladores e Aminas Biogénicas Investigadas
3.4.1 Serotonina — SHT

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT — figura 3) ¢ um mensageiro
quimico derivado do triptofano, sendo sintetizado dentro do citosol e armazenado em
granulos secretores pelas células enterocromafins (EC) (Santos & Zucoloto, 1996;
Rodrigues, 2005). A serotonina também pode estar presente no sistema nervoso
central e nos neurdnios serotoninérgicos do ganglio mioentérico intestinal que
podem mediar reflexos locais (Li et al., 2000). Racke et al. (1996) verificaram que a
secrecdo de serotonina pelas células enterocromafins ocorre, predominantemente, do
lado intersticial, sendo controlada por um complexo mecanismo neuroendocrino,
mediado por receptores. Estas células constituem uma ampla populagdo de células no
tubo gastrintestinal, produzem mais de 90% da serotonina sintetizada no corpo
(Ahlman & Nilsson, 2001) e ainda tém a capacidade de reduzir sais de prata —
argentafinidade, e sais de cromo — cromafinidade.

Adicionalmente, a serotonina ¢ secretada em resposta a uma ampla variedade
de estimulos no lume duodenal, incluindo acidifica¢do, instilagdo de glicose
hipertonica ou solucdo de sacarose, estimulacdo vagal, aumento da pressao
intraluminal, obstru¢do mecanica do intestino e isquemia intestinal (Li et a/., 2000).
As células EC sdo consideradas os sensores primarios da glicose no lume intestinal,
sendo que a liberacdo de serotonina, em resposta a glicose, ativa receptores sobre
terminais nervosos aferentes para evocar alteragdes reflexas na motilidade e
esvaziamento gastricos (Raybould et al., 2003).

Figura 3: Representacio esquemética da molécula de 5 — HT (http://en.wikipedia.org/wiki/Serotonin).

Controle e funcao da Serotonina

A serotonina ¢ conhecida por estimular a contragdo da musculatura lisa do
aparelho gastroentérico e provocar a secrecdo exdcrina (Ceccarelli et al., 1995), além
de estimular os neurdnios mioentéricos promovendo respostas vasodilatadoras na
submucosa (Vanner, 2000). De acordo com Tuo & Isenberg (2003), a serotonina ¢
um potente ativador da secre¢do de bicarbonato pela mucosa duodenal em
camundongos, via um caminho neural colinérgico. A serotonina também esta
envolvida no mecanismo de émese: drogas citotoxicas evocam a liberagdo de 5-HT
das c¢lulas EC na mucosa intestinal, estimulando nervos aferentes vagais adjacentes
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que alcangcam o centro do vOmito no tronco encefalico e, conseqiientemente,
induzindo o reflexo do vomito (Minami et al., 2003).

A 5-HT tem uma a¢do moduladora geral da conduta afetiva associada a agdes
sobre a cognicdo e comportamentos homeostaticos. Assim sendo, a 5-HT influi sobre
quase todas as fungdes cerebrais, inibindo-a ou estimulando multiplos sistemas de
neurotransmissdo. E desta forma que a serotonina regula o humor, o sono, a
atividade sexual, o apetite, o ritmo circadiano, as func¢des neuroendocrinas e
autonOmicas, a temperatura corporal, a sensibilidade a dor, a atividade motora e as
fungdes cognitivas. Resnick et al. (1962) foi o primeiro a demonstrar seu papel
inibitério na producdo de 4cido cloridrico em humanos. A serotonina também age
aumentando a motilidade intestinal (Junqueira & Carneiro, 2008).

3.4.2 Gastrina

A gastrina ¢ o maior regulador fisiologico da secre¢do de acido gastrico e
também possui importante papel na promocao do crescimento da mucosa gastrica. A
gastrina ¢ sintetizada pelas células G que estdo localizadas principalmente no antro
pilorico e duodeno, entretanto, também foi descrita no soro e no limen géstrico
(Sankey et al., 1990; Odum et al., 1994; Rantala et al., 1996).

A gastrina e a CCK sdo peptideos altamente similares. A gastrina ¢ um
peptideo linear sintetizado a partir de um pré-hormonio, que sofre uma clivagem
proteolitica fazendo parte da familia dos peptideos que possuem uma carboxila
terminal idéntica. A forma circulante predominante ¢ a gastrina-34 (“grande
gastrina”), mas a completa atividade bioldgica estd presente em um peptideo menor -
a gastrina-14 ou minigastrina (figura 4). O receptor para gastrina conhecido como
CCKb ¢ um membro da familia dos receptores acoplados a proteina G. A ligacao da
proteina G com a gastrina estimula o aumento de célcio intracelular, ativando a
proteina quinase C e produzindo o inositol tri-fosfato (Bundgaard et al., 2004).

Area de Area de

Peptideo intervengdo  clivagem
sinalizador do peptideo  proteolitica
| I & | pré-progastrina
| | | progastrina
(| gastrina - 34
[ gastrina - 17
[ gastrina - 14

Figura 4: Representagio esquematica da formagdo da gastrina
(http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/endocrine/gi/gastrin.html).

Controle e efeitos fisiologicos da gastrina

As principais fungdes da gastrina sdo: estimular a secrecdo de acido géstrico
pelas células parietais, aumentar a circulagdo sanguinea, estimular o crescimento da
mucosa gastrica e intestinal, a secrecdo de pepsinogénio, a motilidade gastrica, a
contracdo muscular da jungdo esofago-estdmago, a secrecdo de agua e eletrolitos
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pelo estomago, pancreas, figado e intestino delgado e a secre¢do de insulina
(Ganong, 1998; Polak et al., 1993), além de inibir o esvaziamento géstrico (Smith et
al., 1988). A liberacdo da gastrina ¢ estimulada pela presenga de peptidios e
aminodcidos no antro pildrico, pelo estiramento fisico do estdmago, assim como pela
acdo do nervo vago (Twedt, 1987; Polak et al., 1993). A secrecdo da gastrina ¢
inibida por baixo valor de pH (acidez géastrica, = 3,0) e pelos peptidios
gastrointestinais GIP, CCK, somatostatina, secretina e VIP (Smith et al., 1988). A
somatostatina, além de inibir diretamente a secre¢do de gastrina pelas células G,
também inibe a inervagdo vagal, responsavel pela estimulacdo das células G e
inibi¢do das células D produtoras de somatostatina (Swenson & Reece, 1996). Os
receptores que medeiam as respostas da gastrina causadas por alteragdes no contetido
gastrico se localizam, provavelmente, nas microvilosidades que a célula G apresenta
em seu polo apical, em contato com a luz estomacal (Ganong, 1998). Além da
gastrina, outros mensageiros quimicos estimulam diretamente a secre¢do das
glandulas géstricas, como a acetilcolina e a histamina. A acetilcolina estimula a
secrecdo de todos os tipos celulares secretores nas glandulas gastricas, incluindo a
secrecdo de pepsinogénio pelas células pépticas, de acido cloridrico pelas células
parietais e de muco pelas células mucosas (Swenson & Reece, 1996). J4 a histamina,
secretada pelas células semelhantes as enterocromafins do estdmago, estimula
acentuadamente a secrecdo de acido pelas células parietais, porém exerce pouco
efeito na estimulagdo das outras células (Guyton & Hall, 1996).

3.4.3 Colecistoquinina — CCK

A colecistocinina (CCK) ¢ secretada pelas células I presentes especialmente
no duodeno e no jejuno, atua, principalmente, por mecanismo telécrino (endocrino)
(Polak et al., 1993) e ¢ liberada apds uma refeicdo. A CCK ¢ também produzida por
neurdénios do sistema nervoso entérico (SNE), sendo um neurotransmissor
largamente distribuido no cérebro (Moran & Schwartz, 1994).

Como mencionado previamente, a CCK e a gastrina sdo peptideos altamente
similares. Como a gastrina, a CCK ¢ um peptideo linear sintetizado a partir de um
pré-hormoénio. A completa atividade biologica da CCK esta retida no CCK-8 (oito
aminoacidos), mas peptideos com 33, 38 e 59 aminoacidos também sao produzidos.
Dois receptores de ligagdo para CCK ja foram identificados. O receptor para CCKa
¢ encontrado abundantemente nas células acinares pancreaticas. O receptor para
CCKb, que também funciona como receptor de gastrina, ¢ a forma predominante do
cérebro e do estdmago (Santos, C. M., 2007).

Controle e efeitos fisiologicos da CCK

Sabe-se que a CCK estimula a contracdo da vesicula biliar, a secrecdo
pancreatica de amilase, a atividade motora intestinal, a secre¢dao de pepsina gastrica e
a secre¢do das glandulas de Brunner, além de inibir a secrecdo acida das células
parietais, a atividade motora e o esvaziamento gastrico (o esvaziamento ¢ retardado
pela presenca de produtos da ingestdo de gordura no duodeno e jejuno e pela
presenca de aminoacidos e peptideos no duodeno), a contragdo do esfincter inferior
esofagico, a contra¢do do esfincter de Oddi e a absor¢do de fluidos e eletrélitos no
jejuno e no ileo (Granner, 1988; Polak et al., 1993). A colecistocinina também inibe
a ingestdo de alimentos, atuando por mecanismo neurdcrino no centro da fome e da
saciedade no SNC. A liberacdo de CCK pelas células I ¢ estimulada pela presenca de
nutrientes no duodeno, como peptidios, gorduras e carboidratos. A CCK ¢ o
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principal estimulo para a liberagdo das enzimas pancreaticas (tripsina, amilase e
lipase) e da bile na luz duodenal (Berne & Levy, 2000). As enzimas pancreaticas,
por sua vez, inibem a liberacao da CCK pelas células I, exercendo um “feedback”

negativo, completando, assim, o ciclo de agdo desse hormonio (Swenson & Reece,
1996).

3.5 Sistematica do mandi-amarelo:

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Siluriformes
Familia: Pimelodidae
Género: Pimelodus (La Cepede, 1803)
Espécie: Pimelodus maculatus

Figura 5 — Retirada do site: http://www.postimage.org/image.php?v=aVUeml A.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado com 18 exemplares de mandi-amarelo coletados do
reservatorio da Usina Hidrelétrica de Funil do sistema de Furnas Centrais Elétricas
(12 amostras) e do reservatério de Santa Branca (6 amostras) como mostra a quadro
1. As coletas no reservatorio de Santa Branca foram realizadas durante o final da
minha graduagdo para um trabalho de iniciacdo cientifica. Como ¢ um reservatorio
com qualidade de 4gua boa, quando comparado ao reservatorio de Funil, os peixes
deste local serviram como controle.

O reservatério de Funil (Figura 6) fica no trecho fluminense da bacia do rio
Paraiba do Sul, entre as regides de Resende e Itatiaia no Estado do Rio de Janeiro.
Funil tem grande importancia porque esta localizada proxima aos grandes centros da
regido Sudeste, onde estdo instaladas grandes industrias. Este reservatorio ¢ afetado
com as crescentes alteragdes ambientais, pois € um sistema inserido na Bacia do Rio
Paraiba do Sul, que recebe elevada carga poluente do Vale Paulista do Paraiba.

8 L] Q II!'(

ut A
m Usina Hidrelétrica de Funil - Itatiaia - RJ

¢ _,«L,ﬁ.‘*

-

08 Maplink/Tele Atlas
& 2000 DigitalGlobe ﬁ

22°3146.56"8  44'34°07.43°0 elev 447 m 22 Maio 2003 Altitude do ponto 2 46km ) |

Figura 6 — Foto tirada do Reservatério de Funil (22°31°46.56” S 44°34°07.43” O) pelo programa
Google Earth. Altitude do ponto de visdo 2.46 Km.

O reservatorio de Santa Branca (Figura 7) fica no trecho superior do rio
Paraiba do sul, onde o uso da terra e a inexisténcia de grandes cidades ao longo do
rio resultaram em “melhor qualidade ambiente”, quando comparado com o
reservatorio de Funil.
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Figura 7 - Foto tirada do Reservatério de Santa Branca (23°22°31.21” S 45°52°14.65” O) pelo
programa Google Earth. Altitude do ponto de visdo 3.48 Km.

Quadro 1: Quantidade de peixes utilizados no trabalho, com seus respectivos locais de coleta

Numero de espécimes Local de coleta

Machos | Fémeas Total

2 10 12 Reservatorio de
Funil
4 2 6 Reservatorio de

Santa Branca

4.1 Preparaciao dos cortes histologicos.

Ap0s a coleta, os peixes foram eutanaziados por hipotermia e dissecados em
campo, com imediata remo¢ao do trato digestorio. Fragmentos do estdmago das
regides fundica (f) e pilorica (p) e intestino, foram fixados por 6 a 8 horas em liquido
de Bouin (Di Fiori, 1975). Decorridas as 6/8 horas de fixacdo, o material foi
colocado no alcool 70° GL. Os fragmentos foram transportados para o laboratorio de
Histologia e Embriologia da UFRRJ. O alcool foi trocado diariamente até
clareamento do material para posterior processamento. Foram feitas secdes
transversais ¢ longitudinais dos fragmentos. O processamento consistiu na
desidratacdo do material em concentragdes crescentes de etanol (70° GL, 80° GL,
90° GL, 96° GL, 100° GL I, 100° GL II); xilol-alcool; diafanizacdo em xilol;
impregnacdo e inclusdo em parafina, segundo procedimentos de rotina (Humason,
1972). Em seguida o material foi emblocado em parafina para realizagao dos cortes.
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Na microtomia foram realizadas segdes de cortes dos diferentes orgaos
coletados. Cortes de 5 um de espessura foram colocados em laminas previamente
tratadas com poly-L-lysine (Tabela 2), para promover a maior adesao do corte a
lamina. Seg¢des representativas de cada tecido foram coradas com Hematoxilina-
Eosina (HE), para o exame da arquitetura normal do TGI pela microscopia de luz.

4.2 Antissoros e reagentes

Os detalhes dos trés tipos de antissoros e reagentes utilizados neste trabalho
estdo listados na quadro 2. Todos os anticorpos foram produzidos em coelho.

Quadro 2 - Detalhes dos Anticorpos e principais reagentes utilizados. Todos os anticorpos foram
produzidos em coelho

ANTICORPOS E CODIGO DILUICAO ORIGEM
REAGENTES
Anti-Serotonina, S 5545 1: 8.000 Sigma-
5-HT Aldrich,inc.
Anti-Gastrina G 0785 1: 1.000 Sigma-
Aldrich,inc
Anti-
Colecistoquinina C 2581 1: 8.000 Sigma-
CCK-8 Aldrich,inc
ABC
Kit PK 6200 - VECTOR
DAB H-2200 5/ 110mL VECTOR
Sigma-
Poly-L-Lysina P-8920 10/ 90mL Aldrich,inc

4.3. Etapas do procedimento Imuno-histoquimico

Para o estudo imuno-histoquimico foram seguidas as seguintes etapas de
procedimentos do método ABC:

1-Desparafinizacdo e hidratacdo at¢ o TPS 0,0lM pH-7,4 (Tampao Fosfato
Sorensen);

2- Tripsinizagdo dos cortes com tripsina 0,1% por 15 minutos;

3- Trés lavagens em TPS, por 5 minutos cada;

4- Tratamento com peréxido de hidrogénio (H,0O;) a 0,3% em metanol para bloqueio
da peroxidase enddgena, durante 15 minutos;

5- Trés lavagens em tampao TPS por 5 minutos cada;

6- Incubag¢dao com soro normal de cabra durante 30 minutos, com a finalidade de
neutralizar antigenos inespecificos presentes no tecido;
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7- Incubagdo com Antissoro primario (1' camada) contendo anticorpos especificos
anti o peptideo regulador que se deseja investigar (Tabela 2) em cAmara umida, a 4’ C
durante uma noite (overnight) ou durante duas horas, resultando na formacao do
complexo antigeno-anticorpo;

8- Trés lavagens em tampao TPS por 10 minutos cada;

9- Incubagdo com anticorpo secundario biotinilado em cdmara imida por 30 minutos
a temperatura ambiente;

10- Trés lavagens em tampao TPS por 10 minutos cada;

11- Adicao do complexo Avidina-Biotina-Peroxidase em camara imida durante 30
minutos a temperatura ambiente;

12- Duas lavagens em tampao TPS por 5 minutos cada;

13- Incubar o material com uma solu¢do de diaminobenzidina tetrahidrocloridrico
(DAB) que atua como cromégeno promovendo a revelagdo da imunoreacao
(Anticorpo primario + Anticorpo secundario biotinilado + complexo ABC-
peroxidase), que sera visualizada pela cor marrom;

14- Lavagem em tampao TPS por 10 minutos e em seguida com agua destilada;

15- Desidratagdo, clarificacao e montagem.

4.4 Observacoes e Fotomicrografias

Todas as laminas foram observadas e fotomicrografias foram feitas com
microscopio Olympus Dx, objetiva 40X e camera digital Nikon Colpix 4300 nas
dimensdes: 2272 X 1704.

4.5 Contagem de células e analise estatistica

As fotomicrografias foram analisadas e a freqiiéncia relativa das células
endocrinas imunorreativas (IR) aferidas, através de um analisador de imagem
computadorizado (Image-Pr6 Plus software) com o célculo da média + SD (desvio
padrio) por unidade de area (0,25 mm?) da mucosa. Quatro grupos baseados na média
de células IR foram criados, sendo considerado: (+) para 1 a 5 células/0,25 mm?; (++)
para 5 a 15 células; (+++) para 15 a 30 células IR; (++++) para mais de 30 células
IR/0,25 mm” (Tabela 1).
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5 RESULTADOS

Durante a coleta em campo, foi possivel detectar a presenca de parasitos nas
visceras dos peixes dissecados. Na andlise microscopica ndo foram encontradas
alteragdes morfologicas dos o6rgaos coletados.

A técnica de imuno-histoquimica foi aplicada ao estomago e intestino. Os
antissoros utilizados foram para colecistoquinina (CCK-8), gastrina e serotonina (5-
HT).

Para avaliagdo estatistica dos resultados foi utilizado o seguinte teste nao
paramétrico: Mann Whitney U Test (P<0,05) (Zar, 1999). Este tipo de teste foi
escolhido porque os dados das amostras ndo atenderam os requisitos necessarios para
a realizacdo de um teste paramétrico. A distribuicdo e freqiiéncia das células
endodcrinas podem ser observadas na tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo e freqiiéncia relativa das células enddcrinas gastrintestinais de P. maculatus
do reservatorio de Funil (A) e do reservatorio de Santa Branca (B)

(A) Peixes do reservatério de Funil

Regiao
CCK Gastrina 5-HT
Estomago (f) +H++ A A+
Estéomago (p) /- /++ A/
Intestino +++/+++ +++/+++ /-

(B) Peixes do reservatorio de Santa Branca

Regiao
CCK Gastrina 5-HT
Estomago (f) ++/++ /A ++/++
Estomago (p) /A +/++ /4t
Intestino +H/++ /A ++/++
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5.1 Células imunorreativas ao anticorpo anti-CCK-8

No estomago as células imunorreativas (IR) para CCK foram observadas na
por¢ao mais basal do epitélio gastrico (cilindrico simples muco-secretor). Sua forma
variou do tipo piriforme a ovalada (Figura 8). Ao comparar a regido fiundica com a
regido pildrica, foi possivel observar que a regido pilérica (Figura 9) apresentou
maior quantidade de células imunorreativas ao anticorpo anti-CCK-8. Ja no intestino
estas células variaram da por¢do mais basal do epitélio intestinal (epitélio cilindrico
simples com planura estriada e células caliciformes) até a mais apical, conforme ia se
distanciando do estomago, sendo o tipo aberto o mais freqiiente (Figura 10).

Figura 8. Fotomicrografias de células IR a CCK no estdmago, regido findica. Células
com formato oval, situadas no epitélio de revestimento, observadas também nas glandulas
fandicas. Escala = 50 um.
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Figura 9. Fotomicrografias de células IR a CCK no estdmago, regido pilérica. Escala = 50
pum.

Figura 10. Fotomicrografias de células IR a CCK no intestino. Notar células dispersas entre o
epitélio, sendo do tipo aberto o mais freqiiente. Escala = 50 um.
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De acordo com o teste estatistico utilizado houve diferenca significativa na
quantidade de células imunorreativas para o anticorpo anti-CCK-8 no intestino,
quando comparado os dois ambientes, sendo uma maior a quantidade destas células
encontradas nos peixes do reservatorio de Funil (Grafico 1).

Grafico 1: Distribuicio e freqiiéncia relativa das células secretoras de CCK no tubo gastrintestinal
de P. maculatus
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5.2 Células imunorreativas ao anticorpo anti-gastrina

As células IR a gastrina foram abundantes e fortemente marcadas tanto no
estdbmago quanto no intestino. Sua freqiiéncia relativa foi maior no intestino, seguido
do estdmago regido fundica e posteriormente regido pildrica (Grafico 2). Sua
distribuicao foi regular entre os componentes epiteliais, com algumas marcagdes nas
glandulas fundicas. Estas células IR a gastrina se apresentaram de forma variada:
triangular, piriforme e ovalada (Figura 11). A maioria deste grupo de células foi
considerada do tipo fechado.

Segundo o teste estatistico utilizado houve uma maior quantidade deste grupo
de células na regido fundica do estdbmago, quando comparado com a regido pildrica
(Figura 12) em ambos os reservatorios. Os peixes do reservatorio de Santa Branca
apresentaram maior quantidade de células imunorreativas para gastrina no intestino
(Figura 13).
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Grafico 2: Distribuigio e freqiiéncia relativa das células secretoras de gastrina no tubo
gastrintestinal de P. maculatus
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Figura 11. Fotomicrografias de células IR a gastrina no estdmago, regido fundica. Células com
formato variado, no epitélio de revestimento, com marcagdes também nas glandulas fundicas.
Escala =50 um.
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Figura 12. Fotomicrografias de células IR a gastrina no estdmago, regido pilérica. Escala = 50
pum.

Figura 13. Fotomicrografias de células IR a gastrina no intestino. Notar a quantidade de células
presente no epitélio, sendo do tipo fechado o mais freqiiente. Escala = 50 pm.

As células IR para gastrina em relagdo as células IR para CCK e 5-HT foram
o tipo celular predominante tanto no estdmago (regido fundica) quanto no intestino.
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5.3 Células imunorreativas ao anticorpo anti-5-HT

Estas células imunorreativas foram observadas em grande quantidade
também na por¢do basal do epitélio gastrico, porém houve raras marcacdes nas
glandulas gastricas (Figuras 14 e 15). Sua forma variou de piriforme a triangular,
com presenca de um processo citoplasmatico em sua porcao apical (Figura 16). No
intestino estas células apresentaram-se ao longo de todo o oOrgdo aparecendo
inclusive os seus prolongamentos bem definidos e visiveis, estabelecendo contato
com o lumen (Figuras 17 e 18). Por este motivo elas sdo classificadas como sendo do
tipo aberto.

De acordo com o teste de Mann Whitney a quantidade de células
imunorreativas para 5-HT foi maior na regido pilorica e no intestino dos peixes do
reservatorio de Funil (Grafico 3).

Figura 14. Fotomicrografias de células IR a 5-HT no estdomago, regido findica. Células com
formato variando de piriforme a triangular, no epitélio de revestimento. Escala = 50 um.
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Figura 15. Fotomicrografias de células IR a 5-HT no estdmago, regido fundica. Células no epitélio
de revestimento, com marcagdes também nas glandulas fundicas. Escala = 50 pm.

Figura 16. Fotomicrografias de células IR a 5-HT no estdmago, regido pilorica. Células com
formato que variaram de piriforme a triangular, no epitélio de revestimento. Escala = 50 um.
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Figura 17. Fotomicrografias de células IR a 5-HT no intestino. Células aparecendo ao longo de
todo o epitélio intestinal. Escala = 50 pm.

Figura 18. Fotomicrografias de células IR a 5-HT no intestino. Notar prolongamentos bem
definidos e visiveis (seta).
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Grafico 3: Distribuicio e freqiiéncia relativa das células secretoras de 5-HT no tubo gastrintestinal

de P. maculatus
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6 DISCUSSAO

A presenga de células imunorreativas ao anticorpo anti-CCK-8 foi relatada
em répteis (Lee & Ku, 2004), em peixes (Pan et al., 2000), em aves (Rawdon &
Andrew, 1981) e em mamiferos (Ku et al., 2004a), tendo sido encontrada desde o
estomago regido do fundo até ao ileo.

Em P. maculatus, as células IR a CCK foram relatadas nas trés regides
estudadas, aparecendo em maior quantidade na regido pildrica do estdbmago, seguido
do intestino e regido fundica. Estas células foram observadas ndo s6 no epitélio como
também nas glandulas fundicas. Estes resultados diferem de Herndndez, M. P. G. et
al., 1994 e de Bosi G. et al., 2004, os quais ndo encontraram marcacao deste tipo
celular no estobmago de peixes.

As células IR a gastrina foram detectadas no esofago de teledsteo (Pan et al.,
2000), no duodeno/ jejuno de répteis (Ku et al., 2001), nos mamiferos (Kitamura et
al., 1984, Ku et al., 2004a) e no intestino grosso do suino Babyrousa babyrussa
(Agungpriyono et al., 2000); entretanto, sua maior freqiiéncia na maioria das
espécies estudadas foi na regiao pilorica.

Em P. maculatus essas células IR foram muito numerosas no intestino ¢ no
estbmago regido fundica € menos numerosas na regido pilorica. Também
apresentaram marcacao nas glandulas fundicas e foi o tipo celular predominante em
relacdo as células imunorreativas a CCK e SHT.

As células imunorreativas a serotonina foram identificadas ao longo de todo o
tubo digestivo de diversas classes como peixes (Ku ef al., 2004b), anfibios (D este et
al., 1994), répteis (Huang & Wu, 2005), aves (Yamanaka et al., 1989) e mamiferos
(Cardoso et al., 1994, Agungpriyono et al., 2000), sendo considerada a célula
enddcrina mais amplamente distribuida do TGI de vertebrados. Estudos prévios
indicam que estas células surgiram cedo na evolu¢ao dos vertebrados (Solcia et al.,
1975, El-Salhy et al., 1985).

Em P. maculatus as células imunorreativas ao anticorpo anti-SHT foram mais
abundantes na regido pilorica dos peixes do reservatorio de Funil, apesar de terem
sido identificadas também na regido fundica e no intestino. Ocorreram poucas
marcacdes nas glandulas fundicas.

Ao se comparar os dois ambientes nao foi verificada diferencga significativa
na quantidade de células imunorreativas para nenhum dos antissoros na regido
findica do estomago.

Na regido pilorica a quantidade de células imunorreativas para SHT foi maior
nos peixes do reservatorio de Funil. Para os outros tipos celulares nao houve
diferenca significativa.

No intestino houve diferenca significativa para todos os antissoros utilizados.
A quantidade de células imorreativas para SHT e CCK foi maior nos peixes do
reservatorio de Funil, enquanto as células imorreativas para gastrina apareceram em
maior quantidade nos peixes do Reservatorio de Santa Branca.
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7 CONCLUSOES

e A marcagdo foi positiva para os trés anticorpos (anti-CCK-8, anti-gastrina e
anti-5SHT) utilizados, em todos os tecidos estudados: estdmago (regido
findica e pildrica) e intestino, nos dois ambientes.

e As células imunorreativas ao anticorpo anti-CCK-8 foram mais abundantes
no intestino dos peixes do reservatério de Funil

e As c¢lulas imunorreativas ao anticorpo anti-gastrina foram as mais
abundantes dentre as trés estudadas nos peixes de ambos os reservatorios.

e As células imunorreativas ao anticorpo anti-SHT foram mais abundantes na
regido pildrica do estdmago nos peixes do reservatorio de Funil.
e As células imunorreativas aos anticorpos: anti-CCK, anti-gastrina e anti-SHT

foram identificadas nos epitélios e nas glandulas fundicas.

e Houve diferencas na distribuicdo e na freqiiéncia relativa das células
enddcrinas do tubo gastrintestinal dos peixes dos dois reservatorios.

e Todas estas observagdes imuno-histoquimicas sao somente sobre o aspecto
morfologico, contudo elas abrem as portas para um estudo fisioldogico ou
morfo-fisioldgico mais complexo.
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