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RESUMO

Geophagus brasiliensis conhecido popularmente como acara, € um peixe de agua doce comum
em ambientes lénticos da América do Sul, pertencente a ordem Cichliformes e a familia
Cichlidae. O acara possui habito alimentar detritivoro-iliofago ou onivoro, com alta plasticidade
alimentar. O intestino é um 6rgdo geralmente tubular, no qual transita o alimento, ocorre a
digestao alcalina, absor¢do de nutrientes e ainda possui fungdo imunoldgica. A anatomia do
trato gastrointestinal dos peixes possui um grau de variagado refletida na filogenia e ontogénese,
tipo de dieta e disponibilidade de recursos. Estudos morfologicos sao ferramentas eficazes para
a caracterizacdo do trato digestivo, facilitando o entendimento quanto a fisiologia, hébitos
alimentares, manejo e nutricdo das espécies de peixes. O presente estudo tem como objetivo
analisar por meio de técnicas histologicas e histoquimicas os intestinos do acara. Os peixes
foram coletados no lago da PUC Minas campus Coracao Eucaristico (19-20° S, 43-44° W) nos
meses de outubro a dezembro de 2019, utilizando tarrafa de malha com 3,0 cm entre nos
opostos. Os exemplares foram submetidos a biometria e dissecagdo para a retirada de
fragmentos dos intestinos delgado e grosso. As amostras foram fixadas em liquido de Bouin
por 12h e submetidas as técnicas histoldgicas de rotina: inclusdo em parafina, microtomia com
5 um de espessura, coloragcdo com hematoxilina-eosina (HE), Tricromico de Gomori (TG) e
técnicas histoquimicas classicas para deteccdo de carboidratos: Periodic-Acid-Schiff (PAS) e
Alcian blue (AB) pH 2,5 € 0,5 e para deteccao de lipides: Sudan black B (SB). Histologicamente
os intestinos delgado e grosso apresentaram-se organizados em quatro camadas: mucosa,
submucosa, muscular e serosa. O intestino delgado caracterizou-se pela presenca de vilosidades
intestinais revestidas por epitélio simples prismatico com borda estriada e células caliciformes
apoiado na lamina propria conjuntiva. No intestino grosso observou-se auséncia de vilosidades
e abundancia de células caliciformes. As reagdes PAS+ e AB pH 2,5+ nas células caliciformes
indicaram presenga de mucosubstancias, importantes para a lubrificagcdo do trato intestinal para
a passagem do bolo fecal. Nao foram detectados lipides nos intestinos G. brasiliensis devido a
reacdo negativa a técnica do Sudan Black B. Os resultados do presente estudo fornecem

subsidios para a conservacao da espécie e aplicacdo em estudos filogenéticos.

Palavras chave: células caliciformes. Mucosubstancias. Enterocitos. Linfocitos.



ABSTRACT

Geophagus brasiliensis popularly known as acara, is a freshwater fish common in lentic
environments in South America, belonging to the order Cichliformes and the family Cichlidae.
The acara has a detritivorous-iliophage or omnivorous feeding habit, with high food plasticity.
The intestine is a generally tubular organ, in which food transits, alkaline digestion occurs,
nutrient absorption and also has an immunological function. The anatomy of the gastrointestinal
tract of fish has a degree of variation reflected in phylogenesis and ontogenesis, food and the
environment. Morphological studies are effective tools for the characterization of the digestive
tract, facilitating the understanding of the physiology, eating habits, management and nutrition
of fish species. The present study aims to analyze by means of histological and histochemical
techniques the intestines of the acard. The fish were collected in the PUC Minas campus
Coragao Eucaristico (19-20° S, 43-44° W) in the months of October to December 2019, using a
3.0 cm mesh net between opposite nodes. The specimens were submitted to biometry and
dissection to remove fragments of the small and large intestines. The samples were fixed in
Bouin liquid for 12h and subjected to routine histological techniques: inclusion in paraffin, 5
um thick microtomy, Hematoxylin-eosin staining (HE), Gomori trichrome (TG) and classic
histochemical techniques for detection of carbohydrates: Periodic-Acid-Schiff (PAS) and
Alcian blue (AB) pH 2.5 and 0.5 and for lipid detection: Sudanblack B (SB). Histologically,
the small and large intestines were organized in four layers: mucous, submucosa, muscular and
serous. The small intestine was characterized by the presence of intestinal villi covered by a
simple prismatic epithelium with a striated border and goblet cells supported by the lamina
propria conjunctiva. In the large intestine there was an absence of villi and an abundance of
goblet cells. PAS + and AB pH 2.5+ reactions in goblet cells indicated the presence of
mucosubstances, importante for the lubrication of the intestinal tract for the passage of the fecal
bolus. No lipids were detected in the intestines G. brasiliensis due to the negative reaction to
the Sudan Black B technique. The results of the present study provide subsidies for the

conservation of the species and application in phylogenetic studies.

Keywords: goblet cells. Mucosubstances. Enterocytes. Lymphocytes.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

O tubo gastrointestinal dos teledsteos morfologicamente ¢ constituido de: cavidade buco
faringea, esofago, estdmago, intestinos e anus além de 6rgaos acessorios como figado, vesicula

biliar, pancreas e bexiga de géas (Santos, Arantes, Santiago & Santos, 2015).

Cavidade buco faringea

A cavidade buco faringea de peixes ¢ compartilhada pelos tratos digestivo e respiratorio
e, no processo de digestdo, ela estd relacionada com a selegdo e captura do alimento, assim
como seu preparo pré-digestivo e no direcionamento do alimento para o es6fago (Rotta, 2003).
Esta cavidade ¢ composta pelos labios, lingua, dentes orais e faringeanos e arcos branquiais.
Possui epitélio estratificado sobre uma espessa membrana basal associada aos 0ssos ou aos
musculos por uma camada de derme condensada.

A posicao e a forma da boca s3o varidveis e estdo diretamente relacionadas ao tipo de
alimento a ser ingerido. Assim, € possivel observar boca ventral, comum entre os peixes que se
alimentam no fundo; dorsal, presente naqueles que se alimentam na superficie e terminal na
maioria dos peixes carnivoros (Prejs & Colomine, 1981). Os labios sdo considerados detectores
primarios do alimento, com presenca de botdes gustativos e secre¢do de muco, auxiliando no
processo de succ¢do do alimento podendo ser encontrados como 6rgdos adesivos ou estar
ausentes em algumas espécies (Rotta, 2003). Algumas espécies apresentam ainda estruturas
sensoriais com receptores mecanicos € quimicos chamadas de barbilhdes, que ajudam a ampliar
a capacidade de percepcdo e adaptagdo ao ambiente, principalmente os bentOnicos e
forrageamento, (Godinho, 1967; Park, Kim & Choi, 2012). O epitélio de revestimento dos
labios ¢ classificado histologicamente como estratificado pavimentoso (Khanna & Mehrotra,
1970).

A lingua dos peixes ¢ considerada a mais primitiva entre os vertebrados, sendo uma
estrutura rudimentar, usualmente rigida ou até mesmo 6ssea. Na maioria dos teledsteos, ela é
uma estrutura imével, ndo protatil e com elasticidade limitada (Rotta, 2003). A lingua nos
peixes pouco interfere na degluti¢dao, estando associada a apreensdao do alimento e a fungdo
sensorial. Apesar de ndo possuir glandulas salivares, a lingua apresenta botdes gustativos no
epitélio (Menin, 1988). Segundo Bértin (1958), a lingua dos Teleostei pode ser classificada
como triangular, espatulada ou arredondada, sendo constituida de um simples espessamento do

assoalho da boca, em contato com a extremidade rostral do arco hioideo. Histologicamente, a
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lingua dos peixes apresenta epitélio do tipo estratificado pavimentoso com células mucosas e
botdes gustativos (Genten, Terwinghe & Danguy, 2009).

Os peixes apresentam uma ampla variedade de dentes e estruturas associadas. Os dentes
variam de acordo com seu tipo e distribui¢do, podendo ser dentes orais, encontrados na pré-
maxila, maxila, palato e mandibula, e/ou dentes faringeanos, que estdo associados aos arcos
branquiais. Geralmente, os dentes sdo mais desenvolvidos em peixes carnivoros e ausentes ou
pouco desenvolvidos nos herbivoros (Rotta, 2003). Para Al-Hussaini (1946) existe forte
correlacdo entre a natureza da dieta e a estrutura dos dentes; para Sampaio & Goulart (2011)
sua fungdo estd associada a agdo mecanica: apreender, triturar, esmagar, cortar e raspar o
alimento.

De acordo com Fink (1981), os dentes estdo implantados nas placas 0sseas por anéis de
colageno, que fazem a conexao entre o 6rgao dentario e o osso subjacente. Os dentes possuem
uma porg¢do apical chamada coroa, que ¢ recoberta por um tecido mineralizado extremamente
duro denominado esmalte, ja suas raizes sdo recobertas pelo cemento. O esmalte ¢ produzido
durante o desenvolvimento do dente pelos ameloblastos, células colunares altas de origem
ectodérmica. A dentina ¢ outro tecido mineralizado que compde o dente e esta localizada
imediatamente abaixo do esmalte e do cemento. Ela envolve a cavidade pulpar que € preenchida
pela polpa dental, um tecido conjuntivo frouxo altamente vascularizado. A dentina ¢ produzida
pelos odontoblastos, células alongadas que depositam a matriz orginica sobre a superficie
dentaria e estdo localizadas na periferia da polpa dental, que consiste de um tecido conjuntivo
frouxo bastante vascularizado e inervado. O cemento tem composi¢ao semelhante ao tecido
6sseo, embora nao contenha vasos sanguineos, sendo mais espesso na regido apical da raiz,
onde podem ser encontrados os cementocitos (Bemis, Giuliano & McGuire, 2005; Junqueira &

Carneiro, 2013; Chen, 2017).
Esofago

O esofago ¢ um oOrgdo tubular curto que conecta a cavidade buco faringea com o
estobmago sendo uma estrutura eldstica capaz de receber e armazenar o alimento (Bone &
Moore, 2008). A musculatura estriada do es6fago permite contragdo voluntaria, possibilitando
o regurgitamento do alimento quando necessario (Moraes & Almeida, 2014). A tinica muscular
longitudinal proporciona expansdo da parede do 6rgdo, permitindo receber maior volume de
alimento (Rodrigues & Menin, 2008). Para Humbert, Kirsch & Meister, (1984) as regides
craniais e caudais do es6fago apresentam fungdes diferentes, sendo a regido cranial relacionada

com area de protecao, e caudal relacionada com a seletividade i6nica e a absor¢ao de alimentos.
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A camada mucosa do es6fago apresenta epitélio de revestimento varidvel de acordo com
a espécie, podendo ser colunar simples, pseudoestratificado, estratificado pavimentoso ou
colunar estratificado, podendo apresentar células caliciformes produtoras de mucosubstancias
ao longo do epitélio esofagico. Estudos sobre a mucosa esofagica mostram a presenca de
epitélio pavimentoso ndo queratinizado com a presenca de trés tipos de células: claviformes,
epiteliais e mucosas (Godinho, Tokimaru & Ferri, 1970; Mello, Santos, Arantes, Pessali, Brito
& Santos, 2019). De acordo com Santos, Arantes, Santiago & Santos (2015) histologicamente
o esdfago de Schizodon knerii ¢ dividido nas seguintes camadas: mucosa, submucosa, muscular
e serosa. O epitélio ¢ estratificado pavimentoso, com células epiteliais intercaladas por células
mucosas, glandulas esofagicas tubuloacinares ramificadas e papilas gustativas apenas na regiao
craniana. A camada submucosa consiste em tecido conjuntivo frouxo com células adiposas e
vasos sanguineos. A camada muscular ¢ composta de tecido muscular esquelético com fibras
musculares dispostas longitudinalmente na subcamada interna e em forma circular na externa.

A camada serosa ¢ a mais externa e consiste em tecido conjuntivo denso e mesotélio.

Estémago

O estdmago ¢ o 6rgdo onde o alimento ¢ armazenado, ocorre a digestdo quimica e a
digestdo mecanica por meio da movimentagio gastrica (Bone & Moore, 2008). E um 6rgio
distensivel e seu tamanho esta relacionado com o tipo de alimento ingerido e o tempo que ele
fica armazenado (Kapoor, Smit & Verighina, 1976). O estdbmago nos peixes teledsteos pode ser
classificado em varias formas anatomicas como sifonal, cecal e retilinea. A forma sinfonal € a
mais comum entre os peixes € possui um ramo descendente cardico e um ascendente pildrico.
Na forma cecal, ocorre uma regido de unido em fundo cego, sendo a interposicao entre os dois
segmentos (cardico e pilorico). A forma retilinea ¢ a menos frequente entre as espécies peixes
(Bértin, 1958). Independente da categoria anatomica, o estdmago dos peixes ainda pode ser
diferenciado histologica e funcionalmente nas regides cardica, pildrica e fundica (Rotta, 2003).

A mucosa do estdbmago geralmente apresenta epitélio simples colunar (Genten,
Terwinghe & Danguy, 2009; Faccioli, Chedid, do Amaral, Vicentini & Vicentini, 2014). As
células epiteliais produzem mucosubstancias apicais, geralmente neutras, com func¢do de
proteger o epitélio de revestimento do suco gastrico (Diaz, Garcia & Goldemberg, 2008;
Hernandez, Perez Gianiselli & Domitrovic, 2009). A camada muscular dependendo da espécie

pode ser muito ou pouco desenvolvida (Hernandez, Perez Gianiselli & Domitrovic, 2009)
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contendo fibras musculares lisas orientadas em duas diregdes: uma subcamada circular interna

e outra longitudinal externa (Faccioli, Chedid, do Amaral, Vicentini & Vicentini, 2014).

Algumas espécies de peixes apresentam um Orgdo acessOrio embriologicamente
derivado do trato digestivo, que ¢ a bexiga de gas, ou bexiga natatoria, que apresenta como
fungdes o controle da flutuabilidade, produgdo de som, recep¢ao de som e respiragao aérea.
Alguns exemplos de espécies que realizam respiracdo aérea no estdbmago sdo o0s
Trichomycteridae (Eremophilus mutisii e Trichomycterus striatus) e Loricariidae
(Pterygoplicththys e Hypostomus) (Cruz-Landim & Cruz-Hofling, 1979; Graham, 1997).

Intestino

A falta de uma diferenciacdo anatomica do intestino de peixes causa uma diversidade
de terminologias na sua descri¢do. Secc¢des tais como intestino anterior relacionado com a
absor¢ao de gorduras (Nachi, Hernandez-Blazquez, Barbieri, Leite, Ferri, & Phan, 1998),
médio responsavel pela absor¢do de macromoléculas proteicas (Stroband & van der Veen,
1981) e posterior relacionado com a absor¢ao de agua e eletrolitos (Noaillac-Depeyre & Gas,
1979), duodeno, jejuno e ileo podem assumir diferentes significados dependendo do autor
(Baldisserotto, Cyrino & Urbinati, 2014).

O intestino ¢ um 6rgao tubular, no qual o alimento transita, ocorre: digestao alcalina,
absorc¢do de nutrientes, dgua e eletrdlitos para disponibiliza-los ao metabolismo e ainda possui
funcdo imunologica (Nachi, Hernandez-Blazquez, Barbieri, Leite, Ferri, & Phan, 1998). Para
isso, esse oOrgdo contém inUmeras estruturas especializadas como vilosidades e
microvilosidades que aumentam a area de absor¢do, permitindo maior contato entre células e
nutrientes do limen. Os cecos pildricos sdo outras estruturas especializadas importantes no
processo de absor¢do de nutrientes e ocorrem na regido pildrica (transicao entre o estdmago e
o intestino cranial) e na por¢ao anterior do intestino médio. Alguns autores como Seixas-Filho,
Bras, Gomide, Oliveira, Donzele & Menin (2000) e Santos, Arantes, Santiago & Santos (2015)
relacionam os cecos piloricos com a ampliagdo da superficie de contato contribuindo para o
processo de absor¢ao de nutrientes e secrecao de muco.

Estudos cléssicos sobre o sistema digestivo de peixes como Angelescu & Gneri (1949)
e Bértin (1958), estabelecem uma comparacao entre o comprimento do intestino e o habito
alimentar nos teledsteos. A partir desses trabalhos foi descrito o indicador morfométrico
coeficiente intestinal (CO), o qual expressa a relacdo entre o comprimento intestinal e
comprimento padrdo do individuo e possibilita relacionar o individuo com a idade, fase de

desenvolvimento e habito alimentar, classificando-os em grupos troficos (Angelescu & Gneri,
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1949). O coeficiente intestinal nos peixes carnivoros estd compreendido entre 0,2cm e 2,5¢cm,

nos onivoros, entre 0,6cm e 8,0cm e nos herbivoros, entre 0,8cm e 15,0cm (Bértin, 1958).

Histologicamente, o epitélio do intestino € simples prismatico com células absortivas e
células caliciformes. A presenga de pregas longitudinais, e as camadas musculares circular
interna e longitudinal externa em conjunto, promovem a atividade peristaltica que facilita o
transito do alimento (Genten, Terwinghe & Danguy, 2009). Sua parede ¢ constituida de quatro
camadas: mucosa, composta de revestimento epitelial, uma lamina propria e uma camada
muscular da mucosa; submucosa, que apresenta tecido conjuntivo frouxo rico em vasos
sanguineos e linfaticos; muscular, constituida de células musculares divididas em subcamadas
de acordo com a orientagdo das fibras e serosa, com uma camada fina de tecido conjuntivo, rica
em vasos sanguineos e revestida por um epitélio pavimentoso simples denominado mesotélio
(Xiong, Zhang, Yu, Xie, Kong, Zeng, Huo & Liu, 2011, Wilson & Castro, 2011). Estudos
dessas camadas indicam que as principais diferencas entre elas ocorrem no epitélio e estao
relacionadas aos habitos alimentares (Albrecht, Ferreira & Caramaschi, 2001), tipo de alimento
ingerido (Germano, Stabille, de Britto Mari, Pereira, Faglioni & de Miranda Neto, 2014),

absorcdo e producdo de substancias mucosas (Albrecht, Ferreira & Caramaschi, 2001).
Biologia da espécie

Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard, 1824) ¢ um Cichlidae da ordem pertencente
a ordem Cichliformes, conhecido popularmente como acara, card ou papa-terra. Apresenta
ampla distribuicdo nas bacias hidrograficas costeiras do leste e sudeste do Brasil e Uruguai
(Buckup, Menezes & Ghazzi, 2007; Graga & Pavanelli, 2007; Reis, Kullander & Ferraris, 2003)
correspondendo a uma espécie frequente em inventarios ictioldogicos. Sua elevada capacidade
de adaptacdo a ambientes Iénticos (Meschiatti, 1995) permitiu a utilizagdo como peixe esportivo
em pisciculturas e em pesque-pagues devido a facilidade de reproducdo em cativeiro. Além
disso, tem sido utilizado também como peixe ornamental na aquariofilia (Assis, Cavalcante &

Brito, 2014) por sua atraente coloragcdo e comportamento (Bizerril & da Silveira Primo, 2001).

O acard apresenta um alto grau de plasticidade alimentar e tem sido descrito em
diferentes niveis troficos, o que reflete na sua capacidade de adaptagdo e sobrevivéncia em
ambientes diversos (Abelha & Goulart, 2004; Bastos, Condini, Varela Junior & Garcia, 2011;
Nunes, Rocha & Verani, 2014). Alguns autores o descrevem como uma espécie de habito
alimentar onivoro, com alta incidéncia de insetos e microcrustaceos (Sabino & Castro, 1990;

Stefani, 2006). Outros definem seu hdbito alimentar como detritivoro-iliofago (Meschiatti,
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1995). De acordo com Lazzaro (1991), os espécimes com menos de 4,0 cm alimentam-se
principalmente com larvas de insetos, enquanto os espécimes com mais de 4,0 cm possuem
uma dieta mais diversificada, sendo que os principais alimentos sdo insetos e gastropodes. Os
outros alimentos sdo fragmentos de artropodes, fragmentos vegetais, sedimentos, algas e outros
itens (Azevedo, Abdallah & Luque, 2006). E uma espécie territorialista, encontrada em locais
de remanso, proximos ao fundo. Apresenta atividade diurna, orientacdo visual e cuidado

parental, incluindo guardar os ovos em um ninho ou substrato (Barlow, 2000).

Figura 2: Exemplar de Geophagus brasiliensis

Justificativa

Considerando que a maioria dos estudos sobre o tubo gastrointestinal de peixes
teledsteos de dgua doce enfoca a ecologia alimentar e que sdo pontuais os estudos com espécies
neotropicais da familia Cichlidae, o presente estudo analisou a morfologia microscopica dos
intestinos de Geophagus brasiliensis utilizando técnicas histologicas e histoquimicas visando
fornecer subsidios para estudos filogenéticos e a conservacao da espécie.

Estudos anatomicos e morfologicos representam uma poderosa ferramenta para auxiliar
na defini¢ao de padrdes e resolugdo de duvidas taxondmicas, a medida que o conhecimento dos
grupos se torna mais complexo com a evolucdao dos estudos. Dessa forma, novos caracteres
podem ser elencados contribuindo para novas discussdes e proposi¢des (Alonso, Mirande &

Pandolfi, 2015).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Analisar a morfologia microscépica dos intestinos de Geophagus brasiliensis utilizando

técnicas histologicas, histoquimicas e histométricas.

Objetivos Especificos

. Diferenciar em laminas histologicas intestino delgado (regides: cranial ¢ média) do
intestino grosso (regido caudal);

. Identificar em laminas histologicas os componentes das camadas do intestino delgado e
intestino grosso;

o Detectar o conteudo histoquimico das células dos intestinos;

o Determinar em laminas histologicas didmetro das células caliciformes, altura do epitélio
de revestimento e comprimento das vilosidades intestinais do intestino delgado por meio de
técnicas histométricas;

o Associar a morfologia dos intestinos delgado e grosso com as respectivas fungoes.
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ARTIGO A SER SUBMETIDO

ANALISE COMPARATIVA DOS INTESTINOS DELGADO E GROSSO DO ACARA
Geophagus brasiliensis (QUOY & GAIMARD, 1824) (PISCES: CICHLIDAE).

RESUMO

Geophagus brasiliensis conhecido popularmente como acara, ¢ um peixe de agua doce comum
em ambientes lénticos da América do Sul, pertencente a ordem Cichliformes e a familia
Cichlidae. O acard apresenta plasticidade alimentar com habito alimentar podendo ser
detritivoro-iliéfago ou onivoro. O presente estudo tem como objetivo analisar por meio de
técnicas histoldgicas e histoquimicas os intestinos do acara. Os peixes foram coletados no lago
da PUC Minas campus Coragao Eucaristico (19-20° S, 43-44° W) nos meses de outubro a
dezembro de 2019, utilizando tarrafa de malha com 3,0 cm entre nds opostos. Os exemplares
foram submetidos a biometria e dissecacao para a retirada de fragmentos dos intestinos delgado
e grosso. As amostras foram fixadas em liquido de Bouin por 12h e submetidas as técnicas
histoldgicas de rotina e técnicas histoquimicas classicas. Histologicamente os intestinos
delgado e grosso apresentaram-se organizados em quatro camadas: mucosa, submucosa,
muscular e serosa. O intestino delgado caracterizou-se pela presenca de vilosidades intestinais
revestidas por epitélio simples prismatico com borda estriada e células caliciformes apoiado na
lamina propria conjuntiva. No intestino grosso observou-se auséncia de vilosidades e
abundancia de células caliciformes. As reacoes PAS+ e AB pH 2,5+ nas células caliciformes
indicaram presenca de mucosubstancias, importantes para a lubrificagao do trato intestinal para
a passagem do bolo fecal. Nao foram detectados lipides nos intestinos G. brasiliensis devido a
reacdo negativa a técnica do Sudan Black B. Os resultados do presente estudo fornecem

subsidios para a conservagao da espécie e aplicagdo em estudos filogenéticos.

Palavras chave: células caliciformes. Mucosubstancias. Enterocitos. Linfocitos.
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ABSTRACT

Geophagus brasiliensis popularly known as acara, is a freshwater fish common in lentic
environments in South America, belonging to the order Cichliformes and the family Cichlidae.
The acara has a detritivorous-iliophage or omnivorous feeding habit, with high food plasticity.
The present study aims to analyze by means of histological and histochemical techniques the
intestines of the acara. The fish were collected in the PUC Minas campus Cora¢ao Eucaristico
(19-20° S, 43-44° W) in the months of October to December 2019, using a 3.0 cm mesh net
between opposite nodes. The specimens were submitted to biometrics and dissection to remove
fragments of the small and large intestines. The samples were fixed in Bouin liquid for 12 hours
and subjected to routine histological techniques and classic histochemical techniques.
Histologically, the small and large intestines were organized in four layers: mucous,
submucosa, muscular and serous. The small intestine was characterized by the presence of
intestinal villi covered by simple prismatic epithelium with a striated border and goblet cells
supported by the lamina propria conjunctiva. In the large intestine there was an absence of villi
and abundance of goblet cells. PAS + and AB pH 2.5+ reactions in goblet cells indicated the
presence of mucosubstances, important for the lubrication of the intestinal tract for the passage
of the fecal bolus. No lipids were detected in the intestines G. brasiliensis due to the negative
reaction to the Sudan Black B technique. The results of the present study provide subsidies for

the conservation of the species and application in phylogenetic studies.

Keywords: goblet cells. Mucosubstances. Enterocytes. Lymphocytes.
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INTRODUCAO

O sistema digestivo de peixes apresenta variagdes morfologicas e funcionais marcantes,
o que retrata a ampla diversidade deste grupo zooldgico e seus diferentes habitos alimentares
(Diaz, Garcia, Devincenti, & Goldemberg, 2003). A morfologia geral do trato digestivo esta
relacionada principalmente com a natureza dos habitos alimentares, o ambiente no qual o peixe
esta inserido, o tamanho e a forma do corpo, assim como visto em Andrade, Guimaraes,
Rotundo & Mari (2017). Embora, o tubo gastrointestinal se diferencie consideravelmente entre
as espécies, nos teledsteos ele apresenta algumas semelhangas estruturais basicas, como sua
divisao anatomica constituida de cavidade buco faringea, esdfago, estdmago, intestinos e anus;
e orgdos acessorios como figado, vesicula biliar e o pancreas (Santos, Arantes, Santiago &
Santos, 2015). A presenca de 6rgdos acessorios e de alguns 6rgdos como o estobmago que pode
variar de acordo com a espécie, assim como os cecos pildricos nos intestinos e a secre¢ao
produzida por algumas células (Baldisserotto, Cyrino & Urbinati, 2014).

Os estudos de morfologia comparada esbarram na auséncia de padronizacao no que se
refere a diferenciacdo histoldgica dos intestinos de peixes devido a uma diversidade de
terminologias na sua descri¢cdo e na diversidade de habitos alimentares deste grupo. Secg¢des,
tais como intestino anterior ou cranial, médio e posterior ou caudal (Mello, Santos, Arantes,
Pessali, Brito & Santos, 2019; Nachi, Hernandez-Blazquez, Barbieri, Leite, Ferri & Phan,
1998;) podem assumir diferentes significados dependendo do autor (Baldisserotto et al., 2014).
Devido a estas divergéncias o presente estudo analisou os intestinos considerando duas regides
histologicas distintas: delgado e grosso, similar aos procedimentos de Amorim, Gomes,
Martins, Sato, Rizzo & Bazzoli (2009) para o Siluriforme Rhamdia quelen.

O intestino delgado ¢ um oOrgao tubular, no qual o alimento transita ¢ onde ocorre:
digestdo alcalina, absor¢do de nutrientes, agua e eletrolitos para disponibiliza-los ao
metabolismo, além de possuir fun¢do imunoldgica (Nachi et al., 1998). Para isso, esse 6rgao
contém estruturas especializadas como vilosidades, microvilosidades e cecos piloricos que
aumentam a area de absor¢do (Santos et al., 2015). A presenga de pregas longitudinais, e as
camadas musculares circular interna e longitudinal externa em conjunto, promovem a atividade
peristaltica que facilita o transito do alimento (Genten, Terwinghe & Danguy, 2009).

O intestino grosso localizado na regido caudal ndo apresenta vilosidades e estd
relacionado com a absorc¢ao de agua e eletrolitos, secrecdo de muco e eliminacao das fezes,
apresentando especializagdes como células absortivas intestinais e numerosas células

caliciformes (Amorim et al., 2009).
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Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard, 1824) ¢ um Cichlidae da ordem pertencente
a ordem Cichliformes, conhecido popularmente como acara, cara ou papa-terra. Apresenta
ampla distribui¢ao nas bacias hidrograficas costeiras do leste e sudeste do Brasil e Uruguai
(Buckup, Menezes & Ghazzi, 2007; Graca & Pavanelli, 2007; Reis, Kullander & Ferraris, 2003)
correspondendo a uma espécie frequente em inventarios ictioldgicos. Sua elevada capacidade
de adaptacdo a ambientes Iénticos (Meschiatti, 1995) permitiu a utilizagdo como peixe esportivo
em pisciculturas e em pesque-pagues devido a facilidade de reproducdo em cativeiro. Além
disso, tem sido utilizado também como peixe ornamental na aquariofilia (Assis, Cavalcante &

Brito, 2014) por sua atraente coloragdo e comportamento (Bizerril & da Silveira Primo, 2001).

O acard apresenta um alto grau de plasticidade alimentar e tem sido descrito em
diferentes niveis troficos, o que reflete na sua capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia em
ambientes diversos (Abelha & Goulart, 2004; Bastos, Condini, Varela Junior & Garcia, 2011;
Nunes, Rocha & Verani, 2014). Alguns autores o descrevem como uma espécie de habito
alimentar onivoro, com alta incidéncia de insetos e microcrustaceos (Sabino & Castro, 1990;
Stefani, 2006). Outros definem seu habito alimentar como detritivoro-iliofago (Meschiatti,
1995). De acordo com Lazzaro (1991), os espécimes com menos de 4,0 cm alimentam-se
principalmente com larvas de insetos, enquanto os espécimes com mais de 4,0 cm possuem
uma dieta mais diversificada, sendo que os principais alimentos sdo insetos e gastropodes. Os
outros alimentos sdo fragmentos de artrépodes, fragmentos vegetais, sedimentos, algas e outros
itens (Azevedo, Abdallah & Luque, 2006). E uma espécie territorialista, encontrada em locais
de remanso, proximos ao fundo. Apresenta atividade diurna, orientacdo visual e cuidado

parental, incluindo guardar os ovos em um ninho ou substrato (Barlow, 2000).

Pelo exposto, o presente estudo analisa os intestinos do Geophagus brasiliensis,
utilizando técnicas histologicas, histoquimicas e histométricas visando fornecer subsidios para

a conservagao da espécie e aplicagdo em estudos filogenéticos.
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MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O lago da Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais campus Coracao
Eucaristico (19-20° S, 43-44° W) foi criado em 1975 e localiza-se no entorno de um fragmento
de Mata Atlantica. Possui 4rea de 1,280 m? com volume de aproximadamente 1,664 m? e
profundidade maxima de 2,10 m * (Landa & Landa, 2001). Esta incluido na micro bacia do
Ribeirdo Arrudas, entre os bairros Dom Cabral e Minas Brasil, em Belo Horizonte, Minas
Gerais. O lago ¢ cercado parcialmente por uma faixa de mata riparia, no qual demonstra uma
aptiddo a drenagem.

A interagdo entre o lago e mata da PUC Minas pode ser considerada como um micro
ecossistema biologico, uma vez que abriga uma diversidade de espécies que variam desde
peixes (por exemplo Oreochromis niloticus, e Poecilia reticualta, com quem Geophagus
brasiliensis compete por recursos) a insetos, anfibios, répteis, aves e¢ espécies da flora

remanescentes a vegetagdo original que um dia cobriu toda esta regido (Rocha & Pinto, 2000).

Amostragem

As coletas ocorreram nos meses de outubro a dezembro de 2019 com auxilio de tarrafa
de malha 3,0 cm entre nos opostos (n = 40 exemplares). Os peixes foram anestesiados com
Eugenol e eutanasiados por seccdo transversal da medula cervical seguindo os principios éticos
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA,
2013). A pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA PUC Minas
protocolo N° 26/2019) e licenca de pesca cientifica IEF N° 02000000270/15. Os exemplares
foram transportados para o Laboratorio de Ictiologia do Programa de Pos-Graduacdo em
Biologia de Vertebrados da PUC Minas, onde foi realizada a biometria e dissecacdo dos

exemplares.

Microscopia de luz

Para analise histologica, fragmentos do intestino delgado e grosso foram seccionados
transversalmente e fixados em liquido de Bouin por oito horas e conservados e desidratados em
alcool crescente. Posteriormente, os fragmentos foram incluidos em parafina, cortados com 5
um de espessura no micrétomo e as laminas histologicas foram coradas com hematoxilina-

eosina (HE) e tricromico de Gomori (TG).
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Para determinar o conteudo histoquimico de células e estruturas dos intestinos delgado
e grosso as seguintes técnicas foram utilizadas: acido periddico-Schiff (PAS) para glicogénio,
glicoproteinas neutras e sialomucinas; amilase salivar (30 min a 37°C) para digestdo de
glicogénio, seguida do PAS (Amilase + PAS); Alcian blue pH 2,5 (AB pH 2.,5) para
glicoconjugados acidos carboxilados e sulfatos incluindo sialomucinas; Alcian blue pH 0,5 (AB
pH 0,5) para glicoconjugados sulfatados e Sudan black B (SB) para lipides em geral. As
laminas histologicas e histoquimicas foram fotografadas em microscopio Olympus - BX50
acoplado com camera Olympus SC-30 e analisadas em toda sua extensao.

Para as andlises histométricas dos intestinos delgado e grosso, seccdes em laminas
histologicas foram analisadas em toda sua extensdo e fotografadas com objetiva 4X e 20X em
cinco campos selecionados aleatoriamente e foram mensuradas vilosidades, epitélio e células
caliciformes. As medicdes foram realizadas utilizando o software Olympus CELL, com camera

Olympus SC-30 acoplado ao microscopio Olympus - BX50.

RESULTADOS

Histologicamente o intestino delgado de G. brasiliensis apresentou-se organizado em
quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa. A mucosa reveste as vilosidades
intestinais sendo constituida por epitélio simples prismatico com borda estriada ou borda em
escova e cé¢lulas caliciformes apoiado na membrana basal e ldmina propria conjuntiva (Figura
2a). O epitélio estd em contato com a luz do tubo digestivo e as células prismaticas sdo
absortivas e denominadas enterocitos. A submucosa, encontra-se logo abaixo da mucosa, sendo
constituida por tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado (Figura 2b). A camada
muscular ¢ formada por dois feixes musculares em toda a extensdo do intestino: camadas
circular interna e longitudinal externa, ambas constituidas por fibras musculares lisas (Figura
2c¢). A camada serosa ¢ formada por células epiteliais pavimentosas, mesotélio e por delgada
camada de tecido conjuntivo frouxo. Nas vilosidades também foram observados abundantes
linfécitos (Figura 2d).

O intestino grosso de G. brasiliensis histologicamente também se apresentou
organizado em quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa sem a presenca de
vilosidades intestinais (Figura 3). Na mucosa observaram-se c¢lulas absortivas intestinais e
grande quantidade de células caliciformes.

Em ambos os intestinos foi possivel detectar na membrana basal glicoproteinas

neutras devido a reacgao positiva a técnica do PAS e nas células caliciformes glicoproteinas ricas
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em acido sialico, as sialomucinas, devido as reagdes positivas as técnicas do PAS e AB em pH
2,5 (Figuras 2e, 2f, 3e, 3f). Nenhuma estrutura dos intestinos apresentou reacdo positiva a
técnica do SB e a técnica do AB pH 0,5 (Tabela 1).

A histometria das estruturas do intestino delgado apresentou os seguintes valores
(média + desvio padrao): comprimento das vilosidades = 320,18 = 116,0 pm, altura do epitélio
de revestimento = 44,18 + 12,13 um e diametro das células caliciformes = 10,88 £ 1,95 um. A
histometria do intestino grosso apresentou os seguintes valores (média + desvio padrio): altura

do epitélio de revestimento = 52,58 &+ 12,30 e didmetro das células caliciformes = 9,17 £ 1,93.

Tabela 1: Reagdes histoquimicas nas células caliciformes, enterocitos ¢ membrana basal no
intestino delgado e intestino grosso de G. brasiliensis

Células Caliciformes Enterdcitos Membrana Basal
PAS + - +
AB pH 2,5 + - -
AB pH 0,5 - - -
SB - - -

PAS = 4cido periddico-Schiff; AB pH 2,5 = Alcian blue em pH 2,5; AB pH 0,5 = Alcian blue
em pH 0,5; SB = Sudan Black B; + = positivo; - = negativo.
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Figura 2: Seccdes transversais do intestino delgado do Geophagus brasiliensis: (a) Visdo
panoramica do intestino delgado mostrando vilosidades intestinais (V) coradas em HE — Barra
300 pum; (b-c) Camadas Mucosa (M), Submucosa (SB), Muscular (MC) e Serosa (S), B= HE —
Barra 60 pm ¢ C= TG — Barra 150 um; (d) Detalhe de vilosidade mostrando ldmina propria
conjuntiva (LP), células caliciformes (CC); linfocitos (L), enterocitos (E) e borda estriada (BE)
— Barra 60 um; (e) Reag@o PAS positiva nas células caliciformes — Barra 150 um; (f) Reacao
AB pH 2,5 positiva nas células caliciformes — Barra 150 pm.
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Figura 3: Secgdes transversais do intestino grosso do Geophagus brasiliensis: (a) Visdo
panoramica do intestino grosso mostrando auséncia de vilosidades corada em HE — Barra 250
um; (b-c) Camadas Mucosa (M), Submucosa (SB), Muscular (MC) e Serosa (S), B= HE — Barra
140 pm e C=TG — Barra 140 um; (d) detalhe da mucosa repleta de células caliciformes (setas)
— Barra 70 um; (e) Reagao PAS positiva nas células caliciformes — Barra 70 um; (f) Reagdo AB

pH 2,5 positiva nas células caliciformes — Barra 70 um.

DISCUSSAO
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De acordo com a revisdo da literatura, constatou-se que a maioria dos estudos sobre o
trato digestivo de teledsteos enfoca a ecologia alimentar de peixes de d4gua doce € uma menor
parcela analisou a morfologia do trato digestivo de espécies Neotropicais, especialmente as
espécies da familia Cichlidae. Além disso, raros estudos utilizam técnicas histologicas,
histoquimicas e histométricas, o que justifica a realizagdo do presente estudo.

Os intestinos delgado e grosso de G. brasiliensis apresentaram-se constituidos por
quatro camadas distintas ao longo de toda a sua extensdo, padrdo comum ao intestino da maioria
dos Actinopterygii (Albrecht, Ferreira & Caramaschi, 2001; Mello et al., 2019; Wilson &
Castro, 2010; Xiong et al., 2011,). Estudos dessas camadas indicam que as principais diferencas
entre elas ocorrem no epitélio e estdo relacionadas aos habitos alimentares, tipo de alimento
ingerido, absor¢do e producdo de substancias mucosas (Albrecht et al., 2001; Germano et al.,
2014).

Do ponto de vista histofisioldgico, os intestinos de teledsteos tém sido divididos em trés
segmentos: proximal, com células especializadas na absor¢ao de lipidios; médio, responsavel
pela absorcao de proteinas e distal cuja fungdo ¢ a absor¢do de agua e eletrolitos (Noaillac-
Depeyre & Gas, 1979; Stroband & Van Der Veen, 1981; Clements & Raubenheimer, 2006).
No presente estudo, devido a dificuldade de diferenciacdo histologica das regides proximal
(cranial) e média elas foram reunidas com a denominagdo de intestino delgado e, a regido distal
(caudal) foi denominada intestino grosso similar aos procedimentos de Amorim et al., 2009.

Os linfocitos observados nas vilosidades intestinais e no intestino grosso de G.
brasiliensis provavelmente t€ém fungdo reguladora, suprimindo a resposta do sistema imune
para antigenos intestinais e induzindo simultaneamente uma resposta imune na lamina prépria
(Pabst, 1987). Assim, o grande numero de linfocitos na mucosa intestinal de peixes sugere a
existéncia de um sistema imune local, o mucoso (Rombout, Bot, & Taverne-Thiele, 1989).
Além disso, essas células apresentam grande potencial para detectar impactos ambientais a
partir da sua morfologia (Younis, Abdel-Warith, Al-Asgah, Ebaid & Mubarak, 2013).

As células caliciformes observadas no presente estudo sdo de ocorréncia geral no trato
digestivo de vertebrados (Kapoor, Smit & Verighina, 1976; Kardong, 2011) e elas secretam
glicoproteinas ricas em acido sidlico, as sialomucinas, que sdo mucosubstancias com fungdes
de umidificagdo do epitélio, alteracdo da viscosidade e prote¢do mecanica contra a invasao
bacteriana (Petrinec, Nejedli, Kuzir & Opacak, 2005; Santos et al., 2015; Yashpal & Mittal,
2014). A abundincia das células caliciformes e sua atividade secretora podem variar
dependendo das condi¢des ambientais (Burkhardt-Holm, Schumacher, Welsch & Storch,

1989). A presenca de mucosubstancias neutras combinadas com fosfatase alcalina estdo
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envolvidas na digestao e emulsificacdo do alimento ao quimo (Clarke & Witcomb, 1980). Além
disso, € possivel que ndo somente a quantidade, mas também a composi¢do quimica do muco
pode refletir a natureza do alimento ingerido (Burkhardt-Holm et al., 1989). Em G. brasiliensis,
as mucosubstancias secretadas pelas células caliciformes podem estar associadas a lubrificagao
da mucosa intestinal que facilita o transporte de macromoléculas alimentares, como também
observado por Mello et al., (2019).

As andlises histométricas realizadas indicaram aumento da quantidade de células
caliciformes no intestino grosso em relacao ao intestino delgado, assim como observado em
estudos com espécies como Lophiosilurus alexandri (Mello et al 2019), Prochilodus scrofa
(Nachi et al., 1998); Serrasalmus nattereri (Raji & Norouzi, 2010). O aumento da concentragido
de células caliciformes na regido final do intestino esté relacionado com a necessidade de maior
protecao da mucosa e aumento da sua viscosidade para a expulsao fecal (Al-Hussaini, 1949).
Os dados histométricos associados as analises histoldgicas e histoquimicas obtidos no presente
estudo fornecem subsidios para compreensao da fisiologia digestiva de G. brasiliensis. De fato,
estudos morfoldgicos do trato digestivo de peixes, sdo considerados ferramentas eficazes para
a compreensao dos mecanismos de ingestao, digestao e absorcao de alimentos (Germano et al.,
2014)

Os resultados deste estudo fornecem subsidios para a compreensdo da biologia e
fisiologia dos intestinos de G. brasiliensis, além de seu manejo e conservagao, como também
relatado em varios estudos classicos com outras espécies (Al-Hussani, 1949; Angelescu &

Gneri, 1949; Xiong et al., 2011).

CONCLUSAO

O uso de técnicas histologicas, histoquimicas e histométricas se mostraram eficazes na
caracterizagdo e organizacao morfoldgica dos intestinos delgado e grosso em peixes, uma vez
que o uso apenas da diferenciagdo anatdmica macroscopica ndao nos permite definir com
precisao as regioes dos intestinos e suas respectivas caracteristicas e propriedades fisioldgicas,
ocasionando uma diversidade de terminologias em sua descri¢ao e consequentemente podendo
contribuir para ambiguidades em estudos sobre os sistemas digestivos de peixes.

As regides do intestino delgado e grosso se diferenciaram pela presenga ou nado de
vilosidades intestinais, altura do epitélio de revestimento e didmetro de células caliciformes

contribuintes no processo de transito do bolo fecal.
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