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1. INTRODUCAO

O Continente Antartico é uma massa de terra de 14 milhdes de Km?, localizado
abaixo dos 60°S de latitude, e isolado de todos os outros continentes por um grande oceano
gelado, o Oceano Circum-Antartico ou Oceano Austral. Essa extensa area oceanica que
circunda o Continente Antartico € constituida de partes dos oceanos Atlantico, Pacifico e
indico, sendo que entre 50° e 60°S existe uma barreira natural denominada Convergéncia
Antartica, que separa o Oceano Circum-Antértico dos outros oceanos. As importantes
caracteristicas oceanograficas do Oceano Austral influenciam diretamente a vida dos
organismos polares que ali vivem (DeWITT, 1971; FOSTER, 1984).

A temperatura das dguas costeiras antérticas permanece em torno de 0°C durante a
maior parte do ano (EASTMAN, 1991), existindo um variagdo muito pequena de
temperatura nessas aguas, principalmente em latitudes maiores, o que permite dizer que
este ¢ um ambiente bastante estavel com relagdo a temperatura (DUHAMEL, 1982 apud
NORTH, 1991). Todavia, as baixas temperaturas levaram os organismos antarticos a
desenvolverem uma série de adaptacdes morfologicas e fisiologicas, tais como acimulo de
lipidios e proteinas tolerantes ao frio, que os tornam aptos para a vida em 4reas geladas
(DeVRIES, 1988).

Em contrapartida, o ambiente antartico caracteriza-se por uma marcante

sazonalidade de fatores como a luminosidade, salinidade e, consequentemente, produgdo
‘“priméria. O regime de luz € caracteristico de regides polares, sendo que no inverno ha
longos periodos sem luz, enquanto que no verdo a luz é praticamente constante, ocorrendo
situagdes intermedidarias nas outras esta¢gdes do ano (RIVKIN e PUTT, 1987). Sugere-se
que essa variagdo no fotoperiodo esteja intimamente relacionada com o aumento na
produtividade primaria durante o verdo, em contraste com a significativa queda dessa
produtividade durante os meses de inverno. Além disso, pode-se observar um aumento da
sazonalidade das condigdes de luminosidade em relagdo a produtividade primaria com o
aumento da latitude (NORTH, 1991; EASTMAN, 1993).

A salinidade da agua também é afetada pela presenga ou auséncia de radiagio solar,
resultando em efeitos sobre a densidade da 4gua. Durante os meses de inverno, a auséncia

de luz solar provoca o congelamento do oceano em torno do continente, e quando o gelo se



forma muitos dos sais dissolvidos na agua do mar sdo excluidos, aumentando a salinidade
e, consequentemente, a densidade da dgua. Assim, sob baixas temperaturas, a 4gua torna-se
duas vezes mais viscosa do que a agua de mares temperados (FOSTER, 1984: EASTMAN,
1991). Essa combinagdo de caracteristicas fisicas das dguas antarticas € Unica e certamente
teve influéncia nas adaptagdes evolutivas da fauna marinha (EVERSON, 1984).

Das mais de 20.000 espécies de peixes modernos, aproximadamente 300 espécies
de peixes demersais € pelagicos (1,5%) sdo encontrados ao sul da convergéncia Antartica,
sendo que a maioria € encontrada exclusivamente nessa regido (GROHSLER, 1994). O
grupo dominante de peixes antérticos pertence & Subordem Notothenioidei, a qual abriga
seis familias, sendo que a familia Notothenidae € a maior delas (EASTMAN, 1993). A
maioria das espécies € sedentaria demersal, embora algumas tenham se adaptado a viver no
ambiente pelagico e outras rigorosamente associadas ao gelo de superficie (DeVRIES, 1988
apud EVERSON, 1984).

Apesar de muitas das peculiaridades dos organismos antarticos serem atribuidas
diretamente aos efeitos da baixa temperatura outras estdo, de certa forma, relacionadas
com a marcante sazonalidade encontrada nessa regido (JOHNSTON e BATTRAM, 1993).
A sazonalidade de fatores fisicos e quimicos influencia diretamente a produtividade
primaria no Oceano Antartico e, dessa forma, a disponibilidade de alimento. Para
ajustarem-se a essa sazonalidade, os peixes antarticos desenvolveram determinados hébitos
alimentares que relacionam-se com o comportamento alimentar (FANTA, 1998) e com
aspectos morfoldogicos e fisiologicos do trato digestivo de cada espécie (DZHUMALIYEV,
1982).

Como um reflexo da variedade de habitos alimentares apresentados pelos peixes, a
morfologia do trato digestivo € bastante diversificada. A grande variagdo na estrutura do
intestino e a falta de referéncias anatomicas para dividir esse 6rgdo dificulta a correlagdo
entre as estruturas observadas a microscopia de luz e eletronica a regido anatomica onde
eles ocorrem e seu significado funcional (HERNANDEZ-BLAZQUEZ, 1996; OLIVEIRA
RIBEIRO, 1991; VIANNA et al., 2000).

O sistema digestorio € composto do canal alimentar e as glandulas digestivas
(glandulas gastricas, cecos piloricos, figado, pancreas e glindulas intestinais). As seguintes

regides sdo distinguidas no canal alimentar: cavidade oral, faringe, esofago, estdmago e



intestino (HIBYIA, 1982). O intestino médio inicia-se no esfincter pilorico, no final da
porg¢do pilorica do estdmago, sendo delimitado posteriormente pela valva ileo-retal, que
separa o intestino médio do intestino posterior ouv reto. O intestino posterior inicia-se nessa
valva e termina no esfincter anal (HIBYIA, 1982; GRAU et al., 1992).

’ O epitélio da mucosa intestinal ¢ composto de uma camada unica de células
epiteliais colunares altas e contém muitas células de muco. Microvilosidades estdo
presentes na superficie livre destas células epiteliais, e o citoplasma adjacente a superficie
livre das células exibe teias terminais. A submucosa, localizada abaixo da mucosa
intestinal, ¢ composta por tecido conjuntivo frouxo e possui uma rede de capilares bem
desenvolvida. A camada muscular do intestino localiza-se imediatamente abaixo da ldmina
propria, sendo composta de uma camada interna circular € uma camada externa
longitudinal de musculatura. O reto € a parte final do intestino; ha uma valvula (a valvula
ileo-retal) entre o reto e o intestino médio. A mucosa retal forma vilosidades rasas e suas
células epiteliais contém substincias mucosas. A musculatura retal € espessa e, em alguns
peixes, ha um esfincter na porgdo final do intestino posterior (HIBIYA, 1982).

Atualmente aceita-se que a estrutura do aparelho digestério em uma dada espécie de
peixe estd relacionada com a sua dieta, o que pode ser comprovado quando comparagdes da
morfologia do intestino so feitas entre espécies de diferentes niveis tréficos, especialmente
entre herbivoros e canivoros. Os herbivoros tém intestinos mais longos que os carnivoros,
devido a dificuldade na digestdo dos carboidratos vegetais e da quantidade de material ndo
digerivel (BRY AN, 1975).

A analise comparativa das estratégias alimentares e morfologia funcional do sistema
digestivo dos peixes nos permitem inferir sobre sua posi¢do na cadeia alimentar e
identificar adaptagdes radiativas e convergentes relacionadas com a alimentagdo (VIANNA
et al., 2000). Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo um estudo comparativo
da morfologia do intestino de Lepidonotothen nudifrons e Notothenia rossii, duas espécies
ecologicamente distintas, mas ambas pertencentes a familia Notothenidae.

Lepidonotothen nudifrons ¢ uma espécie benténica que se alimenta principalmente
de epifauna (poliquetas, anfipodos gamarideos e isopodos); com o aumento de tamanho
também alimenta-se de ovos de peixes e crustaceos. Espécimes pequenos podem alimentar-

se extensivamente de copépodos. L. nudifrons distribui-se desde a Peninsula Antartica e



ilhas associadas até a Geodrgia do Sul, em profundidades de 5 a 350 metros. Atinge 19 cm
(TL) de comprimento (GON & HEEMSTRA, 1990).

Notothenia rossii € uma espécie largamente distribuida, conhecida desde a porgéo
final da Peninsula Antartica, Arco Scotia, ilhas Principe Edward, Corzet, Kerguelen, Heard
e Macquarie, até os bancos Ob e Lena. Os habitos alimentares de N. rossii estdo
relacionados com os estagios de crescimento de sua historia de vida. O estagios mais jovens
(pbs-larva) alimentam-se principalmente de larvas de grandes crusticeos e outros
zooplanctons pequenos. Pequenos juvenis costeiros alimentam-se de copépodos
planctonicos, anfipodos, larvas de peixes e larvas de decapodos. Juvenis maiores que
habitam as coberturas de macroalgas alimentam-se primariamente de peixes, eufasideos,
isdpodos, anfipodos e algas, junto com pequenas quantidades de outros grupos demersais
tais como poliquetas, gastropodos e decapodos. Algas sdo um alimento regular e nfio sdo
tomadas acidentalmente. Quando estdo presentes, peixes jovens sdo as presas preferidas.
Adultos de N. rossii alimentam-se principalmente de cten6foros, hidrozoarios, anfipodos,
eufasideos e peixes, dependendo das abundincias dos organismos presas. Peixes e
hidrozoarios parecem ser mais importantes nas Ilhas Kerguelen, enquanto que ctenoforos
podem as vezes ser o alimento dominante na Geoérgia do Sul. Essa espécie € encontrada em
profundidades de 0 a 550 metros, atinge um comprimento de 92 cm TL e peso em torno de
10 kg (GON & HEEMSTRA, 1990).

Ambas as espécies apresentam as principais caracteristicas do trato digestivo de
peixes carnivoros, porém a morfomet;‘ia das camadas intestinais e a composi¢do celular em
cada regido intestinal diferem sensivelmente. Sugere-se que diferengas no trato digestivo
possam estar relacionadas com habitos alimentares distintos, o que torna interessante
comparar morfologicamente os intestinos de N. rossii e L. nudifrons e relacionar os

resultados obtidos com o habito alimentar adotado por cada uma das espécies.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

2.1.1 Descrever e comparar o intestino de Notoihenia rossii e Lepidonotothen
nudifrons, relacionando os tipos celulares e camadas de tecido com os habitos alimentares

de ambas as espécies.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Estudo da morfologia das células e tecidos do intestino de N. rossii e L.

nudifrons, através de microscopia Optica.

2.2.2 Estudo histoquimico das células secretoras de muco do epitélio intestinal.
Verificar a natureza e a intensidade das secre¢des presentes no intestino de cada uma das

espécies .

2.2.3 Elaborar um mapa de distribui¢io das células de muco e enterdcitos presentes
no epitélio intestinal, assim como medir as espessuras relativas das camadas muscular e

mucosa ao longo das trés regides intestinais, para ambas as espécies.

2.2.4 Relacionar os resultados com aspectos ecologicos e habitos alimentares de N.

rossii e L. nudifrons.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Fig.1 - Notothenia rossii Richardson, 1844

Fig. 22. Lepidonotothen nudifrons UMO 753, 145 mm SL. off South Georgia (53°41.8'S. 37°57.2'W)



3.2 METODOLOGIA

Os exemplares de Notothenia rossii Richardson, 1844 e Lepidonotothen nudifrons
Lonnberg, 1905 que foram utilizados no presente trabalho foram coletados durante a XIII,
XIV e XVII expedicdes antérticas, realizadas durante os verdes de 1994/1995, 1995/1996 e
1998/1999, respectivamente. Apos sec¢do medular os intestinos foram retirados e divididos |
em trés regides: anterior (A), mediana (B), e posterior (C). Foram utilizados cinco

individuos de cada espécie.

Fig. 3 - Visdo esquematica do intestino e regides amostradas
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As pegas foram fixadas em liquido de Bouin (CULLING et al.,1985), sendo
posteriormente transferidas para alcool 70% e transportadas para o Brasil. Seguiu-se o
procedimento de rotina para microscopia de luz, com a desidratagdo das amostras em série
alcodlica crescente e a inclusdo em blocos de Paraplast Plus®. Cortes de 3 a 5 pm foram
obtidos em micrétomo manual, dando origem a uma colegdo de ldminas abrangendo as trés
regides intestinais dos cinco individuos diferentes de cada uma das espécies.

Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina (H.E.) (BUCHERL, 1962),
Alcian Blue pHs 1,0 e 2,5 (CULLING et al., 1985) e Acido Peri6dico-Reativo de Schiff
(P.A.S) (CLARK, 1981), além da conjungdo Alcian Blue pH 2,5 e P.A.S (CULLING et al.,
1985). Tais coloragGes tiveram como objetivo a descrigdo morfologica dos intestinos, além
do estudo histoquimico das células de muco em ambas as espécies e, para tanto, todas as
laminas foram coradas juntas em baterias com tempos idénticos para cada coloragio. A
documentagdo fotografica do material foi realizada utilizando-se um Fotomicroscéopio
Olympus PM10 AD.

Seguiu-se a analise morfolégica das camadas intestinais, para verificar se ha

diferengas entre as espécies. O material foi analisado sob microscopia de luz para se



verificar a disposicdo das camadas intestinais e a natureza quimica das secregdes das
células caliciformes, bem como a intensidade dessas secreg¢bes e a distribui¢do dessas
células ao longo do intestino das duas espécies. O material fotografico serviu como base
para essas analises. Essa constituiu a parte qualitativa do trabalho, que serviu como base
para uma segunda parte quantitativa, através de analises morfométricas detalhadas.

A analise morfométrica procedeu-se da seguinte maneira: cinco individuos de cada
espécie foram amostrados com trés regides intestinais (anterior, mediana e posterior) de
cada um, e foram analisadas dez IAminas de cada regido intestinal, de cada individuo. Para
cada limina foram analisadas regides da mucosa onde as células estavam cortadas
longitudinalmente, e contadas as células absortivas e as células caliciformes em uma
determinada distancia padrdo (200pm), assim como medidas as espessuras da camada
muscular interna e da mucosa intestinal, utilizando-se para tanto de escalas micrométricas
adequadas. Todo o trabalho de morfometria foi executado utilizando-se um microscopio
optico de camara clara. Os dados obtidos foram submetidos a andlises estatisticas pelo
programa SAS, sendo as variaveis analisadas em testes de médias e andlise de varidncia
(teste F e Teste de Tukey), para se determinar com precisdo a distribui¢do e abundancia das
células ao longo das regides intestinais, bem como as diferengas morfométricas relativas a
espessura das camadas muscular e mucosa.

A intensidade das secre¢des mucosas foi medida em cada uma das regides
intestinais, para ambas as espécies, através da andlise da intensidade de coloragdo das
laminas para cada tipo de coloragéo, sob microscopia de luz. Os dados foram incorporados
em uma tabela que relaciona o tipo de secre¢do e sua intensidade, em cada uma das regides
intestinais, comparativamente entre as espécies. O objetivo € caracterizar a morfometria das
camadas muscular e mucosa e a distribui¢do das células de muco e enterécitos, bem como o
tipo e a intensidade de cada tipo de secre¢do, ao longo do intestino de cada uma das
espécies para que se obtenha uma analise morfofuncional e comparativa que torne possivel
relacionar os resultados com os habitos alimentares e aspectos ecologicos de cada uma das

espécies.



4. RESULTADOS
4.1 DESCRICAO DO TRATO INTESTINAL

Notothenia rossii e Lepidonotothen nudifrons exibem um intestino relativamente
curto, e ambas as espécies possuem a mesma divisdo basica do trato intestinal. O estdmago
¢ bem desenvolvido e termina no esfincter pilorico, onde abrem-se 6 a 7 cecos pildricos. O
intestino médio é constituido por 3 algas intestinais: proximal, mediana e distal. O intestino
médio termina na valva ileo-retal, onde inicia-se o intestino posterior ou reto, que se
estende até o anus.

Os intestinos de N. rossii € L. nudifrons apresentam um arranjo natural de
enrolamento circular, quando estdo na cavidade celomatica dos peixes. Os intestinos

dobram-se em formato de "S" ou "zig-zag".

Fig. 4 - Desenho esquematico intestino, mostrando seu arranjo na cavidade
celomatica dos peixes. Note os cecos piloricos (<), € as por¢des proximal (*),mediana

(%) e distal ( # ) do intestino médio, além da valva ileo-retal (;) € o intestino posterior ou

reto (@)
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4.2 ANATOMIA DO TRATO INTESTINAL

Ao longo de toda a extensdo do intestino de ambas as espécies foram observadas
quatro camadas distintas de tecido: mucosa, submucosa, muscular e serosa. As camadas
apresentam diferencas nas suas espessuras ao longo do intestino em ambas as espécies, com
excecdo da serosa, composta por uma camada simples de células pavimentosas. As
diferengas morfolégicas observadas no presente trabalho referem-se a espessura relativa das
camadas muscular interna e mucosa, assim como a distribuicdo e abundancia dos tipos

celulares em cada regido intestinal analisada.

Fig. 5§ - Fotografia da regido mediana do intestino de N. nudifrons, sendo possivel
visualizar as quatro principais camadas de tecido: mucosa (¥ ), submucosa (&), muscular

t*) e serosa (—). Coloragdo H.E. Aumento de 200x.
b - "
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4.2.1 Notothenia rossii

N. rossii apresenta uma mucosa intestinal com vilosidades intestinais bastante
desenvolvidas, com sulcos profundos ao longo de todo o intestino. A camada muscular ¢
também muito desenvolvida, especialmente na regido posterior do intestino. As espessuras
das camadas muscular e mucosa variam ao longo das regides intestinais analisadas.

A mucosa intestinal ¢ bastante espessa em todas as regides (média de espessura de
47.06pum), porém € menos espessa que a camada muscular interna ao longo de todo o
intestino (média de 96.55um). A mucosa intestinal é mais espessa na regido anterior do
intestino (49.33um), e diminui sua espessura ao longo das regides mediana (46.17um) e
posterior (45.7um). Todavia, as duas ultimas sdo estatisticamente semelhantes.

A situagdo contraria é observada em relagdo a espessura da camada muscular
interna, na qual a regido posterior do intestino € a que apresenta a maior espessura (105.2
um), seguida pela regido mediana (93.47um) e regido anterior (90.97um). Segundo o Teste
de Tukey, as regides anterior e mediana ndo apresenta diferencas significativas de

espessura em relagdo a camada muscular.

Fig. 6 - Fotografia da regido anterior do intestino de N. rossii, sendo possivel

visualizar as camadas de tecido que compde o 6rgdo. Coloragio em H.E. Aumento de 100x.
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4.2.2 Lepidonotothen nudifrons

L. nudifrons apresenta uma mucosa intestinal com vilosidades bastante
desenvolvidas na regido anterior do intestino, porém elas tornam-se menos profundas ao
longo das regides intestinais, sendo que a regido posterior possui vilosidades bastante
homogéneas e suaves. A camada muscular é bastante delgada ao longo de todo o intestino,
porém a regido posterior possui uma musculatura sensivelmente mais espessa.

Ao contrario do que se observa em N. rossii, a mucosa intestinal de L. nudifrons é
mais espessa do a camada muscular interna (média de 37.56um de espessura para a
mucosa; a camada muscular possui em média 34.32 um). Todavia, na regido posterior do
intestino a camada muscular é visivelmente mais espessa (52.16um) do que a mucosa
(36.46um). Nas regides anterior e mediana a mucosa intestinal ¢ mais espessa do que a
camada muscular, que apresenta um aspecto bastante delgado.

A mucosa intestinal de L. nudifrons diminui sua espessura ao longo do intestino, ao
passo que a camada muscular interna aumenta sua espessura ao longo das regides

intestinais amostradas, tal qual é observado em N. rossii.

Fig. 7 - Fotografia do regido mediana do intestino de L. nudifrons, mostrando o
aspecto geral de suas vilosidades intestinais € camadas de tecido. Coloragdo em H.E.

Aumento de 100x.
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4.3 EPITELIO INTESTINAL

No epitélio intestinal das duas espécies de nototenideos foram identificados,
histolégica e histoquimicamente, quatro tipos celulares: enterdcitos, células caliciformes,
células com granulos em bastonete ("rodlet cells") e lifocitos.

O epitélio é composto basicamente por uma camada simples de células absortivas
ou enterdcitos, que € o tipo celular dominante no intestino, as quais apresentam-se como
células colunares altas. Entre as células absortivas sdo encontradas numerosas células
caliciformes ou células de muco, as quais secretam mucopolissacarideos. Sdo encontradas
também células com granulos em bastonete ou "rodlet cells" no epitélio do intestino. Entre
as células epiteliais da mucosa intestinal também observa-se a presenga de linfocitos.

No presente trabalho foram observadas diferengas na distribui¢do e na abundancia
de enterdcitos e células caliciformes ao longo do intestino de ambas as espécies, assim
como diferengas do tipo e intensidade de secre¢do de mucossubstincias ao longo das trés

regides intestinais, entre individuos e entre as duas espécies.

Fig. 8 - Corte transversal da regido anterior do intestino de N. rossii, evidenciando

os tipos celulares encontrados na mucosa intestinal de ambas as espécies: enterocitos ( ‘ )

células caliciformes { # ) e linfocitos ( } ). Coloracdo em H.E. Aumento de 200x.
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4.3.1 Enteroécitos

Ao longo de toda a extensdo do intestino de ambas as espécies os enterdcitos ou
células absortivas mostraram uma morfologia relativamente constante. As. células formam
uma monocamada de células em intimo contato, com formato colunar. O nicleo € central
ou ligeiramente basal. A superficie livre, voltada para o limen intestinal, apresenta
numerosas microvilosidades, as quais formam a chamada borda estriada dos enterdcitos. A
borda estriada, em ambas as espécies, apresenta reagdo positiva ao Acido Periédico-Reativo
de Shiff (P.A.S.). O comprimento dos enterdcitos, desde a ldmina prdpria até a borda
estriada, varia ao longo do intestino em ambas as espécies o que se reflete na espessura da
mucosa intestinal, ja analisada anteriormente. A abundéncia de células absortivas também
varia ao longo das regides intestinais e difere entre as espécies.

N. rossii apresenta variagdes muito pequenas no nimero de enterdcitos ao longo do
intestino (média de 34.67 células em 200pm) o que pode ser interpretado como um nimero
praticamente constante de células absortivas, ja que as variagdes no numero de enterdcitos
nas trés regides intestinais analisadas sdo estatisticamente insignificantes.

L. nudifrons por sua vez apresentou variagdes mais significativas no numero de
enterdcitos analisados ao longo das trés regides intestinais. A regido anterior apresenta o
maior numero de enterdcitos (41.6 células na distdncia padrdo de 200um), seguida pela
regido mediana (40.8 células). Essas duas regides sdo estatisticamente semelhantes. A
regido posterior do intestino possui o menor numero de células (37.5 células) e €
estatisticamente distinta das duas outras regides. A média de enterdcitos ao longo de todo o

intestino € de 39.72 células em 200um amostrados.
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Fig. 9 - Fotografia da regido mediana do intestino de N. rossii, na qual é possivel
visualizar os enterdcitos ( | ) que compde a mucosa intestinal, e suas bordas estriadas com

reagdo positiva a0 Acido Periédico-Reativo de Shiff (P.A.S.). Aumento de 400x.
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4.3.2 Células secretoras de muco

As células secretoras de muco, ou células caliciformes, sdo encontradas ao longo
das trés regides intestinais em ambas as espécies. Essas células sdo facilmente reconhecidas
em microscopia de luz por apresentarem um formato de "cdlice"; a superficie apical,
voltada para o limen intestinal, apresenta uma grande quantidade de muco. O nucleo
encontra-se em uma pequena regifio basal do citoplasma. No presente trabalho é possivel
observar diferencas na abundancia e distribuicdo de células de muco entre as espécies, bem
como diferengas no tipo e na intensidade de secre¢do em cada regido intestinal.

Em ambas as espécies a quantidade de células de muco aumenta ao longo do

intestino. L. nudifrons apresenta um aumento significativo de células de muco ao longo das
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trés regides intestinais, que sdo estatisticamente diferentes. A regido posterior do intestino
possui em média 9.48 células a cada 200pum, seguida pela regiio mediana com 7.9 células e
fina'mente pela anterior, com uma média de 6.16 células.

N. rossii apresenta uma situagdo semelhante, porém as regides anterior e mediana
ndo sdo significativamente diferentes em relagdo ao nimero de células caliciformes. A
regido posterior possui 0 maior nimero de células de muco (em média 7.8 células a cada
200um), seguindo-se a regido mediana (5.72 células) e a regido anterior (5.62 células). A
analise estatistica utilizando-se o Teste F mostra que a média de células caliciformes para
N. rossii € de 6,38 células, na distancia padrdo de 200um; ja o nimero médio de células
caliciformes para L. nudifrons é de 7,85 células para cada 200pum.

N. rossii e L. nudifrons apresentam reagdo positiva para Alcian Blue pHs 2,5e 1,0 e
P.A.S., além da conjungdo Alcian Blue/P.A.S., o que evidencia a secre¢do de
mucossubstancias 4cidas, dcidas ricas em grupamentos sulfatados e neutras,
respectivamente, assim como a secregdo conjunta de mucossubstdncias dcidas e neutras.

Todavia existem variagdes significativas na intensidade de secre¢do de muco ao
longo das trés regides intestinais e entre os individuos de N. rossii, havendo inclusive
individuos que apresentaram rea¢do negativa ao Alcian Blue pH 1,0 principalmente nas
regides mediana e posterior do intestino. Nenhum dos individuos de L.nudifrons apresentou
reacdo negativa a nenhuma das colora¢des, em nenhuma das regides intestinais, ao
contrario de N. rossii.

L. nudifrons também apresenta variagdes na intensidade de secre¢do de muco entre
os individuos, porém existe um padrdo bem mais homogéneo se comparado com N. rossii.
Praticamente ndo existe variacdo na intensidade de secre¢do ao longo das trés regides

intestinais de um mesmo individuo.
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Tab. 1/2 - Intensidade de secre¢do de muco ao longo das trés regides intestinais

(anterior, mediana e posterior) em N. rossii € L. nudifrons para cada uma das coloragdes

histoquimicas utilizadas. A reacdo positiva a coloragdo € representada pelo sinal "+", € a

reacdo negativa pelo sinal "-"

; reagdo fraca a colorag@o € representada por (+), reagdo

intermedidria por (++) e reagdo intensa ao corante por (+++).

Notothenia rossii:

Anterior Mediana Posterior
Alcian blue pH 2.5 () a(+) (+) a(+t) () a(++)
Alcian blue pH 1,0 +) (-)a(+) )a()
P.AS. (++) a (+++) (++) a (+++) (+H+)
P.A.S./alcian blue pH 2.5 (+++) (++) (+++)
Lepidonotothen nudifrons:
Anterior Mediana Posterior
Alcian blue pH 2,5 (++) a (+++) (++) a(++) (++) a (++t)
Alcian blue pH 1,0 +) ) ()
P.AS. (++) (++) (+H+)
P.A.S./alcian blue pH 2,5 (+++) (+++) (+++)
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Fig. 10 - Reagio positiva ao Alcian Blue pH 2,5 no intestino posterior de N. rossii.

Fig. 11 - Corte transversal do intestino médio de L. nudifrons mostrando reagio

positiva para Alcian Blue pH 1,0. Aumento de 400x.
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Fig. 12 - Reagio positiva ao Acido Periédico-Reativo de Shiff na regidio anterior do

intestino de L. nudi,
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Fig. 13 - Reagio muito leve ao Alcian Blue pH 1,0 no intestino médio de N. rossii,

evidenciando a quase auséncia de mucossubstdncias &cidas sulfatadas nessa regido




Fig. 14 - Corte transversal da regido mediana do intestino de L. nudifrons, sendo
possivel observar a reag@o positiva a conjungdo P.A.S./Alcian Blue pH 2,5 evidenciando a
secrecdo conjunta de mucossubstancias acidas e neutras na mesma célula caliciforme ( { ).

Aumento de 400x.

4.3.3 OQutras células

Na mucosa intestinal de ambas as espécies foram identificadas células com granulos
em bastonete ("rodlet cells") e linfocitos. As células com granulos em bastonete possuem
funcdo secretora e caraterizam-se por possuirem envoltério nuclear aparentemente
espessado, presenca de granulos no citoplasma e nucleo basal. Essas células localizam-se
entre as células epiteliais da mucosa. Os granulos apresentam uma fraca reagdo positiva ao
Acido Periédico-Reativo de Shiff (P.A.S.). Os linfocitos apresentam-se como pequenas
células encontradas entre as células absortivas, em varios niveis da camada epitelial. Eles
coram fortemente com Hematoxilina-Eosina (H.E.), sendo visualizados sob microscopia de
luz como pequenos pontos escuros entre as células epiteliais. Desempenham fungéo

imunolégica nos tecidos intestinais.
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Fig. 15 - Corte transversal do intestino de L. nudifrons, sendo possivel visualizar
uma célula com granulos em bastonete ( t ) entre as células absortivas da mucosa intestinal.
Colora(ﬁo em acido Periddico-Reativo de Shiff (P A_.S.). Aumento de 400x.
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Fig. 16 - Corte transversal do intestino de N rossii onde é possivel visualizar

linfécitos ( 4 ) entre as células epiteliais da mucosa intestinal. Aumento de 200x.

22



5. DISCUSSAO

A morfologia do canal alimentar estd intimamente relacionada com as
caracteristicas do alimento ingerido, bem como com os habitos alimentares (OJEDA, 1986;
SIRE E VERNIER, 1992; SCOCCO et al., 1997), podendo-se concluir que a dieta
influencia o nimero e os tipos celulares especificos (KUPERMAN e KUS'MINA, 1994;
MURRAY et al., 1996). Desse modo, Notothenia rossii € Lepidonotothen nudifrons exibem
as principais caracteristicas do trato digestivo de peixes carnivoros, como um estémago
bem desenvolvido e um intestino relativamente curto (KAPOOR et al, 1975). Em
contraste, peixes herbivoros possuem intestinos muito mais longos, ultrapassando de duas a
varias dezenas de vezes o comprimento do corpo (BOND, 1979).

A posigdo dos distintos segmentos gastrointestinais na cavidade peritonial configura
o modelo de tubo digestivo (MOK, 1980). Segundo esse autor, o modelo padrdo vem
determinado pela longitude intestinal, que normalmente esta relacionada com os habitos
alimentares, o volume e a forma da cavidade peritoneal, assim como por fatores
filogenéticos. Os intestinos de N. rossii e L. nudifrons dobram-se em formato de "S" ou
"zig-zag", um arranjo tipico do intestino de peixes carnivoros (SUYEHIRO, 1942). Este
arranjo esta de acordo com o tipo B de MOK (1980), onde o tubo digestivo possui duas
algas intestinais, e a alga proximal se dobra para a direita do esofago. Essa conformagéo ¢
considerada um padrdo entre os nototenideos (ESTMAN e DeVRIES, 1997).

Embora os nototenideos antarticos sejam ecologicamente diversos, pesquisas sobre
os aspectos de suas anatomia e histologia do sistema digestivo mostram pouca variagdo
interespecifica na estrutura desse sistema (ESTMAN e DeVRIES, 1997). Segundo OJEDA
(1986) ha uniformidade de algumas caracteristicas morfolégicas do canal alimentar (p. ex. a
forma do estomago, comprimento do estdmago, comprimento do intestino € nimero de
cecos piloricos) em peixes antarticos, € o autor sugere que sejam adaptagdes comuns €
exclusivas dessas espécies a suas dietas carnivoras similares (OJEDA, 1986).

Apesar de trabalhos anteriores revelarem uma certa homogeneidade no tubo
digestivo dos nototenidides, no que diz respeito ao numero de cecos piloricos € ao
comprimento relativo do estdmago e intestino, bem como a histologia do canal alimentar

(OJEDA, 1986; MATALLANAS, 1988; ESTMAN e DeVRIES, 1997), no presente
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trabalho foi possivel observar, histoldogica e microscopicamente, sensiveis diferencas ao
longo do canal alimentar das duas espécies de nototenideos estudadas.

O intestino dos teledsteos pode ser histofisiologicamente divido em: segmento

- proximal, com células especializadas na absorgdo de lipidios; segmento médio, responsavel
pela absor¢do de macromoléculas; segmento distal, cuja fungdo € a absor¢do de 4gua e
eletrolitos (NOAILLAC-DEPEYRE e GAS, 1976, 1979; STROBAND e DEBRETS, 1979;
STROBAND et al, 1979). Sendo assim, caracteristicas estruturais especificas estdo
associadas com esses segmentos, principalmente em relagdo a mucosa intestinal
(VERNIER, 1990).

A divisdo do intestino adotada na metodologia do presente trabalho estd de acordo
com essa divisdo histofisiologica, e nessas regides foram observadas diferengas em relagdo
a distribuicdo de células caliciformes e enterdcitos, variagdes no tipo e intensidade de
secrecdo das células de muco e diferengas nas espessuras das camadas muscular interna e
mucosa, ao longo do intestino dos individuos e entre N. rossii e L. nudifrons. Diferengas
também foram encontradas entre outros nototenideos, com Notothenia neglecta e
Trematomus newnesi (VIANNA et al., 2000).

O numero de cecos pildricos nas duas espécies € relativamente baixo (6-7) e a
relacdo entre eles e o habito alimentar da espécie ainda ndo estd completamente esclarecida.
Segundo BUDDINGTON e DIAMOND (1987), o desenvolvimento de cecos piloricos €
uma estratégia evolutiva para aumentar a superficie de absor¢do intestinal sem aumentar o
comprimento ou a espessura do intestino.

O complexo de vilosidades intestinais da mucosa na por¢do anterior do intestino
médio de ambas as espécies, gerando um aumento da édrea superficial pode auxiliar na
mistura do alimento com o0s sucos hepatico e pancreatico, assim como com 0O muco
secretado pelas células caliciformes.

A mucosa intestinal € de grande importincia nos processos digestivo, -absortivo e
metabdlico em teledsteos (KUPERMAN e KUS'MINA, 1994) e ¢ composta pela camada
epitelial e ldmina propria (HIBIYA, 1982; GRAU et al., 1992). O epitélio € composto por
células apiteliais colunares altas, chamadas de células absortivas ou enterocitos, entre os
quais sdo encontradas células caliciformes (HIBIYA, 1982), as quais sdo morfoldgica e

histologicamente comparaveis as encontradas nos mamiferos (NOAILLAC-DEPEYRE e
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GAS, 1976). Além disso, tem sido demonstrada a presen¢a de células com granulos em
bastonete ou "rodlet cells" (LEINO, 1974; MORRISON e ODENSE, 1978) e linfocitos
(GRAU et al., 1992) entre as células epiteliais da mucosa intestinal.

O enterdcito € o tipo celular dominante no epitélio intestinal. O nucleo esta
localizado no centro ou na regido basal da célula, e sua estrutura € relativamente constante
ao longo do intestino (NOAILLAC-DEPEYRE e GAS, 1976). Na superficie livre, voltada
para o limen intestinal, sdio encontradas microvilosidades, as quais formam a chamada
borda estriada dos enterdcitos (HIBIYA, 1982). Sabe-se que as microvilosidades aumentam
a superficie digestiva e de transporte dos enterocitos e sdo a base estrutural dos processos
de digestao (UGOLEV, 1972, 1985 apud KUPERMAN e KUS'MINA, 1994). A borda
estriada, em ambas as espécies estudadas, apresenta reagdo positiva ao Acido Periddico-
Reativo de Shiff (P.A.S.), o que evidencia a grande quantidade de mucopolissacarideos
presentes no glicocalix dessas células (NOAILLAC-DEPEYRE e GAS, 1976). Estudos
mostraram que essas células podem variar em tamanho, dependo da regido do intestino em
que se encontram (GRAU et al., 1992). Esse fato se reflete na variagdo da espessura da
mucosa intestinal ao longo do intestino, tal como foi observado no presente trabalho.

A ocorréncia de células caliciformes € uma caracteristica comum do trato digestivo
de teledsteos (KAPOOR et al., 1975). A abundincia dessas células, bem como seus
produtos de secre¢do podem variar dependendo das condigdes ambientais (BURKHARDT-
HOLM et al., 1989). Segundo SINHA (1975), as espécies exclusivamente herbivoras
possuem mais células caliciformes que as espécies carnivoras. Além disso, é possivel que
ndo somente a quantidade, mas também a composi¢do quimica do muco possa refletir a
natureza do alimento ingerido (BURKHARDT-HOLM et al., 1989). Essa possivelmente
seria uma explicagdo para as diferengas no tipo e na intensidade de secregdo de muco
observadas nas células caliciformes de N. rossii e L.nudifrons, ja que essas espécies
possuem habitos alimentares distintos.

Em ambas as espécies foi observado um aumento gradual no numero de células
caliciformes em direcdo ao reto. Esse aumento ja foi descrito anteriormente para outros
teledsteos (GRAU et al., 1992; MURRAY et al, 1996). O maior nimero de células
caliciformes no reto pode implicar na necessidade de aumento de prote¢do para a mucosa e

sua lubrificagdo para a expulsdo do bolo fecal (GRAU et al., 1992; MURRAY et al., 1996).
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As células com granulos em bastonete ou "rodlet cells" estdo presentes no epitélio
de numerosos 6rgdos de teledsteos marinhos e de agua doce. Analises da ultraestrutura
dessas células demonstraram que elas possuem fungdo secretora (MORRISON e
“ODENSE, 1978; LEINO, 1982; SMITH et al., 1995). Embora a microscopia eletronica
tenha mostrado que as células com granulos em bastonete t€ém a morfologia de células
secretoras, pouco se sabe a respeito de sua fun¢do ou da composicdo de seus granulos
secretores. Estudos citoquimicos realizados por LEINO (1982) concluiram que um dos
produtos dessas células €, provavelmente, uma glicoproteina neutra com afinidade pelo
P.A.S., como foi observado nesse estudo.

Muitos linfocitos foram encontrados entre as células epiteliais da mucosa intestinal,
sendo chamados de linfocitos intraepiteliais. Esses linfocitos, provavelmente, tém fung¢do
regulatéria suprimindo a resposta do sistema imune para antigenos intestinais, induzindo
simultaneamente uma resposta imune na ldmina prépria (PABST, 1987). Assim, o grande
numero de linfécitos na mucosa intestinal de peixes sugere a existéncia de um sistema
imune local, o0 mucoso (ROMBOUT et al., 1989).

O reto de ambas as espécies apresentou um espessamento da camada muscular, o
que tem sido correlacionado com o armazenamento temporario € expulsdo do material fecal
nessa area (GRAU et al,, 1992; VIANNA et al., 2000). O fato de que N. rossii apresenta
uma camada muscular interna bem mais espessa que L. nudifrons ao longo de todo o
intestino pode ser devido a uma maior quantidade e variabilidade de presas ingeridas, em
comparag¢do com a dieta mais restrita de L. nudifrons.

Analisando-se os resultados obtidos pode-se propor que o hébito alimentar é um dos
fatores mais importantes que afetam a evolugdo dos 6rgdos do sistema digestivo. A por¢do
anterior do trato digestivo é particularmente afetada pela dieta consumida e, por outro lado,
o intestino médio de peixes com estomago recebe o alimento significativamente digerido e
difere basicamente em composi¢do quimica e volume (KOROVINA et al., 1991). Sugere-se
que as diferengas encontradas nos segmentos intestinais possam estar relacionadas com o
metabolismo energético, o qual pode resultar em uma utilizagdo diferenciada dos nutrientes
alimentares em espécies ecologicamente diferentes, ou em individuos de uma mesma

espécie em diferentes estagdes do ano.
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6. CONCLUSOES

— Tanto em N. rossii como em L. nudifrons as células caliciformes secretam
mucossubstancias 4cidas, 4cidas ricas em grupamentos sulfatados e neutras,
respectivamente, assim como a secre¢do conjunta de mucossubstancias acidas e neutras na

mesma célula.

— Existem varia¢gdes na intensidade de secrecdo ao longo das trés regiGes
intestinais e entre os individuos de N. rossii, havendo inclusive individuos em que ndo
houve secre¢do de muco acido sulfatado, principalmente nas regides mediana e posterior do
intestino. L. nudifrons também apresenta varia¢des na intensidade de secre¢do de muco
entre os individuos, porém existe um padrdo bem mais homogéneo se comparado com MN.
rossii. Todavia, em L.nudifrons praticamente ndo existe variagdo na intensidade de secregdo
ao longo das trés regides intestinais de um mesmo individuo; ndo houve individuos
apresentando reagdo negativa a nenhuma das coloragdes, em nenhuma das regides

intestinais, ao contrario de N. rossii.

— N. rossii apresenta uma média de células caliciforme de 6,38 células a cada

200um, sendo menor do que a média de L. nudifrons, de 7,85 células.

— Ha variabilidade individual em relagdo ao numero médio de células de muco,
assim como diferengas no numero de células caliciformes em cada regido intestinal

analisada, em V. rossii e L. nudifrons.

— A regido posterior do intestino de N. rossii apresenta 0 maior nimero médio de
células caliciformes, seguida pela regido mediana e finalmente pela anterior. Todavia, as
regides anterior e mediana sdo estatisticamente semelhantes. Em L. nudifrons as trés
regides sdo estatisticamente diferentes quanto ao numero de célula de muco, sendo que a
regido posterior possui 0 maior numero de células de muco, seguida pela regido mediana e

finalmente pela regifio anterior, tal qual é observado em M. rossii.
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— O numero médio de enterdcitos para N. rossii € de 34,67 células a cada 200um,
sendo semelhante a L. nudifrons, onde essa média € de 39,73 células na distancia padrido de

200pm.

— Os individuos de N. rossii apresentam numeros meédios de enterdcitos
significativamente diferentes, porém ndo ha diferengas significativas no nimero de
enterdcitos ao longo das regides intestinais. L. nudifrons apresenta diferengas no nimero
médio de enterdcitos dos cinco individuos, assim como nas médias de enterocitos de cada

regido intestinal, na distancia padrdo de 200um.

— As trés regides intestinais sdo estatisticamente similares quanto ao numero médio
de enterdcitos em N. rossii. Em L. nudifrons a regido anterior do intestino possui o maior
numero de células absortivas, seguida pela regiio mediana, que € estatisticamente similar a
regido anterior. A regido posterior possui 0 menor nimero de enterdcitos, sendo

estatisticamente distinta das outras regides.

— A espessura média da mucosa intestinal de N. rossii ¢ de 47,06um, sensivelmente

maior que a espessura média da mucosa intestinal de L. nudifrons, que é de 37,56pm.

— Segundo o Teste F, ha diferengas significativas na espessura mucosa entre 0s
individuos de N. rossii, assim como diferengas na espessura ao longo das trés regiGes
intestinais. Também existem diferencas na espessura da mucosa entre os individuos e entre

as regides intestinais de L. nudifrons.

— Em M. rossii a regido anterior possui a maior espessura de mucosa, seguida pelas
regides mediana e posterior, que sdo estatisticamente semelhantes. Em L. nudifrons
observa-se a mesma situagdo, ja que a espessura da mucosa na regido anterior ¢ a maior,
vindo em seguida a regido mediana e posterior; as duas ultimas sdo estatisticamente

semelhantes.
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— A camada muscular interna de N. rossii é bastante espessa, tendo em média
96,55um, sendo que a camada muscular de L. nudifrons ¢ muito mais delgada, com

espessura média de 34, 32um.

— N. rossii apresenta variabilidade individual na espessura da camada muscular,
assim como ao longo de suas regides intestinais. Em L. nudifrons também ha diferengas
significativas na espessura da camada muscular interna dos cinco individuos, e ao longo das

trés regides intestinais.

— A andlise comparativa da espessura da camada muscular tanto em N. rossii
quanto em L nudifrons indica que a regido posterior do intestino apresenta a maior
espessura, seguida pela regido mediana e finalmente pela anterior, porém estas duas ultimas
ndo sdo significativamente diferentes. A mesma situagdo € observada em L. nudifrons. A
regido posterior do intestino de apresenta a maior espessura média da camada muscular
interna, seguida pelas regiGes mediana e anterior. As duas ultimas ndo sdo

significativamente diferentes.

— Os nichos ecologicos ocupados pelas duas espécies em questdo podem
determinar as diferengas e similaridades na distribuig¢do celular e na espessura relativa das
camadas intestinais do trato digestivo, assim como diferengas no tipo e na intensidade da
secre¢do mucosa em cada regido intestinal, haja visto que N. rossii ¢ predadora de uma
maior quantidade e variedade de presas, em comparagdo com L. nudifrons. As diferentes
posicdes ocupadas na cadeia tréfica, assim como diferentes habitos alimentares sugerem
que esses peixes podem ter sofrido processos evolutivos distintos em seus tratos digestivos,

a fim de adaptarem-se morfofisiologicamente a dieta a que estdo sujeitos.
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