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“Mais importante do que interpretar o mundo, é contribuir para transforma-/o.”
(Karl Marx)



RESUMO

Macrobrachium rosenbergii ocorre nas regides tropicais e subtropicais do indo-
pacifico, além de outras regides como sul e sudeste da Asia, norte da Austrélia e ilhas do
oceano Indico e Pacifico. Existem aproximadamente 8.500 espécies de camardes, sendo
que
M. rosenbergii € o maior camardo dentre as espécies. Segundo estudos observou-se que
os camardes sdo divididos em duas partes, sendo elas cefalotorax e abdémen. Os
camarfes desta espécie apresentam o sistema digestorio completo. O objetivo deste
estudo foi localizar as células secretoras de muco presentes no intestino médio e
hepatopancreas de M. rosenbergii. Para a visualizacdo das células secretoras utilizou-se
de vérios métodos, iniciando pela desidratacdo, lavagem, emblocamento, corte,
montagem das laminas e coloracdo. No presente trabalho nao foi possivel a visualizacdo
das células produtoras de muco, sendo assim nao obtivemos resultado positivo com o

reagente de Schiff.

Palavras-chave: Camardo. Reativo de Schiff. Secre¢édo



ABSTRACT

Macrobrachium rosenbergii occurs in the tropical and subtropical regions of the
Indo-Pacific, in addition to other regions such as South and Southeast Asia, Northern
Australia and islands of the Indian and Pacific Oceans. There are approximately 8,500
species of shrimp, with M. rosenbergii being the largest of the species. According to
studies, it was observed that shrimp are divided into two parts, namely cephalothorax and
abdomen. Shrimp of this species have a complete digestive system. The main part of this
study was to locate the mucus secreting cells present in the midgut and hepatopancreas.
Several methods were used to visualize the secretory cells, starting with dehydration,
moving on to washing, blocking, cutting, mounting the slides, and staining. In the present
study, it was not possible to visualize the mucus-producing cells, so we did not obtain a

positive result with the Schiff reagent.

Keywords: Shrimp. Schiff reagent. Secretion
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1 INTRODUCAO

A espécie M. rosenbergii segundo Bowman & Abele (1982) apresenta a seguinte
classificacéo zooldgica: reino - Animalia, filo - Arthropoda, ordem - Decapoda, subfilo -
Crustacea e classe - Malacostraca.

O filo Arthropoda é caracterizado principalmente pela presenca de apéndices
articulados. Em sua cuticula de quitina e proteina, estdo depositados uma quantidade
importante de carbonato de célcio, sendo esta uma substancia quimica responsavel por
sua couraca espessa e rigida (KUKENTHAL, 1969). Sua principal particularidade é a
presenca de um exoesqueleto mais espesso e rigido, apéndices birremes e dois pares de
antenas.

De acordo com Bowman & Abele (1982) existem em meédia 38.000 espécies de
crustaceos no ecossistema terrestre e aquatico, a qual 8.500 fazem parte da ordem
Decapoda. M. rosenbergii € considerado o maior desta ordem, podendo atingir 32
centimetros de comprimento e aproximadamente 500 gramas. (VALENTI, 1990).

Pinheiro & Hebling (1998) define que os camardes possuem o corpo dividido em
cefalotérax e abdome. Cada parte é constituida por somitos denominados apéndices.

O camardo M. rosenbergii possui um sistema digestivo completo, com inicio na
boca, seguindo pelo esdfago, intestino e encerrando na abertura anal na regido pdstero-
ventral do abdome. O intestino é dividido em trés porcdes: intestino anterior, médio e
posterior. No intestino anterior e no médio o alimento ird sofrer acdo de secrecdo
enzimatica como a protease, amilase e lipase (PINHEIRO & HEBLING, 1998).

O intestino médio possui como principal fungéo a secrecao de enzimas digestivas
e a absorcdo de nutrientes, sendo assim o principal papel do hepatopancreas (FORTE,
2019).

A glandula digestiva apresenta dois lobos compactos e multitubular, sendo que
em cada tabulo existem quatro tipos de células: E que sdo células embrionarias e células
R, F e B que participam da producdo e absor¢do das enzimas e de outros elementos
digestivos liberados do intestino (FORTE, 2019; WEISS, 2015).



2 REVISAO DA LITERATURA

A espécie M. rosenbergii (De Man 1879) ocorre nas regifes tropicais e
subtropicais do Indo-Pacifico com confirmacéo de registros em diversos paises do sul e
sudeste asiatico, norte da Australia e em varias ilhas do oceano indico e Pacifico
(HOLTHUIS, 1950; LING,1969).

O forte interesse em pesquisas na aquicultura e cultivo do M. rosenbergii teve
inicio no Havai seguindo para Africa, Caribe, América Central e do Sul, Israel, llhas
Mauritius, Tahiti, Taiwan e Reino Unido. Mas s6 a partir da década de 70 que a espécie
foi introduzida no Brasil (PINHEIRO & HEBLING, 1998).

Fazendo parte da macrofauna bentbnica, M. rosenbergii é considerado um grupo
de organismos detritivoros ou seja, que se alimentam de restos de organismos, tendo
ligacéo direta com o fundo das aguas, sendo localizados em rios, lagos e reservatorios
(HOLTHUIS, 1950; RAO, 1967; LING, 1969). A temperatura ideal para o cultivo esta
na faixa de 28°C a 30°C, temperaturas inferiores a 15°C sdo consideradas letais para M.
rosenbergii (VALENT]I, 1986).

Na natureza, essa espécie apresenta uma dieta onivora, alimentando-se de
organismos zoo-bentdnicos e vegetais (LING & MERICAN, 1961; LING, 1969).
Geralmente a procura do alimento é realizada nas primeiras horas da manha e ao anoitecer
(CAVALCANTI et al., 1986). Com a falta de alimento, podem desenvolver
comportamento de canibalismo, matando e alimentando-se de individuos da sua espécie
(PINHEIRO & HEBLING, 1998).

A morfologia externa do camardo é composta por duas partes, sendo elas o
cefalotérax e o abdémen (Figura 1). De acordo com Oliveira & Santos (2021), o
cefalotérax é constituido por cinco segmentos cefalicos e oito segmentos toracicos
resultando na formacdo da carapaga, ja 0 abddmen contém seis somitos que sdo
nitidamente diferentes um dos outros, complementando com uma estrutura final chamada

telso.



Figura 1 — Morfologia externa do M. rosenbergii, destacando-se o cefalotérax e abdémen.
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FONTE: PINHEIRO, MAA & HEBLING, N.J. (2023)
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O M. rosenbergii contétm uma morfologia interna completa, apresentando

aparelho digestivo, aparelho circulatoério, aparelho respiratério, aparelho reprodutivo e
sistema nervoso (HELDT & FROZZA, 2012) Na morfologia interna do cefalotérax, estdo

localizados os principais 6rgdos do camardo, sendo eles, o ganglio cerebroide, branquias,

coracdo, gbnadas, estbmago, aparelho excretor, anexos glandulares e musculatura dos

apéndices cefalotoracicos. O abddémen possui uma musculatura forte, e além disso

apresenta intestino e artérias posteriores na regidao dorsal, corddo nervoso e ganglios na

regido ventral (PINHEIRO & HEBLING, 1998) (Figura 2).
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Figura 2 — Morfologia externa do M. rosenbergii, destacando-se o cefalotérax e abdémen.
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No sistema digestivo dessa espécie, encontra-se o intestino e o hepatopancreas. O
intestino é dividido em anterior, médio e posterior (PINHEIRO & HEBLING, 1998). O
hepatopancreas apresenta duas glandulas que sdo fixadas ao aparelho digestivo, com a
funcdo de secretar as enzimas digestivas que sdo espalhadas no estdmago quimico, sendo
também responsaveis por armazenar as substancias de reserva e controlar a composicao
bioquimica (OLIVEIRA; SANTQOS, 2021).

A regido anterior do intestino é conhecida como proventriculus, parte inicial do
sistema digestivo e é nela que localizamos o esdfago, estbmago, camara cardiaca e
pilorica. Na regido do intestino médio os alimentos passam pela agdo enzimatica, como a
protease, amilase e lipase que sdo sintetizadas pelo hepatopancreas. O hepatopancreas €
o principal 6rgdo responsavel pela absor¢do dos nutrientes e secrecdo de enzimas
digestivas (PINHEIRO & HEBLING, 1998).

Chamado de glandula digestiva, o hepatopancreas apresenta dois lobos compactos
e multitubulares, e em cada tabulo é descrito quatro tipos de células diferentes: E, R, F e
B (FORTE, 2019).

As células embrionarias representadas pela letra E sdo indiferentes e também séo

conhecidas como células-tronco embrionérias, estdo presentes nos estagios iniciais do
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desenvolvimento embrionério e séo responséveis pela renovacgdo do epitélio. As células
reabsortivas, apresentadas pela letra R absorvendo nutrientes do limen e pequenas
particulas da hemolinfa. As células fibrilares sdo chamadas de célula F, sintetizam
granulos de zimogénio e os secretam no limen para serem transportados ao estdbmago e
através disso ocorrer a digestdo extracelular. As células secretoras sdo as células B
apresentando o principal meio de absorcéo e digerindo o material solavel (WEISS, 2015).

As células R, F e B fazem parte da producéo e absorcdo das enzimas e de outros
elementos digestivos liberados no intestino. O intestino posterior, também chamado de
reto, € uma regido curta e muscular com funcdo de armazenamento das fezes na
membrana peritréfica e também é responsavel por conduzir os residuos alimentares para
0 anus (FORTE, 2019; WEISS, 2015).

Os crustaceos apresentam ovos ricos em vitelo, semelhanca que sdo seguidas pelo
intestino médio e hepatopancreas (LANG, 1973).

O hepatopancreas é definido com epitélio cilindrico pseudoestratificado com
microvilosidades, células secretoras e absortivas (FRANCESCHINI-VICENTINI et al.,
2009; WEISS, 2015) e encontra-se localizado no cefalotérax, ventral a gbnada e
anterodorsal ao estdbmago (CUARTAS et al., 2002). O hepatopéancreas é organizado em
uma rede de ductos e tabulos em fundo cego (WEISS, 2015).

Weel (1973) e Ceccaldi (1989) apontam o hepatopancreas como um 0rgéao
importante para o metabolismo dos crustaceos, porque ele atua na regulacdo do
metabolismo de amino&cidos, carboidratos, lipidios, glicogénio e vitaminas. Sua principal
funcdo no organismo esta relacionada a digestdo, sintetizando e secretando enzimas
digestivas e absorvendo nutrientes.

Arginina é precursora da creatina, a qual contém a funcdo essencial no
metabolismo energético do muasculo, nervos e testiculos (TAPIERO et al., 2002).

Sendo considerada um aminoacido basico, a arginina apresenta quatro atomos de
nitrogénio por moléculas (ZALOGA etal, 2004; WU et al., 2000). A arginina é o principal
meio de nitrogénio em humanos e animais. A principal funcéo € a sintese proteica e no
metabolismo intermediario de nitrogénio (WILMORE, 2004).

O Acido Periodico de Schiff (PAS) é utilizado para a identificagdo de substancias
como carboidratos. Quando acontece o contato do Acido Periédico de Schiff com o
material, ocorre a oxidacdo dos glicois vicinais que estdo presentes na glicose, e assim
ocorre a reacdo do reagente de Schiff produzindo uma coloragdo magenta (LABOPAVE,
2023).
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3 MATERIAIS E METODOS

O camardo utilizado para a obtencdo dos cortes histolégicos foi coletado no
Laboratorio de carcinicultura da UFPR, localizado na cidade de Maripa, Parana. Este
camardo estava em jejum para a retirada do intestino médio e hepatopancreas. Apds a
retirada do 6rgdo colocou-se em fixador Bouin por aproximadamente 16 horas. Na
sequéncia deu-se inicio as lavagem com alcool e xilol no intestino e hepatopancreas que
foram deixados em cassetes histoldgicos até 0 momento do emblocamento.

O banho em alcool tem como principal objetivo a retirada do excesso de agua do
material. Como primeiro passo, foi submerso em alcool 70%, alcool 90%, &lcool 1, alcool
I1, &lcool I11, alcool 1V com duracdo média de 45 minutos cada banho. Apds a primeira
etapa com alcool, o material passou por mais um processo de banho com o xilol que
permite a diafanizacdo do material. Este processo se iniciou no xilol I, xilol 1I, xilol Il e
xilol IV com banhos de aproximadamente 30 minutos para cada xilol (Figura 3).

Figura 3 — Sequéncia de banhos em alcool 70%, 90%, alcool I, 11, 111 e IV e banhos em xilol I, 11,
HelVv.

FONTE: A autora (2023)

Ao término dos banhos de xilol, os fragmentos passaram para a etapa dos banhos
em parafina para o0 emblocamento do material, sendo parafina um no tempo de 1h e

parafina dois com 0 mesmo tempo para posterior emblocamento.
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Apos emblocados, os fragmentos passaram pela fase de corte, onde utilizamos o
microtomo manual YD- 315 e obtivemos cortes na espessura de 5 pm.

Para a coloracdo e montagem do material as laminas com hepatopancreas e
intestino médio foram desparafinizadas em banhos de xilol I e xilol Il por 15 minutos
cada e alcool absoluto, &lcool 90% e alcool 70% por 5 minutos cada.

A coloragdo em PAS teve as seguintes etapas: banho em acido periédico por 15
minutos; 3 banhos com agua corrente; 3 banhos com agua destilada, sendo cada banho de
5 minutos; como passo final as ldaminas foram colocadas por 30 minutos em Reativo de
Schiff (PAS).

Para a coloracdo em HE (Hematoxilina e Eosina) do hepatopancreas e do intestino
médio estes fragmentos passaram pelo mesmo processo citado acima até o0 momento que
antecede a coloracdo. As laminas coradas pela técnica de HE passam por um minuto e
trinta segundos (1:30) na Hematoxilina e em seguida sdo lavadas em agua corrente. Na
contra coloracdo com a Eosina este material é corado por trinta segundos (30) em seguida

é lavado em agua corrente e desidratado e diafanizado para a montagem permanente.
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4 RESULTADOS

Imagens 4 e 5 com cortes histolégicos do intestino médio e hepatopéancreas.
Coloracdo de HE no intestino ressaltando reacdo positiva para o tecido muscular liso.
Figura 2 é possivel observar hepatopancreas com tdbulo cego com secrecdo na sua
cavidade e tecido conjuntivo, ndo sendo possivel ver reacdo positiva para reativo de
Schiff.

FIGURA 4 - Corte histolégico do intestino médio em aumento com objetiva de 40x em coloragdo de HE.

Seta: tecido muscular liso.

FONTE: A autora (2023)
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FIGURA 5 - Corte histoldgico do hepatopancreas em aumento com objetiva de 40x, coloracdo de (PAS).

Seta: tecido conjuntivo, estrela: fundo cego.

FONTE: A autora (2023)

Imagem 6 (A, B, C) podemos observar aumentos em diferentes objetivas, ndo sendo
destacadas células diferenciadas. Na imagem 6 (B) observa-se reacdo positiva para PAS

na regido externa do tecido muscular.
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FIGURA 6 — Cortes histologicos corados com Reagente de Schiff (PAS) com aumento 10x, 20x e 40x.
Detalhes em destaque: reagdo positiva para PAS (figura B). Viséo do intestino com varios aumentos
mostrando tecido muscular liso contornando o intestino (A, C e D), células epiteliais colunares (D) Na

superficie do intestino médio presenca de microvilosidades (C e D).
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FONTE: A autora (2023)

Imagem 7 apresenta corte histoldgico da regido do intestino médio, onde foi
possivel a observacdo de células com reacdo positiva para PAS na regido externa do

tecido muscular.
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FIGURA 7 — Corte histoldgico da regido do intestino médio com coloragdo positiva para PAS. Seta

apontando regido positiva para reagdo PAS na regido muscular do intestino médio.

FONTE: A autora (2023)

Imagem 8 coradas com HE visdo do intestino médio em corte longitudinal onde é
possivel visualizar tecido liso, células epiteliais colunares e na superficie presenca de
microvilosidades.

FIGURA 8 — Cortes histoldgicos do Intestino Médio nos objetivas de 20x e 40x, coloragéo de
Hematoxilina (HE). Seta: regido muscular de tecido liso. (A e B) Visdo do intestino com aumentos de 20
e 40x mostrando tecido muscular liso contornando o intestino seta: (A e B), células epiteliais colunares

(B) Na superficie do intestino médio presenca de microvilosidades (A e B).

FONTE: A autora (2023)
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Imagem 9 com cortes histoldgicos do hepatopancreas onde é possivel visualizar
reacdo positiva para células coradas na cor magenta (carboidratos). Visualizando no

interior do hepatopancreas secrecdes.

FIGURA 9 — Cortes histoldgicos da regido do hepatopancreas em objetivas de 20x e coradas com

Reagente de Schiff (PAS). Setas: reagdo positiva para carboidratos. (A, B e C)

FONTE: A autora (2023)

Imagem 10 reacdo positiva para carboidratos na objetiva de 40x e presenca de

goticulas de lipidios no interior das células.
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FIGURA 10 - Cortes histologicos em objetiva de 40x coradas com Reagente de Schiff (PAS) com reacao
positiva para carboidrato. Seta (A e B): células coradas positiva com PAS com goticulas de gordura no

seu interior. Figura B com goticulas de gordura ([]). Microvilosidades figura A.

FONTE: A autora (2023)
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5 DISCUSSAO

Em decapodas o aparelho digestorio ou trato digestorio se apresenta como um
tubo interno, aberto anteriormente nas pecas bucais e posteriormente no anus (ICELY &
NOTT, 1992). Sendo dividido em trés regiGes principais: intestino anterior, intestino
médio e intestino posterior (CECALDI, 1998). Na regido do intestino médio esta
localizado o hepatopancreas, sendo no camardo o maior 6rgdo, com fungdes vitais e
relacionado com varias atividades metabolicas (GIBSON & BARKER, 1979).

Dando continuidade ao intestino médio encontramos o hepatopancreas que dentro
das varias denominacdes recebe o nome de glandula do intestino médio (GIBSON &
BARKER, 1979), estando envolvido em diversas fungdes tais como metabolismo de
lipideos e carboidratos, vitelogénese, remocdo de corpos estranhos do sistema vascular,
excrecdo de metabdlitos dentre outros (ICELY & NOTT, 1992; GIBSON & BARKER,
1979).

Segundo (FORTE, 2019) o hepatopancreas apresenta dois lobos compactos e
multitubulares, e em cada tubulo é descrito quatro tipos de células diferentes: E, R, F e B,
células estas que ndo sdo descritas neste trabalho pelo fato de estarmos buscando uma
reacdo positiva para células secretoras ao longo do intestino médio. Nas figuras 9 e 10
podemos observar células na regido do epitélio do hepatopancreas que podemos inferir
como sendo células com acumulo de carboidratos e lipidios, uma vez que o reativo de
Schiff se mostra positivo para estes componentes celulares.

Carboidratos e lipideos séo utilizados como fonte de energia para o animal, sendo
que a quantidade de lipideos na alimentacdo esta atribuida a necessidade por acidos
graxos essenciais, colesterol e fosfolipidios que os camardes nao sintetizam (KONG et
al. 2019). Como estes animais sdo oriundos de um cativeiro e estes tem sua alimentagéo
balanceada e fornecida em horarios especificos podemos acreditar que esta reacao seja de
fato positiva e estes carboidratos e acidos graxos, que contribuem de forma direta com a
maturagdo dos ovarios e a fecundidade.

A presenca desta reacdo positiva com reativo de Schiff na regido do hepatopancreas,
pode ter relagdo com armazenamento e ndo com secrec¢do, podendo trazer luz ao processo
digestivo deste 6rgdo. A reacdo positiva para o PAS no tecido muscular pode ter resposta
com o metabolismo de arginina no tecido muscular ou estar relacionado com um processo
inflamatdrio por alteracdes parasitarias. Mas para maior conhecimento destas alteracfes

estruturas mais cortes e analises precisam ser elaborados para trazer luz ao entendimento
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destas alteracdes. O hepatopancreas com caracteristicas de tibulo cego e secre¢fes em sua
cavidade é o principal 6rgdo responsavel pela absor¢do de nutrientes e secrecdo de enzimas
digestivas (PINHEIRO e HEBLING, 1998). Observamos em nossos resultados a presenca
de muco no interior do hepatopancreas e na superficie do epitélio microvilosidades que
cobrem a regido do tdbulo. A presenca de microvilosidades tem como principal funcdo o
aumento da superficie para a area de absor¢do. O muco que se apresenta na cavidade do
hepatopancreas foi langado diretamente para a cavidade, com isso podemos inferir a auséncia
de células produtoras de muco se justifique por esta secrecdo direta na luz do hepatopancreas.
O intestino médio esta ainda envolvido em processos de manutencéo do balango
ibnico, vitelogénese, sistema imunoldgico, excrecdo residual de produtos do sistema
hemolinfatico, sendo assim a secre¢do ou producdo de muco por células na sua superficie
ndo foi identificada. Podendo ter uma relacéo direta com o habito alimentar deste animal
que é detritivoro onde ele se alimenta do material que se encontra no fundo dos tanques
ou reservatdrios e ndo ha a necessidade de quebra de macro moléculas em micromoléculas
que passardo pelo processo metabdlico mais elaborados para a degradacéo do alimento.
Sabendo disso nosso foco de estudo com relacéo as células secretoras para reacdo positiva
com Reativo de Schiff ndo alcangou éxito, sendo necessario mais estudos em todo o trato
digestorio do camardo fazendo cortes em regides diferentes deste sistema como um todo,
uma vez gque ndo encontramos muitos trabalhos com descricdo histoldgica, tendo uma

lacuna de imagens microscopicas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

M. rosenbergii por ser uma espécie de camarao detritivoro nao ha necessidade de

células secretoras na superficie do epitélio.

A presenca de cuticulas no intestino anterior no processo digestivo pode

influenciar na auséncia dessas células.

As técnicas para a coloracdo ndo foram as mais adequadas para o diagnostico
desses resultados.

Diante disto, o presente trabalho pode contribuir para um melhor conhecimento
sobre o assunto com auxilio de trabalhos histologicos.
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