ELOISA APARECIDA RIBEIRO DE MORAES

CONSEQUENCAIS DO JEJUM PARA O PEIXE ANTARTICO
Notothenia neglecta (PISCES, NOTOTHENIIDAE): ASPECTOS
COMPORTAMENTALIS, BIOQUIMICOS E MORFOLOGICOS

Dissertacdo apresentada para o Programa
de Pés-Graduagdo em Biologia Celular, do
Departamento de Biologia Celular da Uni-
yversidade Federal do Parand, para a
obtengdo do titulo de Mestre em Biologia
Celular.

Orientadora: Dr.® Edith Susana E. Fanta

Co-orientadora: Dr.@ Helena G. Kawall

CURITIBA
2001



ELOISA APARECIDA RIBEIRO DE MORAES

CONSEQUENCAIS DO JEJUM PARA O PEIXE ANTARTICO
Notothenia neglecta (PISCES, NOTOTHENIIDAE): ASPECTOS
COMPORTAMENTAIS, BIOQUIMICOS E MORFOLOGICOS

Dissertacdo apresentada para o Programa
de Pés-Graduagdo em Biologia Celular, do
Departamento de Biologia Celular da Uni-
yversidade Federal do Parand, para a
obtenc¢do do titulo de Mestre em Biologia
Celular.

Orientadora: Dr.@ Edith Susana E. Fanta

Co-orientadora: Dr.@ Helena G. Kawall

CURITIBA
2001



Um pensamento positivo e muito especial
a Olivia Ribeiro (in memoriam)

que esteve presente em cada momento
deste trabalho

me fortalecendo sempre.

Um pensamento forte e muito iluminado
a Deus que continua sendo
o principio de tudo

e a minha maior fonte de inspiragdio.

Minhas melhores lembrangas
e todo meu respeito pela Antdrtica
que sem duvida

é um lugar iinico e sagrado.



Dedico este trabalho

Ao meu pai Israel

e

pai espiritual Matson,
ao

Ademir,

Rogerio,

Antonio Carlos
Otdvio,

Andrade,

Kodama

Mentores e Entidades espirituais

a vocés

que foram os grandes homens
da minha vida

estando ao meu lado

fisica ou espiritualmente
antes, durante e depois.

desta conquista.



AGRADECIMENTOS

Acredito que “agradecer” ndo seria o termo correto para expressar o resultado
que este trabalho trouxe em minha vida profissional e pessoal. Assim deixo aqui 0 nome
de pessoas a quem devo todo o meu respeito, admiragio e um desejo sincero de té-las

sempre em minha vida:

Dra. Edith S. Fanta,
Dra. Helena G. Kawall,
Dra. Lia Rieck,

Dra. Maria Consuelo A. Marques,
Dra. Lucélia Donatti,
Dra. Sandra R. Stabille,
Marilza Lucas Sette,
Caca Andreata,

Ana Claudia Jacinto,
Sueli Terezinha Bucco,
Sandra Freiberger,
Gustavo Villani Serra,
Ténia Zaleski,

Luciana Momesso,
Daniela Mello Braga,
Fabiola S. Cleto,
Wagner E. Cardoso,
Gabriel M Ledo,

Luiz F. Bianchini,
Reginaldo Estrela,
Alessandra R. Santos,
Ana Paula Karam,

Marlene Bonifacio de Camargo.

iii



Agradego 3 Coordenagio do Curso de Pos-Graduagdo em Biologia Celular da
Universidade Federal do Parana e a seu corpo docente, ¢ 3 CAPES pela concessio da
bolsa de mestrado.

Ao Grupo Base, ano 98/99, 99/00, 00/01 da Estagdio Antartica Comandante
Ferraz, assim como ao projeto: “Biologia Integrativa de Peixes Antarticos”
desenvolvido nessa regido, que recebeu apoio logistico da SECIRM (Secretaria da
Comiss3o Interministerial para os Recursos do Mar) e suporte financeiro do CNPq
(Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico) / PROANTAR
(Programa Antartico Brasileiro — Projeto n® 480. 265/ 003) e finalmente, a Aparecida
Simeoni que mesmo longe, continua sendo um exemplo “da busca incessante” em
diregdo ao conhecimento...Muito obrigada tia.

iv



LISTADE FIGURAS ........oooooiiie ettt e e eae e seaa s sens s s st vi
LISTADETABELAS . ...ttt et ees s sae s sensees viii
RESUMO ...ttt e eae sttt s e e ss et e sase et see s tetasasesanasaseesnsassass ix
ABSTRACT ...ttt ettt et sa et ettt st ettt st ten e x
L INTRODUGAO ...t et s 1
IL OBIETIVOS........ooooee et ettt e e e e e 7
M. MATERIALEMETODOS ...........cooooiiiiiiiiriiniianieiesisseseseesssressssssssssssssesssssssssee 8
IML. 1 LOCAL DE ESTUDO: Baia do Almirantado — Itha Rei George ....................ocuoeen. 8
IE 2 MATERIAL BIOLOGICO ...........ooomieneioeiveeeeeeeeessesesesseess st s cesssssssssanne 8
I11. 3. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL .......ccoooviiiiiiiiie e 10
II1. 3.1 Analise comportamental ...................occoiiiiiiiiiiiiii e eeeaene 10

TIL.3.2 Analises BIOQUIMICAS ...........cc.ooivieeeiereeeie ettt e sescceenerase et eseseseaeee 11

IIL. 3.3 Analise Histologica do Figado e MUsculo ...........cocooeeiinieneniiceecceee 12

IV. RESULTADOS ...ttt ettt st sere et saesaes s mesesesseenees 13
IV.1COMPORTAMENTO ...ttt s 13
IV, 1.1 Atividade NatatOria .........ocooeoiiiieiie ettt e 13

IV. 1.2 Agressividade ............oooiiiiiiiiiiiie ettt 15

IV. 1.3 DistribuigH0/ POSIGHO ........ccviieiiieiiieieeeeee ettt eeas 17
IV.2BIOQUIMECA ...ttt sessssssss e 20
IV 2. I MUSCUIO ..ottt ve e e st es e et ese e saseen s e se s e 20

TV Z2ZFIBAAO ..o oo ses s e eseeonee 25

IV. 3 HISTOLOGIA DO FIGADO EMUSCULO ...........ooooievieirreimrnereeresesennenns 30
IV. 3.1 Morfologia MuSCUIAr ............cocoiiiiiiiiiiii ittt seaene 30
IV.3.2 Morfologia HEPAtICA ...........cocueeiiieieieieiirie ettt eeenens 30
VoDISCUSSAQ ..ot sess s e ssa s sttt sesrene 38
VECONCLUSOES ..ottt e ees e st 47
VILANEXOS ...ttt ettt et e s eae e s et st s s s s se s eescne s 48
VIIL REFERENCIAS BIBIOGRAFICAS .............ooooniiiineineeenneenenisecesesieemmsmesnnessan 60



LISTA DE FIGURAS

Figura 1a) Mapa do Continente ANTATTICO ...........ccooouiiuiiiiieiieiieiieie ettt eeese s s eteseasesesesanenns 32
Figura 1b) Mapa da Peninsula ANtATHCA ..........ccoouiiiiiiiiiniiciciecic et 32
Figura Ic)Mapa dallha Rei GEOTZE ........c.oviiiiiiiiiii ettt e eseser e e seseeae 32
Figura 1 d) Vista da Enseada de Martel, na Baia do Almirantado (Ilha Rei George)...............c......... 32
Figura 2 a) Estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF) ..o e 33
Figura2 b)yMoédulode Triagemda E A CF ... 33
Figura2 c) Laboratorio FHO da E A CF ...t 33
Figura 2 d) Laborat6rio de Biologlada E A CF ........ocooiiiiiiieeee et et 33
Figura 3 a) Bote inflavel “Zodiac™............cocooiiiiiiii et 34
Figura 3 b) Lancha Oceanografica- “ SKua™ ...........ocoooiiiiiiiiceecce et e enens 34
Figura3 c) Pescacom Vara e MOUNELE .............ccooiiiiiiiiiiicc et 34
Figura 3 d) Tanque Experimental nalancha “Skua™ .............cccoooiiiiiimiiiineecicere e, 34
Figura 4 a) Notothenia neglecta (FOLO0)...............ccccoiiiiiiiiiiiiniec et sacas 35
Figura 4 b) Notothenia neglecta (Desenho)...............c.ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiien ettt eeee e eseeeneene 35
Figura 4 ¢) Distribuicio Geografica de Notothenia neglecta......................ocovevveeeevevneinennenececnennens 35
Figura 5 a) Fibras Musculares — Controle — Natureza............c..ccoceereeieiiicnviieneeec oo 36
Figura 5 b) Fibras Musculares — Controle — JEJUIM .............ccoeeiiviiiiniirneienenecitecre ettt 36
Figura 5 c) Fibras Musculares — Jejum =30 Dias .............coccooiiniiiiiiiii s 36
Figura 5 d) Fibras Musculares — Jejum- 60 Dias ..............ccoceriiiiiiiiiiiiiieeecee e s eeceenes 36
Figura 6a) Células Hepaticas — Controle — NatuIeza .............ccoveeeeieiiimininiennieccreiecnne e e 37
Figura 6 b) Células Hep4ticas — Controle —JEJUIM ............ccoooeiieniriiniiniiinecnecee et 37
Figura 6 ¢) Células Hepaticas — Jeum -30Dias ...........cccooerieineniiiic et 37
Figura 6 d) Células Hepaticas — Jejum — 60 Dias .............coooeeviriniiiiiiiciccecccce s 37



Figura 9) Tempo de natagiio de Notothenianeglecta .....................c.cccooueeoeeieiuiieeaeeeeiiseeeeeceeene 13

Figura 10) Atividade natatoria de Notothenianeglecta ...........................ccc.ccocoooiiiniiiiiiince 15
Figura 11) Numero de PerseguicOes de Notothenianeglecta ...................ccoc.oocoeeeeeeeeeoeecienenaenens 16
Figura 12) Numero de Ataques de Notothenia neglecta ........................cccoecueeuueeceueeeceenceeeneereeneenens 17
Figura 13) Nimero de Individuos Agrupados da espécie Nofothenia neglecta .................................. 18
Figura 14) Numero de individuos Dispersos da espécie Notothenia neglecta.................................. 19
Figura 15. Peso seco do musculo de Nofothenia neglecta ...................ccocooeueeeeaoieneneeiieeeieeneeens 22
Figura 16. Aguano miisculo de Notothenianeglecta ........................ccooweemeeeeereeeereeeeereeereeeseissen 23
Figura 17. Peso imido de proteinas no musculo de peixes da espécie Notothenia neglecta ............. 24
Figura 18. Peso seco de proteinas no musculo de Notothenia neglecta .....................ccccouveeevennnnnene. 25
Figura 19. Peso imido de lipideos no musculo de Notothenia neglecta .....................ccoooueeccvunneee. 25
Figura 20. Peso seco de lipideos no musculo de Notothenianeglecta .....................cccccevevvevenucennn. 26
Figura 21. Peso seco do figado de Notothenianeglecta ......................cc.ccccccociiiiniiniinniinen, 28
Figura 22. Aguano figado de Notothenia neglecta ........................c.cooeveveeeeeveereeeeeeeeescesseeeess e 29
Figura 23. Peso umido de proteinas no figado de Notothenianeglecta ..........................cccccooeeninn. 29
Figura 24. Peso seco de proteinas no figado de Notothenianeglecta ....................c.cccoooiiirininn, 30

Figura 25. Peso umido de lipideos no figado de Notothenianeglecta .......................cccccccoonane.. 31

Figura 26. Peso seco de lipideos no figado de Notothenianeglecta .......................ccccoovvecnninnnnnnnnn. 31



LISTA DE TABELAS

Tabela I-Comprimento total (Lt) e comprimento standard (Ls), desvio padrio das médias (Sx),

comprimentos minimos e maximos (Ax) e nimero total de animais () ...............ccoccceeeerriiennnnnen. 09
Tabela II- Atividade natatoria de Notothenia neglecta .....................cccooeeveeeeeereeeeneeieeeanereneeann 14
Tabela ITI Numero de peixes dispersos da espécie Notothenianeglecta ........................cc..cu....... 20

Tabela IV: Lipideos e proteinas totais (expressos em peso umido e peso seco) e Agua no
masculo de Notothenia neglect .....................ccooooceeecueeeiiieciiieeeeieee et eeeeresn s e e nnsenas 21

Tabela V Lipideos e proteinas totais (expressos em peso umido e peso seco) e Agua no figado
de NototheniA neglect .....................c.ooovueeieeeeiieieeiee ettt sttt et 27



RESUMO

A adaptagdo dos peixes ao ambiente antartico estd relacionada & sazonalidade de
intensidade luminosa e, conseqiientemente, disponibilidade de alimento. Isto causa
mudangas nos habitos alimentares e no comportamento dos peixes nas diferentes estagdes
do ano. Notothenia neglecta (Nybelin, 1951) é um teledsteo onivoro, de dieta catdlica e
sujeito & baixa oferta de alimento durante o inverno. O presente trabalho teve como
objetivo estudar, através de ensaios em tanques, os efeitos do jejum no comportamento, na
composi¢do quimica e morfologia do figado e do musculo de N. neglecta. Os peixes foram
coletados na Baia do Almirantado (Ilha Rei George) nos verdes de 1998/99 ¢ 2000/01,
sendo os testes realizados nos laboratorios da Estagdo Antartica Comandante Ferraz. No
experimento, 6 individuos para cada grupo de teste foram mantidos em jejum por 7, 15, 20,
30, 45 e 60 dias. Um grupo controle foi alimentado e, um outro grupo, também controle foi
analisado imediatamente apOs a captura na natureza. Nofothenia neglecta é um teledsteo
sedentario, com baixa atividade, mas mostrou aumento progressivo de agressividade ao
longo do jejum. Nado foram encontrados diferengas significativas nos niveis de agua,
proteina e lipideos teciduais nos tempos experimentais. No musculo experimental foram
encontrados em média: 78,5% de agua; 6,4% e 3,0% de proteinas; 35,2% e 17,9% de
lipideos expressos em peso umido e peso seco respectivamente. No figado, 72,3% de agua;
14,4% e 58,1% de proteinas; e 8,8% e 33,3% de lipideos expressos pelo peso imido e peso
seco. Alteragcdes morfoldgicas foram observadas através de microscopia optica no musculo,
apos jejum, como desaparecimento parcial das estriagbes € aumento do perimisio na
musculatura esquelética. No figado houve achatamento dos hepatocitos € aumento de
vacuolizagdo apos jejum. Os resultados indicam que N. neglecta aparentemente reduz seu
metabolismo e atividade durante periodos de escassez de alimento, apresentando assim
grande capacidade adaptativa a variagdo sazonal do alimento disponivel, garantindo sua

sobrevivéncia no ecossistema antartico.
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ABSTRACT

The adaptation of fish to the Antarctic environment is related to the sazonality of
light intensity and consequent availability of food. This causes changes in the feeding
habits and the behaviour of fish in different seasons. Notothenia neglecta Nybelin, 1951 is
an endemic teleost in Antarctica. It is omnivorous with catholic diet, and subject to low
food offer during the Antarctic winter. The present research aimed to study, through
experiments in tanks, the effects of starvation on the behaviour of N. neglecta and on the
chemical composition and morphology of liver and muscle. Fish were collected from
Admiralty Bay (King George Island) , during the summers 1998/99 and 2000/01, and the
fish tests were conducted at the Brazilian Antarctic Station Comandante Ferraz. Fish were
maintained in 1000 litres tanks. In the experiment, 6 individuals for each test group were
food deprived for 7, 15, 20, 30, 45 and 60 days, and the control group was fed every day
for the same period. Another control group was analysed immediately after capture from
the natural environment. N. neglecta are sedentary, and showed very low levels of activity,
but increasing aggressiveness along the period of food deprivation. No significant changes
were seen in the water, protein and lipid levels along the experimental period. In the muscle
mean values of 78.5% water, 6.4% (%DW) and 3.0% (%WW) of protein and 35.2%
(%DW) and 17.9% (%WW) of lipids, were obtained, and in the liver 72.3% water, 14.4 %
and 58.1% protein and 8.8% and 33.3% lipids. Some morphological changes were noticed
in the muscle after starvation, such as partial loss of striation and increase of the
perimisium. In the liver, changes in the shape of hepatocytes and increase in vacuolisation
were observed. Our results indicate that N. neglecta apparently reduces its metabolism and
activity in periods of low food supply, showing therefore great adaptive capacity to the
sazonal variability in food offer, what guarantees their survival in the Antarctic ecosystem.



L. INTRODUCAO

Uma variedade de processos vitais como o crescimento, a reprodugdo e a
sobrevivéncia de espécies ¢ influenciada por fatores abibticos, entre os quais a
temperatura, a salinidade e a luminosidade. Enquanto a temperatura é baixa, porém
constante, o regime de luz na regidio Antartica é extremamente variavel nas diferentes
estagbes do ano e caracteristico das regides polares. No inverno, a quantidade de luz é
reduzida, enquanto que no verfo a luz é praticamente continua. Nas outras estagdes do
ano, temos situagbes intermedidrias de luminosidade (RIVKIN & PUTT, 1975; FANTA
et al., 1994; FANTA, 1999; FANTA et al., 2001). Além disso, localmente, a
transmiss3o da luz no mar congelado é influenciada por dﬁzersos fatores, dentre os quais
o angulo do sol, as condigdes do gelo marinho, a cobertura de neve e os fatores
biolégicos como a quantidade de fitoplancton abaixo da superficie do gelo (BUNT &
WOOD, 1963).

As variagdes sazonais do periodo e da intensidade de luz a que estio sujeitas as
formas de vida na Antartica, levam a alteragdes na biomassa e na produtividade
primaria no oceano (EASTMAN, 1993). No inverno, como a quantidade de luz é
reduzida, toda a cadeia tréfica sofre com a queda da biomassa no primeiro nivel de
produgdo. Para se ajustar a essa sazonalidade, os peixes antarticos desenvolveram
habitos alimentares e mecanismos morfofuncionais responsaveis pela obtengio e pelo
armazenamento de energia naquelas épocas.do ano em que h4a maior produtividade,
sendo consumindo esta reserva energética principalmente no inverno quando o alimento
¢ escasso (CLARKE, 1988; JOHNSTON & BATTRAM, 1993).

Aproximadamente 300 espécies de peixes demersais e pelagicos sdo
encontradas ao sul Convergéncia Antartica, sendo que a grande maioria endémica
(GROSHLER, 1994). O grupo dominante de peixes, em niimero e biomassa, pertence
Subordem Notothenioidei. Esta subordem representa aproximadamente 50% dos peixes
da regido (GON & HEEMSTRA, 1990). A radiag@o adaptativa desse grupo leva a crer
que a fauna anterior foi quase toda extinta e que os nototeniéides sdo um grupo
monofilético que ocupou um nicho ecolégico (IWAMI, 1985; EASTMAN, 1993).
EASTMAN (1991) sugere que o fato do endemismo dos Notothenioidei ndo estar

representado nos registros fosseis encontrados na Antartica, deve estar relacionado com



a sua evolugdo /n situ, nas margens do continente, no decorrer da sua adaptacfio as
condi¢Ses de congelamento durante o Terciario.

Notothenia neglecta (sin. (Notothenia coriiceps e Notothenia coriiceps
neglecta) é uma espécie de peixe antartico com ampla distribuigio, habitando as areas
costeiras do continente Antartico, Peninsula Antartica, 4reas de recife no arco de Scotia,
Ilhas Georgia do Sul, Bouvetoya, Peter, Orkney do Sul e Sandwich do Sul (EVERSON,
1997; FISCHER & HUREAU 1985). E uma espécie demersal que vive em 4guas com
profundidade entre 0 e 450 metros (KOCK, 1989; TIEDKE & KOCK, 1989 apud
BARRERA-ORO & CASAUX, 1990), sendo abundante nas profundidades até 200m
nas zonas em que o mar congela sazonalmente (FISCHER & HUREAU, 1985; KOCK,
1992).

Apesar de ndo ser comercialmente explorada, é considerada uma espécie
potencialmente importante na regifio, devido a sua posig@o na cadeia alimentar antértica
(EVERSON, 1997; FISCHER & HUREAU, 1985).

Os peixes, como os outros vertebrados, respondem prontamente a
complexidade ambiental devido a flexibilidade do tamanho do corpo, taxa de
crescimento e biologia (SNORRASON et al.,1994). Os ritmos bioldgicos representam

.um importante papel na adaptagio e organizagdo temporal dos organismos vivos, pois
permitem aos animais ajustarem seus processos fisiologicos (FANTA ef al., 1994) ao
tempo cronolégico do mundo externo (FIGUEROA et al., 2000).

Limitagdes morfolégicas impdem diferentes comportamentos alimentares
(CHAO & MUSICK, 1977, NORTON, 1991). Assim, é possivel correlacionar
adaptagdes morfoldgicas com condigdes ecoldgicas (WIENS & ROTEMBERRY, 1980;
NORTON, 1991), tais como habitat, habitos alimentares e composi¢dio da dieta
(KEAST & WEBB, 1966; ALEXANDER, 1970, SAZIMA & CAMASHI, 1989,
GUNN & MILWARD, 1985, MOODIE, 1985, MATTSON, 1990; GUINEA &
FERNANDEZ, 1992; RIOS & FANTA, 1998; VIANNA et al., 2000).

Durante o processo evolutivo dos peixes e conforme os habitos alimentares de
cada espécie, um mecanismo proéprio foi desenvolvido para a obtengio do alimento,
demonstrado através do comportamento alimentar (FANTA et al., 1994; FANTA &
MEYER, 1998; FANTA, 1999, FANTA, et al. 2001) e associado as modificagdes
morfoldgicas e fisiolégicas do aparelho digestério (DZHUMALIYEV, 1982). Dessa



forma, a relagdo entre o habito alimentar e a morfologia e a fisiologia do trato digestério
¢ de grande importincia na interpretagdo das preferéncias alimentares e nas
possibilidades de digestdo e absorgdo do alimento (VIANNA et al., 2000).

Nos peixes antarticos, adaptagdes ao tipo de presa e ao habito alimentar, podem
ser observadas mesmo em nivel de familia. Muitos peixes antarticos apresentam habitos
alimentares onivoros e oportunistas como um tipo de adaptagdo as condigSes polares
(EVERSON, 1984). Com grande diversidade, tanto na dieta quanto no comportamento
alimentar, Notothenia neglecta é menos especializada na escolha ¢ no método de
obtencdo da presa se comparada com outras espécies de Nototenidides (DANIELS,
1982; KOCK, 1992; RIOS & FANTA; 1998; FANTA & MEYER, 1998). Crustaceos
bentdnicos, principalmente anfipodas, sfo as presas mais freqiientes capturadas pelos
peixes antarticos, seguidos por poliquetas, isbpodas, gastropodes e bivalves (DANIELS,
1982).

Carboidratos, lipideos e proteinas sdo a maior fonte energética dos peixes apos
a ingestdo de alimentos. Estes macronutrientes constituem a maior parte do peso seco
ingerido, podendo ser utilizados diretamente como combustivel ou ainda, armazenados
dentro do corpo para serem utilizados mais tarde. Vitaminas e sais minerais s3o
micronutrientes requeridos pelos peixes e consumidos em pequenas doses, garantindo
sua sobrevivéncia e seu crescimento eficaz (JOBLING, 1995).

O glicogénio pode ser mobilizado formecendo a glicose utilizada para a
obtengio de energia de forma anaerébica quando o animal encontra-se em condic:?)es
severas de hipéxia ou anéxia. Assim, o armazenamento do glicogénio no musculo e no
figado, serve como reserva de alimento durante os periodos de ajuste a novos ambientes
(WENDT, 1965). Contudo, para a armazenagem em longo prazo de grandes
quantidades de energia, a gordura é a substéncia mais utilizada. Em peixes, o glicogénio
parece ser pouco utilizado, sendo totalmente mobilizado em poucas horas, ndo servindo
como um bom substrato para o armazenamento sazonal de energia (JOBLING, 1995).

A oxidagdo dos 4cidos graxos produz mais energia, calor e 4gua do que uma.
quantidade equivalente de carboidratos. Analisando a absor¢do de lipidios pelos
enterécitos de Notothenia neglecta, HERNANDEZ - BLAZQUEZ (1996) concluiu que

a capacidade de absorgdo lipidica é maior do que a apresentada por teledsteos de regides



temperadas, sendo este fator uma adaptagiio desta espécie as baixas temperaturas
(SOMERO et al., 1998).

Aparentemente, Notothenia neglecta é capaz de processar o alimento em taxas
similares ao longo de todo o ano. H4, no entanto, diferengas sazonais no metabolismo
intermediario em peixes que se alimentaram ad libitum sendo, por exemplo, os estoques
de trigliceridios no figado 54% maior nos individuos aclimatados no verdo do que
naqueles aclimatados no inverno (JOHNSTON & BATTRAM, 1993). Lipidios sdo o
combustivel primario para o metabolismo energético de peixes antarticos (CROCKETT
& SIDDELL, 1990). Parece haver redugdo da atividade alimentar e/ou grande
mobilizagio de lipidios durante os meses de inverno, o que pode possivelmente estar
relacionado ao desenvolvimento das génadas (JOHNSTON & BATTRAM, 1993).

Além de sua importancia estrutural e como fonte energética, os lipidios sdo
menos densos e ocupam menos espago durante a estocagem nos tecidos (EASTMAN,
1993). Ademais, o oxigénio é quatro vezes mais soliivel e difunde-se mais livremente
em lipidios do que no citosol aquoso (EASTMAN, 1993). Assim, hipoteticamente, os
lipidios intracelulares em peixes antarticos podem aumentar a difus3o de oxigénio dos
capilares para as mitocondrias localizadas profundamente nas fibras musculares
oxidativas. Essas fibras também podem servir para a estocagem de oxigénio,
principalmente nas espécies deficientes de mioglobina (EASTMAN, 1993). Uma vez
que a viscosidade citoplasmatica ¢ maior em ambientes com baixas temperaturas, o
aumento da porcentagem em volume de goticulas lipidicas e mitocdndrias servem para
diminuir a distincia de difus3o e desta forma, compensar a taxa reduzida de difusio de
oxigénio e outras substincias (EASTMAN, 1993).

A digestio decompde as proteinas dos alimentos em aminoacidos que s3o
absorvidos pela corrente sangiiinea e absorvidos para todas as partes do corpo do
animal. Assim como as enzimas devem manter um nivel 6timo de afinidade com seus
substratos e cofatores, para manter uma regulagio metabdlica apropriada, as
subunidades de proteinas multiméricas devem manter afinidades corretas necessarias a
automontagem reversivel sob condigdes fisiolégicas particulares do meio (DI PRISCO
et al. 1991).

Diferengas nos niveis de alimento fornecido pelo diferente habitat natural tém

sido responsaveis por diferengas nas taxas de crescimento, longevidade, fecundidade e



tempo de desova em Salmo salar, sendo que o crescimento dos peixes é anormal
quando ha uma baixa quantidade de proteinas em sua dieta (SATOMI & NOSE, 1971).

As atividades de sintese protéica no RNA servem como instrumento na
investigacdo da eficicia que diferentes dietas promovem no crescimento. SATOMI &
NOSE (1971), demonstraram que um aumento nos niveis de proteina na dieta de Salmo
gairdneri resultam em um aumento quase proporcional nos niveis de 4cidos nucléicos
no musculo e nos tecidos do trato digestério desta espécie, assim como no tecido
hepatico de Pleuronectes platessa.

Apds a alimentagdo ha um aumento na taxa metabélica (JOBLING, 1981;
JOHNSTON & BATTRAM, 1993). Em peixes de regides temperadas, as taxas de
consumo de oxigénio aumentam de 2 a 3 vezes dentro de poucas horas, quando
relacionadas aos niveis de jejum pré-alimentar (JOBLING, 1992 apud JOHNSTON &
BATTRAM, 1993). Essa variagdo depende da temperatura, da composi¢io e do
tamanho do alimento e reflete requerimentos energéticos de numerosos processos,
incluindo digestdo, absorgdo, estocagem de nutrientes, determinagio de aminoacidos,
sintese de produtos de excregdo e aumento da sintese de proteinas e lipidios associados
com o crescimento (JOBLING, 1995 apud JOHNSTON & BATTRAM, 1993).

| Padrdes sazonais em peixes antarticos, da massa do figado e da massa total do
corpo em relagdo ao comprimento, sugerem que a energia disponivel para o crescimento
varia durante o ano (CLARKE & NORTH, 1991). O tamanho relativo do figado de N.
neglecta é maior no verdo e diminui rapidamente apés a desova, sugerindo uma relagio
com os estadios finais da maturagdo dos ovos (EVERSON, 1970).

As observagdes de FANTA et al. (1994), demonstraram que durante o verdo, o
comportamento e as necessidades energéticas de Notothenia neglecta e outros peixes
antarticos obedecem a um ritmo circadiano. Apesar de ter preferéncias alimentares
especificas (FANTA, 1999), a alimentago n3o seletiva na natureza (EVERSON, 1984;
BARRERO-ORO & CASAUX, 1990; RIOS & FANTA, 1998), constitui uma
importante economia energética, reduzindo ao minimo seu gasto de energia em busca de

alimento.
O musculo apresenta as miofibrilas como unidades moleculares de contrago.
Nestas unidades ocorrem alteragdes apés periodos relativamente curtos de jejum até sua

completa desorganizagio. Apés periodos longos de jejum dificilmente os peixes podem



desenvolver suas atividades natatérias ou mesmo sobreviver. Na falta de alimentag&o as
reservas lipidicas do misculo sdo mobilizadas, a quantidade de fosfolipidio diminui, a
proteina muscular é excessivamente retirada e o conteido de 4gua aumenta ou se
mantém. Tais eventos promovem alterages estruturais nas membranas das fibras a
nivel celular (LOVE, 1970).

Segundo HIBIYA (1982), grande quantidade de lipideos e glicogénio sdo
observados no citoplasma das células hepaticas determinando a forma dos vactolos
presentes nas mesmas. Com o armazenamento destes componentes bioquimicos os
hepatocitos trabalham com eficiéncia na sua metabolizagdio. No entanto, alteragSes na
sintese de lipideos ou o aciimulo dos mesmos no citoplasma causa atrofia ou retragio
celular e, aumento no niimero de granulagSes citoplasmaéticas. Embora o ntcleo nio se
altere estruturalmente, citlises ocorrem freqiientemente.

Assim, a partir de observagdes relacionadas ao comportamento biolégico e aos
habitos alimentares de Notothenia neglecta, e levando-se em consideragio sua relagio
com os recursos disponiveis na natureza nas diferentes épocas do ano e regides da
Antartica, este trabalho experimental foi desenvolvido com o intuito de estudar o efeito
do jejum por periodos de até 60 dias nas reservas energéticas e constitucionais, bem
como seus reflexos no comportamento desta espécie e quais seriam, portanto, as

conseqiiéncias para a ecologia desta espécie de peixe Antartico.



1L OBJETIVOS

II. 1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar experimentalmente o efeito progressivo do jejum sobre o

comportamento, a composi¢do quimica e a morfologia do peixe Antartico Notothenia

neglecta.

a)

b)

c)

11. 2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o comportamento de N. neglecta em tanques, durante um periodo de 60
dias de jejum, em comparagio com o de peixes alimentados ao longo do mesmo

periodo.

Analisar o conteido- de proteinas, lipideos e 4gua no musculo e figado de N.
neglecta ao longo do periodo de 60 dias de jejum, em comparagdo com o de peixes
alimentados no mesmo periodo e de peixes coletados na natureza durante o verdo

antartico.

Analisar o estado morfolégico do figado e do musculo de N. neglecta, através de
microscopia éptica, ao longo do periodo de 60 dias de jejum em comparagdo com o
de peixes alimentados no mesmo periodo e de peixes coletados na natureza durante

o verdo antartico.



1. MATERIAL E METODOS

II. 1 - LOCAL DE ESTUDO

A Baia do Almirantado est4 situada ao sul da Ilha Rei George e esta se localiza a
oeste da Peninsula Antartica (Fig. 1a e 1b). A Tlha Rei George é a maior ilha do
arquipélago da Shetlands do Sul, possuindo um territério de 1.300km?, sendo que 90%
da sua superficie est4 revestida por gelo (Fig. 1c). A Baia do Almirantado é a maior baia
da ilha, com um volume de agua de 24,24 km® (100%) e uma profundidade média de
201,7 m. (RAKUSA- SUSZCZEWSKI, 1980).

A Estagio Antartica Brasileira Comandante Ferraz (E A C F.) esta localizada na
Peninsula Keller da Baia do Almirantado (62° 05'S - 58° 23', SW) (Fig. 2a). AEACF
esta equipada com médulos com tanques para triagem e estocagem de animais marinhos
(Fig. 2b); outros com temperatura controlada em torno de 0°C, onde existem tanques
para a realizagio de bioensaios (Fig. 2c). Ha ainda moédulos utilizados para o
desenvolvimento de analises laboratoriais (Fig. 2d). A EACF conta também com botes
inflaveis “Zodiac” (Fig. 3a) e uma lancha oceanografica “Skua” (Fig. 3b).

IIL. 2 — MATERIAL BIOLOGICO

IIL. 2.1 - CARACTERIZACAO DOS ESPECIMES

Os 100espécimes estudados apresentaram em média o comprimento total (Lt)
de 33,5 cm, desvio padrio (Sx) de + 5,02, com amplitude de variagdo (Ax) 24,0 cm -
51,0 cm (Tab. I).

Dos espécimes estudados, 89% eram adultos e destes, 41% fémeas e 59%

machos. Os 11% restantes eram juvenis.



Tabela I-Valores médios de comprimento total (Lt) € comprimento
padrdo (Ls), desvio padrdo das médias (Sx), comprimentos minimos e
maximos (Ax) e nimero total de animais (n) avaliados neste trabalho.

Notothenia neglecta X Sx Ax n
Lt (cm) 39,1 5,02 24,00 51,00 100
Ls (cm) 31,3 4,57 20,00 455 100

A identificagio dos exemplares de Notothenia neglecta (Nybelin 1951) usados
neste trabalho foi feita de acordo com FISCHER & HUREAU (1985). O teledsteo
estudado pertence 4 Ordem Perciforme, Sub-ordem Notothenioidei e Familia
Nototheniidae (Fig.4a).

KOCK (1992) considera Notothenia neglecta (Nybelin 1951), como sindnimo de
Notothenia coriiceps. Sabe-se, no entanto, que existe uma consideravel variagio das
caracteristicas meristicas € morfométricas nesta espécie (EVERSON, 1984; FANTA et
al., 2001). Nybelin (1951) descreveu Notothenia .neglecta como uma nova espécie,
porém segundo GON & HEEMSTRA (1990), Nybelin teria utilizado exemplares jovens
de Notothenia coriiceps (Richardson, 1844). Como nesse trabalho a identificagdo dos
espécimes foi feita segundo FISCHER & HUREAU (1985), a nomenclatura adotada
sera N. neglecta, ja que os exemplares tém dados meristicos que os aproximam mais

desta espécie (Fig.4b).
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II. 3 - DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

Os espécimes de Notothenia neglecta foram coletados a uma profundidade de
20-40m com rede de espera trimalha e com vara e molinete, de 10-15 m de
profundidade (Fig. 3a), durante o verfio antartico, nos meses de dezembro de 1999 a
margo de 2000 e de dezembro de 2000 a janeiro de 2001 na Baia do Almirantado. Os
peixes coletados eram colocados nos tanques com agua do mar na lancha oceanografica
(Fig. 3d), durante o transporte para os tanques da Estagdo Antartica Comandante Ferraz.

As condigdes abidticas do periodo de aclimatagio foram mantidas durante todas
as fases experimentais: pH 7,0 (+0.2), salinidade 34% (+0.5) e temperatura 1,0°C (+
0.5). O fotoperiodo foi mantido em 22 horas de luz, 2 horas de escuro, semelhante ao
encontrado na natureza no verdo austral. Lampadas vermelhas simulavam o periodo
escuro e lampadas convencionais o periodo claro.

Em cada tanque foram colocados 6 peixes, alimentados diariamente as 18:00h
(periodo claro) com pedagos de peixe na proporg¢io de Sg/kg de peixe. Os peixes foram
alimentados no primeiro dia experimental apdés a aclimatagiio (To) e distribuidos
aleatoriamente em tanques de 1000 litros. Os peixes do grupo controle continuaram a
ser alimentados diariamente as 18:00h com pequenos filés de peixe da mesma espécie
ou de Trematomus newnesi. Os peixes experimentais foram mantidos em jejum
completo, por um periodo maximo de 60 dias.

Os seguintes estudos foram realizados:
III. 3.1 - ANALISE COMPORTAMENTAL

As observagdes do comportamento, tanto dos peixes mantidos em jejum
(experimentais) como dos alimentados (controle), foram realizadas duas vezes ao dia, as
08:00h (manh3) e as 20:00h (noite), respectivamente, 6 e 18 horas apés o inicio do
periodo iluminado. Cada individuo foi observado durante 10 minutos, pelo método
direto.

Os seguintes itens comportamentais foram observados e relatados: (1)
quantidade de peixes em natag3o (deslocando-se pelo tanque); (2) tempo de natagdo, (3)

agressividade que compreende os seguintes subitens: a) nimero de ataques (considerado
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quando um peixe nadava direcionadamente ao encontro de outro, empurrando ou
mordendo seu oponente) e b) niimero de persegui¢des (quando o peixe agressor nadava
atras do oponente, que tentava se deslocar para escapar da agressio); (4) distribuigio
dos peixes no tanque (numero de peixes agrupados ou n#o) e, (5) posigdo dos peixes nos
tanques (foram consideradas as regides: parede, canto e meio dos tanques).

Para as analises, os dados foram reunidos em periodos de 1-7, 8-15, 16-30, 31-
45 e 46-60 dias de observagdo. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de analise de
varidncia (ANOVA) seguida do teste de comparagio miltipla de Bonferroni. A
significAncia estatistica se deu em nivel de 95% (p<0.05). Os célculos foram realizados

com auxilio do software GraphPad ® Prism, versdo 1995.

MI. 3.2 — ANALISES BIOQUIMICAS

Foram realizados analises dos niveis de proteinas, lipideos, peso seco e dgua no
figado e musculo esquelético de peixes capturados na natureza, de espécimes
submetidos experimentalmente a jejum, bem como de peixes controle, alimentados em
tanques.

Quarenta e dois peixes foram alimentados no primeiro dia de aclimatagio e
distribuidos aleatoriamente em tanques. Um grupo com seis animais controle foi
alimentado diariamente as 18:00 h e cinco grupos foram mantidos em jejum por 7, 15,
20, 30 e 60 dias.

No final de cada periodo experimental os animais foram sacrificados. Amostras
de figado e musculo foram coletadas e acondicionadas em tubos de microcentrifugagio
de 1,5 ml e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido.

O material foi transportado para o Laboratério de Impacto Ambiental da UFPR,
na camara fria do Navio de Pesquisas Oceanograficas Ary Rongel. Posteriormente, este
material foi mantido em freezer (-20° C) até o momento das analises.

Para as analises bioquimicas, as amostras foram pesadas e homogeneizadas em
4gua destilada nas proporgdes de 1:9 (musculo) e 1:19 (figado). Duas aliquotas de 50 pl
foram separadas para o teste de proteina e trés aliquotas de 200 pl para determinago de

lipideos (Anexo I).
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Para a determinago de proteinas totais utilizou-se 0 Método de LOWRY et al.
(1951) (Anexo II).

A extragio de lipideos foi feita de acordo com BLIGH & DYER (1959) (Anexo
II) e a quantificagdo com kit de lipideos totais (Labtest ®).

Os pesos imido e seco de cada amostra foram determinados através de pesagem
de aliquotas de aproximadamente 1000ul, antes e ap6s secagem em estufa a 60°C
durante 72 horas. Foi utilizada balanga analitica de precisdio (Precision — PR 100 ®).

Através do teste de anélise de varidncia (ANOV A) foram comparadas as médias
de cada componente, no muisculo e figado dos peixes submetidos aos diferentes
tratamentos. Quando as variincias ndo foram homogeéneas, o teste de Kruskal-Wallis foi
aplicado. Os resultados foram obtidos com o auxilio do programa STATISTICA FOR
WINDOWS ® versio 5 (Stat Soft, Inc). O nivel de significincia adotado foi p<0.05.

1. 3.3 — ANALISE HISTOLOGICA DO FIGADO E MUSCULO

As andlises histoldgicas foram realizadas em tecidos coletados dos mesmos
peixes utilizados nas andlises bioquimicas. Nos tempos 7, 15, 20, 30, 45 e 60 dias apo6s
o tempo inicial Ty foram coletadas amostras de musculo da regido posterior das
nadadeiras peitorais, assim como de figado na porgio mediana dos 16bulos hepaticos.

As amostras dos tecidos foram lavadas com solugdo fisiologica de Cortland
(WOELF, 1963) e fixadas em liquido de Bouin (BUCHERL, 1962; CULLING et al.,
1985) para a microscopia optica (Anexo IV). Apés a fixagiio do material procedeu-se a
desidratagio de rotina e inclusdo das amostras em Paraplast Plus®(Anexo V), sendo
obtidos cortes em 2-3 um, que foram corados com Hematoxilina-Eosina (CLARK,
1981) (Anexo VI).
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IV. RESULTADOS

IV. 1 - COMPORTAMENTO

IV. 1.1 — ATIVIDADE NATATORIA

Notothenia neglecta tem baixa atividade natatéria, sendo que um individuo se
movimenta em média apenas durante 1,54 % do tempo. Nem todos os peixes, em um
grupo de 6 animais, se movimentaram. Durante a maior parte do tempo os peixes
ficaram em repouso, apoiados no substrato.

Nos primeiros sete dias apés os To, dois animais em média nadavam ativamente
durante a manhi e quatro durante a noite. Depois deste periodo até o final do
experimento, o0 numero de peixes em movimento foi dois animais nadando em cada
tanque, tanto de manhi quanto a noite, ndo havendo diferenga significativa desta
proporgdo entre os peixes controle alimentados e os experimentais em jejum.

O tempo médio (+ erro padrdo da média) da atividade natatéria dos peixes, tanto
dos animais controle como dos experimentais submetidos ao jejum e avaliados pela
manh3 foi significativamente maior do que a dos peixes em jejum no periodo da tarde
(Fig.09).

15+

—
2

Tempo de Natagido em
segundos
(ln

Y Controle Controle BExperm Bxperim
Manha Tarde Manha Tarde

Figura 09. Média + erro padrdo da média do tempo de natagdo de Nofothenia neglecta
avaliado em segundos, conforme os diferentes grupos experimentais ¢ turno de observagdo. O
teste estatistico aplicado foi o de anmalise de varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de
Bonferroni.

* Difere estatisticamente do grupo controle manha para p<0.05;

** Difere estatisticamente do grupo controle tarde para p<0.001;

# Difere estatisticamente do grupo experimental manha para p<0.01
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Observam-se variagdes da porcentagem de tempo em que os peixes estio em
atividade natatoria ao longo do experimento e de acordo com a condi¢io alimentar. Os
peixes do grupo controle nfio apresentaram diferengas significativas na porcentagem de
tempo em natagdo entre os periodos da manh3 e da tarde. Entretanto o nivel de atividade
natatoria média foi constante nos primeiros quinze dias e crescente até o final do
experimento.

Os peixes submetidos ao jejum apresentaram diferengas significantes (p=0.02)
entre tempo em atividade no periodo da manhi e a tarde e, portanto cada periodo foi
analisado separadamente. Os animais avaliados no periodo da manha apresentaram uma
atividade natatéria reduzida nos primeiros e nos ultimos quinze dias de avaliagfo.
Porém quando analisamos estes mesmos animais durante o periodo da tarde, foi
possivel constatar que estes apresentaram um decréscimo na atividade natatéria, sendo

mais acentuado durante a Gltima quinzena de observagio (Tab. II).

Tabela 1I- Média + erro padrdo da porcentagem da atividade natatoria de peixes N. neglecta
controles e experimentais nos diferentes periodos, agrupados conforme os varios dias de
observagdo.

Notothenia neglecta DIAS DE OBSERVACAO
GRUPOS PERIODO  01-07 08-15 16-30 31-45 46-60
Controle Manh3a 1.23+0.25 1.37+0.18 1.86+0.32 1.24+024 1.89+0.31
Tarde 1.0540.13 1.41+0.28 1.42+0.21 2.30+0.39 2.04+0.40

Experimental Manh3 2.00+£0.44 1.30+0.42 1.20+0.14 2.03%0.31 1.55+0.31

Tarde 0.70+0.25 1.05+0.15 1.13+0.11 1.38+0.22 0.65+011

*. Kk
;¥EH#

A andlise estatistica foi realizada pela analise de varidncia seguida pelo teste de Bonferroni.
*Difere do grupo controle de 31-45 dias tarde para p<0.001
** Difere do grupo controle de 46-60 dias tarde para p<0.05

# Difere do grupo experimental de 31-45 dias manhi para p<0.05
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Peixes submetidos ao jejum por 46-60 dias apresentaram uma redugdo
significativa de atividade natatéria, quando comparado aos peixes dos grupos controle
31-45 dias tarde; controle 46-60 dias tarde e aos animais do grupo experimental 31-45

dias manh3 (Fig. 10).
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Figura 10. Média + erro padrdo da média da atividade natatoria de Notothenia neglecta
avaliado em segundos, conforme os diferentes grupos experimentais, turno ¢ dias de
observagdo. O teste estatistico aplicado foi o de analise de varidncia (ANOVA) seguido pelo
teste de Bonferroni.

*Difere do grupo controle de 31-45 dias tarde para p<0.001
** Difere do grupo controle de 46-60 dias tarde para p<0.05
# Difere do grupo experimental de 31-45 dias manh3 para p<0.05

IV. 1.2 — AGRESSIVIDADE

Nos primeiros sete dias de observagdo os peixes alimentados diariamente ndo
demonstraram nenhum comportamento agressivo. Apds quinze dias e até o final do
experimento, no entanto, observou-se disputa pelo alimento, com demonstragdes
constantes de agressividade, com nitida hierarquia dos animais de tamanhos diferentes,
sendo que o dominante foi o animal que possuia comprimento total maior.

Durante os primeiros trinta dias de jejum, os peixes demonstraram

comportamento agressivo constante, sendo que os peixes menores foram perseguidos
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pelos maiores. Nos ultimos quinze dias, entretanto, tanto os ataques quanto as
perseguigdes cessaram.

O valor médio do niimero de persegui¢des ndo foi alterado quando analisamos
os animais dos grupos controle e experimental, durante os turnos diurno e noturno e nos
diferentes dias de observagio dos animais. (Fig. 11). A variabilidade observada entre os
animais do grupo experimental tarde - periodo de 1-7 dias de jejum ocorreu devido a um

unico animal que apresentou 11 perseguigdes durante este periodo.
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Figura 11. Média + erro padrio da média do namero de persegui¢bes avaliadas na
Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais, turno ¢ dias de observagdo. O
teste estatistico aplicado foi o de analise de varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de
Bonferroni.

O nimero médio de ataques apresentados pelos peixes durante todo o
experimento foi muito variavel. Esta variabilidade nio permitiu uma identificagdo
estatistica das diferengas. Podemos verificar, no entanto, uma tendéncia de aumento no
comportamento de ataque entre os animais que estavam em jejum, no turno da noite,
entre o periodo de 16-30 dias de experimento, quando comparado aos animais dos dois

grupos controle neste mesmo periodo de observagdo (Fig. 12).
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Figura 12. Média + erro padrdo da média do nimero de ataques avaliados na Notothenia
neglecta conforme os diferentes grupos experimentais, tumo e¢ dias de observagdo. O teste
estatistico aplicado foi o de analise de varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni.

IV. 1.3 — DISTRIBUICAO / POSICAO

Foi observada uma tendéncia para que os animais controle apresentassem um
maior padrio de agrupamento quando comparados aos animais dos grupos
experimentais. Isso ocorreu nos primeiros trinta dias de observagdo. Apos este periodo,
a tendéncia dos grupos experimentais foi de apresentar o0 mesmo padrdo de resposta
comportamental, isto é, em média, trés animais agrupados.

Ao serem mantidos em jejum, Notothenia neglecta demonstraram preferéncia
por permanecerem agrupados, seja em grupos de quatro ou seis animais, o que foi mais
claramente observado nos tltimos quinze dias do experimento (Fig. 13).

O grupo controle de Notothenia neglecta passou grande parte do tempo no fundo

do tanque e o grupo experimental teve como local preferido o canto dos tanques.
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Figura 13. Média + erro padrdo da média do nimero de peixes da espécie Notothenia
neglecta agrupados, conforme os diferentes grupos experimentais, turno e dias de observagdo. O
teste estatistico aplicado foi a analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni.

Quando avaliamos o numero de peixes dispersos, o resultado foi inverso ao
descrito para o nimero de agrupados. Os animats dos grupos experimentais tenderam a
apresentar maior dispersdo quando comparados aos animais dos grupos controle,
durante os primeiros trinta dias de observagfio. No entanto, pela grande variabilidade

nas respostas, ndo foi possivel detectarmos diferengas significativas na comparagio

entre os grupos (Fig. 14).
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Figura 14. Média + erro padrio da média do nimero de peixes da espécie Notothenia
neglecta dispersos, conforme os diferentes grupos experimentais, tumo e dias de observagdo. O
teste estatistico aplicado foi o de analise de varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de
Bonferroni.
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Entretanto, foi possivel a detecgdo de diferengas estatisticas na comparagio de
respostas apresentadas pelos animais quando avaliamos o numero de animais nas

posigdes: 1-canto; 2- parede e 3- meio do tanque (Tab. III).

Tabela III- Média + erro padrdo da porcentagem da média do mimero de posigdes (1-canto; 2-
parede; 3- meio do tanque) avaliadas no peixe da espécie Nofothenia neglecta conforme os

diferentes grupos experimentais, turno ¢ dias de observagéo.

Notothenia neglecta DIAS DE OBSERVACAO
GRUPOS PERIODO  01-07 08-15 16-30 31-45 46-60
Controle Manhi 1.71+£0.28 2.62+0.18 2.00+0.33 1.20+0.11 1.58+0.15
Tarde - 2.29+0.28 1.25+0.16 1.89+0.35 1.33+0.13 1.17+0.11
Experimental Manhi 1.294+0.18 1.62+0.18 1.93+0.15 1.40+0.13 1.33+0.13
Tarde 0.43+0.30 1.50+0.19 1.60+0.13 1.20+0.11 0.27+0.121
**, # **; # *k *; # *; **; #

O teste estatistico aplicado foi o de analise de varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni.

* Difere do grupo controle de 1-7 dias tarde para p<0.05
** Difere do grupo controle de 8-15 dias manha para p<0.05
# Difere do grupo controle de 8-15 dias manh3 para p<0.001

Dessa forma, os animais do grupo controle tarde 1-7 dias, apresentaram

diferengas significativas (p< 0.05) entre os seguintes grupos: controle 31-45 dias
manhd; experimental 31-45 dias tarde; controle 46-60 dias tarde; experimental 46-60

dias tarde.
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IV. 2 - BIOQUIMICA

IV.21 - MUSCULO

Nenhum dos componentes bioquimicos variou significativamente no musculo, ao
longo de 60 dias de jejum. O misculo de Notothenia neglecta possui em média 78,5% de
agua e 21,5% de peso seco. Estes componentes apresentaram grande variabilidade
evidenciada, por exemplo, pelos valores de peso seco minimo de 6,6% e maximo de 39,0%

(Tab. IV).

Tabela IV: Médias das porcentagens de lipideos e proteinas totais (expressos em peso umido e

peso seco) e do peso seco ¢ da agua no musculo de Notothenia neglecta: X (dp,n).
Ps- peso seco; PrPu- proteina expressa em peso umido; PrPs- proteina expressa em
peso seco; LipPu- lipideo expresso em peso umido; LipPs-lipideo expresso em peso

SEco.
Tratamento Ps Agua PrPu PrPs LipPu LipPs
P 0,125 0,282 0,357 0,162 0,4602 0,403
Natureza 21,8 77,7 6,7 31,6 2,9 15,1
(8,6;14) (8,8,14) (1,6;8) (11,2;8) (2,8,7) (12,2;7)
Controle 25,4 75,0 7,2 35,3 2,1 9,7
9,4;11) (9.4;11) (1,6;5) (16,3;5) (1,3;8) (10,1;8)
Jejum 18,4 81,6 7,2 56,8 3,3 20,5
(7 dias) (11,6;5 (11,6;5) (3,0;4) (29,6;4 (1,7,5) (12.8;5)
Jejum 18,1 81,1 5,9 34,1 2,1 13,5
(20 dias) 4,8;5) 4,8;5) (3,8;4) (289,49 (1,1;4) (8,7;4)
Jejum 13,6 86,4 - - 4.4 35,7
(30 dias) 4,7,5) 4,7,5) (1,2;7)  (19,8;5)
Jejum 242 75,8 4,6 22,0 3,9 18,1
(60 dias) (5,4, 6) (5,4,6) (3,6;4) (194;4) (2,1;6) (13,3;6)
Meédia Geral 21,3 78,5 6,4 35,2 3,0 17,9
(8,6;46) (8,7:46) (2,6;25) (20,4;25) (1,8;37) (14,6;35)
Minimo 6,6 61,0 1,1 5,2 0,4 2,0
Maximo 39,0 88,8 11,4 98,9 9,2 68,2
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A figura 15 representa a média + dp do peso seco no musculo de Notothenia
neglecta, conforme o tempo de jejum destes animais. Mesmo n#o apresentando
significAncia estatistica, observamos pequena aumento de peso seco deste 6rgdo nos
animais experimentais aos 60 dias. Este valor volta a se elevar, apresentando valor

semelhante ao controle.
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Jejum

Figura 15. Porcentagem média (+ erro padrdo e desvio padrdo) do peso seco no musculo de
Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de observagfo.

Pela anilise da figura 16 na qual estdo representadas as médias + dp e ep na
porcentagem de agua dos musculos de Notothenia. neglecta, verificamos que néo houve
diferenga significativa entre os varios grupos avaliados. Inversamente ao resultado de peso
seco, existe uma tendéncia de aumentar a agua entre 7 e 30 dias de jejum, e reduzir aos 60
dias.
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Figura 16. Porcentagem média (+ erro padrdo e desvio padrdo) de dgua no musculo de Notothenia
neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de observagio.

A quantidade de proteinas também foi determinada e expressa em peso umido (Fig
17) e peso seco (Fig 18). Conforme verificado, ndo houve alteragdo significativa, quando
comparamos os dados referentes aos diferentes grupos experimentais. Apesar disto, foi
observado uma tendéncia de diminui¢io na quantidade de proteinas do musculo apés 20
dias de jejum (Fig. 17, 18). N3o foi possivel analisar os misculos dos peixes com 30 dias
de jejum pela insuficiéncia de material necessério para esta determinag@o.

No musculo dos peixes também foi determinada a quantidade de lipideos. Como
podemos verificar ndo foi detectada alteragio significativa de lipideos expressos em

peso umido quando analisamos os varios grupos experimentais (Fig. 19).

Por outro lado, quando analisamos os valores médios da quantidade de lipideos
expressos em peso seco, foi possivel verificar que, animais com 30 dias de jejum,
apresentaram aumento deste pardmetro bioquimico avaliado quando comparado com os

animais do grupo controle. Estes dados podem ser mais bem visualizados na analise da

figura 20.
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Figura 17. Porcentagem média (+ erro padrio e desvio padrio) do peso uimido de proteinas no
musculo de peixes da espécie Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos
experimentais e dias de observago.
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Figura 18. Porcentagem média (& erro padrdo e desvio padrdo) do peso seco de proteinas no

musculo de Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias
de observagio.
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Figura 19. Porcentagem média (+ erro padrdo e desvio padriio) do peso imido de lipideos no
musculo de Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de

observag#o.
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Figura 20. Porcentagem média (+ erro padrdo e desvio padrdo) do peso seco de lipideos avaliadas no
musculo de Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de

observagdo.
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IV.21 - FIGADO

Nenhum dos componentes bioquimicos variou significativamente no figado ao
longo de 60 dias de jejum. O figado de Notothenia neglecta possui em média 72,3% de
agua e 27,5% de peso seco. O peso seco também apresentou grande variabilidade

evidenciada pelos valores minimos de peso seco de 10,6% e maximo de 44,6% (Tab.V).

Tabela V: Médias das porcentagens de lipideos e proteinas totais (expressos em peso umido ¢
peso seco) e do peso seco e da agua no figado de Notothenia neglecta: X (xdp,n).
Ps- peso seco; PrPu- proteina expressa em peso umido; PrPs- proteina expressa em
peso seco; LipPu- lipideo expresso em peso umido; LipPs-lipideo expresso em peso

seco.
Tratamento Ps Agua PrPu PrPs LipPu LipPs
P 0,738 0,722 0,055 0,088 0,125 0,145
Natureza 26,8 72,7 7,4 77,3 7,8 29,1
(6,6;14) (6,3;14) (6,0; 9) 38,9;9) (2,7,6) (15,5;6)
Controle 29,1 70,9 15,7 48.6 6,5 20,1
G5 11) (5511 (565 (1525 @27 (103:8)
Jejum 33,5 66,5 6,9 23,0 13,7 43,0
(Tdias) | (64.5 (655 (1,53) (42:.3) (615 (225.5)
Jejum 24,0 76,0 10,7 48.0 7,2 304
@0dias) | (6,0:2) (6.0:2) (43.2)  (299.2) (05.2) (55.2)
Jejum 23,7 76,4 - - 8,7 45,3
(G0 dias) | (6.6.6) (6,6.6) 4,0,8) (21.2:6)
Jejum 26,5 73,6 13,1 58,2 8,7 34,6
60dias) | (113:6) (11.4:6) (11,0;4) (57.6) (57.6) (18,6;6)
Média Gerall 27,5 72,3 14,4 58,1 8,8 333
(1.2.44) (5.2.44) (60,23) (31,6,23) (4,5:34 (183;33)
Minimo 10,6 62,0 5,5 18,2 1,1 3,7
Méximo 44.6 89,4 16,1 73.6 21,6 81,1
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A figura 21 representa a média + dp e ep do peso seco dos figados de Notothenia
neglecta, conforme o tempo de jejum destes animais. Pudemos verificar que houve uma

tendéncia de redugio de peso seco apds 20 dias de jejum.
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Figura 21. Porcentagem média ( erro padrio e desvio padrio) de peso seco no figado de
Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de

observaggio.

Pela anélise da figura 22 onde representamos a média = dp e ep da agua dos
figados dos peixes da espécie Notothenia neglecta, divididos conforme o tempo de
jejum, observamos que apesar de ndo verificarmos diferenca significativa entre os

grupos analisados, existe um discreto aumento neste componente ap6s 20 dias de jejum.

Quando analisamos os dados da determinagio de proteinas, expressos em peso
umido, pudemos verificar uma diminui¢8o deste pardmetro bioquimico entre os animais,

a partir de sete dias de jejum, em relagdo aos animais da natureza e controle, (p= 0,055)
(Fig. 23).
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Figura 22. Porcentagem média (* erro padrdo e desvio padrio) de agua no figado de Notothenia

neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de observagio.
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Figura 23. Porcentagem médja (+ erro padriio e desvio padrdo) expressos em peso umido de

proteinas no figado de Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e

dias de observagdo
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Quando realizamos a analise dos dados de proteina, expressos em peso seco, a
mesma relagdo descrita anteriormente foi observada. Desta forma, animais com 7 dias
de jejum apresentaram uma redugfo deste pardmetro bioquimico quando comparado aos
animais dos grupos controle e natureza (p= 0,088). Estes dados estdo representados na
figura 24.
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Figura 24. Porcentagem média (+ erro padriio e desvio padrdo) do peso seco de proteinas no figado
de Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais dias de observagio.

A determinagdo de lipideos também foi realizada no tecido do figado. Foi
possivel verificar uma tendéncia de aumento deste pardmetro bioquimico entre os
animais com 7 dias de jejum. Entretanto, trés animais apresentaram dados discrepantes
em relagdo aos demais, o que justifica a impossibilidade de observagdo de significincia
na andlise dos dados (Fig. 25).

Quando avaliamos este mesmo pardmetro bioquimico, expresso em peso seco,
ndo foi possivel determinar qualquer alteragfio estatisticamente significativa na anélise

entre grupos (Fig. 26).
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Figura 25. Porcentagem média (& erro padrio e desvio padrio) do peso tmido de lipideos no figado

de Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de
observagio.
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Figura 26. Porcentagem média (+ erro padrdo e desvio padriio) do peso seco de lipideos no figado de

Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de observagéo.
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IV. 3 — HISTOLOGIA DO FIGADO E MUSCULO

IV. 3.1 - MORFOLOGIA MUSCULAR

O musculo esquelético de Notothenia neglecta apresenta coloragio
esbranquigada e fibrosa.

Foi analisada a morfologia de fragmentos de tecido muscular retirados de uma
por¢do acima das nadadeiras peitorais, atrds da cabega. O musculo esquelético é
revestido por uma bainha de tecido conjuntivo, o epimisio. Vasos sangiiineos, linfaticos
e nervos interiorizam o musculo e circundam os feixes de fibras musculares,
constituindo o perimisio. Em continuidade com o perimisio, 1dminas de tecido
conjuntivo estendem-se entre cada fibra muscular numa regifio que contém os capilares
e fibras nervosas que suprem as fibras musculares.

Em Notothenia neglecta coletada da natureza, a fibra muscular longa e
multinucleada com padrdo de estriagdo (Fig. 5a), apresenta espago extracelular estreito
(Fig. 5 b).

Apos os primeiros 7 dias de jejum as fibras musculares n3o apresentaram
diferencas estruturais quando comparadas as do controle.

Entretanto, apés 30 dias de jejum houve uma diminui¢io no didmetro das células
0 que se manteve apds 45 e 60 dias de jejum (Fig. 5c;).

Apbés 45 dias de jejum houve um aumento no espago extracelular (Fig. Sc;).
Além disso, devido 3 diminui¢fo do didmetro das fibras houve aumento de distincia

entre os feixes, destacando o perimisio que circunda os feixes musculares (Fig. 5¢;).

IV. 3.2 - MORFOLOGIA HEPATICA

Através de observacdes macroscopicas, verifica-se que o figado de Notothenia
neglecta apresenta-se volumoso, quando comparado ao restante do corpo, apresentando

uma coloragdo marrom avermelhada e consisténcia macia.



31

Situado na porg¢do anterior do abdémen, recobre parte da por¢io dorsal e ventral
do estdbmago. O figado é composto por trés lobos hepaticos, sendo que na posigo
ventral do estdmago encontramos os dois maiores e o terceiro situado dorsalmente,
ainda em relagdo ao estdmago.

Em Notothenia neglecta coletados da natureza, as células hepaticas ou hepatécitos
possuem forma arredondada poligonal, com niicleo grande e central (Fig. 6a) arranjam-
se em corddes hepaticos (Fig. 6b) limitados por um dos lados pelos sinusdides. O
citoplasma dos hepatécitos apresenta granulosidade e aspecto bem vacuolizado,
provavelmente devido ao depdsito de lipideos retirados durante o processamento para
Microscopia Optica.

Apos 7 dias de jejum as células hepaticas comegaram a apresentar diferengas
estruturais quando comparadas ao controle. A forma celular foi descaracterizada com
um visivel achatamento dos hepatécitos (Fig. 6¢;). As células apresentam-se levemente
inchadas e os limites celulares em algumas células ficaram menos nitidos.
Vacuolizagles que permaneceram em algumas regides e em outras ndo e vaciolos
citoplasmaticos, normalmente observados nas células, tiveram neste periodo
experimental maior incidéncia em algumas regifes (Fig. 6c¢;).Alguns nucleos
apresentam altera¢do no tamanho e formato.

Alteragdes progressivas foram observadas, apos 45 dias de jejum as células, em
muitas regides, tornam-se indistinguiveis, podendo ou n3o apresentar vacuolizagdes.

Apbés 60 dias foram encontrados espacos entre os corddes de Remake,
preenchidos pelo extravasamento de liquido dos sinuséides. Ndo foram observados
limites entre as células do tecido hepatico. Foi observados vacuolizac@o intensa e

hepatécitos com laterizagdo nuclear (Fig. 6¢2).



FIGURA 1

LOCAL DE ESTUDO
a) Mapa do Continente Antartico. Notar a proximidade entre a regidio da Peninsula
Antartica e a América do Sul.
b) Detalhe da Peninsula Antartica, onde se localiza a Ilha Rei George.

¢) Detalhe da Ilha Rei George, onde o Brasil tem instalada a Esta¢3o Antartica
“Comandante Ferraz”,

d) Vista da Enseada de Martel, na Baia do Almirantado.
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FIGURA 2

LOCAL DE CAPTURA E LABORATORIOS EXPERIMENTAIS

a) Estacio Antartica Comandante Ferraz (E.A.C.F.), localizada as margens da Enseada
de Martel.

b) Laboratério Frio, mantido a 0°C, com tanques de 1000L, onde foram realizadas as
observagdes de comportamento de Nofothenia neglecta.

¢) Laboratdrio de Biologia, local oferecido aos pesquisadores pelo PROANTAR, onde
foram iniciadas as andlises bioquimicas e histolégicas.

d) Moédulo de Triagem da Estag@io Antartica Comandante Ferraz, onde foi realizada a
coleta dos tecidos para as andlises bioquimicas e histologicas.







FIGURA 3

CAPTURA DE Notothenia neglecta

a) Bote inflavel “Zodiac”, embarcagio utilizada para o langcamento e recolhimento da
rede de espera tipo feiticeira para a captura dos espécimes.

b) Lancha Oceanografica “Skua”, embarcagcdo também utilizada para realizar a captura
dos exemplares.

¢) Pesca de peixes da espécie Notothenia neglecta com vara e molinete, 4 bordo da
Lancha oceanografica “Skua”.

d)Tanque da Lancha oceanografica “Skua” com renovagdo de agua constante, onde
foram colocados os peixes imediatamente apds a coleta.







FIGURA 4

MATERIAL BIOLOGICO
a) Foto de um exemplar de Nofothenia neglecta no aquario do Laboratério frio da
Estagdo Antartica Comandante Ferraz.
b) Desenho esquemético de Notothenia neglecta Nybelin, 1951,

¢) Mapa do Continente Antartico mostrando a distribuigio geografica de Notothenia
neglecta (Nybelin, 1951) (em sombreado) e os locais onde sua presenga é questionavel
.
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Fig. 4¢



FIGURA 5

TECIDO MUSCULAR

a) Fibras musculares com nucleos alongados (P) dispostos nas “fileiras” do sarcolema,
bastante evidenciado () e nucleo baséfilo ().

Tratamento: Individuo alimentado (controle - natureza)
Microscopia de Luz

Coloracfio: Hematoxilina - Eosina

Aumento: 100X

b) Fibras musculares com pouco espago extracelular ( A ). Observar a presenga de
estriagdes distintas nas miofibrilas (O).

Tratamento: Individuo alimentado (controle - jejum)
Microscopia de Luz
Coloragiio: Hematoxilina - Eosina

Aumento: 40X

¢) Apbds periodo de jejum entre as fibras musculares observa-se um aumento no espago
extra-celular (@) com a retrag@io das células (%) e o perimisio, destacado, circundando
os feixes musculares ().

¢;) Tratamento: Individuo em jejum a 30 dias
Microscopia de Luz
Coloracéio: Hematoxilina - Eosina
Aumento: 100X

¢z) Tratamento: Individuo em jejum a 60 dias
Microscopia de Luz
Coloragiio: Hematoxilina - Eosina
Aumento: 100X







FIIGURA 6

TECIDO HEPATICO

a) Células hepéticas com formato arredondado-poligonal (%) com nicleos grandes e
centrais (V).

a;) Tratamento: Individuo alimentado (controle — natureza)
Microscopia de Luz
Coloraciio: Hematoxilina — Eosina
Aumento: 100X

b) Células hepaticas (hepatocitos) arranjadas em corddes (Remake) (A) apresentando
citoplasma com granulosidades e aspecto vacuolizado ().

b;) Tratamento: Individuo alimentado (controle — jejum)
Microscopia de Luz
Coloragiio: Hematoxilina - Eosina

Aumento: 40X

¢) Apds periodo de jejum nota-se hepaticitos visivelmente alterados. Sinusoides de
vacuolos citoplasmatico (¥), nicleos nfio apresentaram alteracfio histolégica (W) e o
desaparecimento da organizacio celular com células em sofrimento e morte celular(#).

¢1) Tratamento: Individuo em jejum a 30 dias
Microscopia de Luz
Coloraciio: Hematoxilina - Eosina
Aumento: 100X

¢2) Tratamento: Individuo em jejum a 60 dias
Microscopia de Luz
Coloragiio: Hematoxilina - Eosina
Aumento: 100X
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V. DISCUSSAO

A dieta de Notothenia neglecta varia de acordo com a estagiio do ano devido a
flutuagdio na disponibilidade de alimento. Esta espécie apresenta um grande espectro
dietético, tanto bent6nico quanto pelagico e, ainda, o habito alimentar varia com a idade
e o tamanho dos peixes (BARRERA-ORO & CASAUX, 1990; CASAUX et al., 1990).
Embora essa espécie seja omnivora (DANIELS, 1982), possui trato digestério com
caracteristicas de habitos alimentares carnivoros (VIANNA et al., 2000), com uma
denticdo faringeal bem desenvolvida, estomago com grande capacidade distensivel,
mntestino curto (MARTIN & BLABER, 1984) e trato digestério em formato de “V” ou
“Y” (SUVOROVA & TRESHCHUK, 1978; CLARKE & WITCOMB, 1980 ¢
CATALDI et al. 1987).

Notothenia neglecta pode ingerir peixes com metade ou um terco do seu
comprimento, tanto na natureza como em tanques experimentais (DANIELS, 1982;
FANTA.,, 1999). A necrofagia é comum entre os nototenideos (ARNAUD, 1970 apud
KOCK, 1992) apesar deste grupo de peixes, de acordo com varios autores (DANIELS
& LIPS, 1978; MORENO & ZAMORANO, 1980; DANIELS, 1982; CASAUX et al.,
1990, RIOS & FANTA, 1998), utilizar a predagdio de emboscada e apreender apenas
presas méveis, ignorando presas visiveis, porém estacionarias (FANTA & MEYER,
1998).

Assim, mesmo neste trabalho aonde Nofothenia. neglecta foi alimentada com
filés de peixes, verificou-se que estes eram capturados preferencialmente na coluna
d’agua, aonde os fragmentos de alimento estavam em movimento, € em menor

proporgio no fundo do tanque, aonde os pedagos estavam imoéveis.

Quando observado o comportamento em Nofothenia neglecta, considerando-se
a natagio e o repouso, foi evidenciado que os peixes permanecem em repouso a maior
parte do tempo e na sua maioria posicionados no cantos e fundo dos tanques, o que
corrobora as observagdes de FANTA & MEYER (1998) ¢ FANTA(1999). Descrigdes
de KEENLEYSIDE (1979) mostram que N. neglecta apresenta comportamento basal

caracterizado por repouso durante a maior parte do tempo com raras nata¢des aleatérias.
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Os nototenideos adultos sdo sedentdrios, nadam lentamente e apresentam curtos
periodos de natagdo mais rapidos e limitados (MAC DONALD et al., 1987 apud Dl
PRISCO et al., 1991).

As observagdes realizadas neste trabalho indicam que Nofothenia neglecta é
uma espécie, cujos individuos mostram a tendéncia de se agrupar, mantendo
normalmente o contato fisico entre si, assim como ocorre em algumas outras espécies de
peixe antarticas (LOVE, 1970).

Notothenia neglecta apresenta hébitos notumos (RICHARDSON, 1975;
MORENO & ZAMORANO, 1980; CASAUX ef al., 1990). Os peixes alimentados
diariamente nos tanques apresentaram maior atividade natatéria quando observados no
periodo do final da tarde. Entretanto, quando avaliamos os animais em jejum, estes

tiveram atividade reduzida neste mesmo periodo.

Como é uma espécie de habito alimentar generalista, Notothenia neglecta
apresenta melhor adaptagiio as condigdes variantes de sazonalidade na disponibilidade
de alimento, reduzindo a competig3o pelo alimento, principalmente quando este se torna
escasso (LINKOWSKI et al., 1983; FANTA & MEYER, 1998; FANTA, 1999).

Notothenia neglecta apresentou atividade natatéria restrita aos periodos de
alimentag3o, como ocorre em outras espécies de antarticos como Trematonus newnesi e
Gobionotothen gibberifrons (FANTA et al., 1994), retornando rapidamente ao seu local
inicial logo apés a captura do alimento.

Notothenia neglecta de tamanhos homogéneos nio apresentaram divisdo
hierarquica, mas quando haviam peixes de tamanhos diferentes, observou-se nitida
hierarquia. Esta hierarquia ficou mais acentuada quando os peixes foram mantidos em
jejum. A domindncia é comum entre peixes mantidos em cativeiro mesmo em espécies
que ndo apresentam este tipo de comportamento em seu ambiente natural
(KEENLEYSIDE, 1979). Ocorreram poucas perseguicles e ataques, mas os peixes

maiores foram dominantes e tiveram prioridade na captura do alimento.

Com o aumento do periodo de jejum, foi observado um aumento, mesmo que

discreto, de persegui¢es e ataques entre os individuos do mesmo tanque. Este aumento
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na agressividade pode estar relacionado com a alteragio metabélica ocasionada pelo
Jjejum e com a necessidade de encontrar alimento, competindo por ele em um ambiente

restrito.

Peixes das regiGes polares gastam mais energia do que os peixes de aguas
temperadas, devido a algumas propriedades da 4gua marinha em altas latitudes
(EASTMAN, 1991). Uma destas propriedades é o grau de viscosidade, que chega a
dobrar quando ocorre formagfio de gelo a partir da 4gua do mar. Os sais que nfo se
congelam aumentam a salinidade e a densidade da d4gua. Em conseqiiéncia de uma 4gua
mais viscosa, h4 um aumento de consumo energético para o desempenho de atividades
motoras como a natagfo, e fisiolégicas como a circulagio sangiiinea e a percepgdo

sensorial.

No verdo, os nototenideos estocam energia e a utilizam no inverno quando sua
atividade alimentar tende a decrescer. E necesséria uma eficiente alimentagio nos meses
de primavera e verdo para que ocorra um estoque energético suficiente para os meses
seguintes (JOHNSTON & BATTRAM, 1993). Neste trabalho, os peixes foram
coletados no verio e estudados em condicdes de luz, temperatura e salinidade
simulando o verdo austral, sendo a auséncia de alimento induzida experimentalmente.

BURCHETT (1983), concluiu que exemplares de Nofothenia rossi, que
apresentam habitos e comportamento semelhante ao de Notothenia. neglecta, comem
menos durante o inverno, mesmo com abundincia de presas. Essa alternincia entre
alimentagdo, reprodu¢io e crescimento deve-se, principalmente, as baixas taxas
metabélicas e ao baixo nivel de energia metabdlica disponivel para ser despendidos

nessas atividades.

Apesar da obtengdio de alimento se tornar mais dificil no inverno, ela é
importante para individuos adultos, ja que os mesmos terdo que produzir ovos e garantir
a reprodugdo da espécie (JOHNSTON & BATTRAM, 1993). As fémeas tendem a
armazenar reservas maiores durante a estag@io de alimentagfo. Estas reservas se tornam
mais exauridas durante a desova. Por exemplo, em Salmo gairdneri o jejum do provoca
a redugdo de lipidios do figado, visceras e plasma Porém, a auséncia ¢ mais severa em

fémeas adultas do que nas jovens, por causa da transferéncia adicional dos lipidios para
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as gonadas que seria bem menor no caso dos machos (HIBYIA, 1982).

A redugfio na atividade ¢é refletida na diminui¢io continua do consumo de
oxigénio. J4 que parte da demanda reduzida inclui oxigénio que agora nio é mais
requerido na assimilagio do alimento (BEAMISH, 1964). Contrario a este conceito, o
consumo de oxigénio do Protopterus aethiopicus aumentou apos um jejum de 5 meses.
SMITH & WALTON (1975), consideraram isto como evidéncia de um aumento no
catabolismo de proteina. Tal aumento sempre foi considerado como uma caracteristica
terminal do jejum em mamiferos, marcando o final das reservas de lipidios e
carboidratos. Entretanto, nio devemos esperar este fendmeno em peixes, ja que eles
subsistem da energia fornecida por aminoéacidos. Presume-se que o Profopterus
aethiopicus inicie sua reabilitagio do jejum através de um fornecimento de carboidratos

e lipidios como reserva de energia.

O limite de ingestdio de proteinas para os peixes para que possam converté-la
em materiais aproveitaveis é de 30- 60% do alimento ingerido. Quando admitimos
como baixa a quantidade de proteinas absorvidas, o crescimento torma-se anormal
(LOVE, 1970).

A sintese protéica pode participar em proporgdo significativa, na manutengio
do metabolismo e na produgio de algumas enzimas, como as envolvidas no
metabolismo energético. Isso requer uma constante renovagfo, o que justifica a
adaptagdo evolutiva dos nototenideos em superar os efeitos da baixa temperatura na
sintese destas proteinas (SMITH & HASCHEMEYER, 1980).

Espécies antarticas, como o Trematomus hansoni, quando comparadas com
peixes de clima temperado, possuem uma maior quantidade de proteinas sintetizadas.
Isso ocorre devido a eficiente exportagio de matéria prima para as proteinas
intracelulares, sendo que, alguns destes produtos podem estar relacionados com a
sobrevivéncia destas espécies a temperaturas negativas (SMITH & HASCHEMEYER,
1980).

SATOMI & NOSE (1971), demonstraram que um aumento na sintese de
proteina no jejum pode resultar em um aumento quase proporcional nos niveis de acidos
nucleicos no musculo e nos tecidos do trato digestério de peixes como Salmo

gairdineri. Alguns peixes, como por exemplo Cyprinus carpio, em periodo de
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crescimento, ndo sofrem perda total de proteina quando submetidos a um periodo
prolongado de jejum (BOUCHE & VELLAS, 1975).

Os lipideos estocados s@o uma importante reserva de calorias para os peixes
antarticos, sendo uma fonte energética importante no metabolismo corporal
(CROCKETT & SIDELL, 1988). Os lipideos monoinsaturados s3o os substratos mais
rapidamente utilizados no metabolismo energético dos tecidos musculares nos peixes
antarticos (SIDELL et al., 1995), embora saibamos que depésitos de lipideos também
ocorrem a nivel subcuténeo e hepatico (EASTMAN, 1993).

Como o peixe geralmente armazena reservas de lipidios no musculo, estas
provavelmente comecam a ser mobilizadas imediatamente apés a falta de alimento. No
entanto, quando o lipidio do musculo é apenas estrutural, podemos imaginar que este
retém seu nivel original até o momento em que a estrutura das proteinas comece a ser
degradada. O conteido de fosfolipidio entfio declina continuamente, enquanto o
contetido de agua aumenta. Estudos, porém sugerem que o contetido de 4gua ndo sofre

mudangas num pqeriodo inferior a 9 semanas em Perca flavescens 3 9 C (LOVE, 1970).

Em Notothenia neglecta ndo foi observada alteragio significativa na
quantidade de lipideos, tanto no figado quanto no musculo. O figado é fundamental nos
processos de metabolizacdo, secre¢fio, desintoxicacdo e neutralizagio de diversas
substéincias do organismo, enquanto o musculo participa dos movimentos natatérios dos

peixes.

Quanto aos niveis médios de proteinas e lipideos no misculo, foram
registrados neste trabalho, respectivamente, os valores médios 6,4% e 3,0%, expressos
em peso umido e 352% e 17,9% expressos em peso seco. OEHLENSCHLAGER
(1991) obteve 19,1% e 1,9% de proteinas e lipideos no misculo de Notothenia neglecta,
expressos em peso umido. J4 CRAWFORD (1978), observou uma redugiio média de
3,5% para a mesma espécie (expressos em peso seco) 84,2% de proteinas e 2,5% de
lipideos apés 20 dias de jejum, sugerindo que os lipideos foram rapidamente utilizados,
ao contrario das proteinas que n3o apresentaram nenhuma alteracfio quantitativa até o
final do experimento.

Os niveis médios de proteinas e lipideos no figado observados em Notothenia
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neglecta foram 14,4% e 8,8%, respectivamente, expressos em peso timido e 58,1% e
33,3% expressos em peso seco. OEHLENSCHLAGER (1991) observou para os
mesmos componentes quimicos, 15,3% e 16,3%, expressos em peso imido, em animais

da mesma espécie e alimentados na natureza, evidenciando o figado como um 6rgéo
armazenador de nutrientes.

Estudos comparativos mostram que exemplares de Notothenia neglecta,
aclimatados em condi¢des de ver3io, apresentam uma maior taxa de triglicerideos no
figado e de algumas enzimas do metabolismo intermediario, em relagdo a peixes
aclimatados no inverno (JOHNSTON & BATTRAM, 1993). Estes autores observaram
em média, 71,5% e 14,3%, respectivamente, de proteinas e lipideos expressos em peso
seco no figado de Notothenia neglecta durante o verdo e respectivamente, 71,0% e 9,3%

€Xpressos em peso Seco no inverno.

Durante o verdo, a sintese proteica se associa ao rapido crescimento dos peixes
(JOBLING, 1995). Por outro lado, a mobilizagdo de lipideos durante o inverno
possibilita 0 desenvolvimento das gonadas (JOHNSTON & BATTRAM, 1993). Assim,
os peixes antarticos necessitam de energia para o crescimento e a reproduco,
apresentando diferencas metabdlicas significativas em relagio a peixes de regides
tropicais ou temperadas . Outras espécies de peixes como Anguilla japonica e Anguilla
anguilla (LARSSON & LEWANDER, 1973) apresentaram redugfo no nivel lipidico
ap6s diferentes periodos de jejum, assim como Chaenocephalus aceratus. No entanto,
esta Gltima espécie apresentou o figado infestado por parasitas nematbides (20% do
peso seco) o que, segundo OEHLENSCHLAGER (1991), pode influenciar tais valores.

Em outros regimes termais notamos que a atividade do sistema para sintetizar
os lipideos é razoavelmente independente do nivel de jejum. No entanto, hd uma
mudan¢a na incorporagio do acetato dos lipideos estruturais de peixes em jejum.
(MOROZ, 1971). O acetato radioativo tomou-se incorporado nos lipidios tanto do
figado como do resto do corpo de um Esox lucius em jejum por 2 meses (HALL &
BELLWOOD, 1995). Os autores concluiram que uma quantidade minima de lipideos
estruturais deve ser claramente mantida para o peixe manter-se vivo. NEWSON &
LE1DUC (1975) descobriram que se o total do conteudo de lipidios do Perca flavescens
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cair abaixo de 2,2% do total do peso liquido, a morte advém tanto para o macho como

para a fémea, adulto ou jovem.

Os niveis médios de agua no musculo foram de 78,5%; este valor foi similar
aos resultados de CRAWFORD (1978) que observou na mesma espécie 79,3%.
JOHNSTON & BRATTAMM (1993) descreveram um total de 80,4% de agua no
musculo de Notothenia neglecta no verdo e 82,0% no inverno, periodo de baixa
disponibilidade de alimento. Isto corrobora o aumento pouco significativo observado

neste trabalho, com média de 81,2% de agua no misculo de peixes mantidos em jejum.

No figado encontramos valores médios de agua equivalentes a 72,3%.
JOHNSTON & BATTRAM (1993), observaram que n3o houve diferenga neste
componente entre animais coletados da natureza, durante o verdo (77,2%) e o inverno
(75,3%). Valor similar foi observado por CRAWFORD (1978) durante o periodo de
jgjum (77,3%). O fato de ndo haver diferenca entre os niveis de agua nos peixes
submetidos ao jejum e mesmo entre verdo e inverno, significa que as reservas
energéticas nfio estdo sendo utilizadas (MOROZ,1971).

O tecido muscular é constituido por um complexo intrinseco de células, que
participam de fungdes orgéanicas fundamentais para a sobrevivéncia dos organismos
como a locomoc¢do, respiragfio e a digestdo, embora normalmente, esteja associado aos
movimentos corporais. Em peixes teledsteos (HIBIYA, 1982), torna-se evidente a
fungdo do tecido muscular em movimentar as nadadeiras corporais, sendo diferenciado
de outros grupos de vertebrados por se constituir de longas unidades, chamadas de

fibras musculares, além de armazenar energia.

Em nototenideos os musculos miotomais constituem 51% do peso corpéreo de
Dissostichus mawnosi e 30% em Notothenia neglecta (EASTMAN & DEVRIES,
1981). Os misculos miotomais incluem trés tipos de fibras que sdo chamadas de fibras
brancas, vermelhas e tonicas (WALESBY & JOHNSTON, 1980; DAVISON & MAC
DONALD, 1985).

Segundo EASTMAN (1993), as fibras brancas sdo também chamadas de fibras
de contragdo rapida, pela sua velocidade relativamente rapida de contragio, com
didmetro de 100 - 230pum, formando a maior parte da musculatura miotomal. As fibras
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vermelhas ou de contrag@io lenta possuem um rico suplemento sangiiineo considerado
como deposito lipidico que sustenta a velocidade lenta das movimentagdes e com
didmetro de 50 - 65um. As fibras tdnicas por sua vez mostram-se proeminentes na
regifio da linha lateral nos peixes com didmetro reduzido (25um), porém com fingdo
similar 3s fibras vermelhas.

Em nototenideos as fibras vermelhas equivalem a 3,0% do peso corpéreo,
embora apresentem processos oxidativos que suplementam em dobro a energia

necesséria para as atividades oferecidas pelas fibras brancas.

Neste trabalho foram observadas estriagdes em fibras musculares normais,
porém, ocasionalmente, estas estriagdes tornam-se obscuras ou desaparecem. Nos
peixes mantidos em jejum. Este fendmeno reflete modificages no sarcoplasma, sendo
uma clara evidéncia de condi¢Ges patoldgicas, segundo HIBIYA (1982). A fibra
muscular pode as vezes se romper parcial ou completamente. MATTSON (1990)
relatou atrofia a nivel celular da musculatura branca de Gadus morhua em jejum, assim
como em Pleuonectes platessa descrito por JOHNSTON & BATTRAM (1993).

No musculo , & partir de 30 dias de jejum foi observado um aumento no espago
extracelular, o que também foi evidenciado por LOVE (1970) em Anguilla anguilla.
Existe um aumento no s6édio muscular, uma grande ionizagfio extracelular e uma

diminui¢fo correspondente no total de potassio intracelular.

O tecido hepético é constituido de células parenquimatosas, sendo que os
hepatécitos possuem forma poligonal, nucleos arredondados com localizagéio lateral.
Parte da superficie dos hepaté6citos faz limite com os canaliculos biliares e outra parte
com os sinusdides (HYBIYA, 1982).

O figado é a maior glandula composta do organismo, participando da secregio
biliar, detoxificacdio e neutralizagio de substincias toxicas (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999). Em nototenideos este 6rgdo participa efetivamente dos processos
sintéticos de proteinas (EASTMAN, 1993), além de outras fungdes, sendo essencial
para a manutengdo energética destes organismos que estio submetidos a variagSes

sazonais caracteristicas do ambiente antartico.
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Os efeitos que o jejum causa no epitélio do trato digestério de peixes,
geralmente estdio relacionados com a atrofia das células, porém algumas espécies de
peixes mostram-se adaptadas a essa situagio (LOVE, 1970; HALL & BELLWOOD,
1995).

Neste trabatho foi observado uma alteragfio dos hepatocitos apés 7 dias de
jejum, o que foi também observado por LOVE (1970) em Cyprinus carpio. Segundo
este autor apés 120 dias de jejum as células do figado diminuem em tamanho, de tal

forma que os nucleos se aglomeram e a concentragio de DNA aumenta.

O periodo de 60 dias em jejum permitiu a visualizagio da deformagdio dos
hepatocitos e da formagdo de vacuolizagSes entre as células.

GAS (1973), lista as mais importantes mudangas vistas no figado, quando
submetido 3 jejum, como a diminuigio progressiva do glicogénio e seu desaparecimento
apds aproximadamente 8 meses. Também observou o surgimento de uma rede de fibras
de colageno, redugdo do volume celular, o acimulo intracelular de particulas contendo

ferro e finalmente o desaparecimento da organizagdo celular.

A utilizagdo das reservas energéticas representadas pelos componentes
bioquimicos armazenados no figado e misculo, causou alteragio na morfologia hepatica
e muscular, embora periodo reduzido de jejum ndo produza danos letais para a

sobrevivéncia do organismo.

Através de analises comportamentais e bioquimicas pudemos observar redugfo
no metabolismo e nas atividades metabdlicas de N. neglecta durante os periodos de
escassez de alimento garantindo sua sobrevivéncia e permanéncia no ecossistema

antartico.
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VI. CONCLUSOES

» A queda nos niveis de atividade dos peixes em jejum foi acompanhada por um
decréscimo na demanda metabolica, demonstrada por deplegio ndo significativa de

reservas energéticas.

» Periodos de jejum aumentaram o comportamento agressivo entre os individuos.

» Niao houve diferengas significativas entre a quantidade de lipideos e proteinas em

musculo e figado entre os tratamentos.

» As médias de conteudo lipidico e proteico foram maiores no figado do que em

musculo, evidenciando este 6rgdo como armazenador de nutrientes.

» O periodo de 60 dias causou redugdo significativa apenas na quantidade de proteinas

no figado.

» As fibras musculares estriadas apresentaram desaparecimento parcial destas

estriagdes apos periodos de jejum.

» Os hepatocito poligonais tornam-se achatados ap6s periodos curtos de jejum e ha

aumento de vacuolizagio apés periodo de jejum prolongado.

» Notothenia neglecta é uma espécie de peixe adaptada a sazonalidade do ambiente e
sua disponibilidade de alimento, e a redugfio na atividade dos peixes mantidos em

jejum foi energicamente favoravel
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VII. ANEXOS
ANEXO1
PREPARACAO DO MATERIAL E DAS AMOSTRAS
PARA POSTERIOR ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

Para anélise bioquimica dos tecidos de musculo e figado, o material foi pesado,
homogeneizado e aliquotas de proteina e lipideo: 50 pl e 200 pl, respectivamente, foram

separadas e processadas como segue abaixo:

1. Separagdo do amostras em Ziploc,

2. Identificagfio dos frascos:

Lipideos — 2 jogos de tubos de ensaio Proteinas — 1 jogo de tubos de ensaio

3. Separagfio do material a ser utilizado:
- Agua
- Bécker ( 50-80 ml.)
- Gelo
- Homogeneizadores
- Pinga
- Pipetas
- Tesoura
4. Pesagem do material:

Corte e identificag@o de pedagos de papel manteiga
Tara do papel e posterior pesagem das amostras

5. Para a homogeneizag3o deste material foi feita a diluigio:

-Musculo (1: 9 Proporgdo — Tecido : Aiua)
-Figado (1: 19 Proporgdo — Tecido : Agua)

6. Separagiio do homogenado em pequenos vidros:

- Separagd de aliquotas (2 ou 3/ amostra )
Proteina; 50 pl Lipideo: 200l

7. Vidros contendo as amostras cobertos com parafilme ou pléstico impermeavel.
* Todas as amostras mantidas, sempre sobre gelo
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ANEXO 11

PROTEINAS

A determinagdo das proteinas foi feita do seguinte modo:

METODO DE LOWRY

Reagentes Utilizados :

- Agua deionizada

- Hidréxido de Sédio (0,1 N)

- Carbonato de S6dio(2,0 %) em NaOH 0,1 N
- Sulfato de Cobre (1,0 %)

- Tartarato de Sédio (1,0 %)

- Reagente de Folin

1. Inicialmente, foi diluido 50 pl do homogenado em 750 pl de 4gua,

2. Foi adicionado um total de 80 pl da amostra anterior em trés tubos de ensaio,
devidamente identificados,

3. Foi utilizado o Padrdo: albumina 0,4/ml. Sendo utilizadas as seguintes
concentragdes: 10ug, 20pg, 30pg, 40ug e 60pg para a absorcdo de curva padréo,

4. Foi adicionado 120 pl de Hidroxido de S6dio em cada um dos trés tubos de
ensaio, correspondentes a cada amostra

S. Foram colocados os tubos em banho - maria ( 100°C ) por 10 minutos
6. Os tubos foram retirados e deixados em temperatura ambiente

7. Foram misturados: Carbonato de S6dio + Sulfato de Cobre + Tartarato de Sédio,
nas seguintes proporgdes: 100:1:1. Tal composto recebeu o nome de Reagente B

8. Foi adicionado em cada tubo: 1,2 ml do Reagente B
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9. Apé6s 10 minutos foi adicionado: 120 pl do Reagente de Folin,

10. Os tubos foram homogeneizados, imediatamente

11. Apés 30 minutos foi feita a leitura no espectrofotdmetro no comprimento de onda
de: 750nm.

e A andlise deste material também foi feita através de comparagdes dos resultados
obtidos com a curva padr3o.
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ANEXO ITI

LIPIDEOS

A extraggo dos lipideos foi feita segundo BLIGH E DYER (1959):

a) Trés frascos de Bécker foram separados e neles adicionados :
- Agua destilada

- Cloroférmio

- Alcool Metilico Ee Cloroférmio ( 2:1)

b) Foram misturados:

1. 1,5 ml de Alcool Metilico e Cloroférmio na proporgdo - 2:1
2. 0,5 ml de Clorof6rmio
3. 0,5 ml de Agua destilada

c) Os tubos de ensaio foram cobertos com papel aluminio e posteriormente colocados na
geladeira para a separag8o das fases

d) Apos a separagio do sobrenadante/ lipideo foi retirado o sobrenadante com uma
pipeta, sendo que este sempre esteve mantido no gelo e tampado

e) O lipideo foi filtrado em papel filtro, molhado com cloroférmio, sendo o tubo lavado
trés vezes com cloroférmio

f) O liquido restante foi mantido na capela “overnight” ou na estufa 4 60°C, até a
evaporagio completa do cloroférmio

* Apos a evaporagio do cloroformio foi feito o procedimento de acordo com o kit de
lipideos totais (Labtest ®)

g) 1000 pl de 4cido sulfarico foram adicionados nos tubos que continham a amostra e
1000 pl nos tubos que continham padrfio( 50 pl de padrdo - 1000 mg/dl )

h) Os frascos foram entdo agitados e colocados em banho - maria & 100° C por 10
minutos e posteriormente em banho de dgua gelada por mais 10 minutos
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1) Em seguida foram separadas aliquotas de 25l de:

e Branco: (Acido sulfurico)

e Mistura (padrio + acido)

e Mistura (amostra + acido)

1) A cada uma das aliquotas foram adicionados: 1250 ul de reagente de cor

k) Devidamente agitados, estes tubos foram novamente colocados em banho - maria &
37°C por 15 minutos e novamente, colocados em banho de agua fria por 15 minutos

1) O espectrofotdmetro foi ajustado ao comprimento de onda : 535 nm e feita a leitura.

A anilise deste material foi feita através de comparagdes dos resultados obtidos com a
amostras padrio.
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ANEXO 1V

PREPARO DAS SOLUCOES UTILIZADAS NA
COLETA E FIXACAO DAS AMOSTRAS

SOLUCAO SALINA DE CORTLAND

Fonte: WOELF, 1963 (de acordo com G.M.HUGHES, comunicagio pessoal)

INACL...c e ettt e ene et e nnaene 725¢g
KL et nee 0,38¢g
CaCl2. H2O ... e e 023 g
MESO4. Th20..... ettt 023g
NAHCO3......ceeee ettt sttt s ne e enes 1,00 g
NaH2POAH2O.........oooioeieeeee ettt e 041g
GIUCOSE. ...ttt ettt ee e e 1,00 g
H20 destilada.............ooooeieieeee e 1.000 mL (q.s.p)
Preparo:

- Dissolver todos os ingredientes em 950 mL de dgua destilada, um a um, na ordem
citada acima, usando o agitador magnético com leve aquecimento.

- Ajustar o pH para 7,6 utilizando HCI ou NaOH.

- Completar o volume para 1.000 ml de agua destilada.

- Conservar em frasco escuro, sob refrigeragdo.

* Aconselha-se adicionar o NaH,P04 H,O e a glucose, mantendo-se as proporgdes,
somente na solugiio que for logo utilizada.

* A solugio tem o prazo de validade de 30 dias (sem a glucose e o NaH,PO4. H,0),
sob refrigeragio.



54

LiQUIDO DE BOUIN

Fonte: BUCHERL, 1962: CULLING et al., 1985

Soluggo aquosa de acido picrico saturada.............ccceeveeveviereriereneeeeeere e 75,0 mL

FOrmAaldEIaO.........cc.nveeeieeeeeeeeeeet ettt et eeeseee e easnebesesasaeessnsnnnneesanns 250 mL
Acido aC8tCO GIACIAL ... oo 5,0 mL

Preparo:

Misturar os componentes da férmula.
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ANEXOV

PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
PARA MICROSCOPIA DE LUZ

O processamento das amostras para as analises em microscopia de luz segue as

seguintes etapas:

OBS.: Os diferentes tempos utilizados na fixacdo e no processamento histoldgico estdo
relacionados com o tamanho das pecas processadas. Pegas maiores requerem maior

tempo, tanto na fixag@io como no processamento.

- Fixacdo

Liquido de BOUIN..............cooooiiiiiieeeeee e 8-12 horas
- Lavagens

ELanO] TO%0.....ccnoeeieeeeeeeee et e e e e e e e 2-5 vezes

- Desidratacio

ELanOol 80%........coeneieiiiiieieeee et 1 hora
Etanol 85%0......cooomiiieieeee et 1/2 hora
Etanol 90%.........cooiiiiiieiieeetite s 1 hora
ELaNO0] 95%.....ceinieiieniieeieee e e e s 1/2 hora

BLANO] 1000.... oottt e e ee e ee e ereeeeses e e e e aannanas 2x 1 hora
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- Diafanizaciio

Etanol 100 + Xileno (1:1).....ccooovieiieieiee et 1 hora
XABNO I ..ot 30 minutos
XUNO IL.. ..ot e v e e e e e e s s e e abn e eanean 30 minutos

- Impregnacéio

Em estufa a 58°C:
Paraplast plus® 1. ..o 1-3 horas
Paraplast plus®IL..............cooomiiiiiiieee e Overight
- Inclusdo

Em estufa mantida a 58°C, as amostras foram incluidas em Paplast Plus®, dentro de

moldes cubicos feitos de papel.

- Microtomia

Com a trimagem dos blocos em formato de pirdmide, a sec¢dio foi feita em
micrétomos de parafina das marcas Wetzlar e Leica, obtendo-se cortes de 2 a S5um de

espessura.

- Coloracéo

Segue-se o roteiro de cada corante no Anexo III.

- Desparafinizacio
D, €117 s 3 ANUUUTS OO UU 3 minutos

D, €115 11033 FOUT OO RRUUURN et ——— 3 minutos
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- Hidratacio
Etanol 100%........ccooiiiiiiie e 3 minutos
ELanol 90%.........ccoooiiiimiiieieceie et 3 minutos
Etanol 70%..........oocoomiiiiee e e 3 minutos
HyO COITENte. ... lavagem
HyO destilada............coooiiiiiiie e lavagem
- Desidratacdo
Etanol 95%.........ooviiieiiiiieeee e 3 minutos
Etanol 100%.........ccoiiiiiiii e 2x3 minutos
- Diafanizacio
Etanol 100%+Xileno (1:1).......ccooiiiiiiiii e 3 minutos
Xileno diafanizador...............ccoeiiioiiiieiiieee e 3 minutos
Xileno mONtagemL..........c..ooouiiiiireieeiiieieeiie e e 3 minutos
- Montagem

As laminas permanentes foram montadas com laminula e resina Polymount®.
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ANEXO VI

PREPARO DOS CORANTES UTILIZADOS
EM MICROSCOPIA DE LUZ

L HEMATOXILINA DE HARRIS

Fonte: CULLING, 1985

Solugiio A

HematOXIHNA, .........coooiinii ettt n e ennneean 50g
ELanol ABSOIIO. ........oocueiiiiiieeiee et e et ettt 50mL
Solugio B

Alumen de potassio (Sulfato de Alumen de Potassio)..............ccoeevvevimvieeieeennne. 55,0g

HoOdestilada...........ooooneiiee e e 600 mL
Solugdo C

Oxido de Merctirio Vermelho. ................ccocooooourieeeeeeeeeeeeeee e 25¢g
ACido ACBHCO GIACHAL..............ooeoceeeoeeee et e 25 mL
Preparo:

Dissolver a solug@o A, deixar repousar.
Dissolver a solugdo B em agua fervendo e adicionar a solugio C, esfriar em
agua corrente.

Filtrar e adicionar a solugdo D.
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1L OSINA

Fonte: modificado a partir de CULLING ez al., 1985

BOSINA. ...ttt ettt e et e e eeeeeebs s e bbe e sbeesse s seseeaestesarssenasbaan eees 05g
AICOOI OS% PA.........ooooeoeeee e e s 40 mL
H20destilada............ooovoiii et e e e e 50 mL(q.s.p.)
Preparo:

Solucdio estoque

Misturar os reagentes até obter uma solugdo homogénea.

Solugo util
A solugio a ser utilizada deve ser preparada com uma parte da solugfio estoque

(eosina 1%) e trés de alcool a 80%.

Acrescentar 0,5 ml de acido acético glacial para cada 95 ml de solugio 1til.
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