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RESUMO

A adaptação dos peixes ao ambiente antártico está relacionada à sazonalidade de 

intensidade luminosa e, conseqüentemente, disponibilidade de alimento. Isto causa 

mudanças nos hábitos alimentares e no comportamento dos peixes nas diferentes estações 

do ano. Notothenia neglecta (Nybelin, 1951) é um teleósteo onívoro, de dieta católica e 

sujeito à 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 

composição química e morfologia do fígado e do músculo de N. neglecta. Os peixes foram 

coletados na Baía do Almirantado (Ilha Rei George) nos verões de 1998/99 e 2000/01, 

sendo os testes realizados nos laboratórios da Estação Antártica Comandante Ferraz. No 

experimento, 6 indivíduos 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 após a captura na natureza. Notothenia neglecta é um teleósteo 

sedentário, com baixa atividade, mas mostrou aumento progressivo de agressividade ao 

longo do jejum. Não foram encontrados diferenças significativas nos níveis de água, 

proteína e lipídeos teciduais nos tempos experimentais. No músculo experimental foram 

encontrados em média: 78,5% de água; 6,4% e 3,0% de proteínas; 35,2% e 17,9% de 

lipídeos expressos em peso úmido e peso seco respectivamente. No fígado, 72,3% de água; 

14,4% e 58,1% de proteínas; e 8,8% e 33,3% de lipídeos expressos pelo peso úmido e peso 

seco. Alterações morfológicas foram observadas através de microscopia óptica no músculo, 

após jejum, como desaparecimento parcial das estriações e aumento do perimísio na 

musculatura esquelética. No fígado houve achatamento dos hepatódtos e aumento de 

vacuolização após jejum. Os resultados indicam que N. neglecta aparentemente reduz seu 

metabolismo e atividade durante períodos de escassez de alimento, apresentando assim 

grande capacidade adaptativa à variação sazonal do alimento disponível, garantindo sua 

sobrevivência no ecossistema antártico.



ABSTRACT

The adaptation o f fish to the Antarctic environment is related to the sazonality of 

light intensity and consequent availability o f 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 o f 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 o f 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 o f striation and increase of the 

perimisium. In the liver, changes in the shape o f hepatocytes and increase in vacuolisation 

were observed. Our results indicate that N. neglecta apparently reduces its metabolism and 

activity in periods o f low food supply, showing therefore great adaptive capacity to the 

sazonal variability in food offer, what guarantees their survival in the Antarctic ecosystem.



L INTRODUÇÃO

Uma variedade de processos vitais como o crescimento, a reprodução e a 

sobrevivência de espécies é influenciada por fatores abióticos, entre os quais a 

temperatura, a salinidade e a luminosidade. Enquanto a temperatura é baixa, porém 

constante, o regime de luz na região Antártica é extremamente variável nas diferentes 

estações do ano e característico das regiões polares. No inverno, a quantidade de luz é 

reduzida, enquanto que no verão a luz é praticamente contínua Nas outras estações do 

ano, temos situações intermediárias de luminosidade (RIVKIN & PUTT, 1975; FANTA 

et al., 1994; FANTA, 1999; FANTA et al., 2001). Além disso, localmente, a 

transmissão da luz no mar congelado é influenciada por diversos fatores, dentre os quais 

o ângulo do sol, as condições do gelo marinho, a cobertura de neve e os fatores 

biológicos como a quantidade de fitoplâncton abaixo da superfície do gelo (BUNT & 
WOOD, 1963).

As variações sazonais do período e da intensidade de luz a que estão sujeitas as 
formas de vida na Antártica, levam a alterações na biomassa e na produtividade 

primária no oceano (EASTMAN, 1993). No inverno, como a quantidade de luz é 

reduzida, toda a cadeiá trófica sofre com a queda da biomassa no primeiro nível de 

produção. Para se ajustar a essa sazonalídade, os peixes antárticos desenvolveram 

hábitos alimentares e mecanismos morfofundonais responsáveis pela obtenção e pelo 

armazenamento de energia naquelas épocas «do ano em que há maior produtividade, 

sendo consumindo esta reserva energética prindpalmente no inverno quando o alimento 

é escasso (CLARKE, 1988; JOHNSTON & BATTRAM, 1993).

Aproximadamente 300 espédes de peixes demersais e pelágicos são 

encontradas ao sul Convergência Antártica, sendo que a grande maioria endêmica 

(GRÕSHLER, 1994). O grupo dominante de peixes, em número e biomassa, pertence à 
Subordem Notothenioidei. Esta subordem representa aproximadamente 50% dos peixes 

da região (GON & HEEMSTRA, 1990). A radiação adaptativa desse grupo leva a crer 

que a fauna anterior foi quase toda extinta e que os nototenióides são um grupo 
monofilético que ocupou um nicho ecológico (IWAMI, 1985; EASTMAN, 1993). 
EASTMAN (1991) sugere que o fato do endemismo dos Notothenioidei não estar 

representado nos registros fósseis encontrados na Antártica, deve estar relacionado com
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a sua evolução in situ, nas margens do continente, no decorrer da sua adaptação às 

condições de congelamento durante o Terciário.

Notothenia neglecta (sin. (Notothenia coriiceps e Notothenia coriiceps 

neglecta) é uma espécie de peixe antártico com ampla distribuição, habitando as áreas 

costeiras do continente Antártico, Península Antártica, áreas de recife no arco de Scotia, 

Ilhas Geórgia do Sul, Bouvetoya, Peter, Orkney do Sul e Sandwich do Sul (EVERSON, 

1997; FISCHER & HUREAU 1985). É uma espécie demersal que vive em águas 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 não ser comercialmente explorada, é considerada uma espécie 

potencialmente importante na região, devido à sua posição na cadeia alimentar antártica 
(EVERSON, 1997; FISCHER & HUREAU, 1985).

Os peixes, como os outros vertebrados, respondem prontamente à 

complexidade ambiental devido à flexibilidade do tamanho do corpo, taxa de 
crescimento e biologia (SNORRASON et al., 1994). Os ritmos biológicos representam 

um importante papel na adaptação e organização temporal dos organismos vivos, pois 
permitem aos animais ajustarem seus processos fisiológicos (FANTA et al., 19941 ao 

tempo cronológico do mundo externo (FIGUEROA et al., 2000).

Limitações morfológicas impõem diferentes comportamentos alimentares 

(CHAO & MUSICK, 1977; NORTON, 1991). Assim, é possível correlacionar 

adaptações morfológicas com condições ecológicas (WIENS & ROTEMBERRY, 1980; 

NORTON, 1991), tais como habitat, hábitos alimentares e composição da dieta 
(KEAST & WEBB, 1966; ALEXANDER, 1970; SAZIMA & CAMASHI, 1989; 

GUNN & M3LWARD, 1985; MOODIE, 1985; MATTSON, 1990; GUINEA & 

FERNANDEZ, 1992; RIOS & FANTA, 1998; VIANNA et al., 2000).

Durante o processo evolutivo dos peixes e conforme os hábitos alimentares de 
cada espécie, um mecanismo próprio foi desenvolvido para a obtenção do alimento, 
demonstrado através do comportamento alimentar (FANTA et al., 1994; FANTA & 
MEYER, 1998; FANTA, 1999; FANTA, et al. 2001) e associado às modificações 

morfológicas e fisiológicas do aparelho digestório (DZHUMALIYEV, 1982). Dessa
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forma, a relação entre o hábito alimentar e a morfologia e a fisiologia do trato digestório 

é de grande importância na interpretação das preferências alimentares e nas 
possibilidades de digestão e absorção do alimento (VIANNA et al., 2000).

Nos peixes antárticos, adaptações ao tipo de presa e ao hábito alimentar, podem 

ser observadas mesmo em nível de família Muitos peixes antárticos apresentam hábitos 

alimentares onívoros e oportunistas como um tipo de adaptação às condições polares 

(EVERSON, 1984). Com grande diversidade, tanto na dieta quanto no comportamento 

alimentar, Notothenia neglecta é menos especializada na escolha e no método de 

obtenção da presa se comparada com outras espécies de Nototenióides (DANIELS, 

1982; KOCK, 1992; RIOS & FANTA; 1998; FANTA & MEYER, 1998). Crustáceos 

bentônicos, principalmente anfípodas, são as presas mais freqüentes capturadas pelos 

peixes antárticos, seguidos por poliquetas, isópodas, gastrópodes e bivalves (DANIELS, 
1982).

Carboidratos, lipídeos e proteínas são a maior fonte energética dos peixes após 

a ingestão de alimentos. Estes macronutrientes constituem a maior parte do peso seco 

ingerido, podendo ser utilizados diretamente como combustível ou ainda, armazenados 

dentro do corpo para serem utilizados mais tarde. Vitaminas e sais minerais são 

micronutrientes requeridos pelos peixes e consumidos em pequenas doses, garantindo 

sua sobrevivência e seu crescimento eficaz (JOBLING, 1995).

O glicogênio pode ser. mobilizado fornecendo a glicose utilizada para a 

obtenção de energia de forma anaeróbica quando o animal encontra-se em condições 

severas de hipóxia ou anóxia. Assim, o armazenamento do glicogênio no músculo e no 

figado, serve como reserva de alimento durante os períodos de ajuste a novos ambientes 

(WENDT, 1965). Contudo, para a armazenagem em longo prazo de grandes 
quantidades de energia, a gordura é a substância mais utilizada Em peixes, o glicogênio 

parece ser pouco utilizado, sendo totalmente mobilizado em poucas horas, não servindo 

como um bom substrato para o armazenamento sazonal de energia (JOBLING, 1995).

A oxidação dos ácidos graxos produz mais energia, calor e água do que uma 
quantidade equivalente de carboidratos. Analisando a absorção de lipídios pelos 
enterócitos de Notothenia neglecta, HERNANDEZ - BLAZQUEZ (1996) concluiu que 
a capacidade de absorção lipídica é maior do que a apresentada por teleósteos de regiões
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temperadas, sendo este fator uma adaptação desta espécie às baixas temperaturas 
(SOMERO et al., 1998).

Aparentemente, Notothenia neglecta é capaz de processar o alimento em taxas 

similares ao longo de todo o ano. Há, no entanto, diferenças sazonais no metabolismo 

intermediário em peixes que se alimentaram ad libitum sendo, por exemplo, os estoques 

de triglicerídios no fígado 54% maior nos indivíduos aclimatados no verão do que 

naqueles aclimatados no inverno (JOHNSTON & BATTRAM, 1993). Lipídios são o 

combustível primário para o metabolismo energético de peixes antárticos (CROCKETT 

& SIDDELL, 1990). Parece haver redução da atividade alimentar e/ou grande 

mobilização de lipídios durante os meses de inverno, o que pode possivelmente estar 

relacionado ao desenvolvimento das gônadas (JOHNSTON & BATTRAM, 1993).

Além de sua importância estrutural e como fonte energética, os lipídios são 

menos densos e ocupam menos espaço durante a estocagem nos tecidos (EASTMAN,

1993). Ademais, o oxigênio é quatro vezes mais solúvel e difunde-se mais livremente 

em lipídios do que no citosol aquoso (EASTMAN, 1993). Assim, hipoteticamente, os 

lipídios intracelulares em peixes antárticos podem aumentar a difusão de oxigênio dos 

capilares para as mitocôndrias localizadas profundamente nas fibras musculares 
oxidatívas. Essas fibras também podem servir para a estocagem de oxigênio, 

principalmente nas espécies deficientes de (nioglobina (EASTMAN, 1993). Uma vez 

que a viscosidade citoplasmática é maior em ambientes com baixas temperaturas, o 

aumento da porcentagem em volume de gotículas lipídicas e mitocôndrias servem para 

diminuir a distância de difusão e desta forma, compensar a taxa reduzida de difusão de 

oxigênio e outras substâncias (EASTMAN, 1993).

A digestão decompõe as proteínas dos alimentos em aminoácidos que são 

absorvidos pela corrente sangüínea e absorvidos para todas as partes do corpo do 

animal. Assim como as enzimas devem manter um nível ótimo de afinidade com seus 

substratos e cofatores, para manter uma regulação metabólica apropriada, as 

subunidades de proteínas multiméricas devem manter afinidades corretas necessárias à 
automontagem reversível sob condições fisiológicas particulares do meio (Dl PRISCO 

et al. 1991).
Diferenças nos níveis de alimento fornecido pelo diferente habitat natural têm 

sido responsáveis por diferenças nas taxas de crescimento, longevidade, fecundidade e



5

tempo de desova em Salmo salar, sendo que o crescimento dos peixes é anormal 

quando há uma baixa quantidade de proteínas em sua dieta (SATOMI & NOSE, 1971).

As atividades de síntese protéica nó RNA servem como instrumento na 

investigação da eficácia que diferentes dietas promovem no crescimento. SATOMI & 

NOSE (1971), demonstraram que um aumento nos níveis de proteína na dieta de Salmo 

gairdneri resultam em um aumento quase proporcional nos níveis de ácidos nucléicos 

no músculo e nos tecidos do trato digestório desta espécie, assim como no tecido 
hepático de Pleuronectes platessa.

Após a alimentação há um aumento na taxa metabólica (JOBLING, 1981; 

JOHNSTON & BATTRAM, 1993). Em peixes de regiões temperadas, as taxas de 

consumo de oxigênio aumentam de 2 a 3 vezes dentro de poucas horas, quando 

relacionadas aos níveis de jejum pré-alimentar (JOBLING, 1992 apud JOHNSTON & 

BATTRAM, 1993). Essa variação depende da temperatura, da composição e do 
tamanho do alimento e reflete requerimentos energéticos de numerosos processos, 

incluindo digestão, absorção, estocagem de nutrientes, determinação de aminoácidos, 

síntese de produtos de excreção e aumento da síntese de proteínas e lipídios associados 

com o crescimento (JOBLING, 1995 apud JOHNSTON & BATTRAM, 1993).

Padrões sazonais em peixes antárticos, da massa do fígado e da massa total do 

corpo em relação ao comprimento, sugerem que a energia disponível para o crescimento 

varia durante o ano (CLARKE & NORTH, 1991). O tamanho relativo do fígado de N. 

neglecta é maior no verão e diminui rapidamente após a desova, sugerindo uma relação 

com os estádios finais da maturação dos ovos (EVERSON, 1970).

As observações de FANTA etal. (1994), demonstraram que durante o verão, o 

comportamento e as necessidades energéticas de Notothenia neglecta e outros peixes 

antárticos obedecem a um ritmo circadiano. Apesar de ter preferências alimentares 

específicas (FANTA, 1999), a alimentação não seletiva na natureza (EVERSON, 1984; 

BARRERO-ORO & CASAUX, 1990; RIOS & FANTA, 1998), constitui uma 

importante economia energética, reduzindo ao mínimo seu gasto de energia em busca de 
alimento.

O músculo apresenta as miofíbrilas como unidades moleculares de contração. 
Nestas unidades ocorrem alterações após períodos relativamente curtos de jejum até sua 

completa desorganização. Após períodos longos de jejum dificilmente os peixes podem
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desenvolver suas atividades natatórias ou mesmo sobreviver. Na falta de alimentação as 

reservas lipídícas do músculo são mobilizadas, a quantidade de fosfolipídio diminui, a 

proteína muscular é excessivamente retirada e o conteúdo de água aumenta ou se 

mantém. Tais eventos promovem alterações estruturais nas membranas das fibras a 
nível celular (LOVE, 1970).

Segundo HIBIYA (1982), grande quantidade de lipídeos e glicogênio são 

observados no citoplasma das células hepáticas determinando a forma dos vacúolos 

presentes nas mesmas. Com o armazenamento destes componentes bioquímicos os 

hepatócitos trabalham com eficiência na sua metabolização. No entanto, alterações na 

síntese de lipídeos ou o acúmulo dos mesmos no citoplasma causa atrofia ou retração 

celular e, aumento no número de granulações citoplasmáticas. Embora o núcleo não se 

altere estruturalmente, citólises ocorrem freqüentemente.

Assim, a partir de observações relacionadas ao comportamento biológico e aos 
hábitos alimentares de Notothenia neglecta, e levando-se em consideração sua relação 

com os recursos disponíveis na natureza nas diferentes épocas do ano e regiões da 

Antártica, este trabalho experimental foi desenvolvido com o intuito de estudar o efeito 

do jejum por períodos de até 60 dias nas reservas energéticas e constitucionais, bem 

como seus reflexos no comportamento desta espécie e quais seriam, portanto, as 

conseqüências para a ecologia desta espécie de peixe Antártico.
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IL OBJETIVOS

II. 1 -  OBJETIVO GERAL

Avaliar experimentalmente o efeito progressivo do jejum sobre o 

comportamento, a composição química e a morfologia do peixe Antártico Notothenia 
neglecta.

n . 2 -  OBJETIVOS ESPECÍFICOS

a) Analisar o comportamento de N. neglecta em tanques, durante um período de 60 
dias de jejum, em comparação com o de peixes alimentados ao longo do mesmo 

período.

b) Analisar o conteúdo de proteínas, lipídeos e água no músculo e fígado de N  

neglecta ao longo do período de 60 dias de jejum, em comparação com o de peixes 

alimentados no mesmo período e de peixes coletados na natureza durante o verão 

antártico.

c) Analisar o estado morfológico do fígado e do músculo de N. neglecta, através de 

microscopia óptica, ao longo do período de 60 dias de jejum em comparação com o 

de peixes alimentados no mesmo período e de peixes coletados na natureza durante 

o verão antártico.
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ID. MATERIAL E MÉTODOS

m. 1 - LOCAL DE ESTUDO

A Baía do Aímirantado está situada ao sul da Ilha Rei George e esta se localiza a 

oeste da Península Antártica (Fig. la  e lb). A Ilha Rei George é a maior ilha do 

arquipélago da Shetlands do Sul, possuindo um território de 1.300km2, sendo que 90% 

da sua superfície está revestida por gelo (Fig. lc). A Baía do Aímirantado é a maior baía 

da ilha, com um volume de água de 24,24 km3 (100%) e uma profundidade média de 
201,7 m. (RAKUSA- SUSZCZEWSKI, 1980).

A Estação Antártica Brasileira Comandante Ferraz (E A C F .) está localizada na 
Península Keller da Baía do Aímirantado (62° 05'S - 58° 23', 5W) (Fig. 2a). A E A C F 

está equipada com módulos com tanques para triagem e estocagem de animais marinhos 

(Fig. 2b); outros com temperatura controlada em tomo de 0°C, onde existem tanques 

para a realização de bioensaios (Fig. 2c). Há ainda módulos utilizados para o 

desenvolvimento de análises laboratoriais (Fig. 2d). A EACF conta também com botes 

infláveis “Zodiac” (Fig. 3a) e uma lancha oceanográfíca “Skua” (Fig. 3b).

m . 2 -  MATERIAL BIOLÓGICO 

UI. 2.1 -  CARACTERIZAÇÃO DOS ESPÉCIMES

Os lOOespécimes estudados apresentaram em média o comprimento total (Lt) 

de 33,5 cm, desvio padrão (Sx) de ± 5,02, com amplitude de variação (Ax) 24,0 cm - 

51,0 cm (Tab. I)
Dos espécimes estudados, 89% eram adultos e destes, 41% fêmeas e 59% 

machos. Os 11% restantes eram juvenis.
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Tabela I-Valores médios de comprimento total (Lt) e comprimento 
padrão (Ls), desvio padrão das médias (Sx), comprimentos mínimos e 
máximos (Ax) e número total de animais (n) avaliados neste trabalho.

A identificação dos exemplares de Notothenia neglecta (Nybelin 1951) usados 

neste trabalho foi feita de acordo com FISCHER & HUREAU (1985). O teleósteo 

estudado pertence à Ordem Perciforme, Sub-ordem Notothenioidei e Família 

Nototheniidae (Fig.4a).

KOCK (1992) considera Notothenia neglecta (Nybelin 1951), como sinônimo de 

Notothenia coriiceps. Sabe-se, no entanto, que existe uma considerável variação das 
características merísticas e 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 identificação dos 

espécimes foi feita segundo FISCHER & HUREAU (1985), a nomenclatura adotada 

será N. neglecta, já que os exemplares têm dados merísticos que os aproximam mais 

desta espécie (Fig.4b).
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m. 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 verão antártico, nos meses de dezembro de 1999 a 

março de 2000 e de dezembro de 2000 a janeiro de 2001 na Baía do Almirantado. Os 

peixes coletados eram colocados nos tanques com água do mar na lancha oceanográfica 

(Fig. 3d), durante o transporte para os tanques da Estação Antártica Comandante Ferraz.

As condições abióticas do período de aclimatação foram mantidas durante todas 

as fases experimentais: pH 7,0 (±0.2), salinidade 34% (±0.5) e temperatura 1,0°C (± 

0.5). O fotoperíodo foi mantido em 22 horas de luz, 2 horas de escuro, semelhante ao 

encontrado na natureza no verão austral. Lâmpadas vermelhas simulavam o período 

escuro e lâmpadas convencionais o período claro.

Em cada tanque foram colocados 6 peixes, alimentados diariamente às 18:00h 

(período claro) com pedaços de peixe na proporção de 5g/kg de peixe. Os peixes foram 

alimentados no primeiro dia experimental após a aclimatação (To) e distribuídos 

aleatoriamente em tanques de 1000 litros. Os peixes do grupo controle continuaram a 

ser alimentados diariamente às 18:00h com pequenos filés de peixe da mesma espécie 
ou de Trematomus newnesi. Os peixes experimentais foram mantidos em jejum 

completo, por um período máximo de 60 dias.

Os seguintes estudos foram realizados:

III. 3.1 -  ANÁLISE COMPORTAMENTAL

As observações do comportamento, tanto dos peixes mantidos em jejum 

(experimentais) como dos alimentados (controle), foram realizadas duas vezes ao dia, às 

08:00h (manhã) e às 20:00h (noite), respectivamente, 6 e 18 horas após o início do 

período iluminado. Cada indivíduo foi observado durante 10 minutos, pelo método 

direto.
Os seguintes itens comportamentaís foram observados e relatados: (1) 

quantidade de peixes em natação (deslocando-se pelo tanque); (2) tempo de natação, (3) 

agressividade que compreende os seguintes subitens: a) número de ataques (considerado
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quando um peixe nadava direcionadamente ao encontro de outro, empurrando ou 

mordendo seu oponente) e b) número de perseguições (quando o peixe agressor nadava 
atrás do oponente, que tentava se deslocar para escapar da agressão); (4) distribuição 

dos peixes no tanque (número de peixes agrupados ou não) e, (5) posição dos peixes nos 

tanques (foram consideradas as regiões: parede, canto e meio dos tanques).

Para as análises, os dados foram reunidos em períodos de 1-7, 8-15, 16-30,31­

45 e 46-60 dias de observação. A análise estatística foi realizada pelo teste de análise de 

variância (ANOVA) seguida do teste de comparação múltipla de Bonferroni. A 

significância estatística se deu em nível de 95% (p<0.05). Os cálculos foram realizados 
com auxílio do software GraphPad ® Prism, versão 1995.

ffl. 3.2 -  ANÁLISES BIOQUÍMICAS

Foram realizados análises dos níveis de proteínas, lipídeos, peso seco e água no 

fígado e músculo 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 aclimatação e 

distribuídos aleatoriamente em tanques. Um grupo com seis animais controle foi 

alimentado diariamente às 18:00 h e cinco grupos foram mantidos em jejum por 7, 15, 

20,30 e 60 dias.

No final de cada período experimental os animais foram sacrificados. Amostras 

de fígado e músculo foram coletadas e acondicionadas em tubos de microcentrifugação 

de 1,5 ml e imediatamente congeladas em nitrogênio líquido.
O material foi transportado para o Laboratório de Impacto Ambiental da UFPR, 

na câmara fria do Navio de Pesquisas Oceanográfícas Ary Rongel. Posteriormente, este 

material foi mantido em fireezer (-20° C) até o momento das análises.

Para as análises bioquímicas, as amostras foram pesadas e homogeneizadas em 

água destilada nas proporções de 1:9 (músculo) e 1:19 (fígado). Duas alíquotas de 50 p.1 

foram separadas para o teste de proteína e três alíquotas de 200 pl para determinação de 

lipídeos (Anexo I).
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Para a determinação de proteínas totais utilizou-se o Método de LÓWRY et al. 
(1951) (Anexo II).

A extração de lipídeos foi feita de acordo com BLIGH & DYER (1959) (Anexo 

ET) e a quantificação com kit de lipídeos totais (Labtest ®).

Os pesos úmido e seco de cada amostra foram determinados através de pesagem 

de alíquotas de aproximadamente lOOOpl, antes e após secagem em estufa a 60°C 

durante 72 horas. Foi utilizada balança analítica de precisão (Precision -  PR 100 ®).

Através do teste de análise de variância (ANOVA) foram comparadas as médias 

de cada componente, no músculo e fígado dos peixes submetidos aos diferentes 

tratamentos. Quando as variâncias não foram homogêneas, o teste de Kruskal-Wallis foi 

aplicado. Os resultados foram obtidos com o auxílio do programa STATISTICA FOR 
WINDOWS ® versão 5 (Stat Soft, Inc). O nível de significância adotado foi p<0.05.

m  3.3 -  ANÁLISE HISTOLÓGICA DO FÍGADO E MÚSCULO

As análises histológicas foram realizadas em tecidos coletados dos mesmos 

peixes utilizados nas análises bioquímicas. Nos tempos 7, 15, 20, 30, 45 e 60 dias após 

o tempo inicial T0 foram coletadas amostras de músculo da região posterior das 

nadadeiras peitorais, assim como de fígado na porção mediana dos lóbulos hepáticos.

As amostras dos tecidos foram lavadas com solução fisiológica de Cortland 

(WOELF, 1963) e fixadas em líquido de Bouin (BÜCHERL, 1962; CULLING et al., 

1985) para a microscopia óptica (Anexo IV). Após a fixação do material procedeu-se a 

desidratação de rotina e inclusão das amostras em Paraplast Plus®(Anexo V), sendo 

obtidos cortes em 2-3 pm, que foram corados com Hematoxilina-Eosina (CLARK, 

1981) (Anexo VI).



IV. RESULTADOS
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IV. 1 -  COMPORTAMENTO

IV. 1.1 -  ATIVIDADE NATATÓRIA

Notothenia neglecta tem baixa atividade natatória, sendo que um indivíduo 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 após os To, dois animais em média nadavam ativamente 
durante a manhã e quatro durante a noite. Depois deste período até o final do 

experimento, o número de peixes em movimento foi dois animais nadando em cada 

tanque, tanto de manhã quanto à noite, não havendo diferença significativa desta 

proporção entre os peixes controle alimentados e os experimentais em jejum.

O tempo médio (± erro padrão da média) da atividade natatória dos peixes, tanto 

dos animais controle como dos experimentais submetidos ao jejum e avaliados pela 

manhã foi significativamente maior do que a dos peixes em jejum no período da tarde 

(Fig.09).

Manhã Tarde Manhã Tarde

Figura 09. Média ± erro padrão da média do tempo de natação de Notothenia neglecta 
avaliado em segundos, conforme os diferentes grupos experimentais e turno de observação. O 
teste estatístico aplicado foi o de análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de 
Bonferroni.

* Difere estatisticamente do grupo controle manhã para p<0.05;
** Difere estatisticamente do grupo controle tarde para pO.OOl;
# Difere estatisticamente do grupo experimental manhã para p<0.01



Observam-se variações da porcentagem de tempo em que os peixes estão em 

atividade natatória ao longo do experimento e de acordo com a condição alimentar. Os 

peixes do grupo controle não apresentaram diferenças significativas na porcentagem de 

tempo em natação entre os períodos da manhã e da tarde. Entretanto o nível de atividade 

natatória média foi constante nos primeiros quinze dias e crescente até o final do 
experimento.

Os peixes submetidos ao jejum apresentaram diferenças significantes (p=0.02) 

entre tempo em atividade no período da manhã e à tarde e, portanto cada período foi 

analisado separadamente. Os animais avaliados no período da manhã apresentaram uma 

atividade natatória reduzida nos primeiros e nos últimos quinze dias de avaliação. 

Porém quando analisamos estes mesmos animais durante o período da tarde, foi 

possível constatar que estes apresentaram um decréscimo na atividade natatória, sendo 

mais acentuado durante a última quinzena de observação (Tab. n).

14

Tabela II- Média ± erro padrão da porcentagem da atividade natatória de peixes N. neglecta 
controles e experimentais nos diferentes períodos, agrupados conforme os vários dias de 
observação.

A análise estatística foi realizada pela análise de variância 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 manhã para p<0.05



Peixes submetidos ao jejum por 46-60 dias apresentaram uma redução 

significativa de atividade natatória, 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 manhã (Fig. 10).
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Figura 10. Média ± erro padrão da média da atividade natatória de Notothenia neglecta 
avaliado em segundos, conforme os diferentes grupos experimentais, turno e dias de 
observação. O teste estatístico aplicado foi o de análise de variância (ANOVA) seguido pelo 
teste de Bonferroni.
*Difere do grupo controle de 31-45 dias tarde para pcO.OOl 
** Difere do grupo controle de 46-60 dias tarde para p<0.05 
# Difere do grupo experimental de 31-45 dias manhã para p<0.05

IV. 1.2 -  AGRESSIVIDADE

Nos primeiros sete dias de observação os peixes alimentados diariamente não 

demonstraram nenhum comportamento agressivo. Após quinze dias e até o final do 

experimento, no entanto, observou-se disputa pelo alimento, com demonstrações 

constantes de agressividade, com nítida hierarquia dos animais de tamanhos diferentes, 

sendo que o dominante foi o animal que possuía comprimento total maior.
Durante os primeiros trinta dias de jejum, os peixes demonstraram 

comportamento agressivo constante, sendo que os peixes menores foram perseguidos



pelos maiores. Nos últimos quinze dias, entretanto, tanto os ataques quanto as 
perseguições cessaram.

O valor médio do número de perseguições não foi alterado quando analisamos 
os animais dos grupos controle e experimental, durante os turnos diurno e noturno enos 

diferentes dias de observação dos animais. (Fig. 11). A variabilidade observada entre os 

animais do grupo experimental tarde - período de 1-7 dias de jejum ocorreu devido a um 

único animal que apresentou 11 perseguições durante este período.
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Dias de Observação

Figura 11. Média ± erro padrão da média do número de perseguições avaliadas na 
Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais, turno e dias de observação. O 
teste estatístico aplicado foi o de análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de 
Bonferroni.

O número médio de ataques apresentados pelos peixes durante todo o 

experimento foi muito variável. Esta variabilidade não permitiu uma identificação 
estatística das diferenças. Podemos verificar, no entanto, uma tendência de aumento no 

comportamento de ataque entre os animais que estavam em jejum, no turno da noite, 

entre o período de 16-30 dias de experimento, quando comparado aos animais dos dois 

grupos controle neste mesmo período de observação (Fig. 12).
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Dias de Observação

Figura 12. Média ± erro padrão da média do número de ataques avaliados na Notothenia 
neglecta conforme os diferentes grupos experimentais, turno e dias de observação. O teste 
estatístico aplicado foi o de análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni.

IV. 1.3 -  DISTRIBUIÇÃO / POSIÇÃO

Foi observada uma tendência para que os animais controle apresentassem um 

maior padrão de agrupamento quando comparados aos animais dos grupos 
experimentais. Isso ocorreu nos primeiros trinta dias de observação. Após este período, 

a tendência dos grupos experimentais foi de apresentar o mesmo padrão de resposta 

comportamental, isto é, em média, três animais agrupados.
Ao serem mantidos em jejum, Notothenia neglecta demonstraram preferência 

por permanecerem agrupados, seja em grupos de quatro ou seis animais, o que foi mais 
claramente observado nos últimos 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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Dias de Observação

Figura 13. Média ± erro padrão da média do número de peixes da espécie Notothenia 
neglecta agrupados, conforme os diferentes grupos experimentais, turno e dias de observação. O 
teste estatístico aplicado foi à análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni.

Quando avaliamos o número de peixes dispersos, o resultado foi inverso ao 

descrito para o número de agrupados. Os animais dos grupos experimentais tenderam a 

apresentar maior dispersão quando comparados aos animais dos grupos controle, 

durante os primeiros trinta dias de observação. No entanto, pela grande variabilidade 
nas respostas, não foi possível detectarmos diferenças significativas na comparação 

entre os grupos (Fig. 14).

Dias de Observação
Figura 14. Média ± erro padrão da média do número de peixes da espécie Notothenia 

neglecta dispersos, conforme os diferentes grupos experimentais, turno e dias de observação. O 
teste estatístico aplicado foi o de análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de 
Bonferroni.



Entretanto, foi possível a detecção de diferenças estatísticas na comparação de 

respostas apresentadas pelos animais quando avaliamos o número de animais nas 

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

Tabela III- Média ± erro padrão da porcentagem da média do número de posições (1-canto; 2- 

parede; 3- meio do tanque) avaliadas no peixe da espécie Notothenia neglecta conforme os 
diferentes grupos experimentais, turno e dias de observação.
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O teste estatístico aplicado foi o de análise de variância (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 manhã para p<0.05 

# Difere do grupo controle de 8-15 dias manhã para pcO.OOl

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

diferenças significativas (p< 0.05) entre os seguintes grupos: controle 31-45 dias 

manhã; experimental 31-45 dias tarde; controle 46-60 dias tarde; experimental 46-60 

dias tarde.
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IV. 2 - BIOQUÍMICA

IV. 2 1 -  MÚSCULO

Nenhum dos componentes bioquímicos variou significativamente no músculo, ao 
longo de 60 dias de jejum O músculo de Notothenia neglecta possui em média 78,5% de 

água e 21,5% de peso seco. Estes componentes apresentaram grande variabilidade 

evidenciada, por exemplo, pelos valores de peso seco mínimo de 6,6% e máximo de 39,0% 

(Tab. IV).

Tabela IV: Médias das porcentagens de lipídeos e proteínas totais (expressos em peso úmido e 
peso seco) e do peso seco e da água no músculo de Notothenia neglecta: X (±dp,n). 
Ps- peso seco; PrPu- proteína expressa em peso úmido; PrPs- proteína expressa em 
peso seco; LipPu- lipídeo expresso em peso úmido; LipPs-lipídeo expresso em peso 
seco.



A figura 15 representa a média ± dp do peso seco no músculo de Notothenia 

neglecta, conforme o tempo de jejum destes animais. Mesmo não apresentando 

signifícância estatística, observamos pequena aumento de peso seco deste órgão nos 

animais experimentais aos 60 dias. Este valor volta a se elevar, apresentando valor 
semelhante ao controle.

Músculo
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Figura 15. Porcentagem média (± erro padrão e desvio padrão) do peso seco no músculo de 
Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de observação.

Pela análise da figura 16 na qual estão representadas as médias ± dp e ep na 

porcentagem de água dos músculos de Notothenia. neglecta, verificamos que não houve 

diferença significativa entre os vários grupos avaliados. Inversamente ao resultado de peso 

seco, existe uma tendência de aumentar a água entre 7 e 30 dias de jejum, e reduzir aos 60 

dias.
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Figura 16. Porcentagem média (± erro padrão e desvio padrão) de água no músculo de Notothenia 
neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de observação.

A quantidade de proteínas também foi determinada e expressa em peso úmido (Fig 

17) e peso seco (Fig 18). Conforme verificado, não houve alteração significativa, quando 
comparamos os dados referentes aos diferentes grupos experimentais. Apesar disto, foi 

observado uma tendência de diminuição na quantidade de proteínas do músculo após 20 

dias de jejum (Fig. 17, 18). Não foi possível analisar os músculos dos peixes com 30 dias 

de jejum pela insuficiência de material necessário para esta determinação.

No músculo dos peixes também foi determinada a quantidade de lipídeos. Como 

podemos verificar não foi detectada alteração significativa de lipídeos expressos em 

peso úmido quando analisamos os vários grupos experimentais (Fig. 19).

Por outro lado, quando analisamos os valores médios da quantidade de lipídeos 
expressos em peso seco, foi possível verificar que, animais com 30 dias de jejum, 

apresentaram aumento deste parâmetro bioquímico avaliado quando comparado com os 

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

figura 20.
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Figura 17. Porcentagem média (± erro padrão e desvio padrão) do peso úmido de proteínas no 
músculo de peixes da espécie Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos 
experimentais e dias de observação.

Jejum

Figura 18. Porcentagem média (± erro padrão e desvio padrão) do peso seco de proteínas no
músculo de Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias
de observação.
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Figura 19. Porcentagem média (± erro padrão e desvio padrão) do peso úmido de lipídeos no 

músculo de Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de 

observação.

Figura 20. Porcentagem média ( i  erro padrão e desvio padrão) do peso seco de lipídeos avaliadas no
músculo de Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de

observação.
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IV. 2 1 -  FÍGADO

Nenhum dos componentes bioquímicos variou significativamente no fígado ao 
longo de 60 dias de jejum. O fígado de Notothenia neglecta possui em média 72,3% de 

água e 27,5% de peso seco. O peso seco também apresentou grande variabilidade 
evidenciada pelos valores mínimos de peso seco de 10,6% e máximo de 44,6% (Tab.V).

Tabela V: Médias das porcentagens de lipídeos e proteínas totais (expressos em peso úmido e 
peso seco) e do peso seco e da água no fígado de Notothenia neglecta: X (±dp,n).
Ps- peso seco; PrPu- proteína expressa em peso úmido; PrPs- proteína expressa em 
peso seco; LipPu- lipídeo expresso em peso úmido; LipPs-lipídeo expresso em peso 
seco.



A figura 21 representa a média ± dp e ep do peso seco dos fígados de Notothenia 

neglecta, conforme o tempo de jejum destes animais. Pudemos verificar que houve uma 

tendência de redução de peso seco após 20 dias de jejum.
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Figura 21. Porcentagem média (± erro padrão e desvio padrão) de peso seco no fígado de 

Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de 

observação.

Pela análise da figura 22 onde representamos a média ± dp e ep da água dos 
fígados dos peixes da espécie Notothenia neglecta, divididos conforme o tempo de 

jejum, observamos que apesar de não verificarmos diferença significativa entre os 

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

Quando analisamos os dados da determinação de proteínas, expressos em peso 

úmido, pudemos verificar uma diminuição deste parâmetro bioquímico entre os animais, 

a partir de sete dias de jejum, em relação aos animais da natureza e controle, (p= 0,055) 

(Fíg. 23).
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Figura 23. Porcentagem média (± erro padrão e desvio padrão) expressos em peso úmido de
proteínas no fígado de Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e
dias de observação



Quando realizamos a análise dos dados de proteína, expressos em peso seco, a 

mesma relação descrita anteriormente foi observada Desta forma, animais com 7 dias 

de jejum apresentaram uma redução deste parâmetro bioquímico quando comparado aos 

animais dos grupos controle e natureza (p= 0,088). Estes dados estão representados na 
figura 24.
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A determinação de lipídeos também foi realizada no tecido do fígado. Foi 

possível verificar uma tendência de aumento deste parâmetro bioquímico entre os 

animais com 7 dias de jejum. Entretanto, três animais apresentaram dados discrepantes 

em relação aos demais, o que justifica a impossibilidade de observação de significância 

na análise dos dados (Fig. 25).

Quando avaliamos este mesmo parâmetro bioquímico, expresso em peso seco, 

não foi possível determinar qualquer alteração estatisticamente significativa na análise 

entre grupos (Fig. 26).
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Jejum

Figura 25. Porcentagem média (± erro padrão e desvio padrão) do peso úmido de lipídeos no fígado 

de Notothenia neglecta conforme os diferentes grupos experimentais e dias de 

observação.



IV. 3 -  HISTOLOGIA DO FÍGADO E MÚSCULO
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IV. 3.1 - MORFOLOGIA MUSCULAR

O músculo esquelético de Notothenia neglecta apresenta coloração 

esbranquiçada e fibrosa
Foi analisada a morfologia de fragmentos de tecido muscular retirados de uma 

porção acima das nadadeiras peitorais, atrás da cabeça O músculo esquelético é 

revestido por uma bainha de tecido conjuntivo, o epimísio. Vasos sangüíneos, linfáticos 

e nervos interiorizam o músculo e circundam os feixes de fibras musculares, 

constituindo o perimísio. Em continuidade com o perimísio, lâminas de tecido 
conjuntivo estendem-se entre cada fibra muscular numa região 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 padrão de estriação (Fig. 5a), apresenta espaço extracelular estreito 

(Fig. 5 b).

Após os primeiros 7 dias de jejum as fibras musculares não apresentaram 

diferenças estruturais quando comparadas às do controle.

Entretanto, após 30 dias de jejum houve uma diminuição no diâmetro das células 
o que se manteve após 45 e 60 dias de jejum (Fig. 5ci).

Após 45 dias de jejum houve um aumento no espaço extracelular (Fig. 5ci). 

Além disso, devido à diminuição do diâmetro das fibras houve aumento de distância 

entre os feixes, destacando o perimísio que circunda os feixes musculares (Fig. 5c2>.

IV. 3.2 -  MORFOLOGIA HEPÁTICA

Através de observações macroscópicas, verifica-se que o fígado de Notothenia 
neglecta apresenta-se volumoso, quando comparado ao restante do corpo, apresentando 
uma coloração marrom avermelhada e consistência macia



Situado na porção anterior do abdômen, recobre parte da porção dorsal e ventral 
do estômago. O fígado é composto por três lobos hepáticos, sendo que na posição 

ventral do estômago encontramos os dois maiores e o terceiro situado dorsalmente, 

ainda em relação ao estômago.

Em Notothenia neglecta coletados da natureza, as células hepáticas ou hepatócitos 

possuem forma arredondada poligonal, com núcleo grande e central (Fig. 6a) arranjam- 

se em cordões hepáticos (Fig. 6b) limitados por um dos lados pelos sinusóides. O 

citoplasma dos hepatócitos apresenta granulosidade e aspecto bem vacuolizado, 

provavelmente devido ao depósito de üpídeos retirados durante o processamento para 

Microscopia Óptica

Após 7 dias de jejum as células hepáticas começaram a apresentar diferenças 

estruturais quando comparadas ao controle. A forma celular foi descaracterizada com 

um visível achatamento dos hepatócitos (Fig. 6ci). As células apresentam-se levemente 

inchadas e os limites celulares em algumas células ficaram menos nítidos. 

Vacuolizações que permaneceram em algumas regiões e em outras não e vacúolos 

citoplasmáticos, normalmente observados nas células, tiveram neste período 

experimental maior incidência em algumas regiões (Fig. 6ci).Alguns núcleos 

apresentam alteração no tamanho e formato.

Alterações progressivas foram observadas, após 45 dias de jejum as células, em 

muitas regiões, tomam-se indistinguíveis, podendo ou não apresentar vacuolizações.

Após 60 dias foram encontrados espaços entre os cordões de Remake, 

preenchidos pelo extravasamento de líquido dos sinusóides. Não foram observados 

limites entre as células do tecido hepático. Foi observados vacuolização intensa e 

hepatócitos com laterização nuclear (Fig. 6c2>.
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V. DISCUSSÃO
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A dieta de Notothenia neglecta varia de acordo com a estação do ano devido à 

flutuação na disponibilidade de alimento. Esta espécie apresenta um grande espectro 

dietético, tanto bentônico quanto pelágico e, ainda, o hábito alimentar varia com a idade 

e o tamanho dos peixes (BARRERA-ORO & CASAUX, 1990; CASAUX et al., 1990). 

Embora essa espécie seja omnívora (DANIELS, 1982), possui trato digestório com 

características de hábitos alimentares carnívoros (VIANNA et al., 2000), com uma 
dentição faringeal bem desenvolvida, estômago com grande capacidade distensível, 

intestino curto (MARTIN & BLABER, 1984) e trato digestório em formato de “V” ou 

“Y” (SUVOROVA & TRESHCHUK, 1978; CLARKE & WITCOMB, 1980 e 

CATALDI et al. 1987).

Notothenia neglecta pode ingerir peixes com metade ou um terço do seu 

comprimento, tanto na natureza como em tanques experimentais (DANIELS, 1982; 
FANTA, 1999). A necrofagia é comum entre os nototenídeos (ARNAUD, 1970 apuã 

KOCK, 1992) apesar deste grupo de peixes, de acordo com vários autores (DANIELS 

& LIPS, 1978; MORENO & ZAMORANO, 1980; DANIELS, 1982; CASAUX et a i, 

1990, RIOS & FANTA, 1998), utilizar a predação de emboscada e apreender apenas 

presas móveis, ignorando presas visíveis, porém estacionárias (FANTA & MEYER, 
1998).

Assim, mesmo neste trabalho aonde Notothenia. neglecta foi alimentada com 

filés de peixes, verificou-se que estes aram capturados preferendabnaite na coluna 

d’água, aonde os fragmentos de alimento estavam em movimento, e em menor 

proporção no fundo do tanque, aonde os pedaços estavam imóveis.

Quando observado o comportamento em Notothenia neglecta, considerando-se 

a natação e o repouso, foi evidenciado que os peixes permanecem em repouso a maior 
parte do tempo e na sim maioria posicionados no cantos e fundo dos tanques, o que 

corrobora as observações de FANTA & MEYER (1998) e FANTA(1999). Descrições 
de KEENLEYSIDE (1979) mostram que N. neglecta apresenta comportamento basal 

caracterizado por repouso durante a maior parte do tempo com raras natações aleatórias.



Os nototenídeos adultos são sedentários, nadam lentamente e apresentam curtos 

períodos de natação mais rápidos e limitados (MAC DONALD et al., 1987 apud Dl 

PRISCO et al., 1991).

As observações realizadas neste trabalho indicam que Notothenia neglecta é 
uma espécie, cujos indivíduos mostram a tendência de se agrupar, mantendo 

normalmente o contato fisico entre si, assim como ocorre em algumas outras espécies de 

peixe antárticas (LOVE, 1970).

Notothenia neglecta apresenta hábitos noturnos (RICHARDSON, 1975; 

MORENO & ZAMORANO, 1980; CASAUX et al., 1990). Os peixes alimentados 

diariamente nos tanques apresentaram maior atividade natatória quando observados no 

período do final da tarde. Entretanto, quando avaliamos os animais em jejum, estes 

tiveram atividade reduzida neste mesmo período.

Como é uma espécie de hábito alimentar generalista, Notothenia neglecta 

apresenta melhor adaptação às condições variantes de sazonalidade na disponibilidade 

de alimento, reduzindo a competição pelo alimento, principalmente quando este se toma 
escasso (LINKOWSKI et al., 1983; FANTA & MEYER, 1998; FANTA, 1999).

Notothenia neglecta apresentou atividade natatória restrita aos períodos de 

alimentação, como ocorre em outras espécies de antárticos como Trematonus newnesi e 
Gobionotothen gibberifrons (FANTA et al., 1994), retomando rapidamente ao seu local 

inicial logo após a captura do alimento.

Notothenia neglecta de tamanhos homogêneos não apresentaram divisão 

hierárquica, mas quando haviam peixes de tamanhos diferentes, observou-se nítida 

hierarquia Esta hierarquia ficou mais acentuada quando os peixes foram mantidos em 
jejum A dominância é comum entre peixes mantidos em cativeiro mesmo em espécies 

que não apresentam este tipo de comportamento em seu ambiente natural 

(KEENLEYS IDE, 1979). Ocorreram poucas perseguições e ataques, mas os peixes 

maiores foram dominantes e tiveram prioridade na captura do alimento.

Com o aumento do período de jejum, foi observado um aumento, mesmo que 
discreto, de perseguições e ataques entre os indivíduos do mesmo tanque. Este aumento
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na agressividade pode estar relacionado com a alteração metabólica ocasionada pelo 
jejum e com a necessidade de encontrar alimento, competindo por ele em um ambiente 

restrito.

Peixes das regiões polares gastam mais energia do que os peixes de águas 
temperadas, devido a algumas propriedades da água marinha em altas latitudes 

(EASTMAN, 1991). Uma destas propriedades é o grau de viscosidade, que chega a 

dobrar quando ocorre formação de gelo a partir da água do mar. Os sais que não se 

congelam aumentam a salinidade e a densidade da água Em conseqüência de uma água 

mais viscosa, há um aumento de consumo energético para o desempenho de atividades 

motoras como a natação, e fisiológicas como a circulação sangüínea e a percepção 

sensorial.

No verão, os nototenídeos estocam energia e a utilizam no invemo quando sua 

atividade alimentar tende a decrescer. É necessária uma eficiente alimentação nos meses 
de primavera e verão para que ocorra um estoque energético suficiente para os meses 

seguintes (JOHNSTON & BATTRAM, 1993). Neste trabalho, os peixes foram 

coletados no verão e estudados em condições de luz, temperatura e salinidade 

simulando o verão austral, sendo a ausência de alimento induzida experimentalmente.

BURCHETT (1983), concluiu que exemplares de Notothenia rossi, que 

apresentam hábitos e comportamento semelhante ao de Notothenia. neglecta, comem 

menos durante o invemo, mesmo com abundância de presas. Essa alternância entre 

alimentação, reprodução e crescimento deve-se, principalmente, às baixas taxas 

metabólicas e ao baixo nível de energia metabólica disponível para ser despendidos 

nessas atividades.

Apesar da obtenção de alimento se tomar mais dificil no invemo, ela é 

importante para indivíduos adultos, já que os mesmos terão que produzir ovos e garantir 

a reprodução da espécie (JOHNSTON & BATTRAM, 1993). As fêmeas tendem a 

armazenar reservas maiores durante a estação de alimentação. Estas reservas se tomam 

mais exauridas durante a desova Por exemplo, em Salmo gairdneri o jejum do provoca 
a redução de lipídios do fígado, vísceras e plasma Porém, a ausência é mais severa em 
fêmeas adultas do que nas jovens, por causa da transferência adicional dos lipídios para
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as gônadas que seria bem menor no caso dos machos (HIBYIA, 1982).

A redução na atividade é refletida na diminuição continua do consumo de 

oxigênio. Já que parte da demanda reduzida inclui oxigênio que agora não é mais 

requerido na assimilação do alimento (BEAMISH, 1964). Contrário a este conceito, o 
consumo de oxigênio do Protopterus aethiopicus aumentou após um jejum de 5 meses. 

SMITH & WALTON (1975), consideraram isto como evidência de um aumento no 

catabolismo de proteína. Tal aumento sempre foi considerado como uma característica 

terminal do jejum em mamíferos, marcando o final das reservas de lipídios e 

carboidratos. Entretanto, não devemos esperar este fenômeno em peixes, já que eles 
subsistem da energia fornecida por aminoácidos. Presume-se que o Protopterus 

aethiopicus inicie sua reabilitação do jejum através de um fornecimento de carboidratos 

e lipídios como reserva de energia.

O limite de ingestão de proteínas para os peixes para que possam convertê-la 

em materiais aproveitáveis é de 30- 60% do alimento ingerido. Quando admitimos 

como baixa a quantidade de proteínas absorvidas, o crescimento toma-se anormal 
(LOVE, 1970).

A síntese protéica pode participar em proporção significativa, na manutenção 

do metabolismo e na produção de algumas enzimas, como as envolvidas no 

metabolismo energético. Isso requer uma constante renovação, o que justifica a 

adaptação evolutiva dos nototenídeos em superar os efeitos da baixa temperatura na 

síntese destas proteínas (SMITH & HASCHEMEYER, 1980).

Espécies antárticas, como o Trematomus hansoni, quando comparadas com 

peixes de clima temperado, possuem uma maior quantidade de proteínas sintetizadas. 

Isso ocorre devido à eficiente exportação de matéria prima para as proteínas 

intracelulares, soido que, alguns destes produtos podem estar relacionados com a 

sobrevivência destas espécies a temperaturas negativas (SMITH & HASCHEMEYER,

1980).

SATOMI & NOSE (1971), demonstraram que um aumento na síntese de 
proteína no jejum pode resultar em um aumento quase proporcional nos níveis de ácidos 
nucleicos no músculo e nos tecidos do trato digestório de peixes como Salmo 

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

Os lipídeos estocados são uma importante reserva de calorias para os peixes 

antárticos, sendo uma fonte energética importante no metabolismo corporal 

(CROCKETT & SIDELL, 1988). Os lipídeos monoinsaturados são os substratos mais 

rapidamente utilizados no metabolismo energético dos tecidos musculares nos peixes 

antárticos (SIDELL et al., 1995), embora saibamos que depósitos de lipídeos também 

ocorrem à nível subcutâneo e hepático (EASTMAN, 1993).

Como o peixe geralmente armazena reservas de lipídios no músculo, estas 

provavelmente começam a ser mobilizadas imediatamente após a feita de alimento. No 

entanto, quando o lipídio do músculo é apenas estrutural, podemos imaginar que este 

retém seu nível original até o momento em que a estrutura das proteínas comece a ser 

degradada O conteúdo de fosfolipídio então declina continuamente, enquanto o 

conteúdo de água aumenta. Estudos, porém sugerem que o conteúdo de água não sofre 

mudanças num pqeríodo inferior a 9 semanas em Perca flavescens à 9 C (LOVE, 1970).

Em Notothenia neglecta não foi observada alteração significativa na 

quantidade de lipídeos, tanto no figado quanto no músculo. O fígado é fundamental nos 

processos de metabolização, secreção, desintoxicação e neutralização de diversas 

substâncias do organismo, enquanto o músculo participa dos movimentos natatórios dos 

peixes.

Quanto aos níveis médios de proteínas e lipídeos no músculo, foram 

registrados neste trabalho, respectivamente, os valores médios 6,4% e 3,0%, expressos 

em peso úmido e 35,2% e 17,9% expressos em peso seco. OEHLENSCHLÃGER 

(1991) obteve 19,1% e 1,9% de proteínas e lipídeos no músculo de Notothenia neglecta, 

expressos em peso úmido. Já CRAWFORD (1978), observou uma redução média de 

3,5% para a mesma espécie (expressos em peso seco) 84,2% de proteínas e 2,5% de 

lipídeos após 20 dias de jejum, sugerindo que os lipídeos foram rapidamente utilizados, 

ao contrário das proteínas que não apresentaram nenhuma alteração quantitativa até o 
final do experimento.

Os níveis médios de proteínas e lipídeos no figado observados em Notothenia

42



neglecta foram 14,4% e 8,8%, respectivamente, expressos em peso úmido e 58,1% e 

33,3% expressos em peso seco. OEHLENSCHLÃGER (1991) observou para os 

mesmos componentes químicos, 15,3% e 16,3%, expressos em peso úmido, em animais 

da mesma espécie e alimentados na natureza, evidenciando o fígado como um órgão

armazenador de nutrientes.

Estudos comparativos mostram que exemplares de Notothenia neglecta, 

aclimatados em condições de verão, apresentam uma maior taxa de triglicerídeos no 

fígado e de algumas enzimas do metabolismo intermediário, em relação a peixes 
aclimatados no inverno (JOHNSTON & BA1TRAM, 1993). Estes autores observaram 

em média, 71,5% e 14,3%, respectivamente, de proteínas e lipídeos expressos em peso 

seco no fígado de Notothenia neglecta durante o verão e respectivamente, 71,0% e 9,3% 
expressos em peso seco no inverno.

Durante o verão, a síntese proteica se associa ao rápido crescimento dos peixes 

(JOBLING, 1995). Por outro lado, a mobilização de lipídeos durante o inverno 

possibilita o desenvolvimento das gônadas (JOHNSTON & BATTRAM, 1993). Assim, 
os peixes antárticos necessitam de energia para o crescimento e a reprodução, 

apresentando diferenças metabólicas significativas em relação a peixes de regiões 

tropicais ou temperadas. Outras espécies de peixes como Anguilla japonica e Anguilla 

anguilla (LARSSON & LEWANDER, 1973) apresentaram redução no nível lipídico 

após diferentes períodos de jejum, assim como Chaenocephalus aceratus. No entanto, 

esta última espécie apresentou o fígado infestado por parasitas nematóides (20% do 
peso seco) o que, segundo OEHLENSCHLÃGER (1991), pode influenciar tais valores.

Em outros regimes termais notamos que a atividade do sistema para sintetizar 

os lipídeos é razoavelmente independente do nível de jejum No entanto, há uma 
mudança na incorporação do acetato dos lipídeos estruturais de peixes em jejum 

(MOROZ, 1971). O acetato radioativo tomou-se incorporado nos lipídios tanto do 

fígado como do resto do corpo de um Esox lucius em jejum por 2 meses (HALL & 

BELLWOOD, 1995). Os autores concluíram que uma quantidade mínima de lipídeos 
estruturais deve ser claramente mantida para o peixe manter-se vivo. NEWSON & 
LE1DUC (1975) descobriram que se o total do conteúdo de lipídios 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 fêmea, adulto ou jovem

Os níveis médios de água no músculo 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 água no 

músculo de Notothenia neglecta no verão e 82,0% no inverno, período de baixa 

disponibilidade de alimento. Isto corrobora o aumento pouco significativo observado 

neste trabalho, com média de 81,2% de água no músculo de peixes mantidos em jejum

No fígado encontramos valores médios de água equivalentes a 72,3%. 
JOHNSTON & BATTRAM (1993), observaram que não houve diferença neste 

componente entre animais coletados da natureza, durante o verão (77,2%) e o inverno 

(75,3%). Valor similar foi observado por CRAWFORD (1978) durante o período de 

jejum (77,3%). O fato de não haver diferença entre os níveis de água nos peixes 

submetidos ao jejum e mesmo entre verão e inverno, significa que as reservas 

energéticas não estão sendo utilizadas (MOROZ,1971).

O tecido muscular é constituído por um complexo intrínseco de células, que 

participam de funções orgânicas fundamentais para a sobrevivência dos organismos 

como a locomoção, respiração e a digestão, embora normalmente, esteja associado aos 

movimentos corporais. Em peixes teleósteos (HIBIYA, 1982), toma-se evidente a 

função 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 nototenídeos os músculos miotomais constituem 51% do peso corpóreo de 
Dissostichus mawnosi e 30% em Notothenia neglecta (EASTMAN & DEVRIES,

1981). Os músculos miotomais incluem três tipos de fibras que são chamadas de fibras 

brancas, vermelhas e tónicas (WALESBY & JOHNSTON, 1980; DAVISON & MAC 

DONALD, 1985).

Segundo EASTMAN (1993), as fibras brancas são também chamadas de fibras 
de contração rápida, pela sua velocidade relativamente rápida de contração, com 
diâmetro de 100 - 230pm, formando a maior parte da musculatura miotomal. As fibras
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vermelhas ou de contração lenta possuem um rico suplemento sangüíneo considerado 

como depósito lipídico que sustenta a velocidade lenta das movimentações e com 

diâmetro de 50 - 65 gm. As fibras tônicas por sua vez mostram-se proeminentes na 

região da linha lateral nos peixes com diâmetro reduzido (25 gm), porém com função 
similar às fibras vermelhas.

Em nototenídeos as fibras vermelhas equivalem a 3,0% do peso corpóreo, 

embora apresentem processos oxidativos que suplementam em dobro a energia 

necessária para as atividades oferecidas pelas fibras brancas.

Neste trabalho foram observadas estriações em fibras musculares normais, 

porém, ocasionalmente, ratas estriações tomam-se obscuras ou desaparecem Nos 

peixes mantidos em jejum Este fenômeno reflete modificações no sarcoplasma, sendo 

uma clara evidência de condições patológicas, segundo HIBIYA (1982). A fibra 
muscular pode às vezes se romper parcial ou completamente. MATTSON (1990) 

relatou atrofia a nível celular da musculatura branca de Gadus morhua em jejum, assim 

como em Pleuonectes platessa descrito por JOHNSTON & BATTRAM (1993).

No músculo , à partir de 30 dias de jejum foi observado um aumento no espaço 

extracelular, o que também foi evidenciado por LOVE (1970) em Anguilla anguilla. 

Existe um aumento no sódio muscular, uma grande ionização extracelular e uma 

diminuição correspondente no total de potássio intracelular.

O tecido hepático é constituído de células parenquimatosas, sendo que os 

hepatócitos possuem forma poligonal, núcleos arredondados com localização lateral. 

Parte da superfície dos hepatócitos faz limite com os canalículos biliares e outra parte 

com os sinusóides (HYBIYA, 1982).

O fígado é a maior glândula composta do organismo, participando da secreção 

biliar, detoxificação e neutralização de substâncias tóxicas (JUNQUEIRA & 

CARNEIRO, 1999). Em nototenídeos este órgão participa efetivamente dos processos 

sintéticos de proteínas (EASTMAN, 1993), além de outras funções, sendo essencial 

para a manutenção energética destra organismos que ratão submetidos a variações 
sazonais características do ambiente antártico.
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Os efeitos que o jejum causa no epitélio do trato digestório de peixes, 
geralmente estão relacionados com a atrofia das células, porém algumas espécies de 

peixes mostram-se adaptadas a essa situação (LOVE, 1970; HALL & BELLWOOD, 
1995).

Neste trabalho foi observado uma alteração dos hepatócitos após 7 dias de 
jejum, o que foi também observado por LOVE (1970) em Cyprinus carpio. Segundo 

este autor após 120 dias de jejum as células do fígado diminuem em tamanho, de tal 

forma que os núcleos se aglomeram e a concentração de DNA aumenta.

O período de 60 dias em jejum permitiu a visualização da deformação dos 

hepatócitos e da formação de vacuolizações entre as células.

GÁS (1973), lista as mais importantes mudanças vistas no figado, quando 

submetido à jejum, como a diminuição progressiva do glicogênio e seu desaparecimento 

após aproximadamente 8 meses. Também observou o surgimento de uma rede de fibras 

de colágeno, redução do volume celular, o acúmulo intracelular de partículas contraído 

ferro e finalmente o desaparecimento da organização celular.

A utilização das reservas energéticas representadas pelos componentes 

bioquímicos armazenados no figado e músculo, causou alteração na morfologia hepática 

e muscular, embora período reduzido de jejum não produza danos letais para a 

sobrevivência do organismo.

Através de análises comportamentais e bioquímicas pudemos observar redução 

no metabolismo e nas atividades metabólicas de N. neglecta durante os períodos de 
escassez de alimento garantindo sua sobrevivência e permanência no ecossistema 

antártico.
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VI. CONCLUSÕES
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> A queda nos níveis de atividade dos peixes em jejum foi acompanhada por um 

decréscimo na demanda metabólica, demonstrada por depleção não significativa de 
reservas energéticas.

> Períodos de jejum aumentaram o comportamento agressivo entre os indivíduos.

> Não houve diferenças significativas entre a quantidade de lipídeos e proteínas em 

músculo e fígado entre os tratamentos.

^  As médias de conteúdo lipídico e proteico foram maiores no fígado do que em 

músculo, evidenciando este órgão como armazenador de nutrientes.

> O período de 60 dias causou redução significativa apenas na quantidade de proteínas 

no fígado.

> As fibras musculares estriadas apresentaram desaparecimento parcial destas 

estriações após períodos de jejum

> Os hepatócito poligonais tomam-se achatados após períodos curtos de jejum e há 

aumento de vacuolizaçâo após período de jejum prolongado.

> Notothenia neglecta é uma espécie de peixe adaptada à sazonalidade do ambiente e 

sua disponibilidade de alimento, e a redução na atividade dos peixes mantidos em 

jejum foi energicamente favorável
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V II. ANEXOS 

ANEXO I

PREPARAÇÃO DO MATERIAL E DAS AMOSTRAS 

PARA POSTERIOR ANÁLISE DA COMPOSICÃO QUÍMICA

Para análise bioquímica dos tecidos de músculo e fígado, o material foi pesado, 

homogeneizado e alíquotas de proteína e lipídeo: 50 pl e 200 pl, respectivamente, foram 

separadas e processadas como segue abaixo:

1. Separação do amostras em Ziploe,

2. Identificação dos frascos:

Lipídeos -  2 jogos de tubos de ensaio Proteínas -  1 jogo de tubos de ensaio

3. Separação do material a ser utilizado:
-Água
- Bécker ( 50-80 ml.)
-Gelo
- Homogeneizadores 
-Pinça
- Pipetas
- Tesoura

4. Pesagem do material:
Corte e identificação de pedaços de papel manteiga 
Tara do papel e posterior pesagem das amostras

5. Para a homogeneização deste material foi feita a diluição:

- Músculo (1:9 Proporção -  Tecido : Água)
- Fígado (1:19 Proporção -  Tecido : Água)

6. Separação do homogenado em pequenos vidros:

- Separaçõ de alíquotas (2 ou 3/ amostra )
Proteína: 50 pi Lipídeo: 200pl

7. Vidros contendo as amostras cobertos com parafilme ou plástico impermeável.
* Todas as amostras mantidas, sempre sobre gelo
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PROTEÍNAS

A determinação das proteínas foi feita do seguinte modo:

MÉTODO DE LOWRY

Reagentes Utilizados:

- Água deionizada

- Hidróxido de Sódio (0,1 N)

- Carbonato de Sódio(2,0 %) emNaOH 0,1 N

- Sulfato de Cobre (1,0 %)
- Tartarato de Sódio (1,0 %)

- Reagente de Folin

1. Inicialmente, foi diluido 50 jxl do homogenado em 750 pl de água,

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

3. Foi utilizado o Padrão: albumina 0,4/ml. Sendo utilizadas as seguintes 
concentrações: 10pg, 20pg, 30pg, 40pg e 60pg para a absorção de curva padrão,

4. Foi adicionado 120 pl de Hidróxido de Sódio em cada um dos três tubos de 
ensaio, correspondentes a cada amostra

5. Foram colocados os tubos em banho - maria (1 00°C ) por 10 minutos

6. Os tubos foram retirados e deixados em temperatura ambiente

7. Foram misturados: Carbonato de Sódio + Sulfato de Cobre + Tartarato de Sódio, 
nas seguintes proporções: 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. Após 10 minutos foi adicionado: 120 pl do Reagente de Folin,

10. Os tubos foram homogeneizados, imediatamente

11. Após 30 minutos foi feita a leitura no espectrofotômetro no comprimento de onda 
de: 750nm

• A análise deste material também foi feita através de comparações dos resultados 
obtidos com a curva padrão.
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LIPÍDEOS

A extração dos lipídeos foi feita segundo BLIGH E DYER (1959):

a) Três frascos de Bécker foram separados e neles adicionados :
- Água destilada
- Clorofórmio
- Álcool Metílico Ee Clorofórmio ( 2:1)

b) Foram misturados:
1. 1,5 ml de Álcool Metílico e Clorofórmio na proporção -2:1
2. 0,5 ml de Clorofórmio
3. 0,5 ml de Água destilada

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

d) Após a separação do sobrenadante/ lipídeo foi retirado o sobrenadante com uma 
pipeta, sendo que este sempre esteve mantido no gelo e tampado

e) O lipídeo foi filtrado em papel filtro, molhado com clorofórmio, sendo o tubo lavado 
três vezes com clorofórmio

f) O líquido restante foi mantido na capela “ovemight” ou na estufa à 60°C, até a 
evaporação completa do clorofórmio

* Após a evaporação do clorofórmio foi feito o procedimento de acordo com o kit de 
lipídeos totais (Labtest ®)

g) 1000 pl de ácido sulfurico foram adicionados nos tubos que continham a amostra e 
1000 pl nos tubos que continham padrão( 50 pl de padrão -1000 mg/dl)

h) Os frascos foram então agitados e colocados em banho - maria à 100° C por 10 
minutos e posteriormente em banho de água gelada por mais 10 minutos
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i) Em seguida foram separadas alíquotas de 25 pl de:

• Branco: (Ácido sulfurico)
• Mistura (padrão + ácido)
• Mistura (amostra + ácido)
j) A cada uma das alíquotas foram adicionados: 1250 pl de reagente de cor

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

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

A análise deste material foi feita através de comparações dos resultados obtidos com a 
amostras padrão.
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PREPARO DAS SOLUÇÕES UTILIZADAS NA 
COLETA E FIXAÇÃO DAS AMOSTRAS

Preparo:
- Dissolver todos os ingredientes em 950 mL de água destilada, um a um, na ordem 

citada acima, mando o agitador magnético com leve aquecimento.

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

- Completar o volume para 1.000 ml de água destilada

- Conservar em frasco escuro, sob refrigeração.

* Aconselha-se adicionar o NaH2P04 H2O e a glucose, mantendo-se as proporções, 

somente na solução que for logo utilizada
* A solução tem o prazo de validade de 30 dias (sem a glucose e o NaFfePCM. H2O), 

sob refrigeração.
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LÍQUIDO DE BOUIN 

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

Solução aquosa de áddo pícrico saturada. 75,0 mL

Formaldeído........................................................................................................... 25,0 mL

Ácido acético gladal 5,0 mL

Preparo:

Misturar os componentes da fórmula.
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PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 

PARA MICROSCOPIA DE LUZ

O processamento das amostras para as análises em microscopia de luz segue as 
seguintes etapas:

OBS.: Os diferentes tempos utilizados na fixação e no processamento histológico estão 

relacionados com o tamanho das peças processadas. Peças maiores requerem maior 

tempo, tanto na fixação como no processamento.

- Fixação

Líquido de Bouin.....................................................................................8-12 horas

- Lavagens

Etanol 70%............................................................................................. 2-5 vezes

- Desidratação

Etanol 80%...............................................................................................1 hora

Etanol 85%...............................................................................................1/2 hora

Etanol 90%...............................................................................................1 hora

Etanol 95%...............................................................................................1/2 hora

Etanol 100%.............................................................................................2x 1 hora
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Diafanização

- Impregnação

- Inclusão

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

moldes cúbicos feitos de papel.

- Microtomia

Com a trimagem dos blocos em formato de pirâmide, a secção foi feita em 

micrótomos de parafina das marcas Wetzlar e Leica, obtendo-se cortes de 2 a 5pm de 

espessura

- Coloração

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

- Desparafinlzação

Xileno I ............................................................................................... 3 minutos

Xileno I.....................................................................  3 minutos
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- Hidratação

Etanol 100%........................................................................................3 minutos

Etanol 90%..........................................................................................3 minutos

Etanol 70%..........................................................................................3 minutos

H20  corrente....................................................................................... lavagem

H20  destilada..................................................................................... lavagem

- Desidratação

Etanol 95%.......................................................................................... 3 minutos

Etanol 100%.......................................................................................2x3 minutos

- Diafanização

Etanol 100%+Xileno (1:1)................................................................. 3 minutos

Xileno diafanizador............................................................................ 3 minutos

Xileno montagem.............................................................................. 3 minutos

- Montagem

As lâminas permanentes foram montadas com lamínula e resina Polymount®.
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PREPARO DOS CORANTES UTILIZADOS 

EM MICROSCOPIA DE LUZ

I. HEMATOXILINA PE HARRIS

Fonte: CULLING, 1985 

Solução A
Hematoxilina. 5,0 g

Etanol Absoluto.......................................................................................................... 50 mL

Preparo:
Dissolver a solução A, deixar repousar.

Dissolver a solução B em água fervendo e adicionar a solução C, esfriar em 
água corrente.
Filtrar e adicionar a solução D.
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Fonte: modificado a partir de CULLING et a l, 1985

Preparo:
Solução estoque

Misturar os reagentes até obter uma solução homogênea.

Solução útil

A solução a ser utilizada deve ser preparada com uma parte da solução estoque 

(eosina 1%) e três de álcool a 80%.

Acrescentar 0,5 ml de ácido acético glacial para cada 95 ml de solução útil.
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