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RESUMO

O matrinch& Brycon cephalus, @ um peixe oriundo da Bacia
Amazobnica, que tem despertado grande interesse para a piscicultura.
Assim, o conhecimento de aspectos morfologicos, nutricionais e
metabdlicos, tornam-se importantes para a sua criagao em cativeiro. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a relacdo morfofuncional do tubo
intestinal, através de aspectos histoldgicos e histoquimicos. O intestino foi
seccionado em cinco segmentos de tamanhos semelhantes e 0s cecos
piloricos, 0s quais foram respectivamente fixados em Bouin para embebic&o
em parafina ou, fixados em solucéo de paraformaldeido a 4% com CalCl; a
1% e pos-fixados em OsO, a2 1% para embebicdo em giicol metacrilato. Os
cortes desparafinizados e posteriormente corades com H.E. e tricromicos de
Masson e Gomori foram usados para analise morfoldgica e para a analise
histoquimica de carboidratos (PAS, Alcian blue pH 0,5 e 2,5). O conteudo
lipidico foi avaliado em cortes de fragmentos intestinais pés-fixados em
0s0, a 1% embebidos em glicol metacrilato e criosecgbes obtidas de
fragmentos fixados em formol calcio e coradas pelc Sudan Black. A
atividade da fosfatase acida foi avaliada peio metodo histoenzimolégico de
Gomori em criosecgbes de fragmentos intestinais. O epitélio intestinal &

formado por enterdeitos colunares intercalados com céluias caiiciformes. as



quails possuem vesiculas contendo glicoconjugados neutros, acidos
carboxilados e suifatados. Os enterdcitos encontrados nos trés primeiros
segmentos e nos cecos piléricos mostraram uma considerave! qguantidade
de goticulas lipidicas, e os encontrados no guarto segmento mostraram
vesiculas PAS positivas na regifo supranuclear e forte atividade da
fosfatase acida junto & membrana celular. O guinto e Ultime segmento. tinha
uma grande quantidade de celulas caliciformes, mas 0s enterdcitos naoc
mostraram qualquer reacéo preferencial pelos métodos histoquimicos
utilizados. Este estudo demonstra que o intestino do matrinch& possui trés
regides morfologicamente distintas, com funcoes absortivas diferenciadas. A
regido anterior compreende 0s trés primeiros segmentos; a regido média o

quarto; e a regido distal o quinto segmento, incluindo o reto.



1. INTRODUCAO

Varias espécies de peixes nativos tém despertado interesse
para a piscicultura nacional. Dentre elas, destacam-se as do género
Brycon, por apresentarem caracteristicas de espécies nobres. de grande
valor comercial e aceitabilidade no mercado. Diversas publicacbes
nacionais e estrangeiras mostram alguns aspectos da biologia de
espécies desse género, no ambiente natural e em condigdes de cultivo
(Seminaric Sobre Criacdo de Espécies do Génerc Brycon -

CEPTA/IBAMA, 1994).

O matrinchd (Brycon cephalus, Gunther, 1869) € um
briconinec da Bacia Amazdnica, que possui habito alimentar omnivoro,
com preferéncia por frutos e sementes; aproveitando-se também de
insetos e peguenos peixes (GOULDING, 1980). Alem do tipo de
alimentacdo diversificada, esta espécies apresenta bom desempenho em
relacdo ao seu crescimento em cativeirc, outra caracteristica que é
importante para a selecdo de uma espécie para piscicuitura. {SAINT
PAUL ef a/. 1980 GRAEF et al.. 1985, PEREIRA FILHO et &’ 1988

MENDONCA ef a/., 1993).



informacdes concernentes aos estudos morfoldgicos dos
peixes s&o fundamentais para o conhecimento de sua biologia e
constituem-se em importantes subsidios para o desenvolvimento de uma
piscicultura bem estruturada, que visa 0 sucesso na criacdo dessas

especies..

Estudos classicos através de descricoes detalhadas da
organizagdo histologica do sistema alimentar em peixes ja vém sendo
realizados ha varias décadas (DAWES, 1929; ROGICK, 1931; BLAKE,
1930,1936; CURRY, 1939; AHSAN-UL-ISLAM, 1949; AL-HUSSAINI,
1945, 1948, 1947 ab; GIRGIS, 1952 ab; KAPOOR, 1853
BARRINGTON, 1969. HARDER, 1975, KAPOOR et al, 1975, SMITH,

1980).

Assim, o presente trabalho tem por finalidade, avaliar as
relacdes morfofuncionais do trato intestinal de matrincha (Brycon
cephalus), através de uma caracterizagao histolégica e histoguimica
visando fornecer subsidios para o aprimoramento da criagdo dessa
espécie em cativeiro, tomando-se por base seus aspectos nutricionais e
metabdlicos. Tal aprimoramento seria de grande valia para a piscicultura
nacional em virtude do género Brycon abrigar espécies nobres de

grande valor comercial.



2. REVISAO DE LITERATURA

A auséncia de aspectos estruturais macroscopicos marcantes
no intestino dos peixes teledsteos ndo permite uma diferenciacao
anatdmica clara dos diferentes segmentos do trato intestinal, como
acontece nos animais superiores (SIS ef a/., 1979; GILLAUME, 1991).
Para AL-HUSSAINI (1949a), inclusive, as carateristicas histologicas do
intestino dos teledsteos, foi considerada como uma das mais simples
entre os vertebrados, em raz&o desses animais também nac possuirem

regides macroscopicamente diferenciadas ao longo do trato .intestinal.

Em contraposic&o, existe uma série de adaptacbes do trato
digestivo adquiridas durante a evolucdo dos teiedsteos, associando
diferentes habitos alimentares a formas particulares do corpo e
morfologias funcionais do cranio, tais como: forma e posicdo da boca,
denticdo nas mandibulas, regido buco-faringeana, conformacac dos
rastros branquiais, e comprimento intestinal (AL-HUSSAINI, 1947b, 1949;
DAS & MOITRA, 1956a,b; BERTIN, 1958, BARRINGTON, 1957; KEAST
& WEBB, 1966; KEAST, 1970, 1977, 1979, KAPOOR et a/, 18975

HYATT, 1979, WEATHERLEY & GILL, 1977).



A relacgo do comprimentoc total do iniestinc com ©
comprimento total do corpo do peixe, varia entre as diversas espécies e
parece estar relacionado aos seus habitos alimentares. Aquela dos
herbivoros € comumente maior do que a dos carnivores, provaveimente
devido a maior parte da digest&o dos ultimos, ser realizada no estdmago,
além da digestao de alimentos de origem animal ser mais facil do que a
de alimentos vegetais que incluem as duras paredes celulares (HEPHER,
1990). O comprimento relativo do intestino dos omnivoros pode variar. De
acordo com AL-HUSSAINI (1947b) e KAPOOR ef al, (1975) esta
variacao depende da proporcdo de materiais indigeriveis a digeriveis em

sua dieta.

Segundo BERTIN (1958), na relacdo do comgprimento do
intestino em relacdo ao comprimento do corpo, dado pelo coeficiente do
comprimento relativo (RLG=relative length gut} nos trés grupos varia da
seguinte maneira; em carnivoros de 0,2 a 2,5, em omnivoros de 06 a 8; e

em herbivoros de 0,8 2 15.

A divisao do trato digestivo dos peixes é considerada sob dois
aspectos: um embrioldgico, e outro histofisiologico. Segundo o critério
embriolégico adotado por BERTIN (1958), considera segmentos
sucessivos formados: pela cavidade buco-faringeana ou intestino cefalico
ou extraceldémico (que comeca no orificio bucal e termina ao nivel do

Gitimo par de arcos branguiais); pelo intestino anterior compreendendc o



esdfago e o estOmago; este Ultimo se presente, vai até os orificios dos
canais hepatopancreaticos ou até a valvula pildrica, (quando existir); pelo
intestino médio (cujo limite posterior € determinado em algumas espécies
pela presen¢a de uma valvula ou , geralmente, pela insercdo de uma
glandula retal ou de cecos e pelo intestino posterior (que inclui o reto até
o anus). Os intestinos meédic e o posterior, constituem o intestino
propriamente dito. Segundo BARRINGTON ( 1957), o intestino médio e o

posterior dos peixes equivalem morfologica e funcionalmente ao intestino

dos mamiferos.

J& o critério histofisioldgico surgiu devido a auséncia de um
estdbrmago e a existéncia ou néo de_ evaginacdes da parede intestinal ou
cecos pilbricos em algumas espécies de peixes.. Este criterio foi
introduzido iniciaimente por GAUTHIER & LANDIS (1972), constatando
em peixes sem estdmago a existéncia de um gradiente proximal-distal,
correlacionando especializagdes microscdpicas intestinais com diferentes
sitios fisioldgicos de absorcao de lipidios (regido proximal) e de proteinas
(regido distal). NOAILLAC-DEPEYRE & GAS (1973a,b; 1974, 1976)
subdividiram histofisiologicamente o intestino prépriamente dito em trés
regides: segmento proximal (as zonas do intestino gue absorvem
gorduras), segmento meédic (responsave!l pela pinocitose e digestao
intracelular de macromoléculas protéicas) e um segmento posterior

(responsavel pelo transporte de ions e agua).
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Dentre as pesquisas relacionadas a histofisiologia do intestino
dos peixes, esses segmentos j& foram descritos tanto em peixes sem
estdmago, (NOAILLAC-DEPEYRE & GAS, 1973a, 1973b, 1974, 1976;
STROBAND & DABROWSKI, 1973, STROBAND & DEBETS, 1979
STROBAND & VAN DER-VEEN, 1981) quanto com estdmago (KAYANJA

etal, 1975, NOAILLAC-DEPEYRE & GAS, 1979; STROBAND & KROON,

1981; NOAILLAC-DEPEYRE & GAS, 1983).

Recentemente, foram realizados alguns trabalhos a partir de
estudos histofisiolégicos através da absorgéo de lipidios e proteinas com
peixes nacionais, das espécies Prochifodus scrofa e Pimelodus
maculatus, enfocando aspectos citofisiolégicos do epitélio intestinal; ao
nivel de microscopia fotbnica e de microscopia eletrénica (NACHI, 1988;
NACHI & HERNANDEZ-BLASQUEZ, 1983, NACHI| et al, 1993, e

HERNANDEZ-BLASQUEZ, 1989).

Histologicamente, a organizacdo geral da parede intestinal
dos teleGsteos € constituida de 4 tunicas, normalmente encontradas no
tubo digestivo dos vertebrados superiores: mucosa, submucosa, muscuiar
e serosa (BLAKE. 1930, SUYENIRO, 1942; AL-HUSSAINI, 1946;

WEINREB & BILSTAD, 19855, BARRINGTON, 1957; VEGAS-VELEZ,

1972).
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Na tunica mucosa da luz do tubo para a periferia, encontram-
se uma mucosa pregueada, revestida por um epitélio simples prismatico
(ou absortivo} com numerosas céluias secretoras de muce, e apoiadas

em uma lamina propria de tecido conjuntivoc frouxo bastante

vascularizado.

Em estudos histoquimicos, do epitéiio intestinal de vérias
especies de peixes teledsteos, foram revelados para as céiulas
califormes de todo o ftrato intestinal, uma reacdo positiva para
glicoconjugados neutros, acidos carboxiiados e sulfatados, e sugerindo

também a presenca de acido sidlico (SANTOS, 1979; CLARKE &

WITCOMB, 1980, NACHI, 1988).

A partir de estudos histofisiolégicos, nos quais introduziu-se
oralmente gordura insaturada no estdmago de peixes em jejum,
evidenciou-se que as porgdOes mais cefalicas (equivalentes a porcdo
proximal do intestino e dos cecos pildricos) sdo as responsaveis peia
absorc@o de lipidios. Uma vez que foram observadas vesiculas lipidicas
no apice dos enterocitos dessas regides (GAUTHIER & LANDIS, 1972,
BROUSSY & SERFATY, 1958; IWAL 1969; IWAI & TANAKA, 1868,
BERGOT & FLECHON, 1970 ab; NOAILLAC-DEPEYRE & GAS, 1974;
KIMURA, 1973, BAUERMEISTER et al 1979, NACH! 1988,

HERNANDEZ-BLASQUEZ, 1989)
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Na porcdo média do intestino, as células absortivas ou
enterocitos mostram na regi&o supranuciear ndo sé uma PAS positividade
como também demonstram positividade a fosfatase acida. (GAUTHIER &

LANDIS, 1972; NOAILLAC-DEPEYRE & GAS, 1973; NACH!, 1988).

A muscular da mucosa (embora haja variagdo nas diferentes
espécies) e muita fina e de dificii demonstracdo em peixes (ASHLEY,
1975), quando presente, as fibras musculares lisas se dispdem
longitudinalmente ao longe do intestino, formando uma camada situada
logo abaixo da iamina prépria (GODINHO et al. ; 1970), podendo também
ser esparsa e incompleta (SIS ef al/, 1979). Existem determinadas
espécies que ndo apresentam muscular da mucosa nem submucosa
(BLACK, 1930, 1936, BURNSTOCK, 1959; ALVES, 1969; NACHI, 1988).
Qutras especies possuem somente a submucosa (CURRY, 1939; Al-
HUSSAINI, 1946, 1947a, 1949a, b; GOMES, 1881).

A tunica submucosa constituida também por tecido conjuntivo
frouxo, apresenta-se na maioria das vezes pouco definida; ganglios do
plexo submucoso também podem ser encontrados nessa camada
(BLAKE, 1930, 1936, AL-HUSSAINI, 1946, 1947, AL-HUSSAINI &

KHOLY, 1950-53).

A tunica muscular apresenta-se constituida de duas camadas
de células musculares lisas: uma circular interna e outra longitudinal

externa. Entre as duas camadas musculares estdo as céiulas e fibras



nervosas do plexo mioentérico (BLAKE, 1930, 1936: AL-HUSSAINI, 1946,

1847a; NICOL, 1952).

A tinica serosa é constituida por epitélio pavimentoso simples,
gue se encontra apoiado sobre uma delgada camada de tecido conjuntivo
frouxo, apresentando continuidade com o mesentério. Nas regides em
gue a serosa possui tecido adiposo, encontram-se acinos pancreaticos e

grandes vasos (AL-HUSSAINI, 1946, 1947a).

Diferentemente dos vertebrados superiores, muitos peixes
possuem um numero de expansdes tubulares em fundo cego, situados
em torno do piloro, no inicio do segmento proximal intestinal,
denominadas cecos pildricos. Peixes que nic possuem estdmago,
também nao apresentam cecos pildricos no tubo intestinal (HEPHER,
1980). Estas estruturas sdo histologicamente semelhantes ao intestino,
sendo portanto formadas por um epitélio colunar simpies rico em células
secretoras (LAWRENCE, 1950).

Varias funcbes tém sido sugeridas para os cecos piléricos, tais
como: a de um reservatorio alimentar acessério; digestiva supiementar
aquelas do estdmago e do intestino, de absorcdo de carboidratos e
gorduras, e de reabsor¢cdo de agua e ions inorganicos. Esses cecos
piloricos propiciam um aumento da area da superficie intestinal

(KAPOOR et a/l., 1975).
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No epitélio intestinal, além dos dois tipos celulares basicos
encontrados, os enterocitos e as céiulas caliciformes, existem outros tipos
celulares que podem infilirar-se no epitélio tais como: os linfécitos em
maior proporcdo (BLAKE, 1930; AL-HUSSAINI, 1946; BULLOCK, 1963,
ALVES, 1969) e em menor proporcao as células granulares denominadas
também de celulas eosinofilicas granuiares, ou “leuc:écftos granulares
PAS positivos” ou ainda células granulociticas especiais - CGE (BLAKE,
1936; AL-HUSSAINI, 1946, 1950-53; GIRGIS, 1952a, b; BARBER &

WESTERMAN, 1878; RIBEIRO, 1978: NACHI, 1988).

As CGE possuem como caracteristica peculiar, a presenca de
granulos grosseiros acidofilos e PAS positivos que preenchem o©
citoplasma, as vezes, mascarando o ndciec. Além de sua iocalizagao
intraepitelial, podem também estar concentradas na iadmina propria,
formando, assim, o estrato granuloso em algumas espécies de peixes
(BLAKE, 1936, AL-HUSSAINI, 19468, WEINREB & BILSTAD, 1955;
SANTQOS, 1979). A distribuico das CGE em varias espécies de peixes &
bastante ampla podendo também ser encontradas nos rins, baco, figado

e sangue periférico.

Os linfocitos embora sejam mais comuns nNo  espagoe
intercelular, junto a base das céiuias absortivas, podem migrar entre
essas celulas até o seu bordo livre. As células granulares por sua vez,

s&o particuiarmente abundantes na submucosa, podendo, ainda invadir a



parte basal da camada epitelial, sem alcancar a porcdo apical dos
enterdcitos (AL-HUSSAINI, 1945, 1946, 1947a, 1949). O formato dessas
células em geral é ligeiramente eliptico ou circular, com nicleo de forma

irreguiar (BARBER & WESTERMAN, 1877; RIBEIRO, 1978).

Outro tipo celular, a célula fagocitica intréepitelial (CFI),
descrita pela primeira vez no epitélio intestinal de teledsteos por NACHI
(1988), consiste em um fagocito encontrado no espaco intersticial do
epitélio intestinal. frequentemente na altura do terco superior do epitélio,
sendo menos frequente na base. No seu citoplasma véem-se restos
celulares em diferentes fases de digestdo, e o material fagocitado
assemelha-se a fragmentos da CGE. Devido a deformagdo do nucleo e
do citoplasma, pelo produte fagocitado nos cortes, pode apresentar a
forma de uma semi-lua. NACHI, (1988), demonstrou que a CFl aparece
em grande gquantidade no segmento intestinal meédio do curimbata

{Prochifodus scrofa).

Finalmente, um quarto tipo ceiuiar, a célula em bastonete, de
ocorréncia pouco frequente, compreende células com formato esbogado
de péra (‘pear-shaped cell’), que alcanga a superficie apical, sendo
reconheciveis por suas inciusfes citopiasmaticas e nucieo esferoidal (AL-
HUSSAINI |, 1948ab). Segundo MORRISON e ODENSE (1978), muitos
autores consideravam-na como UM parasita esporozoario, por serem

encontradas em uma grande variedade de tecidos e por possuirem uma
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capsuia proeminente, distinta, e com vesiculas em forma de bastonetes
semelhantes a esporozoitos no seu interior, orientadas iongitudinalmente
ao maior eixo da célula, s&o denominadas de “rodiet cells”. No epitélic
crientam - se com a por¢dc basal que contém o ndcleo, localizado
distalmente em relacdo ao lumen intestinal, possuinde funcao
provavelmente secretora (BULLOCK, 1963). Conformé descrito por
LEINO (1974), existem evidéncias que essas céluias desenvoivem-se de
tipos celulares indiferenciados situados préximos & membrana basal
gpitelial e migram para a luz, para secretar seus conteldos de uma

maneira holocrina na surperficie epitelial.

Apesar de existir uma série de publicacbes concernentes a
varios aspectos da histologia, histoquimica e histofisiologia do trato
intestinal dos peixes, a aplicacdo dos conhecimentos de uma espécie
para outra € dificuliada, devido as extremas variacbes que ocorrem entre

a morfologia do trato digestivo e dos habitos alimentares.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Para este estudo foram utilizados 20 espécimes de matrincha

(Brycon cephalus Gunther, 1869, Pisces, Characidae), jovens, de ambos
05 sexos, com peso total meédio aproximado (Wt) de 387,25 g e

comprimento total médio (Lt) de 30,2cm (Fig. 1), provenientes dos
viveiros de criagdo do Centro de Pesquisa e Treinamento em Aquicuitura
- CEPTAVIBAMA, Pirassununga, S.P. Os exemplares foram transportados
em sacos plasticos contendo O,, ao Biotério de Animais Heterotermos do
Departamento de Histologia e Embriologia da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP).

3.2 Métodos

Os animais foram mantidos em caixas pretas de PVC rigido,
com capacidade para 200 litros, munidas de filtro bioldgico, aerador e
termostato automatico a temperatura média de 26°C, em jejum durante 5

a 6 dias para garantir a integridade morfolégica da mucosa do tubc

intestinal.
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Fig. 1 - Exemplar jovem de Matrincha, Brycon cephalus Gunther, 1869 (Pisces, Characidae).

Wi (g) 387,25 - Lt (cm) 30,2,

O sacrificio dos exemplares foi realizado por decapitacdo, com a
retirada do tubo digestivo através de incisdo longitudinal da parede

ventral do abdomen e imediata disseccéo e retirada do tubo digestivo.

3.2.1 Processamento dos tecidos para Histologia e Histoquimica

Para a analise da organizagdo histolégica foram utilizados 5
exemplares. As amostras foram obtidas da porgdo mediana de 5

segmentos intestinais, divididos igualmente, desde o piloro até o anus, e
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também dos cecos pildricos. Essas amostras foram mergulhadas no
Liguido de Bouin, durante 24 horas. Apos a desidratacdo e diafanizacéo,
as pecas foram embebidas em parafina (histosec) e, em seguida os
blocos foram aparados e levados ao micrdtomo rotative da Americal

Optical C°, para a obtencido de cortes com 5-7 microbmetros de

espessura.

Apds a desparafinizacdo, a coloragdo teste padrio foi a da
Hematoxiiina-Eosina (Lillie, 1954) e quando as estruturas apresentaram
caracteristicas favoraveis a outros estudos, os biocos foram submetidos

as demais técnicas de coloracgdo discriminadas a seguir:

a) Para evidenciar aspectos morfologicos gerais:

- Método do Tricdmico de Masson (BECAK & PAULETE, 1976)

- Método do Tricomico de Gomori (LUNA, 1968)

b} Reacdes histoguimicas para glicoconjugados:

b.1} Para evidenciar a presenca do grupc vic glicol (CHOH-CHOH) e
afins:

- Acido periddico de Schiff (PAS) (LISON, 1960)

- Blogueio pela acetilag@o, segundo McMANUS & CASON (1950)

seguida do PAS
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- Acstilacao e saponificacdo (LISON, 1960), seguida do PAS

- PAS-amilase salivar segundo LISON (1960)

b.2) Para evidenciar a presenca de grupos acidos (ester sulfirico e
carboxila);

- Alcian blue em pH 2,5, segundo LISON (1960).

b.3) Reacdes para a distincdo entre os grupos &cidos {carboxila e éster
sulfurico):

- Alcian blue a 1% em acido acético a 3%, dando pH 2,5 final,
segundo LISON (1960), e Aician blue a 1% em HCI 1N, dando pH 0,5
final conforme LEV & SPICER (1964).

- Bloqueio pela metilag@o, segundo LISON (1960), seguido de Alcian
blue a 1% em &acido acético a 3%, dando pH final 2.5.

- Metilag&o + saponificaggo (LISON, 1960), seguida de Alcian blue

empH 2,5

b.4) Reacao combinada para evidenciago conjunta de glicoconjugados
acidos e neutros:
- Alcian blue em pH 2,5, seguido do PAS, segundo VIALLI, como

descrito por LISON (1960).

b.5) Para evidenciar a presenca do acido sialico:
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- Alcian blue em pH 25 apés hidrolise acida, segundo

QUINTARELLI et af (1961).

c) Estratégia para a identificac&o dos segmentos gue absorvem gorduras:

Seguindo-se a metodologia utlizada por NACHI (1988) e
HERNANDEZ -BLASQUEZ (1989) com algumas modificagtes, introduziu-
se NoOs animais em jejum, 1mi de dleo de milho no estdbmago, por meio de
uma sonda de PVC atdxico n.° 10, acoplada & uma seringa hipodérmica
de 5 mi.

Para a deteccdo de lipidios, foram utilizados 12 espécimes de
Brycon cephalus divididos em 4 grupos de 3 animais, cada um. Ao grupo
controle, constituido de 3 animais, nao foi fornecido dleo. Os demais
grupos foram sacrificados em tempos correspondentes a 3, 6, e 9 horas
apés a ingestdo de dleo. Observaces prévias foram realizadas sob
microscopio estereoscapico, da luz intestinal visando obter-se uma idéia
do tempo de transito gastrointestinal, usando-se para isso 1mi de uma

suspenséao de dieo de milho com carvao ativado a 1%, como marcador.

Foram obtidas amostras da porcdo mediana de 5 segmentos
intestinais, conforme préviamente descrito.
Os fragmentos obtidos dos grupos com diferentes tempos de

ingestac de oleo, foram processados adotando-se 4 procedimentos:
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1} Procedimento |

- Fixagao dos fragmentos (2 a 3mm de espessura) por 24 horas em
uma solucéo gelada de paraformaldeido a 4% em cloreto de célcio a
1%(formol - calcio de Baker, com excecéo da adi¢do do cloreto de cadmio
a 1%, BANCROFT & STEVENS, 1982).

- Lavagem das pecas 3 vezes em agua destilada (em banho de gelo)
por 5 minutos cada banho.

- POs-fixacdo em 0sC. 1% durante 3 horas em banho de gelo.

- Lavagem em agua destiiada 3 vezes em banho de gelo

- Embebicdo com a resina glicol metacrilato Technovit 7.100

(historesina) lentamente em banho de gelo, nas proporgcbes e tempos
discriminados abaixo:
30% de resina + 70% de agua destilada por 12 horas
50% de resina + 50% de agua destilada por 24 horas
70% de resina + 30% de agua destilada por 24 horas
resina pura por 24 horas

- A polimerizacdo (inclusao) foi realizada em capsulas contendo
resina pura (15ml), acrecida de endurecedor ou Harter Il (1 ml), em uma
cuba contendo pedras de gelo, uma vez gue se trata de reacdo rapida e
exoiérmica.

- 0s cortes de 2.0 a 4.0 um de espessura foram coriados em um
ultramicrotomo PORTER-BLUM da SORVALL INC. e corados a guente

com azul de foluidina a 0,25%.



2) Procedimento li

Semelhante ao Procedimento |, com exciusdo da pos-fixacéo

pelo OsO..

OBS: A coloracaoc de fundo utilizada para os procedimentos | e 1, foi a do

Azul de Toluidina a 0,25%.
3) Procedimento ili

A fixacdo das pecas foi feita em solucdo de Formol-Caélcio por
24 horas gelado, e os cortes obtidos em microtomo de congeiagac, com a
espessura aproximada de 10um, foram corados pela Técnica do Sudan

Black B (Merck) para evidenciacdo de lipidios.
d) Deteccao de Atividade da Fosfatase Acida.

Para a demonstracao histoquimica da fosfatase acida, foram
utilizados fragmentos intestinais obtidos do grupo contrqie, 0s quais
foram preparados de duas maneiras diferentes de fixagdo, para
preservacao dos fragmentos: uma utilizando-se paraformaldeido a 4%
com tampé&o fosfato em banho de gelo, & outra, mergulthando-se os
fragmentos em N-hexano previamente resfriado a temperatura do

nitrogénio liquido durante 2 minutos. Ambos fragmentos foram fixados em
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suportes metalicos, utilizando como adesivo o “TISSUE-TEK - OCT-
COMPOUND, Miles Inc. Diagnostics Division USA” cortados em criétomo,
a temperatura de -20°C, obtendo cortes de 10 um, os quais foram
aderidos em laminas previamente limpas e gelatinizadas. Apds a
secagem dos cortes, procedeu-se entdo a reacdo histoquimica para a
demonstracéo da atividade da enzima fosfatase acida pelo método de
GOMORI(1850). O meio de incubacao utilizado (10 ml de tampéo acetato
de sodio 0,05M a PH 5,0 + 20 mg de nitrato de chumbo + 32 mg de
Bglicerofosfato de sbdio). atuou sobre os cortes durante 90 minutos 2

temperatura de 37°C na estufa.

DOCUMENTACAQO FOTOGRAFICA

QOs preparados histolégicos selecionados foram

fotomicrografados no  Fotomicroscopio  Carl-Zeiss/Jena, modeio

JENALUMAR.



4. RESULTADOS

4.1 Analise Macroscoépica

Examinando “in situ”, o trato digestivo do Brycon cephalus esta
jocalizado na parte central inferior da cavidade do corpo. Pode-se
perceber uma quantidade moderada de gordura envolvendo o referido
trato, o que de certa forma dificulta a visualizaga@o das particularidades

anatémicas do intestino (Fig. 2).

Apos a remog¢ao do tubo digestivo, da cavidade do corpo, e
retirada parciai da gordura mesentérica, nota-se a disposicdo em
circunvolucbes do segmento intestinal. Seguindo-se a2 remocao do
restante do tecido adiposo, além da melhor exposicdo, os parametros

anatdbmicos puderam ser avaliados (Fig. 3).

O esbdfago curto e largo € seguido pelo estdmago curvado, que
e do tipo intermediario, entre o sifonal e o cecal,. (BERTIN, 1958). Existe
um tufo de expansdes digitiformes, os cecos piléricos, que desembocam

no intestino logo apds o piioro, demarcando o comeco.do intestino.
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Fig. 2 - Tubo digestivo de Brycon cephalus localizado na cavidade do corpo, onde o
intestino (=») encontra-se encoberio por gordura.

Fig. 3 - Tubo digestivo de matrinchd removido da cavidade do corpo e dissecado,
mostrando as 5 subdivisdes em partes iguais, adotadas para este estudo, indo desde os
cecos piloricos (*) até o anus (D).
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Inicialmente, o intestino estira-se para tras acompanhando o
comprimento do estdbmago no sentido caudal e retorna para frente
novamente (sentido cranial) formando uma curvatura em alca
relativamente curta, e retornando no sentido caudal seguindo um trajeto

praticamente linear como um tubo reto até o anus.

O comprimento total do intestino & relativamente pequeno,
. resentando de 3,0 a 6,0 cm a menos em relagdo ao comprimento total
(Lt) do corpo do peixe. A média dos valores dos indices, do comprimento
do intestino em relagdc ao comprimento total do corpo do peixe

(coeficiente de comprimento relativo intestinal = RLG) encontrada para o

matrincha, esta mostrada na Tabela |,

4.2 Analise Microscopica

4.2.1 - Estrutura geral do intestino de Brycon cephalus

A constituicdo histoldgica da parede do intestino de ratrincha,

mostrou 4 tunicas: mucosa, submucosa, muscular e serosa (Figs. 4 e 5).

e Tunica mucosa - A mucosa se projeta em direcdo & luz do intestino,
formando pregas primarias circulares dispostas transversalmente ao
longo do comprimento intestinal, semelhantes as vilosidades intestinais
dos mamiferos e, principalmente, nos primeiros segmentos, encontram-se

também pregas secundarias ou ramificacbes. (Fig. 4)
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» Tabela | - Medidas de peso total (Wt), comprimento total do corpo {Li) e
comprimento do intestino (Lint.), dos exemplares de matrinchas Brycon
cephalus, utilizados neste estudo, com os respectivos coeficientes de

comprimento relativo do intestino (RLG = Lint/Lt).

N° do Peixe Peso Total Comprimento total Comprimento total Coeficiente de
Wit (g) Lt (cm) do intestino comprimento
Lint {cm) relative

ao intestino (RLG)

01 460 30,5 27,0 0.88
02 340 29,0 24,0 0,83
03 300 28,5 25,0 0,88
04 360 30,0 27,0 0,90
05 400 31,0 25,0 0,80
06 270 28,0 23,0 0,82
07 360 30,5 25,5 0,83
08 350 29,0 25,5 0,88
09 420 32,5 26,5 0,81
10 390 31,5 27,0 0.85
11 380 29,5 24,0 0,81
12 385 30,0 26,5 0,88
13 450 29,0 25,0 0.86
14 430 30,0 255 0,85
15 270 28,5 25,0 0,87
16 450 32,0 26,0 0,81
17 510 33,0 27,0 0,82
18 500 31,5 27,0 0,85
19 270 28,5 25,0 0,87
20 450 31.0 26.0 0,84

Média 387, 25 30,2 24,35 0,84
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Fig.4 - Aspecto panorimico da regifio inicial do intestino de matrinchd. Mucosa bastante
irregular com pregas primarias (—) e secundarias () Fixador: Bouin; Coloracao; Tricrémio
de Masson; Aumento: 41 X

Fig. 5 - Intestino. Terceiro segmento. Constituicdo histolégica da parede intestinal de
matrincha: ( @ } mucosa; ( b ) submucosa; ( ¢ ) muscuiar; ( d ) serosa. Fixador: Bouin;
Coloragdo: Tricrdmio de Gomori; Aumento: 320 x
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A lamina propria ou cdrio, localizada abaixo do epitélio de revestimento, &
delgada e formada por tecido conjuntivo frouxo apresentandc vasos
sanguineos e linfaticos, e fibras musculares lisas provenientes da muscular
da mucosa e variados tipos celulares, como leucdcitos e CGE. No 5°
segmento intestinal, a lamina propria € mais ricamente vascularizada. A
muscular da mucosa, possivelmente tem trajeto circular helicoidal, devido ao
arranjo variado das fibras musculares lisas que seguem varias diregbes

num mesmo plano de corte, apresentando-se esparsa e descontinua.

s Tunica submucosa - & constituida de tecido conjuntivo frouxo e vasos

sanguineos, apresentando-se mais proeminente e vascularizada, no

ultimo segmento intestinal

e Tunica muscular - & formada de duas camadas de fibras musculares
lisas: uma interna circular e outra externa longitudinal, gue torna-se
mais espessa em sentido anal formando curvaturas semelhantes ag

epiploon , juntamente com a serosa.

e Tunica serosa - e encontrada acompanhando todo o intestino, sendo
constituida por epitélio pavimentoso simples, o qual se apoia sobre
uma delgada camada de tecidc conjutivo frouxo, apresentando

continuidade com o mesentério.
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4.2.2 - Resultados obtidos com os tipos celulares presentes no tecido
epitelial de revestimento dos 5 segmentos intestinais, e dos cecos
piléricas:

Em todo o comprimento do epitélio intestinal assim como o dos
cecos pildricos, possuem basicamente dois tipos celulares: as células
caliciformes e os enterocitos ou células absortivas (Fig. 8).

As células caliciformes possuem granulacdo cuja cor magenta
obtida pela reagdo do PAS revela que o conteldo dos grénulos dessas
celulas possui glicoconjugados neutros dotados de radicais glicolicos
vicinais (Fig. 7). Além disso, a metacromasia dada pelo uso do Azul de
Toluidina (Fig. 8), é indicativa também da presenca de radicais sulfato
nesse glicoconjugado, fato esse confirmado pela coloragdo azulada das
células cal'iciformes quando se utiliza o Azul de Alcian, pH 0,5 (Fig.8). O
emprego deste mesmo corante em pH 2,5 retrata além da presenca do

radical SO, radicais carboxila (Fig. 10). As contraprovas realizadas

atraves da acetilacéo e/ou metilacdo + reagente, acetilacio e/ou metilagdo
+ saponificacao + reagente, confirmaram que trata-se de um glicoconjugado

que contém carboidrato neutro e &cido.

Quando se emprega uma hidrdlise acida, seguida do azul de
Alcian, pH 2,5, a diminuicdo da positividade obtida, como observada no

nosso material, sugere a presenca de acido sidlico no contetdo granular.
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Fig. 6 - Intestmo Tercerro segmento . Mucosa intestinal de matrmcha destacando os tlpos
celulares basicos: ( E ) enterécitos; e, ( C ) células caliciformes. Aparecem aigumas céjulas
granulociticas especiais ( G ). Fixador: Bouin; Coloragdo: Tricrdmico de Gomori;
Aumernto: 640 x

F-’zg 7 - Intestino. aneiro segmento Pregas intestinais de matnncha 4Celuias caliciformes
PAS positivas. Fixador: Bouin; reacdo do PAS; Aumento: 80 x



Fig. 8 - Intestino. Quarto segmento. Pés fixagdo com OsQO, e embebicdo em glicol
metacrilato.  Notar as células caliciformes evidenciadas metacromaticamente (=) e a
muscular da mucosa esparsa e descontinua (=). Coloracdo: Azul de toluidina

Aumento: 320x

e - =
Fig. 9 - Intestino. Primeiro segmento Células caliciformes positivas 4 reacao para radicais
sulfatados. Azul de Alcian, pH 0,5; Aumento: 81 X
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Com relag&o a distribuicgo deste tipo celular pode-se dizer que
a mesma estd presente em todos os segmentos intestinais demarcados,
atingindo maior concentracéo na sua porgéo final, & semelhanca do que

acontece nos mamiferos.

Os enterdcitos ou céluias absortivas s&o prismaticas com uma
borda estriada na regi&io apical, representando o conjunto de
microvilosidades na microscopia eietrdnica de transmissao, além de um
nucleo eliptico em posicao sub-central ou basal. (Fig 6). Seu citoplasma
homogéneo em quase todos 0s segmentos intestinais, pode apresentar
diferentes tonalidades de coloragdo dependendo do tipo de técnica

utilizada e da regido intestinal estudada.

Atraves da utilizacdo de coioracéo com o tricdmico de Masson
os enterocitos do quarto segmento intestinal revelam ainda a presenca de
vacuolos em posigdo supranuclear. Esses vaculiolos s&o formacbes de
diametros variados chamando a atencéo a presenca de um material mais

denso e basdfilo no centro desses vacuolos. (Fig. 11)
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Fig. 11 - Mucosa intestinal (altura do 4° segmento) com os enterdcitos exibindo na porgio
supranuclear vaciiolos de diferentes tamanhos, com seu centro baséfilo (+) Nota-se ainda
uma célula fagociitica intraepitelial (=) e uma célula granulocilica especial (>). Fixador:
Bouin; Coloragio: Tricromio de Masson; Aumento: 640 x

Fig. 12- Mucosa intestinal (altura do 4° segmento) exibindo vacuolos PAS + em posicio

supranuclear (+) e células granulociticas especiais (<). Fixador: Bouin; Reacdo do PAS;
Aumento: 640 x
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As reagbes histoguimicas e coniraprovas para gliconjugados
neutros nos enterocitos, assim como para a presenca de radicais SO, e

COOH séo negativas, exceto no quarto segmento, onde se nota uma
reagc&o positiva para gliconjugados neutros com confirmacéo pelas
contraprovas, nos vacuolos presentes na regi&o supranuclear ( Fig. 12 e

Tabeia Il).

E de se destacar, que a positividade ao PAS esta restrita a
uma regido apical dos enterbcitos respeitando a érea celular
submembranosa (zona estreita somente vista em grande aumento,
localizada logo abaixo da membrana celular) que é negativa, e a uma
parte dos vacuolos citados anteriormente. Além disso, a positividade de
alguns vacuolos é diferente daquela das células caliciformes. (Figs. 12 e

13).

A positividade para atividade de fosfatase acida ocorre em
todos os segmentos intestinais e cecos pildricos, sendo mais pronunciada
na borda livre e no citoplasma apical dos enterdcitos. Nas células
caliciformes a reacgdo para a fosfatase acida foi negativa. No entanto, na
tunica muscuiar, entre as camadas circular interna e longitudinai externa,
no endotélio de aiguns vasos sanglineos e nas células fagociticas
intraepiteliais, também houve reatividade. Entretanto, ao nivel dos cecos
piléricos e do guarto segmento intestinal (Fig. 14), observa-se uma
reac&o mais intensa, devido a um acumulo de granulos na regiao apical

dos enterocitos encontrados nesses locais.
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Nos cortes do material intestinal pds fixados pelo 0sO, e
embebidos em glicol metacrilato os vacloios da regi&o supranuciear dos
enterocitos do quarto segmento, apresentam-se como granulacdes
grosseiras coradas fortemente pelo Azul de Toluidina, a 0,25% nao

apresentando metacromasia. (Fig. 15).
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Fig. 13 - Intestino. Quarto segmento. Vacuolos PAS + em posi¢Bo supranuciear dos

enterécitos (2); célula caliciforme (4\) e células granulocilicas especias( *). Fixador:
Bouin; Reacdo do PAS: Aumento: 1.280 x

Fig. 14 - Atividade fosfatasica acida + do quario segmento. Mais forte (castanho escuro) no
citoplasma apical dos enterdcitos. método de Gomori ; Aumento: 640 x
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Sem a pos-fixagdo pelo oOsmio, essas granulacdes
apresentaram-se como grandes vacuolos fundidos de tonalidade azul

clara (apos a coloracéo pelo Azul de Toluidina a 0,25%). (Fig. 18)

O tempo necessario para que o 6leo de milho percorresse todo
o trato intestinal, nas condigbes propostas, foi de 9 horas apds a introducéo
oral de uma solugao de carvio ativado a 1% (marcador) em 6leo de milho.

A analise microscopica dos preparados intestinais, ap6és
técnicas histologicas e histoquimicas para detecgdo de lipidios, revelou

goticulas lipidicas de tamanhos varidveis no citoplasma apical dos

enterocitos dos trés primeiros segmentos intestinais, € dos cecos pildricos .

(Fig. 17 e 18). e gue vao decrescendo em quantidade até o 3°

segmento, deixando de existir no 4° e 5° segmentos (Figs19 e 23)..

A maior  quantidade de lipidios foi evidenciada nos cecos
pildricos . Apos a fixagado pelo 0sQ4 e embebicéo em glicol metacrilato,
€ a'través de cortes obtidos em microtomo de congelagéo, e colora.
céo peio‘ Sudan Black B, os resultados em relagdo a presenca

de goticulas lipidicas nos segmentos intestinais, foram semelhantes.
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Fig. 15 - Intestino. Quarto segmento.. Pés-fixacio em OsO, Embebicdo em glicol
metacrilato Notar que na regifio supranuclear dos entercitos (=), as vesiculas séo
contrastadas com coloragio azul intensa (diferente dos trés primeiros segmentos e dos
cecos piléricos, nos quais os enterdcitos apresentam vesiculas apicais enegrecidas pelo
osmio). Coloragdo: Azul de Toluidina; Aumento: 640 x.

Fig. 18 - Intestino. Quarto segmento. Auséncia de pos-fixagdo em OsO, Embebicdo em
glicol metacriiato - Observar que granulagbes grosseiras presentes na regio supranuciear
dos enterdcitos, se unem formande grandes vaciolos fundidos, de tonalidade
azu clara (=®). Azu! de Toluidina. Aumento: 640 x.




Dentre os tipos ceiulares intraepiteiiais presenies em todo
epitélio intestinal, foram também evidenciadas as células granulociticas
especiais (CGE), semelhantes aos mastécitos dos mamiferos; as células
fagociticas intraepiteliais (CFi) as vezes em formato de semi-iua; as
esparsas celulas em bastonetes (Rodlet cells) e os linfdcitos. (Figs. 11,

13, 20 e 23)
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Fig. 17 -Cecos piloricos. Pos-fixacdo em OsO,. Embebicao em glicol metacrildto Notar as
goticulas lipidicas nos apices dos enterdcitos, evidenciadas em negro pelo 6smio (=).
Coloracio: Azul de Toluidina. Aumento: 320 x.

Fig. 18 - Intestino. Primeiro segto. orte -' congelagdo. As goticulas apicais dos
enterdcitos ficam, também, evidenciadas em negro pelo Sudan Black B. Aumento: 320 x.
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Fig. 19 - Intestino. Quarto segmento. Corte em congelacio. Os enterocitos nao apresentam
goticulas lipidicas, ndo sendo portanioc contrastadas pelo Sudan Black B. Neste segmento

aparecemn células fagociticas intraepiteliais (CF1), em grande quantidade (). Aumento:
640 x,

Fsg 20- Intestino. Quarto segmento. Auséncia de pés—f ixacdo pelo OsQ4. . Embebicdo em
glicol metacrilato. As CFI () aparecem em grande quant;dade neste segmento,
Coloracdo: Azul de Toluidina. Aumento: 320 x.
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As células granulociticas especiais (CGE) sdo tipos celulares
encontrados em todo o epitélio intestinal. As granulacbes grosseiras das
CGE. apresentam afinidade pela eosina e PAS, mesmo apos acetilagao
seguida de saponificag@o (Figs. 12 e 13), e coram-se ortocromaticamente

pelo azul de toiuidina.

As céiulas fagociticas intraepiteliais (CF!) variam de acordo
com o tipo de processamento e fixagdo (Figs. 11, 19 e 20). Apresentam-
se de maneira geral arredondada, com o nucleo geraimente em posicao
excéntrica e achatado, e guando vista em corte, pode apreseniar-se
semelhante a uma semi-lua, devido a deformacéo de parte do citoplasma
juntamente com o nucleo em relacao ao produto fagocitado (Fig. 19).

As células em bastonetes “rodlets cells”, encontram-se em
raras ocasidfes no epitélio intestinal, sendo ovais e freglentemente
paralelas as celulas epiteliais intestinais. Apresentam o nucleo em
posicao basal e a presenca de estruturas semelhantes a bastonetes
orientados longitudinaimente no citopiasma em relacdo ao maior eixo da
ceélula, e apresentam uma capsula evidente. Em relagéo as técnicas
utilizadas, apreseniam-se em geral, claras, evidenciando ligeiramente
somente a capsula e suas inclusbes (bastonetes). S&oc melhor

evidenciadas com o uso de imersao (Fig. 21).

No 5° segmento (segmento distal e reto) o epitélio ndo

apreseniou as mesmas particularidades encontradas nos enterécitos dos
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quatro segmentos anteriores, pois ndo foram detectadas goticulas de
lipidios, nem vesiculas de secrecio PAS positivas. Além dissc, os
enterocitos s&o mais altos e mais delgados e, provaveimente, com
bordadura estriada mais baixa; alguns enterocitos apresentam citoplasma
mais corado e o nucleo com cromatina condensada. Além disso. nesse
segmento, ha um maior namero de linfécitos intraepiteliais na regido
basal epitelial e um acimulo de células caliciformes no fundo entre as

vilosidades intestinais mais curtas (Figs. 22 e 23).
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Fig. 21 - intestino. Primeir segmento. Pds-fixagdo pelo OsO,. Embebié}éo em glicol
metacrilato. Entre os enterécitos com vesiculas apicais lipidicas enegrecidas pelo
6smio(=>),nota-se a célula em bastonete ou “rodlet cell”, com sua capsula evidente e as

inclusbes (bastonetes) em sentido longitudinal acompanhando o maior eixo da célula (*).
Coloragao: Azul de Toluidina. Aumento: 1280 x.

Fig. 22 -

Intesting. Quintc segmentc. Pos-fixagdo pelo OsO.. Embebicdo em glicol
metacrilato. Notar as células caliciformes concentradas no fundo entre as pregas intestinais
(*®). A tunica serosa neste segmento forma um pregueamento semelhante ao epiploon do
intestino grosso dos mamiferos (). Este segmento ndc apresenta vesiculas lipidicas na
regido apical dos enterdcitos. Colorag@o: Azul de Toluidina. Aumento aproximado: 80 x.
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As paredes dos cecos pildricos s&o histologicamente simiiares
aquelas do intestino, embora o diametro e o comprimentoc das pregas
sejam bem menores, e a espessura da parede, especiaimente da tdnica
muscular, muito mais deigada, ndc possuindo aparentemente nem

muscular da mucosa, nem submucosa (Fig. 24).
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] Y
Fig. 23 - Intestino. Quinto segmento. Pés-fixagdo pelo OsC, Embebicdo em glicol
metacrilato. Os enterécitos ndo apresentam goticulas de lipidios, da mesma forma que a
fotomicrografia anterior, Coloracio; Azul de Toluidina. Aumento: 160 x.

Fig. 24 - Cecos Piloricos. Embora a constituicio histoidgica de sua parede seja idéntica a
do intestino, sua espessura e didmetro sdoc bem menores, além de aparentemenie néo
possuir muscular da mucosa, nem submucosa. Reagdo histoquimica de PAS. Aumenio:
160 x,



5. DISCUSSAQ

A maioria dos peixes teleosteos, ndo possui uma diferenciacéo
anatbomica clara do tubo intestinal como existe nos animais superiores,
nem variagbes microscopicas marcantes que permitam diferencia-lo
histologicamente em regides distintas (BARRINGTON, 1957 SIS et al.
1979; GILLAUME, 1991). A morfologia do trato intestinal do Brycon

cephalus & semelhante & descrita para a maioria dos peixes teledsteos.

O matrinchd é uma espécie que apresenta estdmago,
caracteristica de peixes que segundo REIFEL e TRAVILL (1979), é a de
possuir concomitantemente um intestino razoavelmente uniforme em
diametro através de todo seu comprimento, ao contrario da maioria dos
agastricos, que possuem uma dilatacdo intestinal proximal, denominada
de dilatacao intestinal (GIRGIS, 1952), ou bulbo intestinal (ROGICK,

1931, AHSAN-AL-ISLAM, 1951), ou grande ramo do intestino (CURRY,

1839) ou duodeno (BABKIN e BOWIE, 1928).
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Os cecos pildricos est@c presentes , logo apds o piloro,
demarcando o inicio da regido proximal do intestino do matrincha& A
similaridade morfologica entre os cecos pildricos e o intestino proximal,
nos teleodsteos, tem sido evidenciada por diversos autores e foi

demonstrada ultraestruturalmente, por JANSSON e OLSSON (1960).

Como regides similares do intestinc delgado, grosso e reto dos
mamiferos, ndo podem ser identificadas nos intestinos dos teledsteos,
diversos autores tentaram fazer uma demarcacdo inestinal macroscopica.
BLAKE (1938), CURRY (1932) e JACOBSEN (1938), falharam em
distinguir o reto do segmento distal, devido a auséncia de qualquer
demarcacdo externa e estreita semelhanga histologica entre os dois.
DAWES (1929) descreveu o reto separado do intestino por uma valvula.
MOSHIN (1961, 1962), apontou um esfincter nesta juncdo, estrutura nao

encontrada, no entanto, no matrincha.

Entretanto, alguns autores consideram como parametros, que
servem para demarcacdo de um segmento retal, as seguintes
caracteristicas histologicas: a reducio na altura e na complexidade das
pregas da membrana mucosa (AL-HUSSAINI, 1946; MOSHIN, 1962), o
espessamento da musculatura e © aumento do numero de celulas
caliciformes (AL-HUSSAINI, 1945, 1946, 1949; MOSHIN, 1962). Scb este
aspecto, no matrinchd, as pregas da membrana mucosa dos tirés

primeiros segmentos intestinais, s&o mais alongados e com presenca de



ramificagbes ou pequenas pregas secundarias, que vao se tornando mais
curtas e mais simples distaimente. As células caliciformes que nos
segmentos iniciais, apresentam-se em grande ndimero. exceto nos cecos
piléricos, diminuem em quantidade em térno das pregas intestinais por
volta do 4° segmento, e por fim concentrando-se sémente entre as curtas

pregas no inicio do 5° segmento, até formar uma fileira continua no reto.

A regido do tubo digestivo de Brycon cephalus que foi
estudada. segundo a divisdo embrioldégica de BERTIN (1958),
corresponde aos intestinos médio e posterior, que segundo
BARRINGTON (1957) é o intestino propriamente dito, que se inicia no

piloro, e se estende até a abertura anal.

O coeficiente de comprimento relativo intestinal (RLG), que
expressa a relagdo matematica entre o comprimento do intestino e os
habitos alimentares, encontrado para o matrinché, conforme demonstrado
na Tabela |, foi 0,84. Este coeficiente esté coerente com a média dos

indices propostos por BERTIN (1958), para peixes omnivoros.

Convencionou-se dividir o tubo intestinal em 5 segmentos
iguais, e nesta divisAo procurou-se estudar e aplicar, o critéric
histofisiologico, inicialmente introduzido por GAUTHIER e LANDIS

(1972), que consiste na caracterizacdo dos segmentos intestinais



segundo 0 seu aspecto histolégico e suas propriedades absortivas

funcionais relacionadas a absorgéo de diferentes nutrientes.

Os resultados histoquimicos das células caliciformes presentes
no epitélio do intestino e dos cecos piidricos do Brycon cephalus, revelam
a presenca de vesiculas com reacd@o positiva para glicoconjugados
neutros, acidos carboxilados e sulfatados e sugerem, ainda, a presenca
de acido siadlico. Tais resultados estdo de acordo com os estudos de
SANTOS (1979), CLARK & WITCOMB (1980}, NACH! (1988) e

DOMITROVIC (1982), realizados em outros peixes teledsteos.

A morfologia, a afinidade histoquimica ao PAS, & a eosinofiiia
da céluia granulocitica especial (CGE) de Brycon cephalus, estéo,
tambeéem, de acordo com os estudos ja realizados por AL-HUSSAINI

(1946, 1947a, 1949b) e NACHI (1988).

Os resultados histoguimicos relacionados a positividade ao
PAS e & fosfatase acida presentes nas vesiculas de secre¢éo na regido
supranuclear e apical, respectivamente, dos enterécitos de 4° segmento
intestinal do Brycon cephalus, equivalem a mesma positividade dos
enterdcitos presentes no epitélio intestinal da 4% a 52 circunvolucdes
intestinais, equivalentes ao segmentc médio do Prochilodus scrofa
(NACHI, 1888); na regido anterior do reto, equivalente ac segmento distal

de Gambusia affinis, (BULLOCK, 1967); do segmento meédio do intestino



de Carassius auratus (GAUTHIER & LANDIS 1972) e de Cyprinus
carpius (NOIALLAC-DEPEYRE & GAS, 1973); e do segmento distal de

Pimelodus maculatus (HERNANDEZ-BLASQUEZ, 1989).

A regido intestinal com este comportamento histoquimico, que
no matrincha corresponde ao quarto segmento, possivelmente esta
relacionada a absorgdo de macromolécuias proteicas. Em estudos
utilizando-se a peroxidase de rabano (HRP) e a ferritina, foram
observados numerosos lisossomos ao ME em diversas espécies de
peixes teledsteos (NOAILLAC-DEPEYRE & GAS, 1974, 1976, 1979;
EZEASOR & STOKOE, 1981; STROBAND et a/, 1981; STROBAND &

VAN DER VEEN, 1981).

Embora NACH! (1988) e (HERNANDEZ-BLASQUEZ, 1889)
n&o tenham iniciaimente empregado marcadores ultraestruturais para a
comprovacac da pinocitose de macromoléculas proteicas, no epitélio da
42 e 57 circunvolugdes do intestino de Prochifodus scrofa e do segmento
distal de Fimelodus maculatus, respectivamente, consideraram estes
segmentos equivalentes ac segmento médio da divisdo histofisiologica.
Posteriormente, estes mesmos autores, confirmaram esse processo
absortivo no intestino de Prochilodus scrofa, através do estudo
histoiégico da absorcéo e fagocitose de ferritina e hemogiobina (1993a) e
de estudc citoguimicc de enzimas lisossbmicas-fosfatases &cidas

(1993b), ao nivel de.microscopia fotbnica e da microscopia eletronica.
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A partir das informagdes referendadas acima, poderia sugerir-
se neste estudo, que o sistema para digestdo intracelular ou pinocitose
de macromoléculas protéicas ou proteinas exdgenas, no intestino de
Brycon cephalus, poderia estar compreendido no 4° segmento intestinal
Para tanto, o teste com ferritina e peroxidase de rabano far-se ia
necessario para confirmagéo dessas evidéncias. CLARK (1859) reportou
gue esta fungdo estava relacionada com a presenca de invaginacgbes
apicais dos enterdcitos de ratos e camundongos recém-nascidos, apés a
administracdo de gamaglcbulina bovina e ovoalbumina, mas nunca em
animais adultos. Este mesmo autor sugeriu que estas invaginacdes
participavam do mecanismo de absor¢do de proteinas intactas em

animais em amamentacao.

Entre os teledsteos, a absorcéo de lipidios alimentares tém
fugar na regido proximal do intestino e ao nivel dos cecos piléricos, nas
espécies que dispbem dessas estruturas (IWA!, 1968; BERGOT e
FLECHON, 1970a, 1970b; GAUTHIER & LANDIS, 1972; STROBAND,
1977; STROBAND e DEBETS, 1979; BAUERMEISTER ef al, 1979;
NOAILLAC-DEPEYRE e GAS, 1974, 1976, 1979, 1983). Além disso,
existem indicagbes de que os lipidios constituem a principal fonte de
reserva energética nos teledsteos (NAGAI & IKEDA, 1970, COWEY
SARGENT, 1977, BAUERMEISTER et a/, 1979), indicando superar os

carboidratos.
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Desta maneira, © estudo da existéncia de um segmento
fisiologicamente definido no intestino de Brycon cephalus, relacionado

com o metabolismo de lipidios, torna-se de fundamental importancia.

Como os enterdcitos dos peixes tem dificuldade maior na
metabolizacdo dos acidos graxos insaturados, e as goticulas lipidicas s6
podem ser demonstradas apenas gquando estes sao fornecidos, é que
procurou-se administrar o 6leo de milho, que e rico em acidos graxos

insaturados.

Os diferentes tempos de absorgcdo empregados, foram
necessarios para cientificar-se de gue a dose lipidica administrada,
percorresse o intestino na sua totalidade; que nesse caso, S horas foram

suficientes.

O uso combinado da fixacdo em PFA a 4% com CaCl,, da pos
fixacao pelo tetréxido de dsmio e inciusédo em glicol metacrilato, conforme
metodoiogia similar utilizada por NACHI (1988) e HERNANDEZ-
BLASQUEZ (1988), contribuiu muito para estabilizar e evidenciar as

gorduras e melhorar a morfologia geral dos preparados histolégicos.

A positividade aoc Sudan Black B nos cortes de intestino de
matrinchd, deu-se apds 3 horas da ingestao de lipidios, evidenciando-se

goticulas lipidicas no citoplasma apical dos enterocitos,
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A evidenciagdo de vesiculas de lipidios foi observada nos
enterdcitos dos 3 primeiros segmentos intestinais e dos cecos piléricos
do matrincha, conforme foi demonstrade por diversos autores citados
anteriormente, n&o tendo sido evidenciadas no 4° e 5 ° segmentos. O 5°
segmento intestinal, incluindo o reto, de Brycon cephalus, &
histologicamente diferente tanto dos trés primeiros quanto do 4°
segmento intestinal, tanto pela auséncia de vesicuias lipidicas quanto de
PAS positivas, ndo mostrando qualquer preferéncia reacional aos

metodos histogquimicos utilizados.

Portanto, de acordo com as evidéncias mencionadas acima, o
intestino de Brycon cephalus possui frés regides morfologicamente
distintas que estdo provavelmente relacionadas a um comportamentc

absortivo distinto nos diferentes segmentos.

Finalmente, deve-se salientar que, estudos complementares
devern ser realizados, na tentativa de elucidar alguns pontos e,
principalmente, estudar a natureza das inclusbes citoplasmaticas dos
enterdcitos do quarto segmento intestinal, conforme foi evidenciado neste

estudo experimental.
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6 - CONCLUSOES

Com a metodologia empregada neste trabatho, e através dos
estudos histologicos e histoquimicos para glicoconjugados, lipidios e
fosfataase acida, observados no intestino de Brycon cephaius (matrincha),

permitem as seguintes conclusdes:

A constituicdo histologica geral da parede do trato intestinal é
semellhante a mesma dos teledsteos com a presenca de todas as

camadas.

O epitélio de revestimento intestinal & formado basicamente

pelos enterocitos ou células absortivas, e pelas células caliciformes.

As celulas caliciformes apresentam grénulos de secrecdo que
histoguimicamente correspondem a gliconjugados neutros, &cidos

carboxilados e sulfatados, bem comoe a presenca de acido sialico.

No epitélio de revestimento intestinal ocorrem também as

células intraepiteliais que séo : as células granulociticas especiais (CGE),
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A partir das evidéncias e diferenciagbes descritas acima,
sugere-se para o intestino de Brycon cephalus, segundo o critério de
divis@o histofisiologica, a presenca de 3 regibes distintas: regi&o anterior
(compreendendo os segmentos 1,2 e 3); regido média { compreendendo
o 4° segmento) e a regido distal (compreendendo o 5° segmento e reto)

que estd@o provavelmente relacionadas com funcdes absortivas distintas

dependendo da regido analisada.
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ABSTRACT

With the aim of obtaining further knowiedge on fishculture
conditions of Brycon cephalus (matrincha), the morphofunctional relationship
of intestinal segment was evaluated by histological and histochemical
approach. The intestine was sectioned into five segments and fixed with
Bouin for paraffin embedding or, 4% paraformaldehyde containing CaCl;
solution and post-fixed with 1% OsQ, for glycol-methacrylate embedding.
The paraffin sections stained with H.E. and Masson’'s or Gomory's trichrome
were used for morphological analysis and for carbohydrate histochemistry
(PAS, Alcian Blue pH 0.5 and 2.5). The lipid content was evaluated in OsO.
stained giycol-methacrylate sections and Sudan black stained cryosections.
The acid phosphatase activity was evaluated in the unfixed cryosections by
Gomory's histoenzymological method. The epithelial sheets of whole
intestine is covered by columnar enterocytes intercalated by goblet cells.
The latter contained neutral, acid carboxylated and sulphated
glycoconjugate vesicles. The enterocytes found in the three former segments
showed PAS positive vesicles and a strong acid phosphatase activity in the
apical region. The last had a great quantity of goblet cells but the
enterocytes did not show any preferential reactivity for the histochemical
method used . Therefore, the intestine of Brycon cephalus has three

morphologically distinguishable segments which are probabiy related to an

absorptive role.



