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RESUMO

A histologia do figado e do pancreas de peixes permite inferir a respeito da
funcionalidade do tubo digestivo durante a fase absortiva das larvas. Objetivou-se
verificar o surgimento e desenvolvimento inicial de estruturas anexas ao tubo
digestorio, figado e pancreas, das larvas de Prochilodus lineatus, de zero até 148
horas apés a eclosdo. Os exemplares coletados foram fixados em solu¢do de Bouin
e submetidos ao processamento histolégico de rotina para inclusdo em parafina e
coloracdo HE. Nas larvas de curimba, o figado surgiu dorsalmente ao saco vitelino e
ventralmente ao tubo digestivo em desenvolvimento. As 25 horas ap06s ecloso, o
parénquima hepatico era formado por hepatocitos poliédricos. Com 30 horas apos a
eclosdo, as células pancreaticas encontravam-se estruturadas em A&cinos
arredondados. As 56 horas apOs a eclosdo foi possivel visualizar o pancreas
enddcrino e comegou a se diferenciar do exodcrino e iniciou-se a formagéo das
ilhotas de Langerhans. Pode-se concluir que, a partir de 30 horas apos a ecloséo, o
figado e péancreas das larvas de curimba tornaram-se funcionais podendo atuar no
processo digestivo do alimento.

PALAVRAS-CHAVE: Curimba, desenvolvimento, glandulas anexas, histologia,
sistema digestorio

HISTOLOGICAL CHARACTERIZATION OF LIVER AND PANCREAS OF
Prochilodus lineatus (VALENCIENNES, 1836)
(CHARACIFORMES, PROCHILODONTIDAE) LARVAE

ABSTRACT
The histology of liver and pancreas of fish allows inference concerning the
functionality of the digestive tract during the absorptive larvae. This study aimed to
verify the onset and early development of structures attached to the digestive tract,
liver and pancreas, of Prochilodus lineatus larvae, from zero to 148 hours after
hatching. The collected specimens were fixed in Bouin's solution and submitted to
the histological processing for paraffin embedding and HE staining. In larvae of
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curimba, the liver arose dorsally to the yolk sac and ventrally to the digestive tract, in
development. At 25 hours after hatching, the hepatic parenchyma was formed by
polyhedral hepatocytes. 30 hours after hatching, the pancreatic cells were organized
into acini rounded. At 56 hours after hatching was possible to visualize the endocrine
pancreas and began to differentiate from the exocrine and the formation of the islets
of Langerhans was initiated. It can be concluded that, from 30 hours after hatching,
liver and pancreas of curimba larvae became functional allowing operate in digestive
food process.

KEYWORDS: Curimba, development, attached glands, histology, digestory system

INTRODUCAO

O figado e o péancreas de peixes diferenciam-se cedo e apresentam-se
funcionais antes do término da absorcdo do vitelo (MACIEL, 2006). A histologia
destes 6rgdos permite inferir a respeito da funcionalidade do trato digestério durante
a fase absortiva do desenvolvimento inicial das larvas (GOVONI, 1980).

O figado dos Teleostei € um érgdo compacto e localiza-se ventralmente na
cavidade celomatica, sendo que suas caracteristicas morfologicas relacionadas ao
tamanho e a forma variam entre as espécies e adaptam-se ao espaco utilizado pelos
6rgéos viscerais (COSTA et al., 2012). E um 6rgdo multifuncional responsavel pela
conversado do alimento, producdo da vitelogenina, durante o crescimento gonadal, e
desintoxicacdo de compostos estranhos (STEGEMAN & LECH, 1991; FLORES-
LOPES & MALABARBA, 2007), além de adaptar as substancias nutritivas,
reabsorvidas pelo organismo, as necessidades do corpo, e assim, colaborando com
0 metabolismo do animal (LEMES & BRACCINI, 2004) e a produc¢ao de anticorpos
durante o periodo larval dos peixes. Frequentemente, o figado é utilizado como
indicador de poluicdo aquéatica em estudos ambientais (FLORES-LOPES &
MALABARBA, 2007; GONCALVES et al., 2012).

Embriologicamente, o figado desenvolve-se a partir do diverticulo hepatico,
derivado da endoderme (GILBERT, 1991) e se expande rapidamente, envolvendo
parcialmente o tubo digestivo, onde predomina na por¢ao ventral (GOVONI, 1980).

Apesar da fisiologia e a histologia do figado serem similares nos Vertebrata,
FERGUSON (1989) afirmou que existem diferencas estruturais no parénquima
hepético de peixes, como auséncia de lobulacdo e de sistemas porta classicos,
presenca de tecido pancreatico intra-hepatico ao redor dos vasos em algumas
espécies, auséncia de um sistema de células de Kupfer, presenca de centros
melanomacrofagicos (CMMs) e de tecido hematopoiético. Ha também diferencas
relevantes na mesma familia, sendo que ndo é possivel descrever a arquitetura do
figado de Teleostei de modo generalizado (FLORES-LOPES & MALABARBA, 2007).

O péancreas é uma glandula mista, com fung¢des endocrinas e exdcrinas,
variando amplamente quanto ao desenvolvimento e localizagcdo anatébmica, nos
diferentes grupos de peixes (DIAZ et al., 1999; GONCALVES et al., 2012). Em
algumas espécies, o pancreas pode ser definido como um 6rgdo compacto, no
entanto, na maioria dos Teleostei, 0 pancreas exdécrino é geralmente difuso, e
consiste de tubulos ramificados ou acinos dispersos no tecido conjuntivo da serosa
intestinal, mesentério ou dentro do figado, formando o hepatopéncreas, ou no baco
e na vesicula biliar. Entretanto em algumas espécies, 0 pancreas apresenta uma
porcdo compacta e outra difusa (HINTON & POOL, 1979; MACIEL, 2006). A porcao
endocrina do péancreas € representada pelas ilhotas de Langerhans, que sé&o
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reconhecidas na parte anterior do parénquima pancreatico, as células encontram-se
bem diferenciadas da parte exécrina (GONZALEZ et al., 2002).

Nos vertebrados, o pancreas produz dois tipos de substancias que
desempenham funcdes fisiologicas diferentes na digestdo (células exdcrina) e na
homeostase da glicose (células enddcrinas). As enzimas digestivas, produzidas
pelos &cinos pancreaticos, sao liberadas no intestino médio onde se tornam ativas, e
horménios insulina, glucagon, somatostatina e peptideo YY, produzidos pelas ilhotas
de Langerhans, sdo secretados na correte sanguinea (LEMES & BRACCINI, 2004;
CARUSO & SHERIDAN, 2011).

Os peixes da familia Prochilodontidae tém distribuicdo limitada a América do
Sul, ocorrendo no lado noroeste dos Andes até o sudoeste do Equador. Ao leste dos
Andes sdo encontrados nas bacias dos rios Orenoco, Amazonas, Tocantins, S&o
Francisco e Prata, nos rios costeiros das Guianas e do leste e sudeste do Brasil.
Prochilodus € o Unico género desta familia que pode ser encontrado na Mata
Atlantica (MENEZES et al., 2007).

A espécie Prochilodus lineatus, popularmente chamada de curimba,
curimbatda, grumecha ou grumatéa, apresenta ampla proliferacdo e desenvolvimento
rapido, o que proporciona uma rusticidade caracteristica que contribui para que seja
utilizada como alimento para espécies predadoras (PEREIRA et al., 2009). E
conhecida por realizar longas migracdes rio acima na época da desova nas bacias
dos rios Parana e Paraguai (MENEZES et al., 2007).

Objetivou-se, com o presente trabalho, verificar histologicamente o
surgimento e desenvolvimento inicial de estruturas anexas ao tubo digestorio, figado
e pancreas, das larvas de Prochilodus lineatus, de zero até 148 horas apds a
eclosao.

MATERIAL E METODOS

As larvas de curimba, Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836)
(Characiformes, Prochilodontidae) utilizadas, oriundas da Estacdo de Pesquisa e
Desenvolvimento Ambiental da Usina Hidrelétrica de Volta Grande, CEMIG, em
Conceicdo das Alagoas, MG, encontravam-se depositadas no Laboratério de
Biologia, da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, em Itapetinga, BA.

Foram coletados 30 exemplares a cada meia hora, da eclosdo a 148 horas,
insensibilizados por hipotermia (conforme Resolucdo n® 714, de 20/07/2002, do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria) e fixados em solucdo de Bouin, por seis
horas (MACIEL, 2006). ApGs este periodo, os exemplares foram transferidos para
solucdo de alcool 70% e acondicionados em frascos de vidro devidamente
etiquetados.

Os exemplares foram submetidos as técnicas de rotina de desidratacdo em
alcool etilico para impregnacéo e inclusdo em parafina. Os cortes, com espessura de
seis ou sete micrometros foram feitos em micrétomo rotativo. As laminas histologicas
foram montadas e coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina (HE) e
preparadas segundo BANCROFT & STEVENS (1996), no Laboratdrio de Biologia
Estrutural, da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, MG.

Os estudos histologicos foram realizados no Laboratorio de Biologia, da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, em Itapetinga, BA, com a utilizagao de
um microscopio de luz, acoplado a um computador contendo um software de analise
de imagens, e foram fotomicrografados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas larvas recém-eclodidas de curimba (Prochilodus lineatus) até 24 horas
apos a eclosdo, as glandulas anexas ao tubo digestivo, figado e pancreas, néo
estavam diferenciados. Nos exemplares com 25 horas apés a eclosdo, foram
detectados primordios de figado, como um tecido constituido de hepatocitos
irregulares, com nucleo central e reduzido, localizado dorsalmente ao saco vitelino e
ventralmente ao tubo digestivo (Figura 1). Conforme HIBIYA (1982), este primérdio

do figado é composto por pequenas células parenquimatosas (hepatécitos ou
células hepaticas) e fibras reticulares, cuja funcdo é sustentar o 6rgéo.

FIGURA 1. Primordios de figado das larvas de Prochilodus

lineatus, com 25 horas apés eclosao. HE.
F- figado; M- musculatura; N- notocorda; SV- saco vitelino;
TD- tubo digestivo.

Fonte: Autores.

As células hepaticas ou hepatécitos continuaram a desenvolver juntamente
com o desenvolvimento das larvas de curimba (P. lineatus), entretanto ndo havia
evidéncias de acumulo de glicogénio. As 33 horas ap0s a ecloséo, os hepatdcitos se
organizaram em laminas ao redor de sinus6ides hepaticos que se encontravam
intimamente ligados ao intestino. O ducto biliar era revestido por epitélio simples
cubico e veias e artérias também estavam presentes.

MACIEL (2006) relatou que alguns autores verificaram que os hepatocitos
possuem atividade de armazenar glicogénio na fase larval e que este fato indica o
inicio da funcionalidade dos hepatdécitos que permanecem ao longo dos estagios
larvais e juvenis.

A medida que se seguia o desenvolvimento das larvas de curimba (P.
lineatus), o figado aumentava de volume de forma gradativa, envolvendo
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parcialmente o intestino (Figura 2). Os hepatdcitos encontravam-se maiores e
tomavam uma forma mais regular, citoplasma claro e o seu nucleo arredondado e
central e em algumas regides deslocado para a periferia da célula. Estas descricdes
morfolégicas estdo de acordo com FUJIMOTO et al., (2008) para o pacu (Piaractus
mesopotamicus).

FIGURA 2. Tronco das larvas de Prochilodus lineatus, com 30 horas apés eclosao.

HE.
BG- bexiga gasosa; C- coragdo; E- esbdfago; F- figado; IM- intestino médio; P-
pancreas; SV- saco vitelino.

Fonte: Autores.

Segundo HIBIYA (1982), o tamanho das células hepaticas em preparacdes
microscopicas reflete o seu estado fisiologico funcional, e é visivelmente diferente
nos estados de hiper e hipofuncionalidade. Este autor exemplificou que a hipertrofia
do corpo celular, nicleo e nucléolo dos hepatdcitos podiam ser observados no
periodo mais ativo da vitelogénese em ayu (P. altivelis) e em fémeas de
Onchorhychus masou. O aumento e a diferenciacdo das células hepaticas também
foram evidenciados nas larvas de Prochilodus lineatus (Figura 3).

O citoplasma das células hepaticas pode apresentar aspectos variaveis,
dependendo do estado nutricional do individuo, ou seja, quando este se encontra
bem alimentado, os hepatécitos armazenam quantidades significativas de glicogénio
e processam grande quantidade de lipidios. Entretanto, durante a preparacéo
histologica, ambos os metabdlitos sdo parcialmente removidos, sendo necessarios
meétodos especificos que preservem a integridade de inclusdes intracitoplasmaticas
(lipidios, glicogénio, etc.) (SANTOS et al., 2004; YANG et al., 2010).
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FIGURA 3. Figados das larvas de Prochilodus lineatus. HE. A)
Figado imaturo; B) Figado maduro, evidenciando
numerosos vacuolos. Setas: Nucleos de hepatdcitos.

Fonte: Autores.

Nos exemplares de P. lineatus, as 148 horas apés a eclosdo, o figado
ocupava grande parte da cavidade peritoneal.

Os centros melanomacréfagos (CMMs) ndo foram evidenciados nos figados
das larvas de P. lineatus do presente estudo. Foi relatado que as variagbes do
tamanho e do nimero de CMMs podem estar relacionadas com a idade, o estado
nutricional, a doenca e as condicbes ambientais. O pigmento melanina pode ter um
efeito protetor contra os poluentes, e niveis elevados de melanina e lipofucsina
podem proteger contra danos celulares, pois absorvem radicais livres (HARTLEY et
al., 1996).

O fato de ainda néo se ter sido verificado os CMMs nas larvas de curimba
(P. lineatus) sugere que o mecanismo de defesa dessas larvas ainda esta em
desenvolvimento, o0 que as tornam vulneraveis, podendo até comprometer a
sobrevivéncia das mesmas (ROCHA et al., 2010).

Conforme GONCALVES et al. (2012), o figado de peixes esta posicionado na
cavidade peritoneal, na altura do estdbmago, sendo que, em algumas espécies, pode
se estender ao longo do abdémen. Pode estar disposto em dois ou mais lébulos
distintos ou ainda como um 6rgdo unico (RUST, 2002), sendo mais comum a
presenca de trés Iébulos hepaticos, um central, um direito e outro esquerdo, como
observado em traira (Hoplias malabaricus) (LEMES & BRACCINI, 2004), piaucu
(Leporinus macrocephalus) (BOMBONATO et al, 2007), pacu (Piaractus
mesopotamicus) (COSTA, 2007) e tambaqui (Colossoma macropomum) (COSTA et
al., 2012). Ja em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (VICENTINE et al., 2005) e
bagre africano (Clarias gariepinus) (PALHARES, 2004), o figado possui apenas dois
I6bulos, sendo o esquerdo mais desenvolvido. Esta divisdo em lobos ainda néo se
verificou nas larvas de grumecha (Prochilodus lineatus) até 148 horas apos ecloséo.

O figado é um 6érgao simples em muitos Osteichthyes, mas em alguns as
células do tecido pancreatico invadem o figado ao longo do desenvolvimento do
peixe. A combinacdo dos tecidos do figado e do pancreas é denominada
hepatopancreas (HIBIYA, 1982). As células pancreaticas também podem migrar
para os tecidos entéricos. Este fato ndo foi observado nas larvas de Prochilodus
lineatus até as 148 horas ap6s a ecloséao.

O péancreas das larvas de curimba (Prochilodus lineatus) era extra-hepético,
como descrito em piracanjuba (Brycon orbignyanus) por MACIEL (2006). Nos
exemplares com 30 horas ap0s a eclosédo, as células pancreaticas encontravam-se
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estruturadas em &cinos arredondados (Figura 2). As 56 horas apds a ecloséo foi
possivel visualizar que o pancreas endocrino comecgou a se diferenciar do exdcrino
tendo inicio a formacao das ilhotas de Langerhans.

De acordo com GONZALEZ et al. (2002) e MACIEL (2006), a presenca das
ilhotas pancredticas indica que as larvas podem assimilar acucares de modo
eficiente.

Com o desenvolvimento das larvas de Prochilodus lineatus, o péancreas
moveu dorsalmente e comecou a envolver a regido anterior do intestino médio
(Figura 4).

FIGURA 4. Corte histolégico de Prochilodus lineatus com 68

horas apés eclosao. HE.
DC- ducto colédoco; DP- ducto pancreético; IM- intestino médio;
PEXx- pancreas exdécrino.

Fonte: Autores.

O péancreas exdcrino era constituido de aglomerados de células piramidais
organizadas em &cinos (Figura 4). As células acinares possuem citoplasmas escuro
basofilo, nicleo basal distinto, muitos granulos de zimogénio eosindfilos,
responsaveis pela producdo, armazenamento e secre¢do das enzimas digestivas
(tripsina, quimiotripsina, carboxipolipeptidase, elastase, colagenase, amilases,
lipases, fosfolipase A2 e quitinases) e bicarbonato, que neutraliza o pH acido do
quimo proveniente do estomago (BALDISSEROTO, 2009 e GONCALVES et al.,
2012).

Para MACIEL (2006), o desenvolvimento das glandulas anexas, figado e
pancreas, € particularmente importante para a digestdo em larvas de peixes, uma
vez que estas ainda ndo possuem um estdmago estruturado e funcional. Assim, a
determinacdo do momento da primeira alimentacdo exdgena € importante, pois se 0
alimento for oferecido precocemente, aumentara o desperdicio, e se for tardio,
podera comprometer o crescimento e a sobrevivéncia das larvas (MACIEL et al.,
2010), tornando-se, em ambos 0s casos, antiecondmico e potencialmente danoso ao
ambiente.
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CONCLUSOES

O desenvolvimento do figado e pancreas nas larvas de curimba (Prochilodus
lineatus) é de extrema importancia, pois, a partir de 30 horas apés a eclosao, estes
orgaos tornam-se funcionais podendo atuar na digestédo dos alimentos.
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