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RESUMO

O sistema neuroendocrino difuso (SNED) compreende varios tipos de
células do sistema gastrintestinal que produzem e secretam diferentes peptideos,
os quais exercem diversos efeitos sobre o processo digestorio e o
comportamento alimentar. O objetivo foi estudar, utilizando imunohistoquimica,
a distribuicdo de células endocrinas do SNED imunopositivas aos peptideos
GAS, CCK-8, NPY e¢ CGRP no sistema digestério de dourado Salminus
brasiliensis. Foram utilizados 12 juvenis de dourado com peso de 144,8+21,7 g
e comprimento total de 25,5+3,5 cm. Apds 24 horas de jejum, os peixes foram
eutanasiados e retiradas amostras em cinco diferentes segmentos: estdmago:
regido pildrica estomacal (PE); intestino médio: cecos piléricos (CP), alca 1
(A1) e alga 2 (A2) e intestino posterior (IP). As amostras de tecido foram fixadas
em Bouin por 12 horas, colocadas em alcool 70% e processadas segundo
métodos histologicos de rotina. Para a imunohistoquimica todas as reagdes
foram feitas em cdmara umida e, nos procedimentos de lavagem, utilizou-se
PBS 0,1 M. O bloqueio da atividade da peroxidase endogena ¢ de ligagdes
inespecificas foi feito utilizando-se reagentes comerciais Dako”. As amostras
foram incubadas com anticorpos primarios policlonais (Bachem, EUA) contra
GAS, CCK-8, NPY e CGRP. Posteriomente, foram incubadas com anticorpo
secundario anticoelho EnVision+System/HRP, reveladas pelo método
enzimatico utilizando 3,3 tetra-hidrocloreto diaminobenzidina, DAB, e
contracoradas com hematoxilina de Carazzi. O nimero médio de células
endocrinas imunorreativas para cada peptideo em cada segmento amostrado e
em cada peixe foi determinado pela contagem total de células imunomarcadas. O
numero total de células foi contado, utilizando-se o microscopio, enquanto a
arca foi mensurada a partir da captura da imagem (objetiva de 20x)
correspondende a area total de mucosa epitelial determinada usando o programa
Image J. Os dados resultantes foram submetidos 8 ANAVA em esquema fatorial
e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5%. A utilizagdo de anticorpos
desenvolvidos contra peptideos de mamiferos foi mostrada, pela primeira vez,
ser eficiente na imunolocalizagdo de GAS, CCK-8, NPY ¢ CGRP no dourado.
Todos os peptideos foram identificados em todos os segmentos amostrados,
ainda que escassos em determinados segmentos. O maior nimero de células
enddcrinas imunopositivas a GAS, CCK-8 e CGRP estava principalmente na
regido pilorica estomacal e nos cecos pildricos. Ja para o NPY, as células
imunomarcadas estavam notavelmente restritas ao intestino médio do dourado.

Palavras - chave: Peptideos. Células endocrinas. Intestino. Imunohistoquimica.
Peixes.



ABSTRACT

The diffuse neuroendocrine system (DNES) constitutes various types of
cells of the gastrointestinal system. These cells produce and secrete different
peptides, which exert several effects on the digestive process and feeding
behavior. The objective was to study, using immunohistochemistry, the
distribution of endocrine cells of the DNES, immunoreactive to the peptides
GAS, CCK-8, NPY and CGRP in the digestive system of dourado (Salminus
brasiliensis). Twelve juvenile fish with weight of 144.8 +21.7 g and total length
of 25.5 + 3.5 cm were used. After 24 hours of fasting, the fish were euthanized
and samples were collected of five different segments: stomach: pyloric region
(PE); medium intestine: pyloric caeca (CP), loop 1 (Al) and loop 2 (A2); and
posterior intestine (IP). The tissue samples were fixed in Bouin solution for 12
hours, placed in 70% alcohol and processed according to routine histological
methods. For the immunohistochemistry, all the reactions were performed in a
humid chamber and, in the washing procedures, PBS 0.1 M was used. The
obstruction of the endogenous peroxidase and of non-specific bonds was done
using commercial reagents Dako®. The samples were incubated with polyclonal
primary antibody (Bachem, USA) against GAS, CCK-8, NPY and CGRP.
Subsequently, they were incubated with anti-rabbit secondary antibody
EnVisiont+System/HRP, revealed by the enzymatic method using 3.3
tetrahydrochloride diaminobenzidine, DAB, and counterstained with Carazzi
hematoxylin. The average number of immunoreactive endocrine cells for each
peptide in each sampled segment and in each fish was determined by the total
count of immunostained cells. The total number of cells was determined using a
microscope, while the area was measured capturing the image (20x objective)
correspondent to the total area of epithelial mucosa ascertained using the
program Image J. The resulting data were submitted to ANAVA in factorial
scheme and the means compared by the Tukey test at 5%. The use of developed
antibodies against mammal peptides was shown, for the first time, to be efficient
in the immunolocalization of GAS, CCK-8, NPY and CGRP in dourado. All the
peptides were identified in all the samples segments, despite being scarce in
certain segments. The largest number of endocrine cells immunoreactive to
GAS, CCK-8 and CGRP were, mainly, in the pyloric region of the stomach and
in the pyloric caeca. As for the NPY, the immunostained cells were notably
restricted to the medium intestine of the dourado.

Key-words: Peptides. Endocrine cells. Intestine. Immunohistochemistry. Fish.
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1 INTRODUCAO

O sistema neuroendocrino difuso (SNED) gastrintestinal compreende
varios tipos de células enddcrinas que produzem e secretam diferentes peptideos.
Esses peptideos possuem diversos efeitos sobre o comportamento alimentar e o
controle da digestdo, estimulando a secre¢do de enzimas digestérias e de
substancias acidas ou bésicas para promover condigdes ideais para a atividade
enzimatica. Efeitos sobre a motilidade gastrintestinal também sdo relacionados a
essas substancias.

As células endocrinas da mucosa gastrintestinal formam o maior sistema
endocrino celular do corpo, tanto em termos de numero de células quanto em
variedade de substancias produzidas.

Essas células endocrinas constituem um sistema extremamente
complexo e integrado que, em conjunto com o sistema nervoso central e entérico
(plexo mioentérico e submucoso), regula a atividade do sistema gastrintestinal
em relacdo a secrecdo de bile e enzimas pancreaticas, secrecdo estomacal,
motilidade, renovagdo epitelial e metabolismo glicolitico. O entendimento do
papel fisioldgico, assim como dos mecanismos de modulagdo exercidos pelo
sistema neuroendocrino intestinal em mamiferos vem sendo amplamente
revisado. Por outro lado, ha pouca informagdo disponivel em peixes e, em
muitos casos, ndo € possivel extrapolar as informacdes obtidas entre espécies em
fun¢do da grande diversidade de habitos alimentares, além da variagdo intrinseca
a cada espécie.

A compreensdo da forma de atuacdo desses peptideos na modulagdo da
digestdo e da absorcdo de nutrientes do sistema gastrointestinal ¢ importante
para estudos futuros no desenvolvimento de dietas artificiais adequadas a
necessidade e & capacidade digestoria dos peixes. O primeiro passo a ser dado

nessa area ¢ a identificacdo de células enddcrinas produtoras desses peptideos e
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a distribuicdo dessas células ao longo do tubo digestério para a espécie de
interesse, ja que ainda pouco se sabe sobre este tema em peixes ¢ a maioria dos
estudos existentes se concentra em espécies como Carassius auratus, Salmo
salar ¢ Oncorhynchus mykiss. Nesse contexto, o uso da técnica de imuno-
histoquimica constitui um bom método qualitativo de estudo desses peptideos,
uma vez que confere especificidade e sensibilidades as reagoes.

Em relagdo ao estudo do SNED gastrintestinal em peixes nativos
brasileiros, os trabalhos disponiveis avaliaram apenas a presenga de células
endocrinas utilizando o método histoquimico de impregnagdo por prata e
coloragdo de Grimelius no intestino de piracanjuba Brycon orbignyanus, piau
Leporinus friderici e surubim Pseudoplatystoma coruscans (SEIXAS FILHO et
al., 2001). No caso do dourado Salminus brasiliensis, células do SNED também
foram identificadas no estdomago pelo método de Grimelius (CASTRO et al.,
2003), contudo, ainda se desconhece quais peptideos sdo produzidos e qual ¢ a
distribui¢do ao longo do tubo digestorio. Portanto, ha pouca informagao
disponivel para peixes nativos carnivoros/piscivoros ¢ extrapolar dados obtidos
para diferentes espécies pode ndo ser adequado tendo em vista a grande
diversidade de habitos alimentares.

Objetivou-se estudar, pela primeira vez, a distribui¢do relativa,
utilizando a técnica de imunohistoquimica, de células enddcrinas imunopositivas
aos peptideos moduladores gastrina (GAS), colecistoquinina (CCK-8),
neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
em diferentes segmentos do sistema digestorio do dourado Salminus

brasiliensis.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistema neuroendécrino difuso (SNED) gastrintestinal

As primeiras células endodcrinas intestinais foram identificadas em
mamiferos, por Carmelo Ciaccio (1906) e chamadas de células enterocromafins,
devido a sua afinidade de ligagdo com sais de cromo. Alguns anos depois,
também foi demonstrada a capacidade das células enterocromafins de reduzir
ions de prata e, em razdo dessa caracteristica, foram nomeadas células argirofilas
(MASSON, 1914). Contudo, a funcdo dessas células permaneceu desconhecida
até o final da década de 1930.

O papel dessas células foi determinado com o surgimento do conceito de
“‘sistema neuroendocrino difuso’” (SNED), proposto por Friedrich Feyrter, em
1938, devido a inter-relagdo entre nervos e células endocrinas (antes descritas
como enterocromafins e argir6filas) na regulagdo da atividade secretora e motora
do aparelho gastrintestinal e do pancreas (ilhotas de Langerhans). Em seu
manuscrito, Feyrter (1938) estabeleceu um novo conceito no campo da
endocrinologia, propondo a existéncia do SNED em oposi¢io ao dogma
previamente aceito, que considerava glandulas e 6rgdos endocrinos. Mais tarde,
em 1968, Pearse reuniu uma grande variedade de células endocrinas distribuidas
difusamente com base nas principais caracteristicas bioquimicas, citoquimicas ¢
ultraestruturais comuns a todas elas, sobretudo com énfase na capacidade de
processar aminas, introduzindo o termo células do sistema APUD (do inglés
amine precursor uptake and decarboxylation). Essa populagdo de células nao
engloba somente células endocrinas do tubo digestorio, mas também células de
glandulas endocrinas classicas, como a tireoide e o hipotalamo (PEARSE,1969;

1968).
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O SNED compreende varios tipos diferentes de células, conhecidas
como células endodcrinas/enteroendocrinas/enterocromafins/neuroenddcrinas,
distribuidas na mucosa do tubo digestdério ¢ que produzem e secretam varios
peptideos, os quais exercem efeitos sobre o controle da digestdo e o
comportamento alimentar de peixes (TONI, 2004; JENSEN, 2001). As células
endocrinas da mucosa gastrintestinal formam o maior sistema enddcrino celular
do corpo, tanto em termos de numero de células quanto em variedade de
substancias produzidas (AHLMAN; NILSSON, 2001). Células do SNED
também estdo no figado, no coragdo ¢ no rim (MODLIN et al., 2006).

Assim como em mamiferos, em peixes, o sistema neuroenddcrino difuso
desempenha importante papel na modulagdo de varios processos gastrintestinais,
como secre¢do, absorcdo, motilidade e fluxo sanguineo (OLSSON;
HOLMGREN, 2001; OLSSON; HOLMBERG; HOLMBERG, 2008, OLSSON
etal., 1999; HOLMGREN; JONSSON, 1988).

A origem embrionaria das células endocrinas gerou algumas
controvérsias. Alguns cientistas sugeriram, a principio, a mesma origem que
células do sistema nervoso, na crista neural (FEYRTER, 1938; PEARSE, 1968;
1969), enquanto outros sugerem que elas provém da endoderme. No entanto, em
varios estudos de rastreamento de linhagens celulares foi demonstrado,
convincentemente, que todos os tipos de células da mucosa epitelial do tubo
digestorio (incluindo células endocrinas) se diferenciam a partir de células
estaminais pluripotentes localizadas na regido das criptas e sdo, portanto,
derivadas da endoderme. Dessa forma, mesmo que neurénios e células
endocrinas sejam capazes de expressar genes em comum, elas sdo provenientes
de origem embrionaria distinta (BARKER; CLEVERS, 2007; BARKER et al.,
2007, BARKER; WETERING; CLEVERS 2008; ANDREW; KRAMER, 1998;
RAWDON; ANDREW; KRAMER; RAWDON, 1983; LE DOUARIN, 1988;
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LE DOUARIN; TEILLET, 1987; FONTAINE et al, 1977, CHENG;
LEBLOND, 1974).

As células endocrinas do tubo digestorio estdo distribuidas entre as
células da mucosa epitelial. A maioria delas estd em contato direto com o limen
(intestinal, gastrico ou da glandula géstrica), e sdo dotadas de quimosensores na
membrana apical, capazes de detectar a composi¢do do conteido no limen e,
assim, modular a fungdo dessas células (ENGELSTOFT et al.,, 2008;
SUNDLER, 2004; BORDI et al., 2000).

Morfologicamente, a célula endocrina pode ser caracterizada por seu
formato triangular tipico, no qual a base ¢ mais larga que o apice e possui nticleo
arredondado ou oval que pode estar posicionado no meio ou na base da célula
(HERNANDEZ; FANDRIKS, 2012; VIGLIANO et al., 2011; PEARSE, 1968;
1969). Células encontradas no estomago mostram formato mais arredondado ou,
mesmo, poliédrico com nticleo arredondado posicionado no meio ou na base da
célula (PAN et al., 2000).

As células enddcrinas produzem e secretam uma série de peptideos e
aminas biogénicas com capacidade de sinalizacdo. Essas células s@o
especializadas na sintese de pequenos peptideos que sfo armazenados em
vesiculas ¢ secretados a partir de estimulos especificos (DIMALINE;
DOCKRAY, 1994; PFEFFER; ROTHMAN, 1987). Entre os varios peptideos
produzidos ¢ secretados pelas células endocrinas citam-se gastrina,
colecistoquinina, secretina, somatostatina, motilina, grelina, galanina,
bombesina, neuropeptideo Y, peptideo YY, polipeptideo pancreatico (PP),
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), peptideo semelhante ao
glucagon (GLP), polipeptideo liberador de gastrina insulino dependente (GIP) e
peptideo intestinal vasoativo (VIP) (HELANDER; FANDRIKS, 2012;
GUTIERREZ-AGUILAR; WOODS, 2011; VIGLIANO et al., 2011; AHLMAN;
NILSSON, 2001; DIMALINE; DOCKRAY, 1994).
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O mecanismo de atuagdo das células enddcrinas gastrintestinais inclui a
liberagdo de seus peptideos de forma enddcrina, paracrina, autdcrina e
neurdcerina (Figura 1). Assim, seus produtos podem exercer efeitos locais ou em

tecidos distantes (REHFELD, 1998).

Carboidratos Lipideos Proteinas

Fungdes Paracrinas

21
Nervos Eferentes
Nervos Aferentes

Qh

Capilar Sanguineo

Metabdlitos e Fungdes Endocrinas

Horménios

Figura 1 Desenho esquematico dos mecanismos de atuacdo da célula enddcrina. As
células enddcrinas estdo localizadas na mucosa epitelial e expressam microprojegdes que
alcancam o lumen intestinal. Os quimorreceptores dessas projecdes sdo capazes de
detectar classes especificas de nutrientes e, assim, controlar a secre¢do de peptideos
contidos em granulos localizados no lado oposto do citoplasma da célula enddcrina.
Esses peptideos ativam receptores em células adjacentes (fung@o paracrina), no sangue
via capilares locais (fun¢do endodcrina) e estimulam receptores de nervos do sistema
auténomo ou do plexo mioentérico modificado por Gutierrez-Aguilar; Woods (2011) de
Engelstoft et al. (2008).

As células endocrinas compreendem cerca de 1% do total de células

epiteliais do tubo digestério e constituem pelo menos 15 tipos diferentes de



20

células que podem ser classificadas com base na substancia produzida. Antes do
advento da imunohistoquimica, as células enddcrinas também foram
classificadas por meio das caracteristicas de seus granulos de secre¢ao (RINDI
et al., 2004).

Embora, numericamente, a quantidade de células endocrinas seja
escassa, essas cé€lulas constituem um sistema extremamente complexo e
integrado que, em conjunto com o sistema nervoso central e entérico (plexo
mioentérico e submucoso), regula a atividade do sistema gastrintestinal em
relacdo a secrecdo de bile e enzimas pancredticas, motilidade, renovacao
epitelial e metabolismo glicolitico (SKIPPER; LEWIS, 2000; YOUNG;
HEALTH, 2000). No ambito molecular, existem muitas semelhangas entre o
SNED gastrintestinal e o sistema nervoso entérico. Em particular, tanto células
endocrinas como neurdnios entéricos exercem sua agdes por meio da liberagdo
de peptideos pequenos que atuam em receptores que podem ser agrupados em
familias, devido a similaridade entre a sequéncia de aminoacidos (DIMALINE;
DOCKRAY, 1994). Além disso, ha muitos peptideos secretados pelas células
endocrinas, como colecistoquinina, grelina e neuropeptideo Y, que também sdo
sintetizados por neurdnios do sistema nervoso central (THOMPSON;

FLEMING; EVANS, 1990; CHENG; LEBLOND, 1974).

2.2 Gastrina (GAS)

As fungdes biologicas do peptideo gastrointestinal GAS, e também da
colecistoquinina (CCK), foram reconhecidas ha mais de 80 anos (EDKINS,
1905; IVY; GOLDBERG, 1928). Contudo, somente em 1964 foi possivel isolar
e determinar a sequéncia de aminoacidos (GREGORY et al., 1964; GREGORY;
TRACY, 1964; TRACY; GREGORY, 1964; GREGORY; TRACY, 1961). O

advento da biologia molecular, na década de 1980, permitiu a realizacdo do
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sequenciamento de cDNA que codifica a gastrina (BOEL; VUUST; NORRIS,
1983; DESCHENES; LORENZ; HAUN, 1984) ¢ seu gene correspondente
(WIBORG; BERGLUND; BOEL, 1984; DESCHENES; HAUN; FUNCKES,
1985).

A GAS e a CCK constituem uma familia de peptideos caracterizados por
um tetrapeptideo carboxi-terminal, comum em mamiferos (CHANDRA;
LIDDLE, 2007; REHFELD et al., 2007) e em peixes (JOHNSEN, 1998;
KUROKAWA; SUZUKI; ANDO, 2003). Em mamiferos, a GAS ¢ expressa
como pré-pro-hormdnio com 101 residuos de aminoéacidos que, posteriormente,
¢ processado em produtos com 17 e 34 residuos. As duas isoformas de GAS
compartilham uma amina na carboxila terminal e também residuos de tirosina,
os quais sdo 50% sulfatados (DOCKRAY; VARRO; DIMALINE, 2001). A
gastrina-34 ¢ a forma mais comum produzida pelas células do tubo digestorio
(HADLEY; LEVINE, 2006).

A amina (NH,) terminal que compde a gastrina influencia a poténcia do
peptideo e também pode ser responsavel, em parte, por promover a
especificidade com a célula alvo. A GAS apresenta residuos de tirosina sulfatada
na posi¢do 6 (numerando a partir do C-terminal), e essa forma corresponde a,
aproximadamente, metade da GAS isolada da mucosa gastrica (HADLEY;
LEVINE, 2006).

A GAS circulante possui pelo menos trés formas moleculares diferentes,
na maioria de espécies de mamiferos. A forma macromolecular da GAS
conhecida como big big gastrin, forma ndo circulante, parece constituir um
precursor biossintético intracelular de uma ou mais formas da GAS. Acredita-se
que a big big gastrin sirva como pré-pro-gastrina para a gastrina-34 (big
gastrin), a qual pode, em algumas células, funcionar como um hormoénio ou
como uma progastrina. A gastrina-17 (little gastrin) pode ser a forma

fisiologicamente relevante para a secre¢do de horménios por algumas células,
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enquanto a gastrina-14 (mini gastrin) é considerada um produto de degradagéo
da gastrina-34 (HADLEY; LEVINE, 2006).

Os dois receptores para a familia das gastrinas (GAS ¢ CCK) sdo o CCK,4
(ou CCK)) e CCKjp (CCK,). Ambos os tipos de receptores apresentam sete
dominios transmembrana e atuam por meio do mecanismo acoplado a proteina
G (DUFRESNE; SEVA; FOURMY, 2006). O receptor CCK, requer o
heptapeptideo carboxi-terminal (Glu-Ala-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-CO-NH,) da
GAS, que inclui a tirosina sulfatada na posi¢do 6, para ter alta afinidade de
ligacdo e atividade bioldgica. Por outro lado, a ativacdo do receptor CCKp
compartilhado por GAS e CCK somente necessita do tetrapeptideo carboxi-
terminal para ligar-se a ambos os peptideos com a mesma afinidade e ainda ndo
faz distin¢do entre formas sulfatadas ou ndo (MILLER; GAO, 2008). Em peixes
parece haver um unico tipo de receptor, o CCK X (OLIVER; VIGNA, 1996).
Acredita-se que esse receptor seja o ancestral de CCK, e CCKp de mamiferos e
suas fungdes na digestdo ja foram revisadas em peixes (RONNESTAD; ROJAS
GARCIA; SKADAL, 2000).

A distribuicdo de GAS estd restrita ao sistema gastrintestinal. Células
endocrinas produtoras de GAS, células G, estdo distribuidas somente no tubo
digestorio e a sua presenca no sistema nervoso central (SNC) ainda ¢é
controversa (RAYBOULD, 2007). A imunorreatividade de GAS no estdmago ¢
no intestino de peixes estd bem mostrada em espécies como Rhamdia quelen
(HERNANDEZ et al., 2012), Odontesthes bonariensis (VIGLIANO et al.,
2011), Psetta maxima (BERMUDEZ et al., 2007) e Salmo salar (BJENNING:;
HOLMGREN, 1988). A sequéncia do RNAm para GAS foi identificada em
poucas espécies de peixes teledsteos. como Diplodus sargus (CAMPO et al.,
2011), Tetraodon nigroviridis e Paralichthys olivaceus (KUROKAWA;
SUZUKI, T.; HASHIMOTO, 2003), e duas de condrictes Squalus acanthias e
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Lamna cornubica (JOHNSEN et al., 1997) mostrando semelhangas entre a
gastrina em peixes, mamiferos e humanos.

As principais fungdes fisiologicas da GAS sdo estimular a secre¢do de
HCI e pepsinogénio no estdmago e ativar enzimas que iniciam a digestdao de
proteinas. Outros efeitos bioldgicos s@o atribuidos a esse peptideo, como
estimulacdo da contragdo do esfincter esofagico, relaxamento do esfincter
pilérico, estimulo & secre¢do de enzimas pancreaticas, aumento da atividade
motora intestinal e estimulo moderado a secrecdo de bicarbonato pelo pancreas.
Essas respostas sdo mediadas pela liberacdo de histamina por células endocrinas
e de acido pelas células parietais (HADLEY; LEVINE, 2006; MEZEY;
PALKOVITS, 1992). Esse peptideo parece estar também envolvido no
crescimento do epitélio da mucosa géstrica (VIGNA, 2000).

A presenca do alimento no estdmago, especialmente fragmentos de
peptideos, aminoacidos e acidos graxos livres, ¢ o estimulo fisioldgico primario
para secre¢do de GAS e ainda ha influéncia do controle proveniente do sistema
nervoso autonomo (HADLEY; LEVINE, 2006).

A GAS, em peixes, ¢ um peptideo localizado em células endécrinas do
estobmago ¢ do intestino ¢ sua secre¢do ocorre em resposta a ingestdo de
alimento, regulando a secrecdo estomacal e a motilidade (VOLKOFF et al.,
2005). Embora o papel da gastrina na regulagdo da ingestdo de alimento ndo seja
conhecido, o tratamento de gastrina no intestino de Oncorhynchus tshawytscha,
in vitro, promoveu contragdo, sugerindo que ela desempenhe um papel na
motilidade intestinal em peixes (FORGAN; FOSTER, 2007).

A regulagdo da secrecdo de HCI pela célula parietal envolve interagdes
complexas entre varios fatores hormonais e neuro-hormonais (MAKHLOUF,
1974). A estimulagdo das secre¢des gastrintestinais €, assim como a maioria dos
processos secretorios, regulada pelo aumento intracelular de adenosina

monofosfato ciclico (AMPc). Embora a GAS seja um potente estimulo a



24

secregdo de acido gastrico, acetilcolina e histamina também promovem liberagdo
dessa substancia. A histamina esta presente em grande quantidade em glandulas
oxinticas da mucosa de humanos ¢ mamiferos ¢ tem suas acdes mediadas por
AMPc. Embora GAS e acetilcolina também estimulem células parietais a
secretar HCI, suas ac¢des ndo envolvem AMPc e, sim, a ativagdo de fosfolipase C
e a produgdo de inositol trifosfato e diacilglicerol como segundos mensageiros
(TSUNODA: MODLIN, 1996; MODLIN; TANG, 1993).

2.3 Colecistoquinina (CCK)

A CCK foi um dos primeiros hormdnios gastrintestinais descobertos. O
peptideo contendo 33 residuos de aminodcidos (CCK-33) foi, inicialmente,
isolado do duodeno de suino e o seu sequenciamento em 1968, revelou a
semelhanca estrutural com a gastrina, outro horménio que ja havia sido
caracterizado quatro anos antes (MUTT; JORPES, 1968; GREGORY et al,
1964; TRACY; GREGORY, 1964).

Em mamiferos, o processo proteolitico diferencial gera multiplas formas
da CCK, e as biologicamente dominantes no plasma sao CCK-22, CCK-33,
CCK-58 ¢ a CCK-8, a qual ¢ a forma mais abundante. A estrutura do
octapeptideo C-terminal da CCK ¢é muito conservada entre os vertebrados ¢ a
sulfatacdo dos residuos de tirosina desempenha papel importante na ativagdo
biologica do peptideo. Em animais, como a galinha, a tartaruga ¢ o sapo, a
estrutura da CCK ¢ idéntica, enquanto, em peixes, parece haver apenas a
substituicdo de um tUnico aminoacido (MORAN; KINZIG, 2004; JOHNSEN,
1998).

Amplamente distribuida no sistema nervoso central, periférico e em
células endocrinas (células I) na mucosa do tubo digestdriostinal de mamiferos e

peixes, a CCK desempenha multiplas fungdes no tubo digestorio (OLSSON, et
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al., 1999; ALDMAN et al., 1989). As principais fun¢des que sdo atribuidas a
CCK envolvem a contracdo da vesicula biliar, a secrecdo de enzimas
pancreaticas, o estimulo a motilidade gastrintestinal, a inibi¢do do esvaziamento
gastrico ¢ a inibi¢do do consumo (CRAWLEY; CORWIN, 1994; GRIDER,
1994; JENSEN; HOLMGREN, 1994). Coletivamente, essas agdes permitem
melhor digestao de lipideos e proteinas no intestino por meio do equilibrio entre
a capacidade de secretar enzimas e bile e o fornecimento de nutrientes. Embora
existam agdes diretas de CCK em células acinares no pancreas e células da
musculatura lisa do estdbmago, os neurdnios aferentes presentes no nervo vago
s30 o maior alvo da CCK para a estimulagdo do reflexo de liberagdo da secregdo
pancredtica e a inibicdo do esvaziamento gastrico, via receptores CCK,
(DOCKRAY, 2009; MORAN, 2004; LI, OWYANG, 1994; FOSTER et al.,
1990).

Dois tipos de receptores para CCK foram descritos, pela primeira vez,
no inicio de 1980, a partir de homogenatos de cérebro e pancreas de ratos
radiomarcados (INNIS; SNYDER, 1980). O isolamento ¢ a clonagem dos dois
tipos de receptores observados mostraram que ambos sdo membros da familia de
receptores transmembrana acoplados a proteina G, havendo 48% de homologia
entre os subtipos CCK, e CCKg (KOPIN et al., 1992; PISEGNA et al., 1992).

O receptor CCK, (ou CCK) esta presente, principalmente, no sistema
gastrintestinal, em ramos aferentes do nervo vago e em areas cerebrais
relacionadas ao controle do consumo. Ja o receptor CCKp (ou CCK,) se localiza,
em sua maioria, no cérebro e esta também em aferéncias do nervo vago e, ainda,
no estomago (DUFRESNE; SEVA; FOURMY, 2006).

O principal estimulo a liberagdo de CCK pelas células enddcrinas ocorre
pela presenc¢a intraluminal de alimento. Os niveis basais plasmaticos de CCK
sdo em torno de 1 pM para a maioria da espécies de mamiferos e, apds a

ingestdo de alimento, esse nivel aumenta para 5 a 8 pM. O aumento dos niveis
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plasmaticos do peptideo ocorre gradualmente de 10 a 30 minutos apds o inicio
da ingestdo e diminui gradualmente cerca de 3 a 5 horas apds o consumo de
alimento. Dietas ricas em lipideos e proteinas, ¢ os produtos da digestdo desses
nutrientes, sdo os mais potentes estimuladores da liberagdo de CCK, enquanto
carboidratos mostram-se fracos estimuladores (LIDDLE et al., 1985). E
importante salientar que a quantificacdo plasmatica de CCK pode ndo refletir
totalmente todos os nutrientes que induzem a liberagdo do peptideo. Algumas
acdes da CCK sao mediadas por mecanismos paracrinos, havendo evidéncias de
que essa liberagdo local de CCK pode ativar fibras nervosas do nervo vago e,
assim, desempenhar seus efeitos bioldgicos sem que haja aumento significativo
dos niveis plasmaticos (MORAN; KINZIG, 2004).

A CCK ¢, provavelmente, o peptideo mais bem estudado e seu
envolvimento na modulagdo do sistema de saciedade periférico e central tem
sido foco de interesse para os pesquisadores, nos ultimos anos. Em relagdo ao
consumo de alimento, a CCK ¢ um dos fatores de saciedade mais potentes, tendo
um papel claramente anorexigénico. A rapida liberacdo desse peptideo pelas
células enddcrinas do tubo digestorio, de forma local ou vascular, em resposta a
chegada de alimento, promove diminui¢do no tempo de consumo e na
quantidade de alimento ingerido. Atualmente, sugere-se que, efetivamente, a
CCK ¢ um regulador a curto prazo, incapaz de alterar o balango energético a
longo prazo e, portanto, de induzir modificagdes no peso corporal (SANZ;
CERDA-REVERTER, 2009).

Assim como observado em mamiferos, nos peixes, a ingestdo de
alimento estimula a liberagdo de CCK pelas células enddcrinas do tubo
digestorio; a CCK, por sua vez, estimula inervagdes aferentes do nervo vago que
levam a informagao ao centro da saciedade hipotaldmico, para inibir a ingestao

de alimento.
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Foi relatada a implicagdo da CCK no sistema periférico e central para o
controle dos processos digestorios ¢ do consumo de alimentos. Estudos
realizados com O. mykiss demonstraram que a chegada do alimento ao intestino
estimula a libera¢do de CCK para a corrente sanguinea entre 4 ¢ 6 horas apds a
ingestdo. Por sua vez, a CCK promoveu o esvaziamento gastrico e estimulou a
contragdo da vesicula biliar e a motilidade nessa espécie (JONSSON et al.,
2006).

O papel da CCK no esvaziamento gastrico e na motilidade estomacal foi
demonstrado em O. mykiss, na qual a infusdo vascular de CCK-8 promoveu
atraso no esvaziamento gastrico e diminui¢do da frequéncia e da amplitude das
contragdes ritmicas da musculatura lisa do estomago (OLSSON et al., 1999).

A presenca de 4cidos graxos, aminoacidos ou acidificagdo do contetido
luminal no inicio do intestino promoveu a liberacdo de CCK, que resultou em
indu¢do a motilidade da vesicula biliar em O. mykiss (ALDMAN; GROVE;
HOLMGREN, 1992; ALDMAN; HOLMGREN, 1987; 1995).

Foi demonstrado em estudos que a CCK pode ser uma substincia
regulatéria também no SNC, atuando em receptores centrais para promover a
reducdo do consumo (REIDELBERGER, 1994; SILVER; MORLEY, 1991).
Conforme observado por Himick e Peter (1994), injecdes intraperitoniais ou
intracerebroventriculares de CCK-8 em goldfish Carassius auratus produziram
uma supressdo dose-dependente da ingestdo de alimento, sugerindo o papel da
CCK no sistema de saciedade periférico ¢ central, em peixes. Contudo, ainda
pouco se sabe sobre esse mecanismo de a¢do que promove efeitos na saciedade.

Em outros estudos com C. auratus (HIMICK; PETER, 1994; HIMICK;
VIGNA; PETER, 1996) foram demonstradas fibras nervosas imunorreativas a
CCK em areas de SNC envolvidas no controle da ingestdo. Sitios com alta
afinidade de ligacdo para CCK foram localizados em &reas onde estdo

distribuidos nervos que contém CCK. Além disso, também em C. auratus,
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observou-se que injegdes intracerebroventriculares de CCK resultaram em
diminui¢do da ingestdo de alimento, fundamentando, assim, o papel da CCK
como um fator inibidor no sistema de saciedade central, em peixes (HIMICK;
PETER, 1994; HIMICK; VIGNA; PETER, 1996).

Estudos recentes indicam que a CCK ¢ capaz de modular o fenotipo
neuroquimico de neurénios vagais aferentes entre dois estados. Em baixas
concentragdes plasmaticas (através da restrigdo de energia), as vias do nervo
vago aferente sofrem aumento da capacidade de estimular o apetite, enquanto
altas concentragdes pds-prandiais de CCK levam a aumento na capacidade para
sinalizagdo de saciedade. Assim, uma funcdo como substincia chave pode ser
atribuida a CCK na medida em que a sua presenga ou auséncia influencia a
capacidade do sistema em responder a outros sinais neuro-hormonais
(DOCKRAY, 2009; BURDYGA et al., 2008; DE LARTIGUE et al., 2007
WHITED; TSO; RAYBOULD, 2007).

Variagdes pos-prandiais na expressdo de CCK foram relatadas em
peixes. Diminuigdo significativa nos niveis de expressio de CCK RNAm
ocorreram, apds a alimentacdo, no cérebro de Ictalurus punctatus (PETERSON
et al., 2012) e C. auratus (PEYON et al., 1999) e nos cecos pildricos de Seriola
quinqueradiata (MURASHITA et al., 2007).

A acdo da CCK de estimular descargas em neurdnios do nervo vago
aferente ¢ assim inibir a ingestdo de alimento ¢ potencializada pela distensao
gastrica, leptina e urocortina (PETERS et al., 2004; BARRACHINA et al., 1997,
SCHWARTZ; MCHUGH; MORAN, 1993; SCHWARTZ; MCHUGH;
MORAN, 1991). Em contraste, orexina-A e grelina inibem a agdo da CCK
nesses neurdnios (DATE et al.,, 2005; BURDYGA et al.,, 2003). Assim,
neurdnios do nervo vago aferente sdo capazes de modular sua resposta, inibi¢cao
ou estimulacdo, ao consumo de alimentos, associada a expressdo de moléculas

de sinalizagdo, com énfase nos peptideos gastrintestinais (DOCKRAY, 2009).
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2.4 Neuropeptideo Y (NPY)

O NPY ¢ um peptideo constituido por 36 residuos de aminoacidos, que
foi isolado, pela primeira vez, do cérebro de suino (TATEMOTO, 1982).
Posteriormente, o sequenciamento dos aminoacidos do NPY foi realizado em
outras espécies de mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes. O sequenciamento
mostrou que 22 posi¢des sdo idénticas entre as espécies e todas contém o
aminodacido prolina como base para manter a dobra PP da estrutura do peptideo,
indicando um nivel de conservagdo estrutural notavel (LARHAMMAR et al.,
1997, LARHAMMAR, 1996a; LARHAMMAR; BLOMQVIST; SODERBERG,
1993). Até o momento, o NPY ¢ o mais potente fator orexigénico conhecido em
mamiferos (CHEE; COLMERS, 2008; DUMONT et al., 1992) e o peptideo mais
preservado, em termos de tamanho, sugerindo uma conservagao de suas fungdes
durante a evolugdo (LARHAMMAR, 1996a).

A familia do neuropeptideo Y inclui os peptideos NPY, peptideo YY
(PYY) e polipeptideo pancreatico (SUNDSTROM et al., 2008; CERDA-
REVERTER; LARHAMMAR, 2000). Esses peptideos exercem seus efeitos em
mamiferos por meio da ligagdo com os receptores Y1, Y2, Y4, Y5 ¢ Y6
(KAMIJI; INUI, 2007; MICHEL et al., 1998). No caso dos demais vertebrados,
os receptores sdo em dobro, adicionando-se os receptores Y7, Y8a ¢ Y8b
(LARSSON et al., 2009). Em algumas espécies de peixes, sete subtipos de
receptores, Y1, Y2, Y4, Y5, Y6 ¢ Y8a ¢ b, foram identificados para NPY e
PYY, contudo, ha delegoes dos subtipos Y1, Y5 e Y6 no genoma de duas
espécies de pufferfish (LARHAMMAR, 1996b; SALANECK et al., 2008).

De acordo com a similaridade nos aminoécidos, os receptores podem ser
divididos em trés subfamilias. A subfamilia de receptores Y1 inclui Y1, Y4, Y6,
Y8a e Y8b; a subfamilia Y2 corresponde aos receptores Y2 ¢ Y7 ¢ a terceira

subfamilia ¢ composta apenas pelo receptor Y5 (LARHAMMAR; SALANECK,
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2004). Embora todos os receptores de NPY possam interagir com todos os
peptideos, cada receptor tem um tinico peptideo ligante e 0 mesmo acontece para
a ligacdo de antagonistas ndo peptidicos (MICHEL et al., 1998). O receptor Y2
para NPY/PYY ¢ farmacologicamente caracterizado por alta afinidade pelo
fragmento N-terminal do peptideo, ou seja, alta habilidade de ligagdo com NPY
(3 -36), NPY (13 -36), PYY (3-36) e PYY (13 - 36) (MICHEL et al., 1998).
Todos os receptores da familia NPY pertencem a superfamilia de receptores de
sinalizag@o celular acoplados a proteina G e mais especificamente associados a
proteina  transmembrana rodopsina (LINDNER; STICHEL; BECK-
SICKINGER, 2008; LARHAMMAR; SALANECK, 2004). Em estudos
realizados com humanos foi relatado que todos os receptores para NPY estdo
envolvidos na regulacdo do apetite, sendo que os receptores Y1 e Y5 sinalizam
para vias orexigénicas, enquanto Y2 e Y4 sinalizam para vias anorexigénicas
(WALTHER et al., 2011).

NPY esta amplamente distribuido no SNC, periférico e sistema nervoso
entérico de mamiferos (BALASUBRAMANIAM, 1997). No SNC, esse
peptideo esta particularmente presente no nicleo paraventricular hipotaldmico
(HENDRY, 1993), no qual estd envolvido na regulagdo da ingestdo de alimento
(STANLEY; LEIBOWITZ, 1984; 1985).

NPY esta envolvido no controle de muitos processos biologicos, como
atividade cardiovascular, atividade neuroenddcrina, fungdes pscicofisiologicas e
no comportamento reprodutivo, mas a principal ateng@o tem sido dada ao papel
orexigénico exercido por esse peptideo (PEDRAZZINI, 2004; SAJDYK;
SHEKHAR; GEHLERT, 2004). Em particular, NPY ¢é considerado o mais
potente fator orexigénico ja visto com atuacdo no cérebro de mamiferos via
receptor Y1 (EVA et al., 2006; GERALD et al., 1996). Entretanto, em peixes,

com excecdo de C. auratus, espécie para a qual foi realizado maior volume de
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estudos, os efeitos do NPY sobre o comportamento alimentar ainda sdo pouco
conhecidos.

A regido hipotaldmica, que corresponde ao nucleo arqueado em
mamiferos e area predptica, no caso de peixes, ¢ um ponto chave na integracio
de sinais metabolicos que regulam a fome. Essa regido ¢ considerada um sensor
metabolico que recebe informagdo periférica enddcrina sobre o consumo e o
gasto energético. O acesso aos diversos sistemas enddcrinos € possivel gragas a
auséncia de barreira hematoencefilica, demonstrada pelo acesso direto que
muitas substancias, como horménios, tém aos neurdnios do nucleo arqueado via
receptores especificos. Dentro do nucleo arqueado parecem existir dois circuitos
neuronais relacionados a alimentagdo, um encarregado de inibir a ingestdo via
expressdo de peptideos derivados de proopiomelacorticotropina (POMC) e de
transcrito estimulado por cocaina e anfetamina (CART) e outro encarregado de
estimular o consumo por meio da expressdo de NPY e peptideo relacionado a
proteina agouti (AGRP). Por outro lado, a maior entrada de informagao viscero-
sensorial provém através da por¢do aferente do nervo vago, que termina no
nicleo do trato solitario (NTS) e a area postrema. O NTS também recebe
informagdes sensoriais através do nervo glossofaringeo, facial e do trig€émio. Em
contraste, acesso direto é obtido via neurdnios preganglionares vagais com o
tubo digestorio, figado ¢ pancreas, permitindo a modulagdo da assimila¢do do
alimento nesses sistemas (SANZ; CERDA-REVERTER, 2009).

O gene ou cDNA de NPY foi caracterizado em algumas espécies de
peixes, como Danio rerio (YOKOBORI et al.,, 2012), Takifugu rubripes
(KAMUJO et al., 2011) e Paralichthys orbygnianus (CAMPOS et al., 2010), S.
salar (MURASHITA et al., 2009), Siniperca chuatsi (LIANG et al., 2007),
Gadus morhua (KEHOE; VOLKOFF, 2007), Oncorhynchus mykiss (DOYON et
al., 2003) e C. auratus (BLOMQVIST, 1992) e mostrou grande conservacao de

sua estrutura entre mamiferos, humanos e peixes.
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Semelhante ao relatado em mamiferos, porém de maneira mais ampla, o
NPY também esta presente no SNC e periférico e, ainda, em células endocrinas
na mucosa epitelial no intestino de peixes. Em estudos imunohistoquimicos
identificou-se imunorreatividade de NPY no cérebro e/ou sistema gastrintestinal
de varias espécies de peixes, como D. rerio (YOKOBORI et al., 2012), R.
quelen (HERNANDEZ et al., 2012), O. bonariensis (VIGLIANO et al., 2011),
P. orbignyanus (CAMPOS et al., 2010), Raja ocellata (MACDONALD:;
VOLKOFF, 2009) P. maxima (BERMUDEZ et al., 2007), G. morhua (KEHOE;
VOLKOFF, 2007), Dicentrarchus labrax (CERDA-REVERTER et al., 2000),
Pseudophoxinus antalyae (CINAR; SENOL; OZEN, 2006), C. auratus
(PONTET et al., 1989), O. mykiss (DANGER et al., 1991), Protopterus
annectens (VALLARINO et al., 1995), Polypterus senegalus (CHIBA, 1997) e
Acipenser transmontanus (CHIBA; HONMA, 1994). A maioria desses estudos
se dedicou a expressdo cerebral e aos efeitos do NPY no controle da ingestao de
alimentos em peixes.

No caso dos peixes, apenas as subfamilias NPY e PYY estdo presentes.
Em um primeiro momento, os estudos indicaram a presenca do peptideo Y (PY)
restrito a espécies de peixes (HOYLE, 1999), contudo, em estudos recentes,
apontou-se que o PY, na realidade, constitui uma isoforma da subfamila do PYY
(SUNDSTROM et al., 2008). A duplicacdo que ocorreu durante a evolugio em
peixes gerou genes duplicados que, por sua vez, culminaram na expressdo das
isoformas NPYa e NPYb, PYYa e PYYb (SUNDSTROM et al., 2008).

Em varios estudos com mamiferos ¢ humanos foi evidenciado o papel
do NPY como um peptideo envolvido no controle fisiolégico da ingestdo de
alimentos. Em mamiferos, inje¢des hipotalamicas e intracerebroventriculares de
NPY estimulam a ingestdo de alimento e em estudos imuno-histoquimicos foi
demonstrada a presenga de NPY em projegdes neuronais hipotaldmicas

envolvidas na regulac@o do apetite. A expressdo e a liberagdo de NPY aumentam
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durante o jejum e em momentos préximos ao inicio da alimentagdo. Além disso,
o0 uso de antagonistas especificos para NPY causa diminuig@o do apetite. Nervos
contendo NPY sdo capazes de interagir com muitas substancias regulatérias no
sistema central de alimentacdo, assim como também sdo capazes de receber
sinais provenientes de sistemas periféricos, como interagdes vistas com leptina e
insulina (INUI, 1999; KALRA et al., 1999; SCHWARTZ; SEELEY, 1997).

Estudos com peixes nos ultimos vinte anos relacionam os efeitos do
NPY na regulacdo do apetite. Até entdo, a espécie mais bem estudada ¢ C.
auratus. Injegdes intrecerebroventriculares e intraperitoneais em C. auratus
mostram aumento significativo no consumo de alimento (LOPEZ-PATINO et
al, 1999; DE PEDRO et al, 2000, NARNAWARE et al., 2000;
NARNAWARE; PETER 2001). Esse mesmo efeito foi demonstrado em S. salar
(SILVERSTEIN et al., 1998) e Ictalurus punctatus (SILVERSTEIN et al.,
2001).

Inje¢des de NPY no cérebro estimulam de forma muito potente o
consumo em C. auratus (LOPEZ—PATINO et al., 1999; DE PEDRO et al., 2000;
NARNAWARE et al., 2000) ¢ em S. salar (SILVERSTEIN et al., 1998) sendo
que a realimentag@o apds 72 horas normaliza a expressio NARNAWARE et al.,
2001). A expressdo de NPY também sofre aumentos pré-prandiais em animais
submetidos a restrito horario de alimentag@o, diminuindo apds a ingestdo do
alimento (NARNAWARE et al.,, 2000; NARNAWARE; PETER, 2001). A
administragdo de antagonistas de NPY reduz a alimentagdo compensatéria
induzida pelo jejum, sugerindo que a elevacdo dos niveis de NPY no cérebro
pode, em parte, ser responsavel pela alimentacdo compensatéria, em peixes
(LOPEZ-PATINO et al., 1999).

Inje¢des de NPY em C. auratus induziram significativamente o aumento
do consumo de alimento, enquanto esses efeitos estimulatérios do NPY sdo

interrompidos pelo uso de antagonistas [D-Tyr*"*, D-Thr'*] e NPY (27 - 36).
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Em C. auratus, a liberagdo de NPY no hipotalamo parece ser devido ao jejum,
uma vez que foi observado aumento na ingestdao de alimento apds jejum de 24
ou 72 horas, contudo o uso do antagonista de NPY ndo parece exercer efeitos
sobre os niveis basais de consumo (LOPEZ - PATINO et al., 1999). Semelhante
ao observado por esses autores, Silvestein et al. (1999) mostraram que a
expressdo génica de NPY na éarea preoptica do hipotdlamo (equivalente a regido
paraventricular de mamiferos) aumentou significativamente durante o jejum em
Oncorhynchus kisutch, em comparagdo aos peixes que foram alimentados,
fornecendo fortes evidéncias do envolvimento de NPY na regulacdo do apetite
em peixes.

Estudos mostram que os niveis cerebrais de expressdo de RNAm para
NPY aumentam significativamente apdés o jejum em C. auratus
(NARNAWARE; PETER, 2001), R. ocellata (MACDONALD; VOLKOFF,
2009), Oncorhynchus tshawytscha e O. kisutch (SILVERSTEIN et al., 1999). Os
niveis de expressdo de NPY também sofrem aumentos pré-prandiais e
diminuigdo poés-prandial em [ punctatus (PETERSON et al., 2012),
Oreochromis mossambicus (PEDDU et al.,, 2009), G. morhua (KEHOE;
VOLKOFF, 2007) e C. auratus NARNAWARE; PETER, 2001). Além disso,
aumentos na expressdo cerebral de NPY RNAm foram observados em
Oncorhyncus sp. (SILVERSTEIN et al., 1998) ¢ C. auratus alimentados com
dietas contento baixo nivel de nutrientes (NARNAWARE; PETER, 2002).

Em peixes, assim como em mamiferos, as a¢des de NPY no apetite
ocorrem, em parte, moduladas por outros fatores de regulagdao, como fator de
liberagdo de corticotropinas (CRF) e cortisol (BERNIER; BEDARD; PETER,
2004), transcrito regulado de cocaina e anfetamina (CART) (VOLKOFF;
PETER, 2000), leptina (VOLKOFF; EYKELBOSH; PETER, 2003), hormdnio
concentrador de melanina (MCH) (MATSUDA et al., 2009), orexinas ¢ galanina
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(VOLKOFF; PETER, 2001), horménio do crescimento (GH) (MAZUMDAR et
al., 2006) e grelina (MIURA et al., 2007).

2.5 Peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)

O CGRP ¢é um peptideo de 37 aminoacidos, originado do processo
diferencial (splicing alternativo) tecido-especifico de RNAm transcrito a partir
do mesmo gene da calcitonina (ROSENFELD et al., 1983, AMARA et al,,
1982). Assim, o transcrito pode ser traduzido em calcitonina ou CGRP,
dependendo do tecido. O peptideo existe em duas isoformas, em peixes e
mamiferos, a-CGRP (ou CGRP 1) e -CGRP (ou CGRP II), com atividades
bioldgicas muito semelhantes e codificadas por genes diferentes, é expresso em
neurdnios sensoriais e entéricos respectivamente (OGOSHI et al., 2006;
AMARA et al., 1982).

A familia CGRP ¢ composta por CGRP, calcitonina, adrenomedulina,
adrenomedulina-2 (ou intermedina), amilina, polipeptideo amiloide e, mais
recentemente, foi identificado o peptideo estimulador do receptor da calcitonina
(OGOSHI et al., 2006; SAWADA et al., 2006). Todos os peptideos dessa
familia possuem uma estrutura em anel de seis residuos de aminoacidos (sete
para a calcitonina) proxima de sua extremidade N-terminal, formado por uma
ligagdo dissulfeto intramolecular, que consiste na regido biologicamente ativa
dos peptideos (POYNER et al., 2002).

Evolutivamente, CGRP ¢ um peptideo muito conservado, sendo a
sequéncia primaria e as a¢des entre peixes e humanos similares (MARTINEZ -
ALVAREZ et al., 2009; SHAHBAZI; HOLMGREN; JENSEN, 1998).

Ha pouco mais de uma década foi possivel identificar a molécula do
receptor de CGRP. Esse peptideo atua via associacdo do receptor RAMP

(receptor activity-modifying protein) e receptor semelhante ao receptor da
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calcitonina (calcitonin receptor-like receptor, CLR), para formar um receptor do
CGRP funcional que atua via mecanismo de sinalizagdo acoplado a proteina G.
Esse receptor funcional € alvo potencial de varias drogas para diversas doengas,
incluindo enxaqueca (DOODS et al., 2007) e doenca cardiovascular (BRAIN;
GRANT, 2004).

O CGRP ¢ expresso em varios tecidos, como fibras nervosas associadas
a vasos sanguineos, neur6nios motores, jungdes neuromusculares, hipotalamo,
pituitaria, fibras e corpos neuronais da musculatura lisa do tubo digestério. O
CGRP exerce vasta gama de efeitos bioldgicos, incluindo neuromodulagao,
vasodilacdo, regulacdo do apetite e modulacdo da motilidade gastrintestinal
(TAM; BRAIN, 2006; MARTINEZ; TACHE, 2006; REIDELBERGER, 2002;
REIDELBERGER; KELSEY; HEIMANN, 2002; LUTZ et al., 1997). Estudos
em ratos evidenciam os efeitos de CGRP no sistema gastrintestinal, uma vez que
a administracdo periférica de CGRP diminui o consumo, a motilidade e a
secregdo gastrica (MORLEY; FARR; FLOOD, 1996; REIDELBERG;
KELSEY; HEIMANN, 2002).

Em peixes, moléculas de cDNA que codificam CGRP ja foram isoladas
para algumas espécies, incluindo C. auratus (MARTINEZ - ALVAREZ et al.,
2008), Cyprinus carpio (KONO; SAKAI, 2004), D. rerio (OGOSHI et al., 2006;
OGOSHI; INOUE; TAKEI, 2003), Oryzias latipes e T. rubripes (OGOSHI et
al.,, 2006), e P. olivaceus (SUZUKI; SUZUKI; KUROKAWA, 2000). Em
peixes, assim como em mamiferos, o gene da calcitonina codifica tanto molécula
de calcitonina como de CGRP (OGOSHI et al., 2006; CLARK et al., 2002). Em
C. auratus, o CGRP também ¢ expresso no cérebro, estdmago, intestino,
coragdo, glandula pituitaria, gobénada, figado baco, rim, musculo e
ultimobranquial (MARTINEZ - ALVAREZ et al., 2008; VIGLIANO et al,
2011; LAFONT; DUFOUR; FOUCHEREAU-PERON, 2004; CLARK et al.,
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2002). Contudo, as maiores expressoes de CGRP em peixes foram identificadas
no cérebro e na medula espinhal (MARTINEZ - ALVAREZ et al., 2008).

Assim como em mamiferos, estudos com peixes demonstram
semelhangas nas fungdes biologicas desempenhadas por CGRP, evidenciando a
expressdo de CGRP no cérebro de C. auratus (MARTINEZ - ALVAREZ et al.,
2008) e em corpos de células e fibras nervosas do plexo mioentérico no
estbmago e no intestino de G. morhua (SHAHBAZI et al., 1998; KARILA,
1998). De forma similar, em D. rerio, o CGRP esta presente em fibras nervosas
vagais que inervam o intestino proximal e parece haver nervos extrinsicos e
intrinsecos na parte distal do intestino (OLSSON; HOLMBERG; HOLMGREN,
2008). O CGRP foi encontrado em fibras nervosas de outros peixes, como
Lampreta japonica (YUL; NAGATA; FUJITA, 1988) e Neoceratodus forsteri
(HOLMGREM et al., 1994). Em estudos imunohistoquimicos foi detectado
CGRP em células enddcrinas da mucosa epitelial do intestino de G. morhua
(SHAHBAZI et al., 1998) e N. forsteri (HOLMGREM et al., 1994), O.
bonariensis (VIGLIANO et al., 2011) ¢ R. quelen (HERNANDEZ et al., 2012),
além de haver receptores para CGRP expressos no intestino de P. olivaceus
(SUZUKI; SUZUKI; KUROKAWA, 2000).

Os efeitos inibitorios de CGRP na musculatura lisa do intestino em
peixes ja foram relatados, uma vez que o CGRP inibe as contra¢des espontaneas
no intestino de G. morhua (SHAHBAZI et al., 1998).

O papel vasodilador de CGRP foi observado em G. morhua
(SHAHBAZI; HOLMGREN; JENSEN, 2009), Callorhinchus milii JENNINGS
et al., 2007) e em O. mykiss (LE MEVEL et al., 2002; KAGSTROM;
HOLMGREN, 1998).

Em estudos com peixes indicaram o papel neuroendodcrino e associado
ao comportamento alimentar (CLARK et al.,, 2002; SUZUKI; SUZUKI;
KUROKAWA, 2001). Entretanto, ainda ha pouca informagao sobre a funcao
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central de CGRP como fator anorexigénico em teleoteos, com excecdo de C.
auratus. Em estudos conduzidos recentemente foi demonstrado que injeg¢des
intracerebroventriculares de CGRP resultam em diminuigdo significativa da

ingestdo de alimentos, em C. auratus (MARTINEZ - ALVAREZ et al., 2009).

2.6 Dourado Salminus brasiliensis

O dourado Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816) ¢ uma espécie muito
apreciada pela excelente qualidade de sua carne, pela beleza de tegumento, por
seu potencial de cultivo como peixe de produgdo, na pesca esportiva e também
como peixe ornamental (Figura 2) (KUBITZA, 1995). E o maior peixe de
escamas encontrado na bacia do Prata, formada pelos rios Paraguay, Parand e
Uruguai e na bacia do rio Sdo Francisco, onde habita preferencialmente

ambientes l6ticos e encaichoeirados (MORAIS FILHO; SCHUBART, 1955).

Figura 2 Exemplar de dourado Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816).
Fonte: http://www.hodelua.com.br/site/dourado.

O dourado apresenta crescimento acentuado e rendimento de filé
superiror ao de outras espécies nativas. Em estudos sobre o rendimento de cortes
de filé entre diferentes espécies foi demonstrado que o dourado possui

rendimento maior, quando comparado aos rendimentos obtidos para o jundia
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Rhamdia quelen e a tilapia do Nilo Orechromis niloticus, com médias de
43,54%, 30,34% e 32,33%, respectivamente (VEIVERBERG et al., 2008).

Atualmente, sdo conhecidas quatro espécies de peixe que popularmente
recebem o nome de dourado. A espécie Salimunus affins € encontrada no norte
da Colombia e em algumas regides do Equador. Salminus brasiliensis,
anteriormente chamada de Saliminus maxillosus e Salminus brevidens, é a
espécie mais conhecida habitando toda a por¢do sul da América do Sul.
Salminus hilarii, que no Brasil é conhecida como tabarana, ¢ encontrada nos rios
Sdo Francisco, Parand, Tocantins, Amazonas ¢ Orinoco (RODRIGUEZ-
OLARTE; TAPHORN, 2006 citado por DAIRIKI, 2009). A quarta espécie de
dourado catalogada recebeu o nome de Salminus franciscanus e foi identificada
na bacia do Sdo Francisco, com diferengas marcantes entre as demais espécies,
em relagdo a caracteristicas anatdmicas nos dentes e¢ na nadadeira caudal
(LIMA; BRITSKI, 2007 citado por DAIRIKI, 2009).

Larvas e juvenis de dourado sdo conhecidos como animais carnivoros
generalistas, ou seja, predam uma ampla variedade de alimentos de origem
animal. Nesse grupo destacam-se larvas de peixes de outras espécies, larvas de
insetos, microcrustaceos e organismos do zooplancton, como claddceros e
copépodos, entre outros (RODRIGUEZ-OLARTE; TAPHORN, 2006;
RIBEIRO; NUNER, 2008 citado por DAIRIKI, 2009). Estudos sobre o
comportamento alimentar ¢ canibalismo em sistemas de producdo intensiva,
mostraram que larvas de dourado proporcionam melhor desempenho quando
alimentadas com larvas Prochilodus lineatus e canibalismo menor que 30%.
Enquanto o uso de nauplios e microcrustaceos Artemia salina resultou em menor
crescimento e sobrevivéncia menor que 6%, além de promover acentuado
canibalismo, préximo a 92%. Dessa forma, em pisciculturas comerciais o uso de
peixes ‘‘forrageiros’ tem ganhado espaco como estratégia para alimentagdo de

larvas de dourado (SCHUTZ; NUNER, 2007).
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Considerado um predador visual, a atividade de caga do dourado tem
sucesso pela sua intensa locomogdo e pela incidéncia de luz no ambiente para
facilitar a visualizag¢do e o ataque a presa. Por outro lado, no caso de ambientes
com auséncia de luz, o dourado adota um comportamento atipico de espera ¢
detecta suas presas por meio de receptores mecanicos localizados na linha lateral
(SCHUTZ; NUNER, 2007). O comportamento alimentar do dourado softre
influéncias sazonais, sendo que a maior atividade alimentar se concentra no
periodo chuvoso e quente compreendido entre os meses de outubro a margo,
especialmente novembro e dezembro (ESTEVES; PINTO LOBO, 2001).

O dourado na fase adulta é um peixe icitiéfago ou piscivoro restrito de
agua doce, ou seja, alimenta-se exclusivamente de peixes e para isso &
anatomicamente adaptado a predacdo (RODRIGUES; MENIN, 2006). A fenda
oral ampla, o alargamento caudal da cavidade oral e a reduzida espessura do
aparelho dentdrio faringeano favorecem a tomada e a ingestdo de presas de
maior porte. Em fung¢do do tipo das denticdes oral e faringeana, ndo ha
preparagdo pré-digestiva do alimento. Esses dentes, pontiagudos ¢ encurvados,
juntamente com a lingua, relativamente movel, previnem o escape da presa da
cavidade bucofaringeana. O transito do alimento ¢ facilitado pela auséncia de
relevos pronunciados na mucosa desta cavidade e pela disposi¢do dos dentes
orais e faringeanos (RODRIGUES; MENIN, 2006).

O dourado ¢ uma espécie tipicamente reofilica ou migratéria que
necessita percorrer grandes distancias rio acima para atingir os sitios de
reprodugdo conhecidos chamados de tributarios. O aumento da pluviosidade,
temperatura e fotoperiodo sdo os principais fatores ambientais que estimulam o
dourado ao processo migratério de reproducdo. O fendmeno de migragdo
conhecido, popularmente como piracema, ocorre no sudeste do Brasil durante os
meses quentes e chvosos, compreendidos entre outubro e margo (ZANIBONI-

FILHO, 2000; MACHADO, 2003).
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Os peixes alimentam-se de maneiras distintas e também com alimentos
diferentes e, segundo as particularidades de cada espécie, existem, basicamente,
cinco tipos de habitos alimentares: herbivoro, carnivoro, onivoro, dentritivoro e
iliofago (HYATT, 1979). A alimentacdo tem por finalidade obter energia e
acrescentar elementos necessarios para a manutengdo e o crescimento de tecidos
e organismos (NIKOLSKI, 1963). Essa atividade ocorre no aparelho digestorio
(LOVE, 1970).

O aparelho digestério dos peixes ¢é constituido por cavidade
bucofaringeana, esdfago, estdbmago, intestino e glandulas anexas. J4 o termo
sistema gastrintestinal enquadra os 6rgdos compreendidos entre boca e intestino
e o que se denomina de tubo digestorio corresponde aos 6rgaos do eséfago até o
reto (ZAVALA-CAMIN, 1996).

Ha algumas variagdes anatdmicas e histomorfoldgicas que podem
ocorrer no aparelho digestério das muitas espécies de peixes, dependendo do filo
ao qual pertencem, assim como em associagdo com o habito alimentar
(BUDDINGTON; KUZ’MINA, 2000a;b). Em peixes, o tubo digestorio pode ser
subdividido em intestino anterior, que compreende boca, faringe ¢ estdbmago; em
intestino médio, com adigdo de cecos pildricos, quando for o caso, e em intestino
distal ou posterior que, no caso de haver valva ileorretal, termina em reto e, por
ultimo, desemboca no anus (JOBLING, 1995).

As caracteristicas morfoanatdmicas do tubo digestério do dourado sao
tipicamente especificas de peixes carnivoros. As principais caracteristicas que
podem ser citadas incluem estomago grande e com capacidade de distensdo,
devido a espessa camada muscular; intestino curto ¢ com padrdo de mucosa
complexo e a presenca dos cecos piloricos. O dourado possui eséfago em forma
tubular, ligeiramente deprimido e curto, situado dorsalmente ao coracao,
continuo a faringe e desembocando na regido cardica do estdmago. O estdmago

¢ do tipo cecal, em Y, e apresenta trés regides morfologicas distintas, sendo a
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cardica, a cecal e a pilorica (CASTRO, 2003). Na extremidade da regido pilorica
se encontra o esfincter pilérico, que acarreta uma pronunciada constricdo entre o
estdbmago ¢ o intestino médio. O intestino médio possui forma tubular e, em
razdo da sua disposi¢@o na cavidade peritoneal, pode ser dividido em algas 1, 2 e
3 e mantém, aproximadamente, o mesmo calibre ao longo de sua extensdo. Os
cecos pildricos estdo inseridos na porgdo inicial do intestino médio,
imediatamente apds o esfincter piloérico. O intestino posterior, por sua vez,
continua o intestino médio sem interrupg¢ao por constricdo ou valva e, apds curto
trajeto dorsiventrocaudal, desemboca no anus (RODRIGUES; MENIN, 2008).

O unico trabalho relacionado ao SNED do dourado foi realizado por
Castro et al. (2003), que utilizou dourados adultos para identificar células
endocrinas do SNED no estomago pelo método histoquimico de Grimelius.
Devido a complexidade e importdncia do SNED nos processos digestorios,
estudos mais aprofundados sdo fundamentais para que seja possivel, no futuro,
aplicar os conhecimentos em programas nutricionais para a melhoria dos

sistemas de cultivo do dourado.

2.7 Perspectivas no estudo dos peptideos

E interessante salientar que alguns peptideos muito familiares
encontrados em tetrapodes estdo ausentes em peixes. Antes do desenvolvimento
e aplicacdo de técnicas biologicas e genOmicas com especificidade
suficientemente rigorosa, os sistemas de deteccdo baseados em anticorpos com
especificidade imperfeita antigamente utilizados podem ter detectado por reagdo
cruzada moléculas muito préximas, mas diferentes, que, na verdade, constituem
peptideos diferentes dos buscados. Outra situagdo ¢ a auséncia de evidéncias

claras de sua existéncia em peixes, ja que peptideos comumente aceitos e

funcionalmente caracterizados em outras espécies foram considerados
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incorretamente existir também em peixes (HOSKINS; VOLKOFF, 2012). Por
exemplo, apos estudos do genoma de cinco espécies de peixe, foi verificado que
tanto a secretina quanto seu receptor estdo ausentes em teledsteos (ROCH; WU;
SHERWOOD, 2009). Da mesma forma, o polipeptideo pancreatico, um membro
da familia NPY, também esta ausente em teledsteos (SUNDSTROM et al.,
2008).

Apesar de haver tendéncia de comparar os resultados obtidos em peixes
com o que se sabe sobre mamiferos, aos poucos esta se tornando mais e mais
evidente que grandes diferencas, principalmente nas fungdes de peptideos
relacionados ao controle do apetite e digestdo, existam entre peixes e mamiferos
e também entre espécies de peixes (HOSKINS; VOLKOFF 2012). Os peixes
constituem um grupo de vertebrados extremamente diversificado que, como
consequéncia apresentam ampla variedade de adaptagdes anatdmicas,
morfoldgicas, fisiologicas e comportamentais (NELSON, 2006; VOLFF, 2004).

Outro ponto importante estd no fato de que os peixes, como outros
vertebrados, passaram por duas rodadas de tetraploidizagdo (teoria 2R da
duplicagdo do genona inteiro), entretanto, a subclasse de peixes
actinopterygians, que representam mais de 95% das espécies de peixes, passou
por uma rodada extra de duplicagdo, um evento chamado 3R (SUNDSTROM;
DREBORG; LARHAMMAR, 2010; LARSSON et al., 2009; MEYER; PEER,
2005). Este nimero maior de copias de genes torna a caracterizacdo de genes
que codificam peptideos em peixes ainda mais complexa.

Com base em espécies de peixes estudadas até esta data, parece que a
estrutura dos peptideos reguladores € conservada entre mamiferos e peixes, no
que diz respeito a estrutura do gene, a composicdo de aminoicidos e a
configuragdo 3D da proteina (HOSKINS; VOLKOFF, 2012; SUNDSTROM et
al., 2008).
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Nexte contexto, os peixes exibem grande diversidade de habitos
alimentares, bem como de formas de alimentacdo capazes de orquestrar
respostas quando s3o submetidos a desafios nutricionais e ambientais. Além
disso, dentro de uma tnica espécie de peixe, os padrdes de sintese ¢ as acdes de
um dado peptideo parecem ser dependentes do estado nutricional, da hora do dia
e da época do ano e do estado reprodutivo. O numero de espécies de peixe
estudadas ainda ¢ relativamente muito pequeno. Esse fato ainda é agravado pelo
uso de peixes em diferentes estagios fisioldgicos e por diferentes métodos de
avaliacdo que, muitas vezes, fornece informagodes fragmentadas, o que dificulta
conclusdes gerais e a extrapolacdo dos resultados (revisados por HOSKINS;
VOLKOFF, 2012).

Ainda que, na ultima década, muitos estudos sobre o sistema
neuroendocrino e seus peptideos em peixes tenham sido realizados, muito ainda
precisa ser investigado para completar o inventario de peptideos intestinais e,
assim, aprofundar os conhecimentos sobre o papel fisiologico desses peptideos

no sistema gastrintestinal.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 juvenis de dourado S. brasiliensis com 14 meses de
idade, sem distingdo de sexo, comprimento inicial de 25,5+3,5 cm e peso de
144,83421,7 g, obtidos da Unidade de Reproducdao da CEMIG, Itutinga, Minas

Gerais, Brasil.

3.1 Peixes e coleta de amostras

Os peixes foram mantidos no Setor de Piscicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) em um mesmo tanque de
alvenaria com dimensdes de 8 m x 5 m e 1,6 m de profundidade, com taxa de
renovagdo de agua de 6,67 litros a cada 60 segundos e oxigénio dissolvido entre
4 e 6 mg/L. A temperatura média da 4gua no inverno ¢ de 16 °C e de 28 °C no
verdo. Os pardmetros temperatura, oxigénio dissolvido ¢ amonia toxica foram
monitorados diariamente, no inicio e no final do dia e se mantiveram dentro dos
padroes de bem-estar adequados aos peixes.

Os peixes foram alimentados com racdo comercial contendo 40% de
proteina bruta (Guabi: www.guabi.com.br), ofertada duas vezes ao dia até
saciedade aparente, durante os 6 meses antecedentes a coleta de amostras.
Durante o més de janeiro de 2011, no verdo, apos 24 horas de jejum, os peixes
foram eutanasiados, utilizando-se uma sobredose de benzocaina de 250 mg 1!
(Sigma: www.sigmaldrich.com), seguida de sec¢do da medula espinhal.
Amostras da regido pilorica estomacal (PE), de diferentes segmentos do
intestino médio: cecos piloricos (CP), alca 1 (A1), alga 2 (A2) e do intestino
posterior (IP), conforme descrito por Rodrigues € Menin (2008), foram retiradas
para analise imunohistoquimica (Figura 3). Todos os procedimentos aplicados

aos peixes foram devidamente analisados e autorizados pela Comissdo de Etica



46

no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Lavras, conforme

protocolo nimero 013/2012.
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Figura 3 Desenho esquemadtico do aparelho digestorio de Salminus brasiliensis. As
regides amostradas do tubo digestorio foram: pildrica estomacal (PE) e em diferentes
segmentos do intestino médio: cecos piléricos (CP), alga 1 (A1), alga 2 (A2) e intestino
posterior (IP).

Fonte: Desenho Marina Louzada.

3.2 Imunohistoquimica e microscopia de luz

Os ensaios imunohistoquimicos foram realizados no Laboratério de
Histologia e Imunohistoquimica do Departamento de Zootecnia da UFLA.
Foram retirados fragmentos biologicos com cerca de 4 mm de comprimento e 5
mm de espessura, em corte transversal, em diferentes segmentos do tubo
digestorio.

As amostras de tecido foram fixadas em Bouin, por 12 horas e, em
seguida, colocadas em alcool 70% até o processamento. Posteriormente, foram
desidratadas em bateria com gradiente alcodlico crescente, diafanizadas em xilol
e incluidas em parafina (ponto de fusdo de 56 a 58 °C). Foram obtidos cortes

histologicos de 3 a 5 um de espessura, colocados em laminas histologicas



47

silanizadas e secos em estufa a 37 °C overnight. Para avaliar a morfologia das
estruturas ao microscopio de luz e mensurar a area de mucosa epitelial, os cortes
histolégicos foram desparafinados, reidratados, segundo métodos histologicos de
rotina ¢ submetidos a coloragdo com hematoxilina e eosina (BANCROFT;
STEVENS; TURNER, 2008).

Para a imunohistoquimica, todas as incubagdes foram realizadas em
camara umida e todos os procedimentos de lavagem foram constituidos de trés
sucessivas imersdes de 5 minutos em solucdo tampao fosfato salina 0,1 M pH
7,20 (PBS). O bloqueio da atividade da peroxidase endogena foi feito pela
incubagdo em reagente Peroxidase Block (DakoCytomation, EUA) por 30
minutos, seguido de uma lavagem em PBS. O bloqueio de ligagdes inespecificas
do anticorpo foi feito de duas formas, primeiro utilizando-se 5% de leite
desnatado em p6 no PBS durante 5 minutos e, em seguida, pelo tratamento dos
cortes com reagente Block Serum (DakoCytomation, EUA), por 10 minutos.
Posteriormente, os cortes histologicos foram novamente lavados em PBS,
incubados com cada anticorpo primario policlonal (VIGLIANO et al., 2011)
desenvolvido em coelho especifico para cada peptideo (Tabela 1), lavados em
PBS, incubados por 30 minutos com anticorpo secundario anticoelho
EnVisiont+System/HRP (DakoCytomation, EUA). Ap6s mais uma lavagem, os
cortes histologicos foram revelados pelo método enzimatico utilizando-se 3,3
tetra-hidrocloreto diaminobenzidina (DAB) (DakoCytomation, EUA), imersos
em agua destilada para parar a reagdo apds 25 segundos. Foi feita
contracoloracdo com hematoxilina de Carazzi e as laminas montadas com
laminula.

Cortes histologicos de intestino de jundid Rhamdia quelen foram
incluidos como controles positivos, para avaliar a especificidade do ensaio.

Cortes histologicos de intestino do dourado e de R. quelen foram incluidos a
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cada reagdo como controle branco, no qual o anticorpo primario foi substituido
por PBS.

A escolha desses anticorpos foi fundamentada no fato de que, mesmo
tendo sido desenvolvidos em mamiferos, esses anticorpos apresentaram sucesso
na identificagdo por imunohistoquimica desses mesmos peptideos em células do
SNED de R. quelen (HERNANDEZ et al., 2012), O. bonariensis (VIGLIANO et
al., 2011) e P. maxima (BERMUDEZ et al., 2007), indicando a semelhanca e a

conservacao desses peptideos entre mamiferos e peixes.

Tabela 1 Lista de anticorpos utilizados neste estudo

Anticorpo policlonal Laboratério e

. Diluigao de uso Parametros de L1
desenvolvido em . . ~ codigo do
do anticorpo incubacao .
coelho contra anticorpo
. 3 horas a temperatura Bachem'
GAS (humana) 1:600 ambiente (22 a 25 °C) T-4347
g . 3 horas a temperatura Bachem '
CCK-8 (sintética) 1:1000 ambiente (22 a 25 °C) T-4254
: . . ° Bachem '
NPY (suino) 1:1500 Overnight a4 °C T-4454
. . o Bachem '
CGREP (rato) 1:800 Overnight a4 °C T-4032

GAS, gastrina; CCK-8, colecistoquinina; NPY, neuropeptideo Y; CGRP, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina.
'Bachem www.bachem.com

A reatividade cruzada sugere fortemente que peptideos em peixes
teleodsteos compartilham epitopos semelhantes, ou mesmo idénticos, aos seus
equivalentes em vertebrados superiores (LANGER et al., 1979).

Adicionalmente, uma vez que os anticorpos empregados ndo foram
desenvolvidos contra os peptideos do dourado, antes deste estudo, foi realizado
um teste de comparag@o das sequéncias proteicas disponiveis no banco de dados

do  National  Center  for  Biotecnology  Information, (NCBL:
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein), para avaliar se as semelhangas entre as
sequéncias de aminoacidos se devem ao acaso ou ndo. Até o0 momento, nenhuma
sequéncia para os peptideos do dourado esta disponivel e, assim, foi necessario
utilizar sequéncias de outras espécies de peixes. Na comparagdo, utilizou-se a
sequéncia do imunégeno empregada na fabricagdo do anticorpo, comparando-a
com a sequéncia de aminoacidos para o mesmo peptideo em vérias espécies de
peixes ou, pelo menos, as que estavam disponiveis no NCBI. A comparagdo foi
feita utilizando-se a ferramenta de alinhamento local BLAST protein para
proteinas. NATIONAL INSTITUTE OF MENTAL HEALTH, NIMH (2011).
Em todos os casos, foram obtidos valores de similaridades superiores a
80% e, na maioria das comparagdes, o valor de E foi muito pequeno, indicando
que as variagdes nas squéncias ndo ocorrem ao acaso (veja Apéndice). Além
disso, em cada ensaio imunohistoquimico, a morfologia do tipo celular
imunomarcado apresentou caracteristicas tipicas esperadas, em comparacdo a

outras espécies de peixes ¢ mamiferos anteriormente estudadas.

3.3 Analise e mensuracoes

Todas as laminas foram fotografadas utilizando-se microscopio optico
de luz CX31 (Olympus, Japao) acoplado a camera digital Altra SC30 (Olympus,
Japdo). Realizou-se a contagem do ntimero total de células imunopositivas para
cada anticorpo e a area completa da sec¢do transversa que corresponde a mucosa
epitelial foi determinada utilizando-se o microscopio € o programa livre de
analises morfométricas Image J versdo 1.46a (WAYNE, RESEARCH
SERVICES BRANCH, 2011), respectivamente.

Por fim, foi determinado o niimero médio de células endocrinas (CEs)
imunopositivas por mm® de mucosa epitelial (CEs mm?®) para os quatro

peptideos e os cinco segmentos do tubo digestorio amostrados.
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3.4 Analise estatistica

As diferencas entre o numero médio de CEs mm™ foram estudadas
utilizando-se uma combinag¢@o entre os peptideos (GAS, CCK-8, NPY ¢ CGRP)
e os segmentos do tubo digestdrio (PE, CP, Al, A2 e IP) e aplicando-se, apos
trasformacdo dos dados originais, ANAVA em um esquema fatorial usando o
programa estatistico SAS versao 9.1 (SAS INSTITUTE, 2000). Foram usados
12 peixes como repeti¢do e o nivel de significancia considerado em todos os
testes foi de 5% (P<0,05). Diferencas significativas foram analisadas pelo teste F

da ANOVA e as diferencas entre médias comparadas pelo teste de Tukey.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foi determinada, pela primeira vez, a imunolocalizagao de
GAS, CCK-8, NPY e CGRP em diferentes tipos de células no tubo digestorio do
dourado S. brasiliensis. Todos os anticorpos detectaram seus respectivos
peptideos demonstrando a imunorreagéo cruzada no dourado. A imunomarcacao
para os peptideos foi observada em células do sistema neuroenddcrino difuso e

também do sistema nervoso entérico.

4.1 Sistema nervoso entérico

Imunorreacdo positiva para CGRP ¢ NPY foi observada no plexo
mioentérico. Neurdnios e fibras nervosas imunorreativas para CGRP foram
vistas no plexo mioentérico de todos os segmentos amostrados PE, CP, A1, A2 e
IP (Figura 4a, b, c, d, e). Essa localizacdo pode indicar a origem intrinseca dos

sinais periféricos a partir do sistema nervoso entérico.
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Figura 4 Fotomicrografia da imunorreagdo de CGRP na camada muscular. (4a: alca 2;
4b: pilorica estomacal; 4¢: cecos piloricos; 4d: alga 2; 4e: intestino posterior). As setas
em todas as fotos apontam a imunorrea¢do em neurdénios no plexo mioentérico e a
cabeca de seta a imunorreagdo em fibras nervosas dispostas na camada muscular circular
interna (Barra = 50 um). Note os neurénios ampliados em 3a e 3b (Barra = 20um).

NPY

Figura 5 Fotomicrografia da imunorreagdo de NPY em fibras nervosas da camada
muscular e 1amina propria submucosa (5a: al¢a 1; Sb: alga 2; Sc: intestino posterior). As
setas apontam fibras nervosas imunorreativas a NPY na camada muscular circular
interna (5a), no plexo mioentérico (Sb) e na lamina prdpria submucosa (5¢). Barra=50
pm.
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Por sua vez, no plexo mioentérico ¢ na lamina prépria submucosa, s6
fibras nervosas exibiram imunomarcacdo positiva para NPY nos segmentos da
Al, A2 e IP (Figura 5a, b, ¢). Imunomarcacdo semelhante de alguns peptideos,
incluindo NPY e CGRP, no plexo mioentérico foi descrita em espécies de
peixes, como R. quelen (HERNANDEZ et al, 2012), O. bonariensis
(VIGLIANO et al., 2011), Salmo trutta (DEZFULI et al., 2000) e Anguilla
anguilla (DOMENEGHINI et al., 2000) dentre outras. Entretanto, ainda nao
existem relatos do papel fisiologico do NPY na regulacdo local dos processos

digestorios em peixes de agua doce.
4.2 Sistema neuroendécrino difuso (SNED) gastrintestinal

Imunorreatividade para cada anticorpo empregado foi observada em CEs
dispersas entre células epiteliais gastricas e entre enterocitos no epitélio
intestinal do dourado (Figura 6). As CEs apresentaram morfologia distinta,
sendo que, na regido do PE, exibiram formato poliédrico com nucleo
arredondado e localizadas principalmente na base das pregas da mucosa
estomacal (Figuras 6a, 6¢c e 6g). Por outro lado, CEs presentes no intestino
médio (CP, Al, A2) e posterior (IP) possuiam formato triangular ou alongado,
no qual a base é mais larga que o apice, com nticleo arredondado ou oval situado
no centro ou na posicao basal (Figuras 6b, 6d, 6e, 6f e 6h). Algumas CEs no
intestino apresentaram um ou dois processos citoplasmaticos em dire¢do ao
limen e no sentido contrario em dire¢do a base da célula (Figuras 6d e 6c).
Observagdes semelhantes em relagio ao padrio morfoldgico de CEs mm™ foram
também descritas para outras espécies de peixes (HERNANDEZ et al., 2012;
VIGLIANO et al., 2011; LEE et al., 2004, PAN et al., 2000).

Diferengas significativas no numero médio de CEs mm™ foram

detectadas para todos os peptideos e em todos os segmentos, mostrando que ha
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interagdo na densidade de CEs mm™ entre os peptideos e os diferentes segmentos
do tubo digestério estudado (Figura 7). A variagdo na distribui¢io de CEs mm™
em funcdo das diferentes regides do tubo digestorio e em associagdo as variagdes
de habitos alimentares foi relatada em espécies de peixes e outros animais (BOSI
et al., 2006; LEE et al., 2004; PAN et al., 2000; PAN; FANG; ZHAO, 2004;
ANDREOZZI et al, 1997; ALUMETS; SUNDLER; HAKANSON, 1977;
SOLCIA et al., 1975; GABE, 1972).

4.2.1 CEs imunopositivas a gastrina (+GAS)

A imunolocalizagdo da GAS mostrou que hd CEs desde a PE até o IP. O
maior nimero de CEs mm™ +GAS estava, principalmente, na PE, seguido da
Al, com 62% e 13% do total, respectivamente (Figura 7). Considerando os
segmentos amostrados, a densidade de CEs mm~+GAS diminuiu cerca de 79%
entre a PE ¢ Al, a partir da qual se manteve relativamente constante e tendeu a
diminuir novamente no IP. Dessa forma, a medida que o final do intestino se
aproximou menor nimero de CEs mm™+GAS foram identificadas.

Em Gadus morhua, CEs +GAS foram mais numerosas no CP, seguido
da PE e inicio do intestino médio. Poucas CEs estavam presentes em outras
partes do intestino (JONSSON; HOLMGREN; HOLSTEIN, 1987). No caso de
Myoxocephalus scorpius, poucas CEs +GAS estavam presentes na PE, porém,
grande quantidade foi observada no inicio, no meio ¢ no final do intestino médio
(HOLMGREN; OLSSON, 2009; BJENNING; HOLMGREN, 1988).

Um estudo realizado em diferentes por¢cdes do estdbmago de
Oncorhynchus mykiss (BARRENECHEA; LOPEZ; MARTINEZ, 1994)
identificou numerosas CEs +GAS somente na PE. Analises imunohistoquimicas
do tubo digestorio em outros peixes carnivoros como a S. trutta, também

relataram CEs +GAS nas regides cecal e pilorica estomacal, nos cecos pildricos
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e no inicio do intestino médio. Nesse estudo em S. frutta, as CEs +GAS foram
mais numerosas na PE e na CP. Poucas CEs estavam presentes na regido cecal e
no inicio do intestino, enquanto nenhuma célula foi determinada no segmento
distal do intestino médio e do intestino posterior (BOSI et al., 2004).
Histologicamente, o estdmago de O. mykiss (BARRENECHEA;
LOPEZ; MARTINEZ, 1994) e do dourado (CASTRO et al., 2003) tem trés
regides: a cardica e a cecal, contendo glandulas tubulares e a presenca de células
oxintico-pépticas (secretam pepsinogénio e HCI) e regido pilorica que ndo
apresenta glandulas. As principais formas de sinalizacdo para a reducdo na taxa
de esvaziamento gastrico ap6s a chegada de alimento no intestino sdo a liberagao
duodenal de CCK e de GAS no estomago (LIDDLE et al., 1986). Dessa forma, o
padrdo de distribuicdo de CEs +GAS concentrado na PE e adjacente aos CP no
intestino observado no dourado, pode dar indicios de uma localizagao estratégica
para que a GAS exerca suas fungdes fisioldgicas de estimulo a secregdo gastrica,
ao relaxamento do esfincter pilérico ¢ ao aumento na atividade motora

(HOLMGREN; OLSSON, 2009).

4.2.2 CEs imunopositivas a Colecistoquinina (+CCK-8)

A CCK-8 foi identificada em CEs em todos os segmentos amostrados. A
maior densidade de CEs mm™ +CCK-8 foi encontrada na PE com 45% do total,
assim como observado para GAS, em relagdo a todos os outros segmentos
(Figura 7). Contudo, o niimero de CEs mm™ +CCK-8 entre CP, A1, A2 e IP ndo
apresentou diferencas significativas entre si e, assim, a quantidade de células se
manteve constante do CP até o IP. Redugdo por volta de 70% foi notada entre a
PE e os segmentos do intestino médio e posterior. Apesar de haver diferencas
significativamente maiores no nimero de CEs mm™ +CCK-8 da PE em relagio

ao intestino, os segmentos amostrados nos intestinos médio e posterior
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apresentaram distribui¢do constante entre si e juntos compreendem 55% do total
de CEs +CCK-8.

Em G. morhua, similar ao dourado, CEs +CCK foram mais numerosas
primeiro no CP, seguido da PE e inicio do intestino médio. Poucas CEs estavam
presentes em outras partes do intestino (JONSSON; HOLMGREN; HOLSTEIN,
1987). Em um estudo realizado em diferentes por¢des do estomago de O. mykiss
(BARRENECHEA; LOPEZ; MARTINEZ, 1994) identificou numerosas CEs
+CCK somente na PE.

Em estudos imunohistoquimicos do tubo digestorio em Salmo trutta
foram encontradas CEs +CCK-8 nos cecos pildricos e no intestino médio. A
maior densidade de células em S. trutta foi descrita no segmento inicial do
intestino médio, enquanto quantidade moderada estava presente nos cecos
piléricos e no segmento distal do intestino médio. Nesse estudo ndo foram
encontradas CEs +CCK no estdmago e no intestino posterior (BOSI et al.,
2004). Similar a S. trutta, em Coreoperca herzi, CEs +CCK-8 somente foram
detectadas no intestino médio (LEE et al., 2004). No caso de P. maxima, CEs
+CCK-8 foram mais numerosas e, principalmente presentes nos cecos piloricos
e no segmento inicial do intestino médio em relagdo ao segmento final do
intestino médio. Nenhuma CE +CCK-8 foi detectada no estomago e no intestino
posterior de P. maxima (BERMUDEZ et al., 2007). Relatos da precoce presenga
de CEs +CCK-8 em larvas de Sciaenops ocellatus com 26 dias indicam que CEs
sdo mais abundantes no CP, escassas CEs no intestino médio e ausentes no

estomago ¢ IP (WEBB JR et al., 2010).
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CGRP no estdmago e intestino, Barra = 50pm. CEs +GAS no epitélio da PE (6a) e A2
(6b). CEs +CCK-8 no epitélio da PE (6¢) e A2 (6d). A cabega de seta dupla aponta CEs
na PE (6¢). Note morfologia poliédrica na ampliagdo em 6¢, Barra = 20um. A cabega de
seta aponta CEs no intestino (6d). Note morfologia alongada na ampliagdo em 6d, Barra
=20um. CEs +NPY no epitélio do CP (6¢e) e A2 (6f). Note a morfologia alongada da CE
na ampliacdo em 6e, Barra=20 pm. CEs +CGRP na PE (6g) e Al (6h). Note a
morfologia alongada da CE na ampliacdo em 6h, Barra = 20um. O asterisco indica o
limen intestinal ou estomacal.
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Figura 7 Nimero médio, obtido pela transformacio inversa de xz = (x + 0,5)™3, de células endécrinas imunorreativas por mm?® de
mucosa epitelial para cada anticorpo empregado nos diferentes segmentos do tubo digestorio: (PE) regido pildrica estomacal, (CP)
cecos pilodricos, (Al) alga 1, (A2) alga 2 e (IP) intestino posterior. (GAS) gastrina, (CCK-8) colecistoquinina, (NPY) neuropeptideo Y
¢ (CGRP) peptideo relacionado ao gene da calcitonina. Letras maitsculas comparam cada peptideo entre os diferentes segmentos.
Letras minusculas comparam cada segmento entre os diferentes peptideos, Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamete entre si (ANAVA em esquema fatorial 4x5, Teste Tukey, P<0,05).
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Caracteristicas anatdmicas ¢ morfoldgicas do tubo digestorio vém sendo
utilizadas para explicar o padrdo de distribuicdo da CCK em peixes durante e
apos o desenvolvimento larval. Um modelo de distribuicdo esperado foi
proposto com base em intestino enovelado versus intestino reto (WEBB JR et
al., 2010; RONNESTAD et al., 2007). Nesse modelo, a distribuicdo padrdo de
células +CCK estd intimamente relacionada a presenca ou a auséncia de um
intestino enovelado (RONNESTAD et al.,, 2007, KAMISAKA et al., 2005;
RONNESTAD et al., 2003). Em larvas de peixe que tém um intestino
enovelado, células +CCK sao concentradas, principalmente, no segmento inicial
do intestino médio e nos cecos piloricos de peixes na fase larval (KAMISAKA
et al., 2002, 2001; KUROKAWA; SUZUKI; ANDO, 2000). Em peixes como 0
Clupea harengus, que possuem um intestino reto, hibridizacdo in situ revelou
que as c¢lulas que contém mRNA para CCK sdo encontradas dispersas em todo
o intestino, sem areas com concentra¢do significativa (KAMISAKA et al.,
2005), assim como observado neste trabalho para o dourado.

A alta concentragdo de CEs +CCK na regido da PE e adjacente ao CP no
dourado sugere a importidncia da CCK para a fun¢do dessa por¢do do tubo
digestorio em peixes (WEBB JR et al, 2010). Esses segmentos do tubo
digestorio representam uma regido estratégica, uma vez que compreendem o
final do estdmago, o inicio do intestino, a inser¢do dos cecos piléricos e € onde
desembocam os ductos biliar e pancreatico. Considerando as principais fungdes
atribuidas a CCK, de contracdo da vesicula biliar, secre¢do de enzimas
pancreaticas, estimulo a motilidade gastrintestinal ¢ inibicdo do esvaziamento
gastrico (CRAWLEY; CORWIN, 1994; GRIDER, 1994; JENSEN;
HOLMGREN, 1994), ¢ possivel que a maior densidade de CEs +CCK-8
proxima ao esfincter pilérico e CP no dourado seja um local chave para regular a
passagem da digesta do estdmago para os cecos piléricos e para promover a

liberagdo adequada da secre¢@o pancreatica e biliar, de forma similar ao relatado
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para larvas de S. ocellatus (WEBB JR et al., 2010). Além disso, a CCK foi
indicada ser um dos estimulos ao peristaltismo reverso, o qual pode servir de
mecanismo para favorecer o enchimento dos cecos piloricos e contribuir para a
mistura entre ingesta e enzimas (RONNESTAD et al., 2007; RONNESTAD;
ROJAS GARCIA; SKADAL, 2000; OLSSON; HOLMGREN, 2001; BARTHO
etal., 1982).

4.2.3 CEs imunopositivas ao neuropeptideo Y (+NPY)

A imunohistoquimica mostrou que CEs +NPY exibiram uma
distribuigdo restrita. O maior numero de CEs mm™ +NPY estava concentrado
nos segmentos do intestino médio que compreendem o CP, Al e A2 com
diferencas significativas em relacdo a PE e IP. Além disso, os trés segmentos
juntos representaram 98% do total de CEs +NPY. Por outro lado, pequeno
numero de CEs mm™ +NPY foi observado na PE e IP, os quais nio possuem
diferencas significativas entre si (Figura 7).

Em estudos do tubo digestorio de Ictalurus punctatus (MIN; KAI-YU;
YU, 2009) e Pseudophoxinus antalyae (CINAR; SENOL; OZEN, 2006) também
demonstrou que, apesar de raras, CEs +NPY se concentraram na mucosa
epitelial do intestino médio ¢ nenhuma célula foi determinada no estbmago ou
IP. Em Anguilla anguilla, CEs +NPY foram também raras e presentes no
intestino médio e posterior, igualmente sem imunorrea¢do no estdmago
(DOMENEGHINI et al., 2000). Similar ao obeservado em I punctatos, P.
antalyae, A. anguilla e em dourado neste estudo, em R. guelen CEs +NPY foram
bastante numerosas no intestino médio, principalmente em sua por¢do inicial
(HERNANDEZ et al., 2012) e nio houve imunorreatividade para NPY no

estomago.
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O intestino médio constitui o segmento do tubo digestdrio com maior
eficiéncia na absor¢@o de nutrientes, embora haja diferencas entre espécies e, em
algumas delas, todo o intestino possua capacidade de absorcao, a distribuigdo de
transportadores diminui e, consequentemente, a taxa de absor¢do, nos segmentos
mais distais (BAKKE et al, 2010; BUDDINGTON et al., 1987,
BUDDINGTON; DIAMOND, 1987). Por esta razdo, a grande densidade de CEs
+NPY restritas ao intestino médio estariam estrategicamente localizadas em uma
regido de maior taxa de absorcdo e permitiria, assim, monitorar com eficiéncia o
tipo e a quantidade de nutrientes absorvidos. A principal expressdo de NPY
ocorre no cérebro de peixes (YOKOBORI et al., 2012; MACDONALD;
VOLKOFF, 2009; CERDA-REVERTER et al., 2000), uma vez que esse
peptideo € um potente fator orexigénico no SNC. Contudo, a sua expressao no
sistema gastrintestinal também ¢ evidente (HERNANDEZ et al., 2012;
VIGLIANO et al., 2011; CINAR; SENOL; OZEN, 2006).

Entretanto, o NPY ndo parece exercer um papel especifico nos processos
digestorios (HOSKINS; VOLKOFF, 2012; LOPEZ-PATINO et al., 1999;
NARNAWARE; PETER 2001; SILVERSTEIN et al., 2001; VOLKOFF, 2006).
Neste contexto, considerando o padrao de distribuicdo de CEs e fibras no plexo
mioentérico +NPY em dourado e achados similares em outros peixes carnivoros,
¢ possivel sugerir que CEs produtoras de NPY no intestino constituem uma
fonte de sinalizagdo e monitoramento periférica para o centro hipotalamico de

regulacdo da ingestdo de alimento.

4.2.4 CEs imunopositvas ao peptideo relacionado ao gene da calcitonina

(+CGRP)

O peptideo CGRP apareceu em CEs de todos os segmentos estudados. A

maior densidade de CEs mm™ +CGRP foi localizada na PE (assim como visto
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para GAS e CCK-8), correspondendo a 72%. Os segmentos CP, Al e A2
apresentaram nimero de CEs mm™ +CGRP intermediario, sem diferengas
singnificativas entre si (Figura 7). Redug@o de 90% no ntimero CEs ¢é visto da
PE para o CP. Quando considerados somados, os segmentos CP, Al e A2
corresponderam a 27% do total de CEs mm™ +CGRP. Por outro lado, a menor
densidade de CEs foi detectada no IP, com cerca de 1% do total. Portanto, pode-
se observar que a densidade de CEs +CGRP foi alta na PE, manteve-se estavel
nos segmentos do CP, Al e A2 e, por fim, diminuiu significativamente mais
uma vez no IP.

Resultados semelhantes obtidos em P. antalyae demonstraram CEs
+CGRP mais abundantes no estdbmago e no intestino médio, enquanto
diminui¢do significativa ocorreu no intestino posterior (CINAR; SENOL;
OZEN, 2006).

Em oposi¢do, em P. maxima CEs +CGRP foram mais abundantes nos
cecos piléricos e no segmento inicial do intestino médio, enquanto poucas
células foram vistas no segmento intermediario do intestino médio. Nenhuma
CE +CGRP foi encontrada no estdmago e no intestino posterior (BERMUDEZ
et al,, 2007). Similar a P. maxima, em R. quelen as CEs +CGRP foram
observadas, ainda que escassas, somente nos dois primeiros segmentos do
intestino médio, sendo mais numerosas no primeiro segmento. Contudo, néo
foram visualizadas CEs +CGRP no estomago, no segmento final do intestino
médio e no reto (HERNANDEZ et al., 2012).

O peptideo CGRP, neste estudo, estava distribuido no plexo mioentérico
em todos os segmentos amostrados do tubo digestorio e em CEs especialmente
concentradas na PE do dourado. Os principais efeitos do CGRP em peixes
incluem inibi¢do da motilidade gastrintestinal e inibicdo do consumo de
alimento (SHAHBAZI et al., 1998; MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2009). A

partir dos resultados da andlise imunohistoquimica no dourado e em outros
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peixes, o padrdo de distribuicdo das CEs +CGRP préximo ao final do estomago
(regido do esfincter pilorico) e inicio do intestino médio pode indicar uma
imunolocalizagdo chave. Isso porque essas regides constituem um ponto critico
de controle do fluxo da digesta entre o estdmago e o intestino. Dessa forma, a
maior concentragdo de CEs +CGRP estaria principalmente nessa por¢do para
monitorar a presen¢a de quimo no lumen e, assim, sinalizar ao sistema nervoso

entérico que regula a atividade motora.

5 CONCLUSAO

A utilizacdo de anticorpos desenvolvidos contra peptideos de mamiferos
foi eficiente na imunolocalizagdo de GAS, CCK-8, NPY ¢ CGRP no dourado.
Todos os peptideos foram identificados em todos os segmentos amostrados,
ainda que escassos em determinados segmentos. GAS, CCK-8 e CGRP se
concentraram, principalmente, na regido pilorica estomacal e nos cecos
piloricos. Ja o NPY foi notavelmente restrito ao intestino médio do dourado.

A imunolocalizagdo dos peptideos moduladores GAS, CCK-8, NPY ¢
CGRP em CEs no tubo digestério do dourado mostrou um padrao de
distribui¢ao que foi semelhante ao de outras espécies carnivoras. Ainda que
particularidades existam entre espécies, em geral, parece haver um padrdo de
distribui¢do que, em partes, pode ter justificativas no habito alimentar e
caracteristicas morfoanatdmicas do sistema digestorio.

Dadas a complexidade ¢ a ampla variedade de fatores intrinsecos e
extrinsecos capazes de modular o DNES, estudos mais aprofundados sao
necessarios para um melhor entendimento dos fatores que determinam o padrdo

de distribuicdo desses peptideos ao longo do tubo digestério em peixes.
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APENDICE - Analise BLAST da homologia entre os peptideos de

mamiferos e peixes

A homologia entre a sequéncia aminoacidica do peptideo e a sequéncia
de aminoacidos do anticorpo foi testada usando o BLAST. A sequéncia de
aminoacidos para cada anticorpo foi retirada de seu datasheet (Bachem,
www.bachem.com) e comparada com as sequéncias disponiveis na base de
dados do NCBI para espécies de peixes, ja que, para o dourado Salminus
brasiliensis, ndo ha informacdes publicadas. Foi realizado alinhamento
simultaneo das varias sequéncias encontradas para peixes em relacdo a
sequéncia do anticorpo. Para cada anticorpo foi adicionada ao alinhamento a
sequéncia aminoacidica da espécie para qual o anticorpo foi desenvolvido,
sendo, para GAS: Homo sapiens, para CCK-8: sintético, para NPY: Sus scrofa e
para CGRP: Mus musculus. As sequéncias usadas na andlise BLAST estdo
descritas na Tabela 1.

A escolha desses anticorpos para a avaliagdo do grau de similaridade foi
fundamentada no fato de que, mesmo tendo sido desenvolvidos em mamiferos,
esses anticorpos apresentaram sucesso na identificagdo por imunohistoquimica
de peptideos em células do SNED de jundia Rhamdia quelen (HERNANDEZ et
al., 2012), peixe-rei Odontesthes bonariensis (VIGLIANO et al., 2011) e robalo
Psetta maxima (BERMUDEZ et al., 2007), fornecendo indicios da conservagio
dessas substancias entre espécies.

Objetivou-se analisar, utilizando a ferramenta BLAST, a similaridade
entre as sequéncias aminoacidicas empregadas para o desenvolvimento de
anticorpos em diferentes espécies de mamiferos e as sequéncias disponiveis em
peixes, tendo como foco principal a potencial imunorreagdo cruzada desses
anticorpos para o dourado Salminus brasiliensis. Foram utilizadas, neste estudo,

as sequéncias empregadas para desenvolver anticorpos policlonais anti-gastrina
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(GAS), -colecistoquinina-8 (CCK-8), -neuropeptidio Y (NPY) e -peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). O estudo foi feito no intuito de
melhorar a confianga na escolha do anticorpo a ser empregado em ensaios
imunohistoquimicos.

As sequéncias de residuos de aminodcidos para de cada imunodgeno
usadas no desenvolvimento de cada anticorpo, conforme datasheet, que foram

empregadas na analise BLAST neste estudo estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia dos residuos de aminoacidos utilizados na

fabricacdo dos anticorpos, conforme datasheet, empregados na analise BLAST

Anticorpo Sequéncia do imundgeno empregado na produgado de cada
desenvolvido contra anticorpo
GAS Pyr-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-
Trp-Met-Asp-Phe-NH,*
CCK-8 H-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH, *
H-Tyr-Pro-Ser-Lys-Pro-Asp-Asn-Pro-Gly-Glu-Asp-Ala-Pro-
NPY Ala-Glu-Asp-Leu-Ala-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ala-Leu-Arg-His-

Tyr-Ile-Asn-Leu-Ile-Thr-Arg-Gln-Arg-Tyr-NH,*

H-Ser-Cys-Asn-Thr-Ala-Thr-Cys-Val-Thr-His-Arg-Leu-Ala-
CGRP Gly-Leu-Leu-Ser-Arg-Ser-Gly-Gly-Val-Val-Lys-Asp-Asn-

Phe-Val-Pro-Thr-Asn-Val-Gly-Ser-Glu-Ala-Phe-NH, *

*Dados disponibilizados em www.bachem.com; codigo do anticorpo GAS T-4347,
CCK-8 T-4254; NPY T-4454 ¢ CGRP T-4032

Na Tabela 2 apresentam-se as espécies de peixe das quais se utilizaram
as sequéncias para cada peptideo, e respectivos autores, para a analise BLAST

de homologia.
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Tabela 2. Peptideos, espécie de peixe ¢ respectivos autores das

sequéncias utilizadas na analise BLAST

Espécie de peixe usada na

Peptideo ) Autor
analise BLAST
Diplodus sargus CAMPO et al., 2011
Squalus acanthias
GAS JOHNSEN et al., 1997
Paralichthys olivaceus KUROKAWA et al., 2003
Tetraodon nigroviridis KUROKAWA et al., 2003
Carassius auratus PEYON et al., 1998
Danio rerio Sequencia predita no NCBI
CCK Salmo salar LEONG, et al., 2010
Oncorhynchus mykiss JENSEN et al., 2001
Oreochromis niloticus Sequencia predita no NCBI
Carassius auratus BLOMQVIST et al., 1992
Cyprinus carpio YINGWEN e TAKESHI 2000
ndo publicado
Danio rerio STRAUSBERG et al., 2002
NPY Ictalurus punctatus LEONARD et al., 2001
Salmo salar LOPEZ et al., 2009 ndo publicado
Sparus aurata PICCINETTI et al., 2010
Oreochromis niloticus CARPIO et al., 2006
Carassius auratus MARTINEZ'ALVAREZ €
VOLKOFF 2007 ndo publicado
Danio rerio ZHONG et al., 2012
CGRP Salmo salar LEONG et al., 2010

Oncorhynchus mykiss

JANSZ ¢ ZANDBERG 1992

Oncorhynchus gorbuscha

JANSZ et al., 1996

*Dados disponibilizados em www.ncbi.nlm.nih.gov
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Nas Tabelas 3, 4, 5 ¢ 6 apresentam-se os resultados obtidos na analise
BLAST de homologia entre a sequéncia utilizada para o desenvolvimento dos
anticorpos ¢ diferentes sequéncias aminoacidicas disponiveis na base de

proteinas do NCBI para cada peptideo, em varias espécies de peixes.

Tabela 3. Resultado da analise BLAST de similaridade entre a
sequéncia utilizada para desenvolver o anticorpo anti-GAS e sequéncia de

aminoécidos da GAS em algumas espécies de peixes

Sequéncia para anticorpo anti-GAS

Espécie
Escore Valor E  Identidades (%) Positivos (%)
Homo sapiens 82,5 5¢ 100 100
Diplodus sargus 18 0.002 80 80
Paralichthys olivaceus 16,9 0.030 80 100
Squalus acanthias 23,1 4™ 100 100
Tetraodon nigroviridis 18 0.002 80 80

Tabela 4. Resultado da analise BLAST de similaridade entre a
sequéncia utilizada para desenvolver o anticorpo anti-CCK-8 e sequéncia de

aminoécidos da CCK, em algumas espécies de peixes

Sequéncia para anticorpo anti-CCK-8

Espécie
Escore Valor E Identidades (%) Positivos (%)
Carassius auratus 31,2 48 88 100
Danio rerio 30,3 7" 88 88
Salmo salar 26,9 1e™ 88 88
Oncorhynchus mykiss 31,2 4e™ 88 100

Oreochromis niloticus 31,2 4™ 88 100
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Tabela 5. Resultado da analise BLAST de similaridade entre a
sequéncia utilizada para desenvolver o anticorpo anti-NPY e sequéncia de

aminoacidos do NPY, em algumas espécies de peixes

Sequéncia para anticorpo anti-NPY

Espécie
Escore Valor E Identidades (%) Positivos (%)
Sus scrofa 72,8 le™ 97 97
Carassius auratus 70,1 le? 86 94
Cyprinus carpio 72,0 3™ 89 97
Danio rerio 72,4 2¢% 89 97
Ictalurus punctatus 68,9 4¢” 83 94
Salmo salar 69,3 3¢ 86 94
Sparus aurata 18,5 3™ 88 100
Oreochromis niloticus 70,1 2¢* 86 94

Tabela 6. Resultado da analise BLAST de similaridade entre a
sequéncia utilizada para desenvolver o anticorpo anti-CGRP e sequéncia de

aminoécidos da CGRP, em algumas espécies de peixes

Sequéncia para anticorpo anti-CGRP

Espécie i _
Escore Valor E Identidades (%) Positivos (%)
Mus musculus 76,6 le™ 92 97
Carassius auratus 61,6 1e™ 76 84
Danio rerio 62,4 3¢ 76 84
Salmo salar 63,5 le™ 78 86
Oncorhynchus sp. 59,7 4e” 73 86

Oncorhynchus gorbuscha 61,2 9e ™ 76 86




