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“Nada em biologia faz sentido exceto a luz da evolugao”
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RESUMO

O estudo morfologico da lingua ¢ uma ferramenta interessante na compreensao dos processos
evolutivos associados aos habitos alimentares. H4 escassez de informagdes morfoldgicas
sobre a lingua do peixe-boi-marinho das Antilhas (7richechus manatus manatus). Assim, o
objetivo deste estudo foi descrever a morfologia da lingua de 7. m. manatus para estabelecer
um modelo padrdo para a espécie, e entender a relagdo morfologica com a dieta herbivora.
Foram realizadas analises de dissecagdo macroscopica, microscopia de luz e microscopia
eletronica de varredura de sete linguas. A lingua apresentou-se como um 6rgao musculoso e
robusto, dividido em apice, corpo e raiz. Firmemente aderia ao assoalho da cavidade oral. As
papilas linguais estavam distribuidas sobre toda a superficie do 6rgdo, identificadas como
papilas filiformes, concentradas na regido do &pice, papilas fungiformes encontradas nas
regides do apice e lateral da lingua, papilas foliaceas localizadas na por¢ao dorsolateral da raiz
da lingua. A mucosa revestida por epitélio escamoso estratificado queratinizado, presenca de
glandulas do tipo tubuloacinares compostas, além de botdes gustativas nas papilas folidceas.
Esta disposicao das papilas gustativas estd intimamente relacionada a adaptagdes para a dieta
herbivora, pois irdo apresentar as papilas mecanicas no apice e papilas com percepcao
quimica pelos botdes gustativos na por¢ao de raiz, com presenga de glandulas por toda a
lingua, possuindo pouca ou quase nenhuma percep¢do quimica. Em conclusdo, a lingua do
peixe-boi-marinho das Antilhas foi semelhante as outras espécies da ordem Sirenia, os quais

compartilham de uma dieta principalmente herbivora.

Palavras-chave: Papilas, Sirenia, histologia, microscopia.



ABSTRACT

The morphological study of the tongue is an interesting tool for understanding the
evolutionary processes associated with eating habits. There is scarcity of morphological
information about the tongue of theAntillian manatee (7richechus manatus manatus). Thus,
the aim of this study was to describe the morphology of the language of7. m. manatus to
establish a standard model for the speciesand understand the morphological relationship with
the herbivore diet. Macroscopic dissection, light microscopy and scanning electron
microscopy analyzes of seven languages were performed. The tongue was presented as a
muscular and robust organ, divided into apex, body and root. Firmly adhered to the floor of
the oral cavity. The lingual papillae were distributed over the entire surface of the organ,
identified as filiform papillae, concentrated in the apex region, fungiform papillae found in the
apex and lateral regions of the tongue, foliaceous papillae located in the dorsolateral portion
of the tongue root. The mucosa is lined by keratinized stratified squamous epithelium,
presence of compound tubuloacinar glands, in addition to taste buds in the foliaceous papillae.
This disposition of the taste buds is closely related to adaptations for the herbivorous diet, as
they will present the mechanical taste buds at the apex and taste buds taste buds in the root
portion, with the presence of glands throughout the tongue, having little or no chemical
perception. In conclusion, the tongue of the Antillean manatee was similar to other species of

the order Sirenia, which share a mainly herbivorous diet.

Keywords: Papillae, Sirenia, histology, microscopy.
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1 INTRODUCAO

O peixe-boi-marinho Trichechus manatus manatus (Linneus, 1758), ¢ um mamifero
marinho, eurialino, de ocorréncia na costa do nordeste e norte brasileiro, ou seja, habitando
areas da costa marinha tropicais e subtropicais. Possui habitos alimentares herbivoros nao
ruminantes (HARTMAN, 1979; LUNA, 2011).

A distribuicdo do peixe-boi-marinho ¢ limitada a uma por¢ao da costa oeste do
Oceano Atlantico, com registros de duas subespécies, o peixe-boi-marinho da Flérida
(Trichechus manatus latirostris) na América do Norte e o peixe-boi-marinho das Antilhas
(Trichechus manatus manatus) existente em todo o Centro ¢ Sul América (DOMNING;
HAYEK, 1986). O cendrio atual de conservacdo, aliado as suas caracteristicas bioldgicas,
desperta preocupagdo com o futuro da subespécie 7. m. manatus no Brasil (BALENSIEFER
et al., 2017). Atualmente o 7. m. manatus esta classificado com “Em perigo” de extingdo pelo
Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameagada de Extingdo (LUNA et al, 2022) e
“vulneravel” pela Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN, 2018).

Nos vertebrados, a cavidade orofaringea desempenha papel importante em uma
variedade de fun¢des, incluindo a alimentagdo (DRUZISKY; BRAINERD, 2001). A deteccao
de textura e sabor dos alimentos também sao funcdes de elevada relevancia na defini¢ao dos
habitos alimentares dos animais de diferentes grupos taxonéomicos (SHARABY et al., 2014).
Neste contexto, estudos sobre a morfofisiologia da lingua tem se tornado uma ferramenta
interessante para o entendimento da evolucdo dos hébitos alimentares (OLIVEIRA et al.,
2022).

Os orgdos dos sentidos dos peixes-boi-marinho possuem adaptagdes para o ambiente
aquatico, proporcionando a sobrevivéncia da espécie (THEWISSEN, 2011). Estudos apontam
o olfato ndo estd intimamente relacionada com o paladar, mas esta relacionada com a
reprodugdo desses animais. Onde por meio do olfato, os machos conseguem detectar fémeas
em periodo fértil. O sentido do tato estd intimamente relacionado com a alimentacdo e
gustacdo, onde ajuda na identificacdio e apreensdo de itens alimentares (BARBOZA;
LARKIN; 2020a).

Se alimentam de uma ampla variedade de plantas aquaticas e semiaquaticas, sendo o
de maior predilecao o capim marinho (Halodulewrightii). Também foi constatado a ingestao
de invertebrados associados a vegetacdo, e consumo eventual de peixes (POWELL, 1978;
HARTMAN, 1979).Por ser um animal de héabitos alimentares herbivoros, peixe-boi-marinho

contribui para a manuten¢do do ambiente costeiro, ja que com as fezes ricas em nutrientes que



fertilizam e favorecem o crescimento da vegetacdo, deixando o ecossistema mais estavel e
produtivos (RODRIGES, 2018).

Assim, considerando a importancia que a lingua representa para a adaptagdo a dieta,
além da escassez de dados sobre a morfologia da lingua do 7. m. manatus, e sabendo que esta
espécie ¢ um dos mamiferos marinhos mais ameacados em termos de extingdo no Brasil,
objetivou-se descrever a morfologia da lingua do 7. m. manatus e definir o modelo padrao

para a espécie.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Sirénios

Os mamiferos aquaticos sdo animais que vivem toda ou grande parte da vida dentro da
agua, porém por possuirem respiragdo pulmonar necessitam ir a superficie para respirar
(MOORE, 2008). Além disso, por serem mamiferos, as maes t€ém um periodo de gestagao que
varia conforme a espécie e posteriormente apresentam cuidados parentais para a amamentagao
de seus filhotes (WERTH, 2000). Dentre os mamiferos aquaticos tem os que podem passar
parte do tempo de vida fora da agua, como os pinipedes e os mustelideos e outros que
dependem exclusivamente do ambiente aquatico como os cetaceos e sirenios.

Por evoluirem de mamiferos terrestres ha mais de 60 milhdes de anos, os peixes-bois,
pertencem a ordem sirenia € tém como espécies mais proximas a familia Proboscidea, os
elefantes, e Hyracoidea, os hyraxes (BOSSART, 2001). A ordem Sirenia ¢ um grupo
monofilético que taxonomicamente apresenta duas familias, a Trichechidae representada
pelos peixes-boi, € a Dugongidae, representada por uma unica espécie, o dugongo.
Anatomicamente semelhantes, as familias se diferem pela nadadeira caudal bifurcada

(HARTMAN, 1979, ROSAS; PIMENTEL, 2001) (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma exemplificando a ordem sirenia e as duas familias que a representam.
Em destaque as duas espécies de ocorréncia em aguas brasileiras. Fonte: Fernanda Attademo

(2022).

Os sirenios possuem duas familias representadas por quatro espécies viventes € uma
extinta (HARTAMAN, 1979). A familia Dugongidae, possui duas espécies, o dugongo,
Dugongdugon Muller, 1776, e a espécie ja extinta Hydrodamalis gigas Zimmerman, 1780,
conhecida como Vaca Marinha de Steller, esta mais conhecida por viver em mares do circulo
artico. A familia Trichechidae ¢ representada por trés espécies. O Trichechussenegalensis,
também conhecido como peixe-boi africano, que dentre os demais representantes da familia ¢
a aquela com menor grau de informagdes. Ja o Trichechusinunguis, conhecido como peixe-
boi da Amazonia, ocorre na bacia amazonica, € se caracteriza por apresentar a pele escura
com uma mancha branca no ventre, sem presenca de unhas nas nadadeiras peitorais (MARSH
et al., 1986, ROSAS, 1994). O Trichechus manatus, por sua vez, distribui-se da América do
Sul a América do Norte. Ao longo da costa do nordeste e norte do Brasil, Guianas, América
Central, Caribe e Cuba pode ser considerada a area de ocorréncia da espécie Trichechus
manatus manatus. Ja a costa do estado da Florida, nos Estados Unidos, corresponde a area de

ocorréncia da espécie Trichehus manatus latirostris (COSTA, 2006) (Figura 2).
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Figura 2. Exemplos das espécies da Ordem Sirenia. Fonte: Adaptado de Pierter Arend
Folkens por Lucas Inécio (2022).

Por base de registro fosseis, sabe-se que as duas familias da Ordem Sirenia tém suas
origens no Atlantico, no qual seus espécimes mais antigos foram identificados no Caribe
(VAN METER; WEIGERT, 1989). O primeiro exemplar da ordem Sirenia com morfologia
capaz de suportar o peso de sua caixa tordcica foi a espécie Pezosirenportelli, onde ja
apresentava paquiostose e osteosclerose, como também a pélvis estreita e alongada como a de
mamiferos terrestres primitivos, mas ja apresentava adaptacdes para vida aquatica como
aberturas nasais retrateis, torax com costelas numerosas e pesadas (DOMNING, 2001).

Os sirénios sdo mamiferos aquaticos de habitos alimentares preferencialmente
herbivoros, habitam ambientes tanto oceanicos costeiros rasos, quanto rios e estuarios, os que
os tornam animais eurialinos. (HARMAN, 1979). A ordem ainda possui diversas adaptagdes
que a distingue dos demais mamiferos marinhos, como a pouca pelagem, necessidade de
consumir agua doce, nadadeira caudal de formato arredondado, além disso, ndo compartilham
da mesma origem filogenética das ordens cetdcea, pinipede, mustelidae e ursidae

(REYNOLDS; ODELL, 1991).

2.2 Peixe-boi-marinho Trichechus manatus manatus

2.2.1 Caracteristicas gerais

Os peixes-bois-marinho sdo animais geralmente solitarios, mas que no periodo
reprodutivo podem estar em grupos de dois OU mais animais, além do que, durante o periodo
de cuidados parentais, made e filhote permanecem juntos por cerca de dois anos e algumas
ainda podem estar acompanhadas com filhotes de uma gestagcdo anterior (HARTMAN, 1979;
RAYNOLDS; POWELL, 2002;).

Os individuos possuem um corpo de formato fusiforme, quase desprovido de pelos,
com duas nadadeiras peitorais, com presenca de unhas em suas extremidades, a nadadeira
caudal apresenta o formato oval ou de remo, quando adulto pode chegar a medir 4,5m e pesar
500kg, tendo filhotes com meédia de 32kg e 124cm de comprimento (HARTMAN, 1979;
REYNOLDS; ODELL, 1991). Esses animais possuem uma pele da coloragdo que varia do

cinza escuro ao marrom, com a textura aspera, espessa € com presenga de pelos esparsamente



distribuidos, esses possuem a funcdo sensorial, sendo sensiveis a mudangas de correntes e
vibragdes e pressdo da agua (HARTMAN, 1979)

As nadadeiras dos peixes-bois-marinhos possuem o formato de remo, possuem unhas
nas extremidades, assim como também permaneceram com as articulagdes falangianas,
carpianas, radioulnares e umerais moveis, o que possibilita uma maior mobilidade dos
membros, o que facilita a locomog¢ao, apreensdo e direcionamento do alimento para a boca
(HARTMAN, 1979).

O peixe-boi-marinho possui uma cabega pequena, sem o pescogo com delimitagdes,
que possui seis vertebra, o que difere de outros mamiferos, que possuem sete vertebras nessa
regido. Os olhos s3o pequenos, profundos, ausentes de palpebras e localizados lateralmente,
possuindo uma membrana nictetante, que recobre o globo ocular da regido anterior para
posterior (HARTMAN, 1979). O ouvido externo ¢ ausente, observando-se apenas um
pequeno orificio de forma circular, adaptado para detectar infrassom. O rostro dos 7. m.
manatus se projeta anteriormente e possui uma dobra para baixo, onde forma labios carnudos,
no apice dessa regido encontram-se as narinas com forma de meia lua, encontram-se na regiao
superior do focinho, que tem a capacidade de projetar-se anteriormente e sdo providas de
valvulas musculares, que permitem que se abram e se fechem (MARSHALL et al., 2003).

O rostro dos peixes-boi foi descrito por Marshall et al. (2003), onde podemos dividi-lo
em cinco regides faciais, sendo elas denominadas a disco oral, supradisco, queixo, areas de
cerda periorais superior e inferior. O labio superior dos 7. m. manatus tem fungdo preénsil,
podem ser divididos em dois lobos, onde podem movimentar-se de maneira independente,

atuando na apreensao de alimento (MARSHALL et al., 2003).

2.2.2 Dieta

O aparelho digestorio dos peixes-boi ¢ comprido e especializado para a dieta
herbivora, tendo a maior parte da digestio dos alimentos na por¢ao final do seu trato
gastrointestinal, onde ocorre a quebra de celulose por partes de microrganismos concentrados
em sua maior parte na regido de ceco. Sabe-se que esses animais conseguem assimilar de 45 a
80% da sua digesta, devido a seu transito intestinal ser lento, ¢ consomem cerca de 8 a 13%
do seu peso vivo diariamente (BEST, 1981; BURN, 1986; REYNOLDS; ODELL, 1991).

Alimentacdo desses animais varia e acordo com a disponibilidade dos itens no
ambiente, sendo o de predilecdo as angiospermas marinhas, como o capim agulha (Halodule

Wright, Ascherson, 1868) (LIMA, 1997), sabendo que essas plantas possuem taxas elevadas



de proteinas e niveis médios de nitrogénio maiores que plantas terrestres (THAYER et al.,
1984). Também foi observado o consumo incidental de invertebrados associados a vegetagao
e sedimento, assim como também por apetite depravado de itens como peixes (POWELL,

1978; HARTMAN, 1979).

2.3 Cavidade oral

A cavidade oral dos peixes-boi-marinho possui duas estruturas ovaladas, semelhante
ao pulvino dentario dos mamiferos terrestres, sem a presenga de dentes incisivos, apenas pré-
molares e molares localizados na por¢ao posterior da boca, € sdo continuamente repostos por
novos da por¢do posterior para anterior 2 medida que sdo desgastados (Figura 3) (ROSAS;

PIMENTEL, 2001; MARSHALL, 2003).
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Figura 3. Desenho esquematico da cavidade oral do peixe-boi-marinho (7richechus manatus
manatus) as setas indicam estruturas semelhantes ao pulvino dentério e (*) indica a lingua no

fundo da cavidade oral. Fonte: Lucas Inacio (2022).



2.4 Lingua

A lingua ¢ uma estrutura muscular e movel, que evolutivamente teve sua origem em
algumas espécies de peixes mandibulados e anfibios. Ja ¢ presente em todos os tetrapodes, se
adaptando para diversos ambientes e dietas (IWASAKI, 2002). Mamiferos em geral possuem
a lingua retangular, fixa no osso hioide, sendo uma estrutura que para diversas ordens, exeto
os odontocetos, a capacidade de percep¢ao quimica dos sabores. Se desenvolvendo como uma
estrutura de epitélio queratinizado com a presenca de um ou mais tipos de papilas, sendo
divididas em mecanicas e gustativas (DORAN, 1975)

A lingua dos peixes-bois da Florida (7richechus manatus latirostris) localiza-se no
assoalho da boca, na regido caudal da cabega, e apresenta apenas o dpice livre e movel, o que
impossibilita o animal a realizar protusao da mesma. Nela podem ser observadas papilas
gustativas distribuidas sobre a sua superficie dorsal, classificadas como papilas filiformes,
fungiformes e folidceas (YAMASAKI, 1981; LEVIN, 2002).

A superficie dorsal da lingua dos peixes-boi da Florida ¢ composta por tecido epitelial
pavimentoso estratificado  queratinizado. As papilas fungiformes concentram-se
principalmente na superficie dorsal do corpo da lingua. Ja as filiformes sdo espagadas e
dispdem-se em direcdo a ponta da lingua. As papilas foliares por sua vez, concentram-se
lateral e dorsalmente a raiz do o6rgao (BARBOZA; LARKIN, 2020b; LEVIN; PFEIFFER,
2002).

As papilas gustativas mais abundantes sdo as papilas foliares, localizada na regido
lateral e posterior da lingua, assim como também pode-se encontrar na regido do palato mole
e na regido da epiglote, na juncdo da nasofaringe e orofaringe, acima da lingua, embora seja
mais raro de acontecer (LEVIN; PFEIFFER, 2002; BARBOZA; LARKIN, 2020). O que
difere das outras espécies de mamiferos aquaticos, que sdo em sua maioria carnivoros, € tem
as papilas filiformes e foliares mais, algumas espécies ainda podem apresentar a lingua com
auséncia de papilas (PFEIFFER, 2001; KOWALEWSKU et al., 2005)

Estudos apontam que as amigdalas sdo ausentes nesses animais e as glandulas
salivares presentes sdo: pardtida, submandibular e sublingual. Esses animais ainda possuem
glandulas serosas associadas a pogos laterais, que funcionam como deposito de enzimas
capazes de converter os polissacarideos dos alimentos em moléculas menores. Essas

glandulas salivares auxiliam a mastigacao (LEVIN, 2002; RODRIGUES, 2018).



3 JUSTIFICATIVA

Estudos morfolégicos da lingua dos mamiferos marinhos fornecem informagdes
basicas e muito importantes para a biologia das espécies, principalmente aquelas ameagadas
de extingdo, tais estudos podem elucidar os mecanismos de digestdo iniciais ainda na
cavidade oral e entender o comportamento alimentar desses animais em vida livre. Nesse
sentido, existe uma grande lacuna sobre a morfologia da lingua do peixe-boi-marinho das
Antilhas, pois os estudos realizados nos sirénios sao voltados principalmente a subespécie
Trichechusmanatus latirostris. No entanto, ainda faltam informagdes sobre a morfologia da
lingua da subespécie Trichechus manatus manatus, o que ¢ importante do ponto de vista da
conservagdo, podendo esclarecer caracteristicas morfofuncionais desse 6rgdo que estejam

diretamente relacionadas a sua dieta.



4 HIPOTESES CIENTIFICAS

As caracteristicas morfoldgicas macro e microscopica da lingua do peixe-boi-marinho

(Trichechus manatus manatus) esta diretamente relacionado ao habito alimentar;



5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Descrever a morfologia da lingua do peixe-boi-marinho Trichechus manatus manatus

como 0rgao sensitivo relacionado a dieta herbivora.

5.2 Objetivos Especificos

a) Descrever macroscopicamente as estruturas da lingua do peixe-boi marinho;

b) Caracterizar com base na microscopia eletronica de varredura as estruturas da lingua do
peixe-boi-marinho; e

c) Caracterizar com base na microscopia de luz as estruturas da lingua do peixe-boi-

marinhopara a compreensao da fisiologia da gustacdo desta espécie.



6 METODOLOGIA

6.1 Animais

Foram analisadas sete linguas de peixe-boi-marinho (7richechus manatus manatus)
diferentes faixas etarias, obtidas pelo Projeto Cetaceos da Costa Branca (Autorizacao
IBAMA n° 02022.000050/2013 e SISBIO n° 13694-8) vinculado a Universidade do Estado do
Rio Grande do Norte — PCCB/UERN e pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade/Centro Nacional de Pesquisa e Conservagdo de Mamiferos Aquaticos —
ICMBio/CMA em Pernambuco, tanto de animais que vieram a oObito durante o periodo de
estudo quanto do acervo de amostra das referidas institui¢des. Foram utilizadas apenas as
amostras de animais com codigo de decomposi¢do até 3. Foram realizadas analises

morfolégicas da lingua dos animais e iniciadas as andlises macroscopicas.

Tabela 1. Animais utilizados no estudo.

Faixa Local de Local de

Animais Registro Sexo etaria Origem obito Instituicao
Arati 01S0111/299 Macho Adulto Ceara Cativeiro CMA
Guara 01S0111/328 Macho Filhote Maranhdo  Cativeiro CMA

Natal* 01S0111/327  Macho Adulte | Rio Grande | Ambient CMA
do Norte e natural

. 01-OUT 2019 — . Rio Grande .
Assis ABPM Macho Filhote do Norte Cativeiro PCCB/UERN
Tabating O01-FEV2019 — . Rio Grande .
a PCCB Macho Filhote do Norte Cativeiro PCCB/UERN
Maya  01S0111/200  Fémea Adulte  RioGrande o CMA
do Norte
. . Ambient
Flori 01S112/352 Fémea Neonato Alagoas CMA
e natural

*O peixe-boi Natal, apesar de ter ido a dbito durante o periodo que estava na instituigao, foi
considerado como de vida livre, pois o animal encalhou ja adulto e debilitado, vindo a dbito
logo ap0s o resgate, sem ter recebido alimentos fornecidos aos animais que ficam em
cativeiro.



6.2 Analise Macroscopica

A descricao macroscopica das estruturas da lingua do peixe-boi-marinho foi realizada
no Laboratério de Monitoramento de Biota Marinha da UERN durante exames necroscopicos
de rotina em animais que vieram a Obito como consequéncia de encalhes, entre outros,
durante o periodo de estudo.

Na analise das pecas macroscopicas a lingua foi dividida em porgdes para serem
analisadas, foram essas: apice, corpo e raiz da lingua (Figura 4). Dentro dessa divisao foram

fotografas e estudas quais estruturas apareciam em cada porc¢ao delimitada.

APICE

Figura 4. [lustracdo anatdmica da lingua de um peixe-boi-marinho demonstrando as divisdes

para realizacdo da metodologia. Fonte: Lucas Inacio (2022).

As estruturas foram analisadas e descritas “in situ” e “ex situ” obtendo dados
biométricos, forma anatomica e coloracdo dos orgdos. A documentagdo fotografica foi
realizada por meio de camera digital Nikon modelo DSLR D3200 24,2 Megapixels e os
resultados serdo descritos com base na nomenclatura preconizada pelo Internacional
CommiteeonVeterinary Gross Anatomical Nomenclature (2021) e comparados com a

literatura referente a estudos com sirénios e outros mamiferos aquaticos. ]

6.3 Microscopia de Luz



Para andlises com microscopia de luz foram usadas técnicas histoldgicas preconizadas por
Tolosa et al (2003). As amostras foram fixadas primariamente em solu¢do aquosa de formaldeido a
10%. Para preparacdo das laminas histologicas, as amostras foram desidratas em série de alcoois
70%, 90% e 100% (Uma hora cada), diafanizadas em trés banhos com xilol (Uma hora cada) e
impregnadas com parafina histolégica em dois banhos. Para a confeccdo das laminas, cortes de Spm
de espessura da lingua foram obtidos em micrétomo (LEICA RM 2125 RT®), aderidos as laminas de
vidro e deixados em estufa a 60°C “overnight”, para posterior procedimentos de coloracdo com
Hematoxilina e Eosina (HE), Tricromico de Gomori (TG) e para técnica de histoquimica.
Posteriormente, as laminas foram analisadas em microscopio de luz (LEICA DM 500 HD) com

camera acoplada (LEICA ICC50W) e obtidas imagens por meio do programa LAS EZ Ink.

6.4 Histoquimicas

Os cortes de Sum da lingua foram submetidos as reagdes histoquimicas utilizando a
combinagio dos corantes Acido Periddico de Schiff (PAS) associado com azul de Alcian (pH 2,5) para
marcar mucinas neutras e acidas, respectivamente (Behmer et al., 1976). As caracterizagdes
histoquimicas do padrdo mucinal foram baseadas nos componentes organicos das secrecdes das

unidades secretoras, com reacdes histoquimicas classificadas como negativas ou positivas.

6.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Para a analise foram coletadas amostras da lingua e fixadas em glutaraldeido a 2,5%
tamponado com fosfato de sodio 0,1 molar em pH 7,4 a 4°C. Em seguida, foram lavadas trés vezes em
tampio fosfato de sodio 0,IM e pH 7,4 durante 10 minutos, pés-fixadas em Tetroxido de Osmio2%
tamponado com Fosfato de Sodio 0,1M e pH 7,4, por 1h e 20 min. Posteriormente, as amostras foram
tratadas com HCl 20% em estufa a 60 °C por 20 min e em seguida foram realizadas trés lavagens em
tampao e duas com agua destilada para remover o muco da superficie, e na sequéncia foi desidratado
em séries crescentes de alcool 15%, 25%, 30%, 50%, 70%, 90% (uma vez de 5 min em cada
concentracdo) e 100% (trés vezes de 10 min cada). O material foi seco em aparelho de ponto critico
(Quorum K 850) utilizando gas carbonico (CO»), montado em suporte do ponto de amostra “Stub”
(PELCO Tabs™, Ted Pella, Inc., Redding, CA, USA) para metalizagdo com ouro por “sputtring”
(Q150R ES, Quorum Technologies Ltd., Laughton, East Sussex, UK). As imagens foram capturadas
com um detector de elétrons secundario em MEV (TESCAN VEJA 3 LMU, Tescan, CzechRepublic),

operando com um feixe de elétrons de 10kV.
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Abstract
Morphological study of the tongue is an interesting tool for understanding evolutionary

processes associated with feeding habits. Therefore, the aim of the present study was to
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describe the tongue morphology of the Antillean manatee to establish a standard model for the
species and understand potential morphological relationships with its herbivorous diet.
Macroscopic dissections, light and scanning electron microscopy analyses of seven manatee
tongues were performed. The tongue in Antillean manatees is a muscular and robust organ,
divided into apex, body and root. It is firmly adhered to the floor of the oral cavity. Lingual
papillae are distributed over the entire tongue surface. They were identified as filiform
papillae concentrated in the apex. Fungiform papillae were present on the apex and lateral
regions. Foliate papillac were located on the dorsolateral portion of the root. Lentiform
papillaec were located across the dorsal tongue surface. The mucosa is lined by a keratinized
stratified squamous epithelium presenting compound tubuloacinar glands and taste buds in the
foliate papillae. The tongue of the Antillean manatee is similar to other Sirenia species, both

of which share a completely herbivorous diet.

Keywords: histochemistry, histology, morphophysiology, papillae, Sirenia, scanning electron

microscopy.
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Introduction

Sirenians are the only extant herbivorous aquatic mammals, which makes them
evolutionarily different from other mammals. This taxonomic group is represented by only
four living species, the West Indian manatee (Trichechus manatus), Amazonian manatee
(Trichechus inunguis), African manatee (Trichechus senegalensis) and dugong (Dugong
dugon) (Hartman, 1979). A fifth representative of the group, the Steller’s Sea cow
(Hydrodamalis gigas) became extinct in the mid-18th century (Anderson, 1995; Forsten &
Youngman, 1982).

The current West Indian manatee distribution is limited to a portion of the West coast
of the Atlantic Ocean, with records of two subspecies, the Florida manatee (Trichechus
manatus latirostris) in North America and the Antillean manatee (Trichechus manatus
manatus) found throughout Central and South America (Domning& Hayek, 1986). T. m.
manatus subspecies in Brazil is currently classified as "Endangered" by the Red Book of
Brazilian Fauna Threatened with Extinction (Luna et al., 2018) and as "Vulnerable" by the

International Union for Conservation of Nature (Deutsch et al., 2008). The current



conservation scenario combined with the species biological characteristics, raises concern
about the future of the T. m. manatus subspecies in Brazil (Balensiefer et al., 2017;
Nascimento et al., 2022).

In vertebrates, the oropharyngeal cavity plays an important role in a variety of
functions, including feeding processes (Druzisky& Brainerd, 2001). Food texture and flavor
detection are also highly relevant in defining the feeding habits of animals from different
taxonomic groups (Sharaby et al., 2014). In this context, morphophysiological tongue studies
have become an interesting tool in understanding the evolution of different feeding habits
(Oliveira et al., 2022).

The morphological structure of the tongue, especially the dorsal surface, has been
studied in many land mammals (Ciena et al., 2013; Santos et al., 2015; Barbosa et al., 2020;
Tomiate et al., 2022). However, few morphology studies have been published on the tongue
of marine mammals, with pioneering work observed for cetaceans (Werth, 2004; Guimaraes
et al., 2011), pinnipeds (Yoshimura et al., 2002; Erdogan et al., 2015) and sirenians
(Yamasaki et al., 1980; Levin & Pfeiffer, 2002; Barboza & Larkin, 2020). Studies on
sirenians, however have mainly focused on the T. m. latirostris subspecies, and data is still
lacking on the tongue morphology of the T. m. manatus subspecies, which is important from
the conservation and morphological aspect.

Thus, considering the importance of the tongue in dietary adaptations, the scarcity of
tongue morphology data for T. m. manatus, and the fact that this species is one of the most
endangered marine mammals in Brazil, the aim of the present study was to describe the
tongue morphology of T. m. manatus and obtain some basic morphological data on this
species which will be relevant in further understanding of food habits and in pathological

conditions of the oral cavity.

Material and Methods

Animals

Seven manatee tongues (T. m. manatus) obtained by the Costa Branca Cetaceans
Project (IBAMA Authorization n° 02022.000050/2013 and SISBIO n° 13694-8) associated to
the Rio Grande do Norte State University (PCCB/UERN) and by the Chico Mendes Institute
for Biodiversity Conservation/National Center for Research and Conservation of Aquatic
Mammals (ICMBio/CMA) in the state of Pernambuco, Brazil, were analyzed. The tongues

belonged to animals that died during the study period and from the sample collections of the



aforementioned institutions. The analyses were carried out at the Applied Animal
Morphophysiology Laboratory (LABMORFA/UFERSA), where they were processed for

scanning electron microscopy and light microscopy assessments.

Macroscopic Analyses

Macroscopic manatee tongue structure descriptions were performed during routine
necroscopic examinations of animals that died as a result of strandings, among others, during
the study period. The structures were analyzed and described both “in situ” and “ex situ”,
obtaining data on tongue shape and topographic relationships. Photographic documentation
was obtained, and tongue fragments were collected for microscopic processing. The results
were described based on the International Commitee on Veterinary Gross Anatomical
Nomenclature (2017) and compared with literature assessments on sirenians and other aquatic

mammals.

Light Microscopy Analyses

The histological techniques recommended by Tolosa et al. (2003) were used for light
microscopy sample preparation. Five pm-thick tongue slices were obtained using a LEICA
RM 2125 RT® microtome, adhered to glass slides and maintained overnight in an oven at
60°C, for subsequent Hematoxylin and Eosin and Gomori Trichrome staining procedures and
histochemical assessments. The slides were then analyzed under a LEICA DM 500 HD light
microscope with a coupled LEICA ICC50W camera and images were obtained using the LAS
EZ Ink software.

Histochemistry Analyses
The 5 pm tongue slices were submitted to histochemical reactions using a combination
of the Periodic Acid Schiff (PAS) and Alcian blue (pH 2.5) to identify neutral and acidic

mucins, respectively (Behmer et al., 1976).

Scanning Electron Microscopy (SEM) analyses

Tongue samples were collected and fixed in 2.5% glutaraldehyde buffered in 0.1 mol
L-1 sodium phosphate pH 7.4 at 4°C, followed by washes of about three times in 0.1 mol L-1
sodium phosphate buffer pH 7.4 for 10 minutes and post-fixing in 2% Osmium Tetroxide
buffered with 0.1 mol L-1 sodium phosphate buffer pH 7.4, for 1:20 h min. The samples were
subsequently treated with 20% HCI in an oven at 60 °C for 20 min, followed by three buffer



washes and two distilled water washes to remove surface mucus and, finally, dehydration in
an increasing alcohol series at 15%, 25%, 30%, 50%, 70% and 90%, once for 5 min at each
concentration, and 100%, three times for 10 min each. The samples were then dried by critical
point Quorum K 850 apparatus using carbon dioxide mounted on a “stub” sample point
support (PELCO TabsTM, Ted Pella, Inc., Redding, CA, USA) for gold metallization by
sputtering (Q150R ES, Quorum Technologies Ltd., Laughton, East Sussex, UK). Images were
captured with a secondary electron detector (TESCAN VEJA 3 LMU, Tescan, Czech
Republic) operating with a 10kV electron beam.

Results

Macroscopic Description

T. m. manatus tongues was muscular and robust, it is divided into apex, body and root.
The tongue in this species was relatively small compared to the body size. It was firmly
adhered to the floor of the oral cavity, with no lateral mobility, as it is limited by the
mandibular bones. The apex was free, short, rounded, lacking the lingual frenulum and
possessed numerous hair-like filiform papillae. In addition, the middle part of the tongue body
dorsum was significantly convex both longitudinally and transversely in the dorsal direction,
lacking the median sulcus. Fungiform papillae are located on the lateral tongue surfaces.
Multifossulated openings were present on each dorsolateral margin at the and was represented
by foliate papillae. The base of the tongue was firmly attached to the hyoid bone (Fig. 1).

A fat deposit (sublingual fat) was located in the lower tongue, more evident in

manatee calves, and was more was interposed amongst lingual muscles (Fig. 1).

Microscopic Description

The tongue surface mucosa was made up of stratified and keratinized squamous
epithelia. The mucosal epithelium presented four layers (basal, deep intermediate, shallow
intermediate and keratinized). Cells were almost spherical in the basal and deep intermediate
layers, with spherical and large nuclei. The shallow intermediate layer was composed of only
a few layers of cells, which were flatter, and their rapid transition formed the most superficial
keratinized layer (Fig. 2A).

The lamina propria of the tongue was formed by dense and irregular connective tissue

containing blood vessels and nerve fibers interspersed with muscle tissue. The muscle layer



was composed of striated muscle tissue, with transverse, longitudinal and oblique bundles,
and adipocytes were interspersed among the muscle bundles.

The lingual papillae were widely distributed over the entire tongue surface, with
filiform papillae concentrated in the apex region. Fungiform papillaec were located both on the
apex and lateral tongue regions, while foliate papillae located on the dorsolateral portion of
the tongue root. Lentiform papillae were located along the dorsal surface of the middle and
posterior third of the tongue (Figs. 2, 3).

The tongue apex contained abundant filiform papillae, of about 1-3 mm high, formed
by keratin, with a wider base and pointed apex. The number of papillae was higher at the free
end, gradually disappearing caudally. These papillae lack taste buds (Figs. 2A, 3A, 3B).

Tongue fungiform papillae presented a thin keratin layer in the which was absent in
other papillae, ranging from 1 to 3 mm in diameter and less than 1 mm in height. Thirty to 34
papillae, on average, were observed on each side of the tongue, with a thicker epithelium
presenting ridges and projections without taste buds (Figs. 2C, 3C, 4C).

Foliate papillae presented a relatively thick epithelium covered by a layer of thin
keratin, with the pits opened towards the interior of the papilla, similar to grooves, where the
taste buds are located. These opened to the lumen through small openings, called taste pores.
Taste buds are oval and internally formed by support, sensorial and basal cells (Figs. 2D, 3D,
5).

Lentiform papillae are highly keratinized projections shaped like lenses or flattened
spheres. These papillae do not have taste buds (Figs. 2B, 3B).

Multiple lingual salivary glands of the compound tubuloacinar type presented a
mucous nature are predominantly distributed throughout the tongue and body and root lamina
propria, while glands of a serous nature were limited in the foliate papillae region (Fig. 6).
Lingual salivary gland ducts opened into foliate papillae crypts (Fig. 5B). Both mucous and
serous glands secretions showed positive PAS and AB mucin reactions (Fig. 7).

The SEM images indicated numerous keratinocytes in the form of a pentagon or
hexagonal disc covering the entire tongue surface. In addition, evident keratin protrusions
were detected on the filiform and lentiform papillae. Small pores were distributed
dorsolaterally in the tongue body and root regions, while a series of linear concavities were
noted on the dorsolateral surface of the lingual root, represented by foliate papillae (Figs. 3,

4).

Discussion



The tongue morphology of marine mammals is closely associated with the dietary
adaptations of these animals (Levin & Pfeiffer, 2002; Erdogan et al., 2015; Kienle et al.,
2015; Barboza & Larkin, 2020). For example, tongue taste buds allow the animals to detect
different flavors and taste prey (Yoshimura et al., 2002; Barboza & Larkin, 2020). In addition,
the tongues of some whales and seals present ridges and grooves that aid in holding and
filtering food items, such as krill or small fish (Yoshimura et al., 2007; Kienle et al., 2015).
The tongues of sea lions and sea lions present filiform papillae, which are useful to hold
slippery prey, such as fish and squid more easily (Yoshimura et al., 2002; Erdogan et al.,
2015). Thus, tongue morphology is an important adaptation factor to the specific diet of each
marine mammal species.

The oral cavities of animals have evolved to better adapt to different types of food, as
well as different food capturing methods. For example, the case of terrestrial megaherbivores,
such as giraffes, white rhinoceroses, and elephants who, although plant feeders, exhibit
extreme mouth morphologies and sizes, as a result of natural selection to adapt to the spatial
mass and quality distribution patterns of their plant food items (Pretorius et al., 2015). Similar
to manatees, elephant tongues are attached to the oral cavity floor and cannot protrude it,
although they can bend in the center, which aids in moving food to the back of the throat
(Greene et al., 2019). Other terrestrial herbivore species such as giraffes and bovines, also use
their tongues to seize food (Davies et al., 1979; Pretorius et al., 2015). Manatees, on the other
hand, use their lips to obtain food and insert it into the oral cavity (Melo et al., 2022).

Yamasaki et al. (1980), reported a muscular tongue in dugongs (D. dugon), African
manatees (T. senegalensis) and Florida marine manatees (T. m. latirostris), with a free, short
apex, and no lingual frenulum. The tongue was described as being firmly attached to the oral
cavity floor, potentially indicating limited mobility. Furthermore, the middle part of the
tongue body dorsum was reported as considerably convex, both longitudinally and
transversely in the dorsal direction, with no median sulcus (Yamasaki et al., 1980), similar to
the findings reported herein. In contrast, the middle part of the tongue dorsum in dugongs
presents a wide longitudinal elevation of about one third of the lingual width, forming lateral
bands on both tongue sides (Yamasaki et al., 1980).

The lingual papillae disposition in manatees noted herein is similar to that in
hippopotamuses (Hippopotamus amphibius amphibius), where filiform papillae and are
distributed at the tongue apex, while fungiform papillae are located at the tongue apex, body
and root, and foliate papillae are noted in the tongue root, with no vallate papillae (Yoshimura

et al., 2009). Although hippopotamuses and manatees are completely herbivorous, they



belong to different taxonomical groups, i.e., the Artiodactyla order, which includes giraffes,
camels, and pigs, and the Sirenia order, respectively. Similar tongue morphologies between
completely different species with similar eating habits reinforces the idea that lingual
morphological characteristics comprise strong evidence of evolutionary dietary adaptations.

Previous studies indicate four types of lingual papillae in Sirenia, namely filiform,
lentiform, fungal and foliate (Yamasaki et al., 1980; Levin & Pfeiffer, 2002; Barboza &
Larkin, 2020), similar to the findings reported herein for the T. m. manatus. subspecies. The
lentiform papilla has been referred to as the dorsal papilla by some researchers who described
the tongue morphology of other sirenian species (Yamasaki et al., 1980; Levin & Pfeiffer,
2002). However, we chose to follow what is described in the International Committee on
Veterinary Gross Anatomical Nomenclature (2017) for herbivorous animals (ruminants).
Most cetaceans present concave marginal papillae located along the anterolateral margin of
the tongue, associated to age as, after a certain period, these structures disappear, remaining
only in lingual grooves (Kastelein&Dubbeldam, 1990). This type of papilla was not detected
in the present study not in any Sirenia species to date. According to Kastelein&Duddeldam
(1990), these papillae play an important role in breastfeeding, as they direct milk to the
esophagus.

The keratinization observed on manatee tongue mucosa has been reported in all
marine mammal taxa, namely cetaceans (Guimaraes et al., 2011), pinnipeds (Yoshimura et al.,
2002; Erdogan et al., 2015) and sirenians (Levin & Pfeiffer, 2002; Barboza & Larkin, 2020).
Keratinization is associated with the masticatory oral mucosa, which surrounds the dorsal part
of the tongue, providing resistance against tissue damage during mastication (Oliveira et al.,
2022). This may, in turn, be associated to manatee diets, as they feed on 57 plant species
(Magalhdes et al., 2022) and displaya visibly thickened keratinized lingual mucosa layer when
compared to other carnivorous marine mammals, such as pinnipeds (Yoshimura et al., 2002;
Erdogan et al., 2015) and cetaceans (Guimaraes et al., 2011). This allows for the hypothesis
that these animals present greater lingual mucosa protection, as plants are fibrous structures
that may cause abrasive lingual mucosa lesions.

The taste buds of foliate papillae present similar characteristics to those reported
previously for other sirenians (Yamasaki et al.,, 1980; Levin & Pfeiffer, 2002; Barboza &
Larkin, 2020). According to Northcutt (2004), taste buds are pear-shaped multicellular
sensory organs. The longitudinal axis of a taste bud is oriented vertically to the epithelium
surface, and the apical surface is characterized by a receptor area comprising the apical

endings of sensory cells consisting of receptor villi. In most amniotes, the receptor area is



usually located below the surface of the epithelium and is called the taste pore, similar to that
observed herein in manatees, while the receptor area projects above the epithelium surface in
anamniotes. The taste pore encounters substances for flavor perception, coupled to a
heterotrimeric guanine nucleotide binding protein (G protein), called gustducin, which
depolarizes the cell and sends neurotransmitters that stimulate afferent nerve fibers (Zhang et
al., 2008).

The neutral and acidic mucins secreted by the mucous and serous tubuloacinar lingual
salivary glands, which are abundant in the manatee lingual mucosa lamina propria, consist of
glycoproteins that act as food lubricants, protecting the oral mucosa against mechanical
abrasion, and act in the defense of the gastrointestinal tract, associates with protective proteins
secreted by the epithelium, either by direct molecular interactions or by offering these
proteins an aqueous and viscous-elastic medium to perform their defensive functions (Som &

Brandwein, 2011; Croix et al., 2011).

Conclusion

The tongue of the Antillean manatee is similar to that of other Sirenia species and the
hippopotamus, both sharing an entirely herbivorous diet. In addition, manatees present a more
specialized tongue when compared to other carnivorous marine mammals, such as cetaceans
and pinnipeds. Thus, the diversity of food items in Antillean manatee diets seems to imply a
more morphologically specialized tongue enabling the identification of different plant flavors
and textures that make up this species diet, leading to food preferences, as reported in

previous dietary assessments.
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Figures

Figurel.Manatee (Trichechus manatus manatus) tonguemorphology. (A) Lateral tongueview.
(B) Schematicof figure A. (C) Dorsal tongueview. (D) Schematicof figure C. Legends: tongue
(ton); tongueapex (apex); tongue body (body); language root (root); filiformpapillae (fi);
fungiformpapillae (fu); foliatepapillae (fo); genioglossusmuscle (gen); styloglossusmuscle
(est); internal/medial pterygoidmuscle (pti); external/lateral pterygoidmuscle (pte); sublingual
fat (fat). Bar: 1.0 cm.



Figure2.Manatee (7Trichechus manatus manatus) lingual papillae light microscopyimages.

(A) Filiformpapilla (arrows). (B) Lentiformpapilla (arrow). (C) Fungalpapilla (arrow). (D)
Foliatepapilla (arrows). Caption: epithelium (epi); lamina propria (lap); lingual muscle (mu);

compoundtubuloacinarglands (gla). Staining: (A,B,C,D) hematoxylinandeosin.



Figure3.Manatee (Trichechus manatus manatus)
tonguepapillaescanningelectronmicroscopyimages. (A) Elongatedfiliformpapillacofthemost
rostral portionofthetongueapex. (B) Lentiformpapillaconthe dorsal regionofthetongue body.
(C) Fungalpapillae (*)



Figure4.Manatee (Trichechus manatus manatus) scanningelectrontonguemicroscopyimages.
(A) Note the dorsal mucosa  onthetongue  body, presenting  lingual
salivaryglandexcretoryductopenings (arrows). (B) Enlargementof  figure A,
indicatinganexcretoryductopening. ©) Note the lateral mucosa
ofthetransitionregionbetweenthetongueapexand body, with thepresenceoffungalpapillae (*).
(D) Enlargementof figure C. Note the lingual salivaryglandexcretoryductopenings (arrows)
close tothefungalpapillae (*).



Figure 5.Manatee (7Trichechus manatus manatus) tonguefoliatepapillatastebuds light
microscopyimages. (A) Foliatepapilla. (B) Enlargementof figure A, indicatingthe basal
epitheliumofthefoliatepapillasulcuscontainingtastebuds  (arrowheads)  andthetubuloacinar
lingual salivaryglandductopening (arrow). (C) Enlargementof figure B, detailingthetaste bud.
Caption: epithelium (epi); lamina propria (lap); serouscompositetubuloacinar lingual
salivaryglands (gla); excretoryductofthe lingual salivaryglands (duc); tastepore (asterisk);
supportcells (sup); sensorycells (sen); basal cell (bas). Staining: (A,B,C) Gomoritrichrome.



Figure6.Manatee  (7richechus manatus  manatus) lingual salivaryglands light
microscopyimages. (A) Tubuloacinar lingual salivaryglandscomposedofveneeredpapilla. (B
and C) Enlargementof figure A, showingthemucous (mu) andserous (se) tubuloacinar lingual
salivaryglands. (D) Shows thearrangementofconnectivetissuerich in
collagenfibersbetweenthecompoundtubuloacinar lingual salivaryglands in theveneeredpapilla.
(E and F) enlargementof figure D, showingtheconnectivetissuefibers (arrows) enteringthe

lingual salivaryglands. Staining: (A,B,C) hematoxylinandeosin. (D,E,F) Gomoritrichrome.



Figure7.Manatee (Trichechus manatus manatus) lingual glandhistochemistry. (A) Positive
PAS staining for mucous (mu) andserous (se) foleaceouspapillatubuloacinarsalivaryglands.
(B) Positive PAS staining for mucoustubuloacinarsalivaryglandspresent in the lateral tongue
region. (C) Positive stainingofthe AB for mucoustubuloacinarsalivaryglands. (D) Positive AB
staining for seroustubuloacinarsalivaryglands. Staining: (A,B) Periodic Acid Schiff. (C,D)
Alcian blue (pH 2.5).



CONSIDERACOES FINAIS

A lingua apresentou-se como um 6rgao musculoso e robusto, dividido em &pice, corpo
e raiz. A mucosa revestida por epitélio escamoso estratificado queratinizado, presenca de
glandulas do tipo tubuloacinares compostas.As papilas linguais estavam distribuidas sobre
toda a superficie do 6rgdo, identificadas como papilas filiformes, papilas fungiformes, papilas

foliaceas e as papilas dorsais, além de botdes gustativas nas papilas folidceas.

A lingua do peixe-boi-marinho das Antilhas foi semelhante as outras espécies da
ordem Sirenia, os quais compartilham de uma dieta totalmente herbivora. Além disso,
apresentam uma lingua mais especializada quando comparados as outras espécies de

mamiferos marinhos carnivoras como os cetaceos e pinipedes.

Acreditamos que pela diversidade de itens alimentares na dieta do peixe-boi-marinho,
implica em uma lingua morfologicamente mais especializada para identificar os diversos
sabores e texturas dos vegetais que compdem a sua dieta, levando-o a preferéncia alimentar ja

relatada em alguns estudos de dietas.
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O peixe-boi-marinho (Thichechus manatus Linnaeus, 1758) ¢ um mamifero aquatico,
eurialino, com hébito alimentar do tipo herbivoro, mas classificado como um nao-ruminante
(REYNOLDS III; ROMMEL, 1996). A espécie brasileira (Trichechus manatus manatus) esta
categorizada como Em Ameaga de Extingdo (EN), na lista vermelha brasileira (ICMBio,
2018) e como Vulneravel (VU) na lista da IUCN (2020) sendo o conhecimento de sua dieta
de extrema importancia para as estratégias de conservacao desta espécie.

Os peixes-bois em ambiente natural, geralmente consomem entre 8 e 13% do seu peso
corporal por dia (BEST, 1981), passando de 6 a 8 horas didrias alimentando-se (HARTMAN,
1979). Nos animais em cativeiro, esta variagdo pode ser de 4-12%, dependendo da
necessidade do animal e do tipo de alimento, uma vez que recebem itens ndo naturais
(ATTADEMO, F.A., Confirmag¢ao pessoal). Como a sua digestdo € lenta, proporciona uma
maior absor¢do de nutrientes, com um dos maiores coeficientes de digestibilidade de celulose,
sendo cerca de 80% deste processo no intestino grosso (BURN, 1986).

Os itens alimentares naturais consumidos pelo peixe-boi variam entre angiospermas
marinhas, algas, macrofitas de agua doce e folhas de mangue. Essa variacao de alimentos €
justificada pelo fato de, apesar de passarem a maior parte da vida no mar, os peixes-bois-
marinhos tém a necessidade de consumir 4gua doce, por isso costumam buscar este item em
estudrios e rios e fontes de agua doce no mar (WORTHY, 2001), dai acabam se alimentando
de espécies nesses locais.

Apesar da alimentagdo variar de acordo com a disponibilidade dos itens na natureza,
seu alimento favorito s3o as angiospermas marinhas, como o capim agulha
(HalodulewrightiiAscherson, 1868) (LIMA, 1997) uma vez que essas plantas possuem taxas
altas de proteina e niveis médios de nitrogénio maiores do que os de plantas terrestres
(THAYER et al., 1984), o que facilita sua obten¢do de energia. Contudo, além da composi¢ao
quimica, o valor das angiospermas marinhas como fonte de alimento pode variar de acordo
com sua disponibilidade que envolve sua distribui¢do no ambiente, abundancia, morfologia e

producao, sendo natural a ingestdo de outros alimentos.



Assim, de acordo com a disponibilidade verifica-se que no Rio Grande do Norte ¢
Paraiba h4 o alto consumo de algas vermelhas; ja no Maranhao o consumo preferencial ¢ por
espécies de mangues e marismas; no Ceard e Alagoas, angiospermas marinhas; enquanto no
Piaui h4a um balango de consumos entre todos os itens (RODRIGUES, 2018).

Diante da variedade de sua alimentagdo, apesar dos peixes-bois adultos, em geral,
pastarem enquanto se alimentam de plantas enraizadas de fundo, as adaptagdes anatdmicas os
permitem o consumo de alimentos em diferentes estratos: fundo (espécies enraizadas), na
coluna d’4gua (espécies flutuantes enraizadas), na superficie (flutuantes) e at¢ mesmo acima

da lamina da 4gua como por exemplo, folhas de mangue (Figura 1).

Vegetacdo de
Mangue
Macrofitas
EMERSAS Macrdfitas
enraizadas
COM FOLHAS i Macroéfitas
FLUTUANTES ol o il dilias FLUTUANTES
marinhas 8

SUBMERSAS SUBMERSAS

Figural. Grupos ecologicos de macrofitas aquaticas nos diferentes substratos em que o peixe-

boi pode se alimentar. Adaptado de Esteves 2011.

Apesar de herbivoros, além das plantas, ha a ingestdo acidental de sedimento e parte
da fauna associada a vegetacdo. H4 registro de ingestdo de animais como ascidias (O’'SHEA
et al.,, 1991), peixes, crustiaceos e cnidarios (HARTMAN, 1979) sendo estes, inclusive, em
alguns casos, considerados itens de alta relevancia em sua dieta (DIAGNE, 2014). Além de
acidental, existem registros de animais se alimentando deliberadamente de invertebrados,
tendo sido relatado o barulho de mastiga¢do das conchas (COURBIS e WORTHY, 2003).

Os mesmos autores relataram mastigagdo de cordas, o que ja foi relatado por
pescadores nas Areas de Prote¢io Ambiental (APA) Costa dos Corais e de Santa Cruz, em
relagio a redes com peixes (MAGALHAES, K.M., Confirmagio pessoal). Infelizmente
também ha registros de residuos plésticos e tecidos, como sacos plasticos, o que impede a

absorcao de nutrientes podendo até levar o animal a 6bito (ATTADEMO et al., 2015).



ASPECTOS ANATOMICOS E FISIOLOGICOS

Para sua alimentacdo este animal apresenta diversas adaptacdes anatdomicas e
fisiologicas. Por exemplo, possui um largo ladbio superior lobado, com um grau de deflexdo
que o permite se alimentar no substrato, em qualquer nivel de profundidade (BERTA;
SUMICH, 1999). Outra caracteristica importante nesses animais quanto a apreensdo dos
alimentos, ¢ a presenca de vibrissas espessas (Figura 2) nos labios e dois musculos de
projecdo ou enchimento que possibilitam a apreensdo e condugdo de itens alimentares ao

interior da boca (MARSHALL et al., 2003).

Figura 2. Aspecto das vibrissas espessas, dispostas lateralmente aos labios, a fim de permitir

a apreensdo de alimentos (em destaque). Foto: Fabia Luna



O alimento ingerido ¢, em geral, retirado do substrato pelos labios superiores (Figura
3), mas o animal também pode utilizar as nadadeiras peitorais, como 6rgaos auxiliares para a
apreensdo e manipulagdo de alimentos. Durante o processo alimentar os animais mastigam
incisivamente, enquanto manipulam seus labios. Para triturar os alimentos, sdo utilizados de
cinco a sete pares de dentes molares funcionais (Figura 4), uma vez que a boca desses animais
¢ desprovida de dentes incisivos e pré-molares. Esses dentes, sdo substituidos de forma
continua e horizontal a medida que sdo desgastados. Os dentes possuem coroa e esmalte, e
ndo apresentam cemento que sofrem degaste em funcdo da dieta (BERTA; SUMICH, 1999)
(Figura 5).

Figura3. Detalhe dos proeminentes ldbios superiores de peixe-boi, que possibilitam a

apreensao de alimentos. Foto: Fabia Luna



Figura 4. Fileiras de dentes molares superiores e inferiores em peixe-boi-marinho contendo,

em geral, 5 a 7 pares. Foto: Fernanda Attademo
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Figura 5. Dentes molares de peixe-boi-marinho. A: Esquema de troca dos dentes (Ilustragao:

Lucas Inacio); B: Detalhe dos dentes molares (Foto: Fernanda Attademo).

A lingua dos peixes-bois esta localizada no assoalho da boca, na regido caudal da
cabega, e apresentam apenas o apice livre, o que impede a capacidade de realizar protrusdo.
Na sua superficie dorsal sdo identificadas papilas gustativas dos tipos filiformes, fungiformes
e folidceas (YAMASAKI, 1981; LEVIN, 2002). Essas papilas sdo responsaveis por captar os
estimulos de sabores dos alimentos, em diferentes regides da lingua.

O esofago destes animais ¢ um tubo estreito e muscular que termina no esfincter
cardico, estrutura bem desenvolvida que se insere na por¢ao cardica do estomago, que impede
a possibilidade de haver refluxo alimentar (PINHEIRO, 2019). J4 o estomago ¢ simples
possuindo uma estrutura denominada de crista gastrica muscular, que divide o 6rgao em duas
porgdes, sendo elas: a por¢ao cardica e a porgdo pilorica.

Uma estrutura proeminente associada ao estobmago, denominada de glandula cardica,
esta localizada na porcao cranial, a qual possui tabulos secretores compostos por células
secretoras que langam seus produtos direto na luz do 6rgdo, como o suco gastrico (4cido
cloridrico, pepsina (enzima) e muco) (REYNOLDS III; ROMMEL, 1996). O acido cloridrico
€ a pepsina sdo responsaveis pela digestdo quimica dos alimentos, enquanto o muco atua
inibindo a autodigestdao da mucosa do estdmago pela a¢do da propria pepsina e do acido
cloridrico.

A movimentacdo peristaltica dos peixes-boi ¢ lenta devido a sua dieta, sendo que
animais adultos e juvenis apresentam taxa metabolica distintas e correspondentes a 25 a 30%,
respectivamente. O intestino dos peixes-bois ¢ dividido em dois grandes segmentos,
denominados intestino delgado e intestino grosso. A digestdo quimica do alimento prossegue
no intestino. O duodeno, primeira por¢ao do intestino delgado, possui forma de ampola com
presenca de dois diverticulos, que permitem a passagem de grandes volumes oriundos do
estomago. Esse segmento serve como lugar de armazenagem, onde a digestdo ocorre pela
acdo das enzimas pancreaticas sobre o material ingerido, degradando-o em particulas menores
para absorcdo, além da agdo da secregdo biliar, responsavel pela emulsificacdo da gordura,
essencial para a digestdo e absor¢ao do alimento. Essas estruturas, assim como todo o trato
digestorio, sdo recobertas por uma camada de muco, secretado por um epitélio colunar do tipo
mucoso. Logo apds o duodeno, dando seguimento ao intestino delgado, sem delimita¢des

macroscopicas, estdo o jejuno e o ileo (RODRIGUES, 2018; PINHEIRO, 2019). Em



conjunto, estas estruturas atuam na absor¢ao de nutrientes resultantes do processo de digestao
que ocorre no estdomago.

O intestino grosso dos peixes-bois-marinho mede cerca de 20 metros de comprimento
e ¢ o segmento onde ocorre a maior parte da absor¢do de fibras, que sdo digeridas de forma
lenta pelos microrganismos incluindo bactérias anaerdbicas, que quebram a celulose por meio
de processo de fermentacao, além de ser o local de reabsor¢ao de dgua. O ceco desses animais
¢ bem desenvolvido, apresentando dois diverticulos cecais, que se estendem até a juncao
ileocecal além de apresentar dois compartimentos, ampola e corpo, comunicadas por um
orificio (SNIPES, 1984; LARKIN et al., 2007; RODRIGUES, 2018). Esse arranjo anatdomico
permite classificar esses animais como fermentadores pds-gastricos, uma vez que sua digestao
ocorre principalmente no intestino grosso e ao nivel de ceco (BURN, 1986; REYNOLDS III,
ROMMEL, 1996). A grande maioria das fibras ingeridas tem seu processo de digestdo ao
nivel do ceco por a¢do de bactérias anaerobicas, a exemplo do que se verifica em outros
herbivoros ndo-ruminantes, onde fibras ingeridas e nao digeridas ao passar pelo estomago, sao
fermentadas a fim de que o animal possa completar o processo de digestao.

De forma geral, o intestino apresenta células caliciformes em abundancia, localizadas
na camada basal da mucosa, que sdo responsaveis pela producdo da mucina, um
polissacarideo capaz de neutralizar a agdo dos acidos produzidos pelo estdmago e lubrificar o
epitélio do intestino, de maneira a facilitar a passagem dos alimentos. Na camada submucosa
do intestino pode ser encontrado tecido linfoide, o qual se agrega para formar os nodulos
linfaticos, denominados de Placas de Peyer, que compdem parte do sistema imunolédgico das
mucosas intestinais € que a protege contra a invasao de microorganismos potencialmente

patogénicos (REYNOLDS III; KRAUSE, 1982; PINHEIRO, 2019).
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O peixe-boi-marinho  (Thichechus manatus
Linnaeus, 1758) é um mamifero aquatico, euriali-
no, com habito alimentar do tipo herbivoro, mas
classificado como um nao-ruminante (REYNOLDS
III; ROMMEL, 1996). A espécie brasileira (Triche-
chus manatus manatus) esta categorizada como
Em Ameaca de Extincdo (EN), na lista vermelha
brasileira (ICMBio, 2018) e como Vulneravel (VU)
na lista da IUCN (2020) sendo o conhecimento de
sua dieta de extrema importancia para as estraté-
gias de conservacao desta espécie.

Os peixes-bois em ambiente natural, geralmente
consomem entre 8 e 13% do seu peso corporal
por dia (BEST, 1981), passando de 6 a 8 horas
diarias alimentando-se (HARTMAN, 1979). Nos
animais em cativeiro, esta variacdo pode ser de
4-12%, dependendo da necessidade do animal e
do tipo de alimento, uma vez que recebem itens
nao naturais (ATTADEMO, FA. Confirmacdo pes-
soal). Como a sua digestdo é lenta, proporciona
uma maior absorcao de nutrientes, com um dos
maiores coeficientes de digestibilidade de celulo-
se, sendo cerca de 80% deste processo no intesti-
no grosso (BURN, 1986).

Os itens alimentares naturais consumidos pelo
peixe-boi variam entre angiospermas marinhas,
algas, macrofitas de agua doce e folhas de
mangue. Essa variagdo de alimentos é justificada
pelo fato de, apesar de passarem a maior parte da
vida no mar, os peixes-bois-marinhos tém a
necessidade de consumir agua doce, por isso
costumam buscar este item em estuarios e rios e
fontes de dgua doce no mar (WORTHY, 2001), dai
acabam se alimentando de espécies nesses locais.

Apesar da alimentacdo variar de acordo com a
disponibilidade dos itens na natureza, seu alimen-
to favorito sdo as angiospermas marinhas, como o
capim agulha (Halodule wrightii Ascherson, 1868)
(LIMA, 1997) uma vez que essas plantas possuem
taxas altas de proteina e niveis médios de nitrogé-
nio maiores do que os de plantas terrestres
(THAYER et al.,, 1984), o que facilita sua obtencao
de energia. Contudo, além da composicdo quimi-
ca, o valor das angiospermas marinhas como
fonte de alimento pode variar de acordo com sua
disponibilidade que envolve sua distribuicdo no
ambiente, abundancia, morfologia e producéo,
sendo natural a ingestdo de outros alimentos.
Assim, de acordo com a disponibilidade verifica-
-se que no Rio Grande do Norte e Paraiba ha o
alto consumo de algas vermelhas; ja no Maranhao
o consumo preferencial é por espécies de man-
gues e marismas; no Ceara e Alagoas, angiosper-
mas marinhas; enquanto no Piaui ha um balanco
de consumos entre todos os itens (RODRIGUES,
2018).

Diante da variedade de sua alimentacdo, apesar
dos peixes-bois adultos, em geral, pastarem
enquanto se alimentam de plantas enraizadas de
fundo, as adaptacoes anatémicas os permitem o
consumo de alimentos em diferentes estratos:
fundo (espécies enraizadas), na coluna d'agua
(especies flutuantes enraizadas), na superficie
(flutuantes) e até mesmo acima da lamina da agua
como por exemplo, folhas de mangue (Figura 1).
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