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RESUMO

ASSIS DE BRITO, Thatiana Luiza. Uso de peixes como bioindicadores dos impactos
ambientais nas baias de Paraty e Sepetiba RJ: Biomarcadores histologicos. 2022. 113p. Tese
(Doutorado em Biologia Animal). Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

A baia de Sepetiba vem sofrendo fortemente por atividades antrdpicas, enquanto a baia de Paraty
mesmo com a presenca de fontes de contaminacao parece ndo sofrer grandes efeitos ambientais.
O uso de bioindicadores ¢ considerado uma importante ferramenta para monitoramento ambiental
em ecossistemas aquaticos, no qual a utilizagdo de peixes ¢ eficiente. A histologia ¢ um
importante biomarcador, podendo ser utilizada como um eficaz instrumento para analisar os
efeitos dos poluentes, além de outros estressores sobre os peixes. As branquias, hepatopancreas e
rins sdo Orgdos alvo para a acdo dos poluentes existentes no ambiente aquatico podendo se
manifestar em varios niveis de organizagdo bioldgica, incluindo alteragdes estruturais. Nesse
sentido foram analisadas alteragdes histologicas nos 6rgdos citados, a fim de avaliar o uso dos
peixes Menticirrhus americanus (Linnaeus, 1758) e Micropogonias furnieri (Desmarest, 1823)
como bioindicadores da qualidade ambiental das Baias de Paraty e Sepetiba, localizadas no
estado do Rio de Janeiro. Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados um total de 75
peixes coletados das Baias de Paraty e Sepetiba e foram realizadas técnicas histologicas e
histoquimicas nos mesmos, a fim de avaliar o impacto ambiental na histologia dos orgaos
analisados. As coletas foram realizadas no periodo compreendido entre 03/03/2015 e 02/04/2016.
Nas espécies coletadas na Baia de Paraty as lesdes comumente encontradas foram infiltragao
leucocitaria, vasodilatagdao e congestdo lamelar nas branquias; hipertrofia celular, dilatagdo do
limen tubular e regeneracdo tubular nos rins; hipertrofia nuclear, nucleos irregulares,
lateralizagdo nuclear no hepatopancreas. Enquanto nos peixes da Baia de Sepetiba as alteragdes
de estagio III (alteragdes graves), que sdo as mais relevantes, pois sdo irreversiveis foram
encontradas em maior quantidade. Além disso, as branquias foram consideradas o 6rgdo mais
indicado para andlise de impactos ambientais, tendo em vista que as percentagens das lesoes
analisadas indicam que o tecido branquial sofreu maior ocorréncia de alteragdes histologicas de
estagio IIl na Baia de Sepetiba. Por conseguinte, as percentagens das alteragdes de mesmo
estagio encontradas nos hepatopancreas e rins, mostram-se inferiores quando comparadas as das
branquias. Desta forma, biomarcadores histologicos podem ser utilizados como uma ferramenta
de baixo custo como bioindicador de impactos ambientais por meio da determinacao da saude do
Menticirrhus americanus € Micropogonias furnieri pertencentes a familia dos cienideos.

Palavras-chave: branquias, hepatopancreas, rim, histologia, bioindicador, cienideos.

X



ABSTRACT

ASSIS DE BRITO, T. L. Use of fish as bioindicators of environmental impacts in the Bays of
Paraty and Sepetiba, RJ: Histological biomarkers. 2022. 113p. Thesis (Ph.D. in Animal
Biology). Instituto de Ciéncias Biologicas e da Satde, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Sepetiba Bay has been suffering heavily from anthropogenic activities, while Paraty Bay even
with the presence of contamination sources does not seem to suffer major environmental effects.
The use of bioindicators is considered an important tool for environmental monitoring in aquatic
ecosystems, in which the use of fish is efficient. Histology is considered a important biomarker
and can be used as an effective instrument to analyze the effects of pollutants and other stressors
on fish. The gills, hepatopancreas and kidneys are target organs for the action of pollutants in the
aquatic environment and can manifest at various levels of biological organization, including
structural changes. In this sense, histological changes were analyzed in the gills, kidneys and
hepatopancreas, in order to evaluate the use of the fish Menticirrhus americanus (Linnaeus,
1758) and Micropogonias furnieri (Desmarest, 1823) as bioindicators of the environmental
quality of the Bays of Paraty and Sepetiba, located in the state of Rio de Janeiro. For the
accomplishment of the present study a total of 75 fishes were collected from the Bays of Paraty
and Sepetiba and used histological and histochemical techniques in order to evaluate the
environmental impact on the histology of organs analyzed. The collections were carried out in the
period between 03/03/2015 and 02/04/2016. In the species collected in the Bay of Paraty the
lesions commonly found were leukocyte infiltration, vasodilation and lamellar blood congestion
in gills; cellular hypertrophy, dilation of the tubular lumen, and tubular regeneration in kidney;
nuclear hypertrophy, irregular shaped nucleus, nuclear lateralization in hepatopancreas. Stage I11
changes are the most important because they are irreversible. In addition, the gills were
considered the most appropriate organ for analysis of environmental impacts, considering that the
percentages of the lesions analyzed indicate that the gill tissue suffered the highest occurrence of
histological alterations stage III (severe alterations) in Sepetiba Bay. Therefore, the percentages
of the same stage changes found in the hepatopancreas and kidneys, are inferior when compared
to those of the gills. Thus, histological biomarkers can be used as a low cost tool as a bioindicator
of the environmental impacts by determining the health of Menticirrhus americanus and
Micropogonias furnieri, from the family of the cyanides.

Keywords: gills, hepatopancreas, kidney, histology, bioindicator, cyanides.
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1 INTRODUCAO GERAL

As regides litoraneas nas quais se encontram enseadas, baias, lagunas costeiras e
estuarios, a atividade humana ¢ uma das principais responsaveis pela poluicao dos ecossistemas
aquaticos devido ao aumento dos efluentes agricolas, industriais e domésticos, que
constantemente apresentam uma grande variedade de poluentes organicos e inorganicos. Os
ambientes aquaticos localizados proximos a unidades industriais estdo sob alto risco de serem
contaminados por poluentes, tais como produtos quimicos de petroleo, solventes, 6leos e metais
pesados (RAJAMANICKAM; NARAYANAN, 2009). Estas regides litordneas sdo
reconhecidamente areas de alimentacdo e reproducdo para um numero consideravel de espécies
de peixes, atuando como habitat temporario durante fases do ciclo de vida ou ainda como habitat
permanente para outras espécies (DAY; HALL; KEMP; YANEZ-ARANCIBIA, 1990).

A baia de Sepetiba, ¢ um dos mais importantes ecossistemas aquaticos do estado do Rio
de Janeiro, abriga um grande nimero de peixes em seus primeiros anos de vida e espécies de
pequeno porte que ocorrem na zona de arrebentagio (ARAUJO; CRUZ-FILHO; AZEVEDO;
SANTOS, 1998). Suas caracteristicas ambientais exercem forte atratividade para o
desenvolvimento de inimeras atividades humanas com forte magnitude de impactos ambientais
como a atividade portuaria. A biota aquatica, e em particular a comunidade de peixes como
organismos associados diretamente as condi¢des ambientais, podem estar sendo alteradas em
funcdo de tais mudangas (PESSANHA; ARAUJO; AZEVEDO; GOMES, 2000). Por outro lado,
a baia de Paraty ¢ uma baia fechada, sendo uma das regides costeiras mais bem preservadas do
Brasil. E considerada patriménio Mundial pela Organizagio das Nagdes Unidas para a
Educagdo,a Ciéncia e a Cultura (UNESCO) que, apesar de estar sofrendo constantes impactos
ambientais encontra-se em bom estado de conservagao apresentando um ambiente menos
impactado (FIGUEIREDO; BARRETO; REIS, 2004; WANICK; KUTTER; TEIXEIRA;
CORDEIRO; SANTELI, 2011).

Alteragdes no padrao morfoloégico de um organismo podem ser consideradas um reflexo
das pressdes ecologicas sofridas por ele (DELBEEK; WILLIAMS, 1987). Desta forma, as
caracteristicas do ambiente sdo fatores determinantes de caracteristicas morfofuncionais. O
aumento da poluicdo nos ecossistemas aquaticos leva a alteragdes morfologicas e fisiologicas

severas nos organismos aquaticos (VAL; AMAZONIA, 1999; ZHOU; ZHANG; FU; SHI ef al.,
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2008), o que tem despertado o interesse por indicadores bioldgicos que atestem a qualidade dos
diferentes ambientes aquaticos (KUSUM; PRADESH, 2013). O termo bioindicador pode ser
reconhecido como espécie capaz de indicar os primeiros sinais de estresse ambiental causado por
contaminantes em diferentes niveis de organizacdo biologica (ADAMS, 2002). A avaliacdo de
bioindicadores ¢ reconhecida como uma técnica de monitoramento ambiental, pois acrescenta
informacdes a respeito da resposta biologica que aquele determinado ambiente apresenta na
presenca de diferentes tipos de poluentes (BURGEOT; BOCQUENE; PORTE; DIMEET et al.,
1996; AL-MADFA; ABDEL-MOATI; AL-GIMALY, 1998). Os peixes sao considerados bons
bioindicadores ambientais por contamina¢ao por metais, pois estdo no apice da cadeia alimentar
(HEMMADI, 2017).

Os biomarcadores sao comumente utilizados como indicadores bioquimicos, fisioldgicos
e histologicos de exposicao a xenobidticos ou de efeitos de contaminantes quimicos (HUGGETT,
2018). Biomarcadores histologicos, em peixes, vém sendo considerado um excelente método de
avaliacdo do impacto de poluentes ambientais, pois constituem ferramentas sensiveis para
detectar os efeitos toxicos de compostos quimicos em oOrgaos-alvo (SCHWAIGER; WANKE;
ADAM; PAWERT et al.,, 1997; ABDEL-MONEIM, 2013; CARVALHO-NETA; SOUSA;
ALMEIDA; SANTOS et al., 2014). Como ocorrem diferengas nas formas de acumular ou
metabolizar os xenobioticos € nas respostas dos organismos aos seus efeitos, para tornar possivel
detectar efeitos biologicos nos peixes € necessario o estudo histologico de 6rgidos que entrem em
contato direto com o agente toxico (SCHWAIGER; WANKE; ADAM; PAWERT et al., 1997,
NORENA-BARROSO; ALVAREZ; GOLD-BOUCHOT; ZAPATA-PEREZ, 2004).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Espécies Selecionadas

As espécies que foram escolhidas para este trabalho pertencem a familia Sciaenidae que ¢
representada no sudeste/sul do Brasil por cerca de 26 espécies, que habitam tanto a regido da
plataforma continental como areas estuarinas, apresentando grande diversidade de formas e de
habitats (MENEZES, 2000). Os cienideos, além de apresentarem o maior nimero de espécies na
regido sudeste do Brasil constituem um dos mais importantes recursos da pesca demersal
(MCCONNELL, 1999). O fato destas espécies ocorrerem em diversos tipos de ambiente permite
supor que ambas tenham grande plasticidade ecofisioldgica e sejam tolerantes a um amplo
espectro de variagdo de diversos parametros fisicos e quimicos da agua, sendo, portanto,

adequadas para o monitoramento ambiental.

Menticirrhus americanus (Linnaeus, 1758): Conhecida popularmente no Brasil como
betara ou papa-terra (Figura 1) ¢ encontrada sobre fundos arenosos e areno-lodosos em aguas
costeiras de pouca profundidade e em regides estuarinas (RONDINELI; BRAGA; TUTUI;
BASTOS, 2019). Estudos com cienideos da plataforma continental brasileira, constataram que M.
americanus ¢ uma espécie predadora ativa de habito alimentar principalmente carnivoro e
bentoéfago (VAZZOLER, 1975).

Apresenta o corpo relativamente alto com coloragdo variando entre cinza claro e escuro,
com manchas escuras. Primeira nadadeira dorsal com 10 espinhos e a posterior com 1 espinho
seguido de 22 a 26 raios; anal com um espinho, carater diagndstico do género, € 6 a 8 raios. Pré-
opérculo com margem denticulada, além de escamas ctendides sobre o corpo e cabega. Na parte
anterior da mandibula apresenta um curto e rigido barbilhdo, em individuos menores o barbilhdo

apresenta-se na forma de um botao (NININ, 2008).



Figura 1. Exemplar utilizado de M. americanus. Fotos realizadas no Laboratorio de Polychaeta
/ UFRRJ (2018). Escala: 4cm.

Micropogonias furnieri (Desmarest, 1823): Conhecida popularmente no Brasil como
corvina (Figura 2) ¢ um peixe caracteristico de regides tropicais, ocorrendo ao longo de toda
costa brasileira. Esta espécie tem sido utilizada para investigagdo de contamina¢do de mercurio
em estuarios brasileiros (KEHRIG; MALM; MOREIRA, 1998). A alimentacao basica da corvina
¢ constituida por alguns invertebrados marinhos e pequenos peixes (VAZZOLER, 1975).

Apresenta o corpo alongado e moderadamente comprimido, com coloracdo prateada
sendo mais escura no dorso, que possui diversas estrias escuras obliquas que se estendem até a
regido mediana do corpo, abaixo da linha lateral. Primeira nadadeira dorsal com 10 espinhos e a
posterior com 1 espinho seguido de 26-30 raios; anal com 2 espinhos e 7-9 raios. Pré-opérculo
serrilhado. Escamas ctendides (asperas ao tato) no corpo e topo da cabeca e cicloides (lisas ao

tato) no restante da cabe¢a (SANTANA; TEIXEIRA; CASTRO; FERNANDES et al., 2016).



Figura 2. Exemplar utilizado de M. furnieri. Fotos realizadas no Laboratério de Polychaeta /
UFRRJ (2018). Escala: 7cm.

2.2 Area de Estudo

Baia de Sepetiba

A baia de Sepetiba esta localizada no sul do Estado do Rio de Janeiro, entre as latitudes
22° 53> a 23° 04 S e longitude 43° 33’a 44° 05°W, a cerca de 70 km na dire¢do oeste da regido
metropolitana e abriga uma ampla variedade de habitats, como manguezais, restingas € pequenas
areas estuarinas (Figura 3). Ocupa uma area de aproximadamente 520 km? abrangendo
diretamente os municipios de Itaguai e Mangaratiba e parcialmente a zona oeste do municipio do
Rio de Janeiro. Apresenta 43 km de comprimento e 17 km de largura no sentido norte-sul,
apresentando aspecto alongado, capaz de apreender grande massa de dguas salinas e salobras,
com um espelho d’agua de aproximadamente 305 km? de superficie e perimetro de 170,5 km de
forma semi-confinada (INEA, 2009). A baia desempenha um papel importante na ecologia
aquatica regional, principalmente para peixes juvenis que usam a area como Viveiro.

A baia de Sepetiba ¢ intensamente contaminada por metais pesados, que em particular sdo
despejados por grandes metalurgicas e pela atividade agropecuédria (BARCELLOS; LACERDA,
1994; FERREIRA; HORTA; CUNHA, 2010; FILHO; MAGRINI, 2017). A regido apresenta
industrias desenvolvendo atividades que geram residuos de Cd e Zn (LACERDA; WC; M, 1982).
Além disto, estudos apontam que os principais fatores que provocam a poluicdo na baia de
Sepetiba sdo os componentes organicos € os nutrientes origindrios dos esgotos domésticos dos
efluentes industriais e dos efluentes provenientes da producao agricola (PIZZOCHERO; TORRE;

SANZ; NAVARRO et al., 2019). As atividades antrdpicas aliadas a introdu¢do de materiais e
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contaminantes na baia de Sepetiba estdo alterando o ecossistema de acordo com

(WASSERMAN; FIGUEIREDO; PELLEGATTI; SILVA-FILHO, 2001).

Baia de Paraty

A baia de Paraty ¢ uma pequena baia localizada no interior da baia de Ilha Grande
localizada na regido sudeste do estado do Rio de Janeiro, exatamente no litoral sul-fluminense,
fazendo divisa com Sao Paulo (Figura 3). Com localiza¢do geografica 23°13°04°’ de latitude sul
e 44°42°47’ de longitude oeste (FCIDE, 2001), seus limites partem do complexo da baia da Ilha
Grande, sul do Rio de Janeiro, estendendo-se da Ponta de Cajaiba at¢ a Ponta Grande de
Timbuiba (DHN, 2000). Possui uma area de 65.258 hectares e aproximadamente 350 quilometros
de perimetro (SKINNER; RIZZO; PEDRINI; BREVES et al., 2016). E situada entre as duas
maiores metropoles do Brasil: Rio de Janeiro e Sao Paulo, mesmo recebendo contaminantes
através da deposi¢do atmosférica proveniente destes dois centros ela ¢ considerada uma area nao
poluida (MOLISANI; MARINS; MACHADO; PARAQUETTI et al., 2004; WANICK, R.;
KUTTER, V.; TEIXEIRA, C.; CORDEIRO, R. et a/, 2011). Mesmo com a presenga de fontes de
contaminacao, o ambiente aquatico da regido até entdo parece nao sofrer impactos ambientais que
gerem detrimento do ecossistema da regido, e ¢ utilizada como area de referéncia por ser uma
area de protecdo ambiental. Esta area ¢ garantida pela Constitui¢do Federal de 1988 como um
ativo da Unido, destinado a salvaguardar a biota, e agora ¢ reconhecido como Patrimdnio da
Humanidade pela UNESCO (Organizacdo das Nagdes Unidas para a Educacdo, Ciéncia e
Cultura). Apresenta um grande potencial pesqueiro, estando ligada a preservagdao dos manguezais
e florestas limitrofes, o que ressalta a importancia da preserva¢do destes para a economia

pesqueira do municipio (COSTA, 1998).



Figura 3. Areas de estudo. Baia de Paraty ¢ baia de Sepetiba. Fonte: Propria (2018).

2.3 Biomarcadores e Bioindicadores Histologicos

As alteracdes histoldgicas decorrentes da exposicao a xenobidticos podem ser utilizadas
como biomarcadores no monitoramento ambiental (HEATH, 1995; SCHWAIGER; WANKE;
ADAM; PAWERT et al., 1997; WESTER; VAN DER VEN; VETHAAK; GRINWIS et al.,
2002). Biomarcadores podem ser definidos como alteragdes bioquimicas, celulares, moleculares
ou mudangas fisiologicas nas células, fluidos corpdreos, tecidos ou 6rgaos de um organismo que
sao indicativos da exposicdo ou efeito de um xenobidtico (LAM; GRAY, 2003). Eles
representam uma abordagem eficaz nos estudos de andlise do risco e impacto ambiental, visto
que identificam os efeitos reais que estdo ocorrendo em seres vivos em situagdes de exposicao a
ambientes poluidos (FREIRE; GOMES; GINUINO; ARIAS, 2008). O uso de biomarcadores ¢
fundamental para que possam ser tomadas medidas mitigadoras e de protecdo a estes ambientes

poluidos, podendo ser utilizados de forma preditiva, permitindo que sejam tomadas agdes de



biorremediacdo antes que ocorram danos ambientais € consequéncias ecologicas irreversiveis

(CAJARAVILLE; BEBIANNO; BLASCO; PORTE et al., 2000).

Tratando de ambientes aquaticos, plantas aquaticas, moluscos, crustaceos, algas, peixes,
mamiferos, entre outros, podem ser objetos de estudo, sendo assim considerados bioindicadores.
O termo bioindicador pode ser identificado como espécies sentinelas que sdo utilizados como
primeiros indicadores de efeito da contaminacdo de seu habitat (ADAMS, 2002). A utilizagdo de
peixes nos estudos ¢ importante devido a sua posi¢ao chave na cadeia trofica, seu elevado valor
comercial, ampla distribui¢do geografica e facil aquisi¢do. A escolha da espécie indicadora da
qualidade do ambiente correta ¢ de suma importancia para o estudo, estas devem ser encontradas
em varios tipos de ambientes, sugerindo grande plasticidade ecofisioldgica, assim como devem
ser tolerantes a uma ampla gama de variagdes em varios parametros fisicos e quimicos da agua.

Poluentes, quando presentes no ambiente aquatico, podem ser absorvidos pelos teledsteos
por quatro vias, que sdo: alimentagdo, branquias, ingestdo de dgua e através da pele, sendo que
alimenta¢do e via branquial sdo as principais. Quando incorporados, os poluentes podem ser
acumulados no hepatopancreas e rim para serem biotransformados por meio de enzimas, € se
tornarem hidrossoliveis sendo entdo excretados pelo intestino, através das fezes, pelo rim,
através da urina, ou pelas branquias (HEATH, 1995). Os peixes ndo possuem linfonodos e seus
ossos geralmente ndo possuem cavidade medular. Consequentemente os o6rgdos filtrantes sao
responsaveis por remover agentes estranhos e células sanguineas efetoras provenientes do sistema
vascular sdo: o bago, o rim e parte do hepatopancreas (FEIST, 2009). Assim sendo, os primeiros
orgaos marcadores da poluicdo aquatica sdo: branquias, rins e hepatopancreas. As branquias
apresentam grande area de superficie, que permanecem em contato direto com potentes
poluentes. Os rins sdo importantes para manter a manuten¢do de um ambiente interno estavel em
relacdo ao equilibrio hidroeletrolitico (agua e sal), excrecdo e metabolismo de xenobidticos. O
hepatopancreas por apresentar grande importancia no metabolismo de xenobidticos (assim como
os rins) e altamente sensivel a estes poluentes (HEATH, 1995).

As alteragdes histologicas encontradas nestes 6rgaos sdo consideradas biomarcadores de
contaminacao ambiental (BERNET; SCHMIDT; MEIER; BURKHARDT-HOLM et al., 1999;
LANG; WOSNIOK; BARSIENE; BROEG et al., 2006; BEN AMEUR; DE LAPUENTE; EL
MEGDICHE; BARHOUMI et al., 2012; CARVALHO-NETA; SOUSA; ALMEIDA; SANTOS



et al., 2014). Estas podem ser conhecidas como uma ferramenta sensivel para anélise dos efeitos
toxicos diretos e indiretos que afetam tecidos animais (LINS; KIRSCHNIK; QUEIROZ; CIRIO,
2010). As alteragdes sdo consequéncia de uma variedade de mudangas bioquimicas e fisiologicas
no organismo, que podem levar a formacdo de lesdes nas células, nos tecidos ou o6rgaos
(HUGGETT, 2018). Biomarcadores histologicos vém sendo utilizados para documentar e
quantificar tanto a exposigdo quanto o efeito dos poluentes (SANTOS; GOMES; JOSE; PASSOS
et al., 2011). Porém, esta técnica ndo € especifica para determinado tipo de contaminagdo, ela
gera dados sobre lesdes em niveis teciduais ndo especificando a causa exata da lesdo, ou seja,
realiza o diagnostico da resposta biologica a agressdo que foi causada pelo estresse (LINS;
KIRSCHNIK; QUEIROZ; CIRIO, 2010).

Analises histologicas em tecidos de peixes constituem ferramentas sensiveis para detectar
os efeitos toxicos diretos de compostos quimicos em drgdos-alvo e, portanto, sdo indicadores
potentes da exposi¢do prévia a estressores ambientais (HINTON; BAUMANN; GARDNER;
HAWKINS et al., 1992; SCHWAIGER; WANKE; ADAM; PAWERT et al.,, 1997). As
alteracdes traduzem a lesdo integrada em funcdo da duracdo e da intensidade da exposi¢dao ao
elemento toxico e a capacidade adaptativa de um determinado tecido (FERREIRA; HORTA;
CUNHA, 2010). Peixes sao relativamente sensiveis a mudancas no ambiente. Assim, efeitos
toxicos de poluentes podem ser evidentes em células e tecidos, antes que mudancas significativas
no comportamento ou na aparéncia externa possam ser identificadas (VAN DYK; PIETERSE;

VAN VUREN, 2007).



2.4 ()rgﬁos Alvo

RIM
BRANQUIAS
HEPATOPANCREAS
Figura 4. [Ilustragio da  anatomia interna em  peixe teledsteo.  Fonte:

https://www.freepik.es/vector-premium/ilustracion-de-vector-de-peces-de-
anatomia_1869645.htm (2018).

2.4.1. Branquias

A branquia (Figura 5A) ¢ um 6rgdo multifuncional do sistema respiratério envolvido na
troca de gases, regulacdo i6nica, osmoregulacdo, equilibrio acido-base, excre¢do de amonia,
producao de hormodnios, modificagdo de metabolitos circulantes ¢ defesa imune (ROMBOUGH,
2007). Tem origem embriondria do endoderma, sendo desenvolvidas a partir dos arcos da faringe
(WARGA, R. M.; NUSSLEIN-VOLHARD, 1999). As branquias sdo cobertas e protegidas pelo
opérculo (placas localizadas nos lados da cabeca, antes das guelras), o mesmo protege a parte

externa das branquias e regula o movimento da agua através dos filamentos (Figura 5B).
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Op

Figura 5. (A) Fotomacrofotografia da branquia em teleosteo. (B) Fotografia indicando a
localizagdo do opérculo (Op) em teledsteo. Fotos elaboradas no Laboratorio de Polychaeta /
UFRRIJ (2018).

A maioria dos teledsteos possui quatro pares de arcos branquiais que se estendem do
assoalho até o teto da cavidade bucal. Os arcos branquiais sdo sustentados por 0ssos mistos
(acelular e esponjoso) e cartilagem com musculo abdutor estriado associado ao musculo adutor,
facilitando assim o movimento das branquias para posicdes respiratorias favoraveis (SALES;
SANTOS; RIZZO; RIBEIRO et al., 2017).

Cada arco branquial d& sustentagdo a dois conjuntos de filamentos branquiais ou
holobranquias, cada uma destas duas metades ¢ chamada hemibranquia (Figura 6A). Cada
hemibranquia ¢ composta por varias subdivisdes delgadas chamadas de lamelas branquiais
(Figura 6B), que aumentam a area de superficie disponivel para o contato com o ambiente. A
funcdo destas estruturas ¢ fornecer uma grande area de superficie que ira auxiliar a fungdo
respiratoria e excretora, sendo assim responsaveis pela captacdo do oxigénio e pelo fluxo i6nico
ativo e passivo (FEIST, 2009). A forma, tamanho e densidade dos filamentos e lamelas variam
bastante entre as diferentes espécies de peixes (EVANS; CLAIBORNE, 2005). Os filamentos
branquiais possuem um suporte cartilaginoso central, arteriolas aferentes e eferentes e sdo
revestidos por epitélio pavimentoso simples e uma lamina propria de tecido conjuntivo frouxo, o

qual ¢ contiguo com o revestimento dos arcos branquiais e da mucosa oral da cavidade bucal.
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Figura 6. (A) Parte anterior do arco branquial “a” revestida pelo rastro branquial “B”, e a parte
posterior com uma das duas fileiras de filamentos; (B) Lamelas “L” distribuidas ao longo do
filamento “F” (adaptado de Wegner, 2012).

Representando mais de 50% da area de superficie total do animal, as branquias
apresentam uma grande area de superficie que fica em contato com a dgua, e em consequéncia da
baixa capacidade de obter oxigénio da dgua as branquias sdo irrigadas externamente por um fluxo
ventilatorio massivo (ROMER; PARSONS, 1985). A difusdo entre agua e o sangue ¢€
extremamente fina, e a eficacia da troca difusiva ¢ maximizada pelo fluxo contracorrente (dire¢ao
da corrente sanguinea nas lamelas branquiais ¢ oposta ao fluxo da agua) nos locais de troca
(WITHERS, 1992). Assim sendo, as branquias além de ser o principal local de absor¢do de
toxicos de origem hidrica, também ¢ o primeiro e mais importante local de impacto toxico
(WOOD, 2001). Modificagdes estruturais nas branquias t€ém sido amplamente utilizadas como
indicadores de contaminagdo ambiental (CRUZ; PRADO; AGUILAR; DAVID COUTO, 2015;
FONSECA; SANCHES FERNANDES; FONTAINHAS-FERNANDES; MONTEIRO et al,
2016).

Histologicamente, cada arco branquial ¢ composto por uma lamela 6ssea ou cartilaginosa,
tendo como revestimento o epitélio estratificado pavimentoso composto por diversos tipos

celulares (Figura 7A), dentre estes as células epiteliais pavimentosas, cloridricas, mucosas, botdes
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gustativos além do tecido conjuntivo e de apresentarem expansdes chamadas rastros branquiais
que atuam na prote¢ao dos filamentos, e estdo vinculados aos habitos alimentares da espécie
(EIRAS-STOFELLA, 1994). As lamelas branquiais sdo formadas por células pilares e
respiratorias (Figura 7B), nas lamelas ocorrem as trocas gasosas entre o sangue € O meio

(EVANS; CLAIBORNE, 2005).

A B
v

Figura 7. Fotomicrografias de branquias. (A) Arco e rastro branquial compostos por uma lamela
6ssea ou cartilaginosa (V¥), tendo como base o epitélio estratificado pavimentoso composto por
diversos tipos celulares (N); (B) Lamelas branquiais constituidas por um epitélio simples
pavimentoso (=), composto por diversos tipos celulares. Coloracdo: HE. Aumentos: 150x e 1150x.

A estrutura basica das lamelas branquiais dos teledsteos consiste em uma fina camada de
células que repousam na membrana basal que ¢ apoiada por células pilares (Figura 8). Os espagos
encontrados entre as células pilares sdo chamados lacunas, e estas lacunas interligam as arteriolas
aferentes e eferentes. As células pilares sdo contrateis e desta forma regulam o fluxo sanguineo.

Esta constituicdo define a barreira para as trocas gasosas entre o sangue ¢ a agua. O epitélio
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branquial ¢ constituido principalmente por trés tipos de células (pavimentosas, cloridricas e
mucosas), das quais as células pavimentosas sdao abundantes nas superficies lamelares
(LAURENT; DUNEL, 1980; LAURENT, 1984).

Células pavimentosas (Figura 8) sdo geralmente grandes, poligonais e finas, e geralmente
em peixes sadios cobrem toda sua superficie lamelar. Estas células sdo conhecidas como local de
troca gasosa, movimento passivo de ions e dgua e por possuir papel no transporte acido-base,
especificamente na excrecdo de H' e captagdo de Na' (PERRY, 1997). A membrana apical da
célula pavimentosa ¢ revestida com glicocalix e apresenta cristas e/ou microvilosidades que
auxiliam no aumento da area de superficie disponivel para trocas gasosas e retencdo de muco.
Internamente, apresentam mitocondrias esparsas, € sdo ricas em outras organelas, apresentam o
complexo de Golgi bem desenvolvido, abundante reticulo endoplasmatico rugoso € numerosas
vesiculas fazendo com que as células do pavimento sejam consideradas "ativas" na regulacao de
ions e acido-base (SCHLENK; BENSON, 2001).

As células cloridricas sdo cercadas por células pavimentosas apresentando formato
colunar e nucleo situado na base da célula, sdo observadas na juncdo entre as lamelas primarias e
secundarias (Figura 8). Essas células se coram fortemente com eosina e sdo ricas em
mitocondrias que estdo ligadas a uma rede tubular do reticulo endoplasmatico liso. Sao
encontradas principalmente: na regido do filamento branquial que estd associada a artéria
branquial aferente, nas bases das lamelas branquiais e na regido interlamelar (FRANKLIN,
1990). Estas células normalmente diferenciam-se a partir de células epiteliais pavimentosas do
epitélio respiratorio, durante o desenvolvimento das lamelas branquiais, logo estas células sdo
mais numerosas nas branquias em desenvolvimento do que nas branquias do peixe adulto
(BOYD, 1980).

As células mucosas (CMs) sdo derivadas do epitélio branquial (Figura 8) e produzem
muco composto por diferentes categorias de glicosaminoglicanos, sua importancia biologica
abrange diversas fungdes como a regulacdo i0nica, protecdo mecanica e imunoldgica
(SHEPHARD, 1982). Estas c¢lulas estdo presentes em baixa quantidade na regido interlamelar e
nas lamelas branquiais de peixes sadios (FERGUSON; MORRISON; OSTLAND; LUMSDEN et
al., 1992). Em condig¢des estressantes a produ¢do de muco parece aumentar afim de que a
superficie branquial seja protegida, porém uma camada mucosa espessa bloqueara os canais de

fluxo de agua entre as lamelas branquiais, aumentando a distancia de difusdo entre a dgua e o
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sangue (ULTSCH; GROS, 1979). As células mucosas (CMs) estdo presentes no revestimento
epitelial do filamento branquial, e suas respostas ao meio ambiente tém sido intensamente
estudadas (HUGHES; MUNSHI, 1979; BANERJEE; CHANDRA, 2003; SUNITA; BANERIJEE,
2004; DIAZ; GARCIA; DEVINCENTI; GOLDEMBERG, 2005; DIAZ; GARCIA;
GOLDEMBERG, 2005). Outros tipos celulares sdo encontrados no intersticio, incluindo:
melanoécitos, linfocitos, macrofagos e células neuroepiteliais (LAURENT, 1984; DUTTA;
DATTA-MUSHI, 1996).

Figura 8. Diagrama demonstrando as estruturas da lamela primaria e
secundaria das branquias. Fonte: Propria autoria (2018).
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2.4.2. Rim

O rim dos teledsteos ¢ considerado um oOrgdo misto, que compreende elementos
hematopoiéticos, reticuloendoteliais, enddcrinos e de excregdo (Figura 9A). Os rins, assim como
as branquias, sdo responsaveis pela excrecdo e manutencdo da homeostase corporal (EVANS;
CLAIBORNE, 2005) e, além de produzir a urina atua como uma rota de excre¢ao de metabolitos
de diversos xenobidticos aos quais os peixes podem estar expostos (HINTON; BAUMANN;
GARDNER; HAWKINS ef al., 1992). Nestes peixes, geralmente os rins estdo localizados numa
posicao retroperitoneal (Figura 9B), proximo a coluna vertebral (PERRY; LAURENT, 1993).
Apresenta coloragdo escura: marrom ou preta. Os rins de peixes ndo sdo divididos em zonas
como medula e cortex que sao encontradas em mamiferos (OGUZ, 2015). Normalmente se divide
em duas regides: anterior, de origem pronéfrica, sendo composto basicamente por elementos
hematopoiéticos; e posterior, de origem mesonéfrica, composta por elementos excretores
(PERRY; LAURENT, 1993). No entanto, em algumas espécies, essas regides nao sao muito
evidentes (REIMSCHUESSEL, 2001).

Figura 9. (A) Fotografia indicando a localizagdo retroperitoneal do rim em peixe
teleosteo; (B) Fotomacrofotografia do rim. Fotos realizadas no Laboratério de
Polychaeta / UFRRJ (2018).

OGAWA, (1961) constatou que o rim de teledsteos marinhos pode ser agrupado em cinco
tipos (Figura 10):
1. Tipo I. As regides anterior e posterior sdo completamente fundidas e nao existe uma

distin¢ao clara entre elas. Esse tipo € comumente encontrado nos membros da familia Clupeidae.
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2. Tipo II. As regides anterior e posterior sdo distintas. E as regides média e posterior sao
completamente fundidas. Tais tipos sdo encontrados nos peixes marinhos pertencentes a
Plotosidae e enguias (Anguillidae).

3. Tipo III. Apresenta a regido posterior fundida, e regido anterior representada por duas
porcdes delgadas. As regides anterior e posterior sdo claramente distintas. Como visto na maioria
das espécies pertencentes as familias Belonidade, Mugilidae, Cottidae, Pleuronectidae e
Scopelidae.

4. Tipo IV. Neste tipo, a parte posterior do rim estd fundida. Nao ha distingdo de regido
anterior e posterior. E encontrado em cavalos marinhos e tubardes pertencentes a familia
Syngnathidae.

5. Tipo V. Neste tipo, os dois rins estdo completamente separados ao longo de seu

comprimento. Como em peixes pertencentes a familia Lophidae.

Regido anterior

Regiéo
. ' posterior
1
2 3
S

Figura 10. Ilustracdes representando os 5 tipos de rim. Fonte: OGAWA, 1961.
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A principal fun¢do do rim nos peixes ¢ a regulacdo osmotica de dgua e sais, ao invés da
excrecao de residuos nitrogenados como nos mamiferos. Enquanto, em peixes os residuos
nitrogenados sdo excretados pelas branquias (MORRISON, 2007). A unidade funcional do rim ¢
o néfron; e sua fun¢do ¢ filtrar o sangue, reter e absorver a agua, hormonios, nutrientes e excre¢ao
de outras substancias no limen renal. O filtrado glomerular ¢ chamado de urina (FEIST, 2009). O
néfron dos peixes varia consideravelmente entre formas marinhas, eurialinas e de agua doce
(Figura 11), refletindo diferengas significativas entre suas funcdes. Contudo, apresentam uma
arquitetura celular basica similar.

O néfron consiste em varios segmentos com estrutura e funcdo especificas.

1. Corptsculo renal (glomérulo com cépsula de Bowman) — antes de entrar na capsula
glomerular, a arteriola aferente se ramifica em capilares que irdo formar o glomérulo. Estes
capilares se anastomosam e deixam a capsula como arteriola eferente. O mesangio
preenche o espaco entre as alcas dos capilares glomerulares. A cépsula glomerular ¢
formada de camadas internas e externas de um unico epitélio achatado. Os capilares
glomerulares sdo envoltos por prolongamentos dos poddcitos, que sdo as células epiteliais
da camada interna. Além disso, em teledsteos, células justaglomerulares podem ser
encontradas nas paredes das arteriolas aferentes, estas células contém granulos secretores
que sdo responsaveis pela secrecdo da enzima renina (FATH-ELBAB, 2004). No
corpusculo renal ¢ formado um ultrafiltrado de plasma a partir do sangue. Este filtrado

passa para o tubulo renal, onde ¢ alterado para formar urina.

2. Segmento do colo — este segmento ¢ curto e reto, e desemboca no tibulo proximal;
apresenta forma de sifao (OJEDA; ICARDO; WONG:; IP, 2006), ¢ constituida por células
epiteliais cubicas multiciliadas, produzindo um Iimen semelhante a uma fenda
(OSTRANDER, 2000; MOKHTAR, 2017). Apesar de ndo ter uma funcao estabelecida,
acredita-se que os cilios estimulem a atividade absortiva nesta regido, sendo importante
também para o movimento de materiais do espaco de Bowman para o lumen tubular
(SAWYER; UCHIYAMA; PANG, 1982; OJEDA; ICARDO; WONG; IP, 2006).
Consequentemente se torna importante para a realizagdo da filtragdo de baixa pressao no
espaco urindrio e consequentemente aumentando a taxa de filtracdo glomerular

(SAWYER; UCHIYAMA; PANG, 1982; OJEDA; ICARDO; WONG; IP, 2006).
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3. Tbulos renais

Segmento proximal (primeiro segmento): apresenta seu sistema lisossomico
desenvolvido, um alto teor de fosfatase acida e um sistema tubular apical envolvido na
absorcao realizada por células endociticas provavelmente relacionados a reabsorcao de
proteinas e outras macromoléculas (JARIAL; WILKINS, 2010). Outras provaveis fungdes
sdo a reabsor¢do de glicose e aminoacidos, reabsor¢ao isosmotica de sddio e cloreto, e
secre¢do de moléculas organicas. Apresenta células colunares com borda em escova,
nucleo grande esférico, ligeiramente basofilo e basal (MOKHTAR, 2017). O citoplasma
destas células contém numerosas mitocondrias concentradas na regido basal e lisossomas
secundarios na regido supranuclear (OJEDA; ICARDO; WONG:; IP, 2006).

Segmento proximal (segundo segmento): constitui a maior regido do néfron dos
teledsteos. As células desta regido apresentam numerosas mitocondrias, sendo assim
considerada uma regido metabolicamente ativa. Regula a capacidade de produzir urina
hiper ou hipotonica. Apresentam células colunares mais elevadas que o primeiro
segmento, com nucleos variando de ovais a esféricos localizados centralmente, apresenta
intensa borda apical em escova e o citoplasma ¢ intensamente acidofilo. Apresenta o
sistema lisossdmico e baixa capacidade de endocitose, indicando que desempenha um
papel minimo na capta¢cdo de macromoléculas.

Segmento intermedidrio: tipicamente ¢ uma regido ciliada e pode formar uma
por¢ao especializada do segundo segmento proximal.

Segmento distal: ausente em teledsteos marinhos. Apresenta células colunares
baixas com nuicleos ovais, sem borda em escova e coloragdo menos intensa que o tubulo
contorcido proximal. O citoplasma apresenta mitocondrias alongadas e numerosas
invaginacdes do plasmalema basilar. Participa da reabsorc¢ao ativa do sédio, indicando
que pode aumentar a eficiéncia da reten¢do de ions monovalentes e a dilui¢cdo da urina

em peixes eurialinos e de dgua doce (HOAR; RANDALL, 1969).

4. Tabulos coletores
Essencial para a formacdo de uma urina diluida através da reabsor¢dao de ions
monovalentes do filtrado. Em teledsteos marinhos, € responsavel pela remog¢do do sodio

filtrado, ou pela saida do sodio através fluido tubular. Os tibulos coletores sao
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constituidos por células globosas e células colunares altas, com nucleos basais sem borda
em escova. Além de camada fina de musculo liso e tecido conjuntivo. As células globosas

ndo t€m sua fungdo e origem bem descritas, mas acredita-se que sdo células secretoras.

Glomérulo
Colo i
Glomérulo
Colo
Proximal
Proximal Proximal
Distal
Tubulo coletor Tubulo coletor Tuabulo coletor
Agua doce Marinho Aglomerular

Figura 11. Néfrons tipicos de teledsteos. Fonte: REIMSCHUESSEL, 2001.

Geralmente, os rins de teledsteos marinhos possuem glomérulos menos desenvolvidos do
que os teleosteos de agua doce. De acordo com OJEDA et al., (2006), o néfron de teledsteos
marinhos geralmente consiste nas seguintes partes:

(1) corptisculo renal contendo o glomérulo;

(2) um segmento de colo com segmento variavel;

(3) de 2 a 3 segmentos proximais que constituem a maior parte do néfron (a primeira delas

¢ semelhante a nivel ultraestrutural aos tibulos proximais de mamiferos);

(4) um segmento intermedidrio presente entre o primeiro € o segundo segmentos

proximais;

(5) tubo coletor;

(6) sistema de ducto coletor.
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2.4.3. Hepatopancreas

As maiores glandulas encontradas no sistema digestivo dos peixes sdo o figado e o
pancreas (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). O figado ¢ o maior 6rgao que se localiza fora do canal
alimentar. Geralmente apresenta coloragdo marrom-avermelhada, e estd localizado na parte
anterior do abdomen (Figura 12A). Dentre suas fungdes temos a assimilacdo de nutrientes,
producdo de alcool, desintoxica¢do, manuten¢do da homeostase metabolica do corpo que inclui o
processamento de carboidratos, proteinas, lipidios e vitaminas. Desempenha também um
importante papel na sintese de proteinas plasmaticas, tais como a albumina, fibrinogénio e
sistema complemento. Em algumas espécies, tais como M. americanus € M. furnieri o tecido
pancreatico exocrino se desenvolve ao redor da veia porta, € entdo penetra no parénquima do

figado, formando assim o hepatopancreas (ROBERTS, 1978).

v

Figura 12. Macrofotografia do hepatopancreas. (A) Indicagdo da localizacdo do hepatopancreas
em teleosteo (M. americanus) (V). (B) Macrofotografia do hepatopancreas (M. americanus).
Escala: 2cm. Fonte: Fotos realizadas no Laboratorio de Polychaeta / UFRRJ.

A histologia do figado varia entre as espécies, mas existem caracteristicas gerais que sao
comuns a maioria das espécies (BOMBONATO; ROCHEL; VICENTINI; FRANCESCHINI-
VICENTINI, 2007). O parénquima hepatico ¢ circundado por uma capsula de tecido conjuntivo
propriamente dito denso modelado, de modo que ela penetra o tecido, formando septos
subdividindo em lobos. E composto principalmente por corddes de hepatdcitos poliédricos, com
nucleos centrais distintos pela presenga de cromatina com margem intensamente basofilicas,
dando um aspecto denso (ROBERTS, 1978). Os sinusoides estdo distribuidos irregularmente

entre os hepatocitos, e sdao revestidos por células endoteliais, formando uma camada
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citoplasmatica fina. As cé€lulas de revestimento sinusoidais sao fenestradas e delimitam o espago
de Disse - zona entre células sinusoidais e hepatodcitos - que contém microvilosidades, assim
como as células de Ito. Nao sdo encontradas células de Kupffer em teledsteos, porém em algumas
espécies de peixes sdo encontradas células capazes de fagocitar particulas estranhas
(VARIACHAK, 1938). No parénquima hepatico observa-se a presenc¢a de ductos biliares e entre
os hepatocitos os canaliculos biliares fundem-se para produzir ductos de maior diametro. Os
ductos biliares sao formados por epitélio simples cubico revestido por tecido conjuntivo. Os
centros melanomacrofagicos presentes no hepatopancreas apresentam contetdo heterogéneo,
geralmente concentram lipofucsina, melanina e pigmentos de hemossiderina (MOKHTAR,
2017). A estrutura hepatica normalmente varia em relacdo direta ao sexo, idade, alimentos
disponiveis ou a temperatura, ¢ com influéncias enddcrinas fortemente relacionadas as condigdes

de reprodugdo ambientalmente reguladas (ROBERTS, 1978).

Pancreas exdcrino

Durante a ontogénese, o tecido pancreatico exocrino se desenvolve ao redor da veia porta,
e entdo penetra no parénquima hepatico, ou permanece extra-hepatico dependendo da espécie
(TAKASHIMA; HIBIYA, 1995; FIGUEIREDO; BARRETO; REIS, 2004). O pancreas extra-
hepatico aparece macroscopicamente com regides de massas amareladas que se distribuem nos
mesentérios ao redor do intestino, bago e bulbo intestinal. Ele também pode ser encontrado difuso
no tecido hepatico para formar hepatopancreas. Neste caso o pancreas ndo pode ser diferenciado
macroscopicamente do figado (MOKHTAR, 2017).

O tecido pancreatico exdcrino consiste em acinos serosos dispersos. Dois tipos de células
alveolares estdo presentes nos acinos; células centroacinares e células acinares tipicas. As células
centroacinares sao poliédricas ligadas por suas extremidades basais a veia porta e seus apices em
dire¢do ao lumen central, representam a extremidade final do sistema de ductos pancreaticos. As
células acinares tipicas sdo de formato poliédrico, dispostas em grupamentos para formar os
acinos pancreaticos com limen central estreito, local no qual os produtos dessas células exdcrinas
sdo secretados. As células possuem citoplasma basofilico, nucleos basais esféricos localizados na
base com nucléolo central proeminente e contém granulos de zimogénio acidéfilo, com densidade

variada (KAPOOR; SMIT; VERIGHINA, 1976). Os granulos de zimogénio contém proenzimas
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responsaveis pela digestdo de proteinas, carboidratos, gorduras e nucleotideos (MOKHTAR,
2017).

Na por¢do pancredtica, sdo encontradas pequenas células ramificadas com processos
citoplasmaticos no espago perivascular e periacinar, chamadas de células estreladas pancreaticas.
Também sdo observadas as rodlet cells na superficie externa do hepatopancreas, estas células
estdo envolvidas na resposta imune, e sdo observadas em diversos 6rgaos de peixes (MOKHTAR,

2017).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
O presente trabalho visa avaliar o uso dos peixes Menticirrhus americanus (Linnaeus,
1758) e Micropogonias furnieri (Desmarest, 1823) como bioindicadores da qualidade ambiental
das baias de Paraty e Sepetiba, localizadas no estado do Rio de Janeiro, através da detec¢ao de

possiveis alteragdes histologicas em branquias, rim e hepatopancreas destas espécies.

3.2  Objetivos Especificos

o Descrever o padrao histomorfoldgico de branquias, rim e hepatopancreas dos
peixes M. americanus e M. furnieri.

o Analisar e classificar as possiveis alteragdes histologicas em cada 6rgao estudado
nas espécies analisadas, para avaliar o uso destes como biomarcadores histoldgicos a exposi¢ao
prévia destes a estressores ambientais.

o Realizar avaliacdo histoquimica da ocorréncia de respostas bioldgicas, quanto a
presenga e distribuigdo de células que sintetizam glicoconjugados nas branquias.

o Comparar os resultados obtidos nas anélises histologicas dos 6rgdos destas duas
espécies de cienideos, visando gerar dados relacionados a resposta bioldgica ocorrida apds
possivel exposi¢do de misturas de xenobiodticos nestes diferentes ecossistemas marinhos

localizados no Rio de Janeiro.
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4 HIPOTESE
Existem mais alteragcdes histologicas graves nas branquias, rim e hepatopancreas dos

peixes M. americanus e M. furnieri provenientes da baia de Sepetiba que ¢ uma area bastante

afetada pelas atividades antropicas.
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5 JUSTIFICATIVAS

O desenvolvimento deste trabalho ajudard a verificar se as espécies M. americanus e M.
furnieri sao modelos biologicos apropriados para o uso em biomonitoramento, das baias onde
foram coletados, ao refletir em nivel tecidual as condi¢des destes ambientes.

A investigagcdo de biomarcadores histologicos pode ser tornar uma ferramenta de baixo
custo para determinar a saude destes peixes teleosteos perciformes, da familia dos cienideos, que

esta dentre as espécies de maior importancia comercial no Brasil, destaca-se a corvina (M.
furnieri).
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6 METODOLOGIA

No presente trabalho foram analisados cerca de 75 exemplares de peixes teledsteos
marinhos das espécies Menticirrhus americanus € Micropogonias furnieri, coletados nas baias de
Paraty e Sepetiba, RJ (Tabela 1). Os peixes foram coletados, por meio de parceria com
pesquisadores do Laboratorio de Ecologia de Peixes do Departamento de Biologia Animal da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Imediatamente apds a coleta, os peixes
foram identificados, imersos em solugdo contendo o anestésico hidrocloreto de benzocaina (> 50
mg/L), conforme (Resolu¢do do Conselho Federal de Medicina Veterinaria n° 1000/2012 para
eutandsia em peixes), € posteriormente eutanasiados por hipotermia. Esta pesquisa foi conduzida
sob Licenca ICMBio para coleta de peixes - nimero do processo - 10 707.

Os peixes foram coletados entre 03/2015 — 04/2016, e fixados em formalina ainda no
local da coleta, no mesmo dia, foram medidos (paquimetro analdgico), pesados, dissecados para a
imediata remog¢do dos o6rgdos (branquias, hepatopancreas e rim), a fixacdo dos mesmos foi
realizada em formalina a 10% por 24 horas a fim de evitar alteragdes post-mortem e

posteriormente, colocadas em alcool 70% dando inicio ao processamento histologico.

Tabela 1. Dados sobre a coleta dos peixes.

Regides de coleta

Espécie Baia de Paraty Baia de Sepetiba
M. americanus 12 17

M. furnieri 23 23

Total de espécimes 35% 40%*

* Dos espécimes coletados foram realizadas as analises dos 6rgdos que obtiveram total preservacao
das estruturas.

- Analise da Agua

A andlise da agua foi realizada no local de coleta. Para avaliar a qualidade da 4gua foi
realizada a medicdo dos seguintes parametros fisicos e quimicos: temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e turbidez. Com auxilio da sonda (HORIBA® mod. U-22/ Water Quality Checker),

calibrada a cada coleta. As leituras foram feitas a profundidade de 1,0 m.
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- Analises em Laboratério

Antes de prosseguir com o processamento histologico dos orgdos coletados, das duas
espécies de teleosteos utilizadas, estes foram analisados macroscopicamente com o uso de
estereoscopio Leica 250W e fotografados com camera Leica DFC para obtencao de imagens que
foram processadas pelo software Leica Application Suite, no Laboratorio de Polychaeta (LAPOL)
da UFRRIJ. Os dados obtidos foram utilizados para correlagdo da descrigdo macroscopica com as
possiveis alteracdes microscopicas presentes nestes 6rgaos.

No Laboratorio da area de Histologia e Embriologia da UFRRJ, os 6rgaos foram retirados
e submetidos as demais etapas do processamento histologico de rotina para a impregnacao e
inclusdo em parafina-Histosec (Merck). Neste estudo, cortes histoldgicos transversais de 4 pm
espessura de cada orgao estudado foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para descrigao
histologica dos 6rgaos; as branquias foram submetidas a métodos histoquimicos do Alcian Blue
(AB) pH 2.5 e do Acido Periddico-Reativo de Schiff (PAS) para detecgdo de células
mucossecretoras de glicoconjugados acidos e neutros, respectivamente, além da realizagdo da
técnica de tricromico de Gomori (TG) para diferenciar fibras coldgenas no tecido conjuntivo, ou
diferenciar fibras musculares lisas e fibras coldgenas; os rins foram submetidos ao método
histoquimico do Acido Periddico-Reativo de Schiff (PAS) para identificagdo do tabulo proximal
com borda em escova; o hepatopancreas foi submetido a técnica histoquimica de PERLS a fim de
demonstrar sais férricos no tecido, marcando a hemossiderina (corada em azul), esta técnica vem
sendo empregada em estudos ambientais nos quais contaminantes sdo avaliados (SLANINOVA;
MACHOVA; SVOBODOVA, 2014), método de Gomori para detecgio de fibra reticular e
tricromico de Gomori (TG) para diferenciar tecido conjuntivo, musculo e fibras coldgenas.

A quantidade de células mucossecretoras acidas e neutras foram determinadas com
microscopio de luz a 40 X para cada espécime, a quantificacdo foi realizada através do exame de
3 regides do filamento branquial (base, meio e apice), 4 filamentos por secao, 3 se¢oes separadas
por pelo menos 4 secdes intervalares. Cada regido examinada consistiu de 10 lamelas adjacentes
e seus espagos interlamelares associados em cada lado do filamento. Isso representou um total de
36 medi¢des por branquia.

Para a realizagdo da microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram utilizados
fragmentos das amostras de branquias, hepatopancreas e rim, estes foram fixados logo apds a

eutandsia, em solucdo de cacodilato de sodio 0,1M com glutaraldeido e armazenados até o
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momento da inclusdo. O processamento foi realizado na Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), no
Laboratorio Interdisciplinar de Vigilancia Entomologica em Diptera e Hemiptera. As amostras
foram lavadas em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,3) por trés vezes e pos-fixadas em solucdo de
tetroxido de 6smio (OsO4) 1% em tampao fosfato de soédio 0,1 M (pH 7,3) por 2 horas a 4°C. O
excesso de tetroxido de 6smio foi retirado com lavagens sucessivas em tampao fosfato 0,1 M (pH
7,3). As amostras foram desidratas em concentragdes crescentes de alcool por 10 minutos e
posteriormente foram embebidas em epon. As amostras foram incluidas em moldes de silicone
em posicdo sagital aos filamentos. Apds a polimerizagdo da resina foram realizados cortes
ultrafinos e colocados sobre grades de cobre. As amostras foram contrastadas com acetato de
uranila e citrato de chumbo. Os cortes foram observados em um microscopio eletronico de

transmissao e as imagens capturas pelo software Imaging System.

Analise de alteracgdes histologicas - As alteracdes histoldgicas especificas em cada 6rgao
analisado, foram avaliadas através do calculo do valor médio de alteragao (VMA), com base na
incidéncia de lesdes, de acordo com (SCHWAIGER; WANKE; ADAM; PAWERT et al., 1997) e
por meio do célculo do indice de alteracdes histologicas (IAH), com base na severidade de cada
lesdo, de acordo com (POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

As alteragdes em cada 6rgao foram classificadas em estagios progressivos de dano ao
tecido: alteragdes do estagio I, que ndo alteram o funcionamento normal do tecido; estagio II, que
sdo mais graves e prejudicam o funcionamento normal do tecido; e estagio III, que sdo muito
graves e causam danos irreparaveis. O valor de VMA foi calculado para cada animal pela
formula: VMA = (1 X SI) + (10 X SII) + (100 X SIII) onde I, II e III correspondem ao numero de
alteracdes dos estagios I, II e III, respectivamente. Valores de VMA entre 0 e 10 indicam
funcionamento normal do 6rgdo; valores entre 11 e 20 indicam dano leve ao 6rgdo; valores entre
21 e 50 indicam mudangas moderadas no 6rgdo; valores entre 50 e 100 indicam lesdes graves e
valores acima de 100 indicam dano irreversivel ao o6rgdo (POLEKSIC; MITROVIC-
TUTUNDZIC, 1994).

A porcentagem de cada alteragdo observada no tecido branquial das duas espécies de
peixes coletadas em cada baia foi calculada dividindo-se o numero de peixes apresentando uma

determinada alteragdo dividida pelo nimero total de peixes avaliados.
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A quantidade de células mucosas por individuo foi determinada em microscopio de luz
(40x) analisando trés regides dos filamentos (base, meio e apice), quatro filamentos por secio e
trés sec¢oes separadas por pelo menos quatro se¢des de intervalo (LEDY; GIAMBERINI; PIHAN,
2003). Cada regido examinada compreendia 10 lamelas adjacentes e seus espagos interlamelares
associados em cada lado do filamento. No total, 36 medi¢des foram realizadas por individuo. As

secodes foram examinadas no microscépio Hund H600 Wetzlar x40.

Analise estatistica - Para cada parametro, as diferencas entre os locais e espécies, foram
testadas para comparar as diferencas significativas utilizando teste t binomial para amostras
independentes ou o teste de Mann-Whitney. Foi utilizada a corre¢do de Bonferroni para ajustar os
valores de p com o objetivo de minimizar o erro do tipo 1. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando os programas GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad software, Inc., 2007)

e Statistic versao 7.0 (StaSoft, Inc, 2005).

- Observacdes e fotomicrografias

Todos os cortes histologicos foram observados e fotomicrografias foram feitas com
camera digital Sony DSC - W230 acoplada ao microscopio Olympus BX 41. O aumento das
fotomicrografias foi obtido pela medi¢do da imagem com o uso de lamina micrométrica para
microscopio bioldgico comparando o tamanho da imagem sem zoom com a que foi utilizado o

zoom da maquina fotografica e por regra de trés, foi visto quantas vezes foi aumentado.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO DA ANALISE DA AGUA

De acordo com a resolugdo CONAMA n. 357 - que define os limites de parametros, ou
indicadores, para indicadores relacionados a dados sobre a protecdo de comunidades aquaticas
(classe 1) -, as concentragdes de oxigénio dissolvido (OD) ndo devem registrar menos que 5 mg /
L -1 para 40 NTU turbidez e o pH deve ser mantido entre 6,5 e 8,5.

O oxigénio dissolvido (OD) ¢ a quantidade de oxigénio medida em miligramas ou
milimetros dissolvidos em um litro de 4gua. Os niveis de oxigénio sdo comumente altos nas
aguas superficiais, em especial em aguas costeiras. A superficie do mar e estudrios permite o
ganho de oxigénio através de troca atmosférica, e da luz que penetra na superficie da agua e
permite que o processo de liberagdo de oxigénio da fotossintese acontega (CCME, 1999). Alguns
autores utilizam o monitoramento do OD como indicagdo da qualidade da dgua em dareas
costeiras e estuarinas (HUGHES; BALLINTIJN, 1968; PRASHANT; ABDSALAM; KHALIFA,
2009).

O valor de pH ¢ uma medida da acidez da agua. E importante a medi¢do desse parametro
para o controle da polui¢do, pois possui um profundo efeito no metabolismo dos organismos
aquaticos (BOYD, 1995).

A turbidez ¢ uma propriedade Otica da agua, na qual materiais suspensos e alguns
materiais dissolvidos, como argila, fazem com que a luz seja espalhada e absorvida em vez de
transmitida em linhas retas (GILVEAR; PETTS, 1985).

As baias de Sepetiba e Paraty apresentaram concentra¢cdes médias de OD e valores de pH
dentro dos limites determinados pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) nas
coletas realizada. Os valores de turbidez foram maiores na baia de Sepetiba, embora ndo tenham
excedido o limite estabelecido pelo CONAMA de 40 UNT. Por outro lado, a baia de Paraty
apresentou valores de turbidez abaixo do limite estabelecido. Os resultados da analise fisica e

quimica da 4gua realizada nos locais de amostragem sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Média e desvio padrao dos dados analisados da dgua dos locais de coleta.

Baia de Sepetiba Baia de Paraty
Parametros Meédia DP Média DP
Temperatura (°C) 27.24 +0.22 28.03 +0.09
OD 6.4 +0.26 591 +0.16
Ph 8.5 +0.06 8.65 +0.05
Turbidez 10.4 +1.37 1.58 +0.33

Atualmente, vem sendo observado um aumento da concentracio de metais pesados e
nutrientes em aguas naturais receptoras de residuos municipais e industriais. A composicao
quimica da agua ¢ proveniente da interacdo entre varios fatores, dentre eles: intensidade e
composicdo das dguas pluviais que caem no estuario; reagdes quimicas que ocorrem entre agua e
solo; poluicdo na baia, como despejo industriais e praticas agricolas inadequadas (DILLON;
KIRCHNER, 1975). Assim, a determinacao do grau de polui¢do, com relagdo a esses parametros
quimicos, ¢ de grande importincia para as autoridades locais e para os ambientalistas
(SAMANIDOU; PAPADOYANNIS; VASILIKIOTIS, 1991).

Estudos anteriores (WASSERMAN; FIGUEIREDO; PELLEGATTI; SILVA-FILHO, 2001;
MOLISANI; MARINS; MACHADO; PARAQUETTI et al., 2004; PIZZOCHERO; TORRE;
SANZ; NAVARRO et al., 2019) sobre sedimentos e qualidade da dgua na baia de Sepetiba
mostraram uma contaminacao significativamente maior por metais pesados. No presente estudo
os parametros analisados estavam dentro dos limites estabelecidos pelo CONAMA nas baias de
Paraty e Sepetiba, com isto as alteragdes histologicas poderiam ser causadas pela presenca de
metais pesados na dgua. Esse resultado pode confirmar a hipotese de que a baia de Sepetiba esté

sob alto risco de contaminacao quimica por metais pesados, detergente etc.
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CAPITULO

Alteracdes histoldgicas observadas em branquias de peixes como biomarcadores dos impactos

ambientais nas Baias de Paraty e Sepetiba, Rio de Janeiro, Brasil
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RESUMO

O uso de espécies de peixes como bioindicadores ¢ uma importante ferramenta de
monitoramento ambiental. Os biomarcadores histologicos sdo adotados para avaliar as
condicdoes de satde de diferentes organismos e para indicar sinais de alerta de risco
ambiental. A histologia pode ser aplicada como um método eficaz para analisar os efeitos de
poluentes e outros estressores. Nesse sentido, as alteragdes histoldgicas das branquias foram
analisadas para avaliar a adocdo das espécies de peixes Menticirrhus americanus
(LINNAEUS, 1758) e Micropogonias furnieri (DESMAREST, 1823) como bioindicadores
para medir a qualidade ambiental nas baias de Paraty e Sepetiba, no Estado do Rio de
Janeiro. No total, 58 peixes foram coletados nas baias citadas acima. Com base nos
resultados, foi observado que a baia de Paraty apresenta bom estado de conservacao,
enquanto a baia de Sepetiba esta poluida. As espécies coletadas na baia de Sepetiba
apresentaram lesdes como elevacao epitelial, aneurisma e necrose nas branquias; assim, foi
possivel concluir que os biomarcadores histologicos podem ser utilizados como
bioindicadores para medir o impacto ambiental nessas baias.

Palavras-chave: morfologia; estuario; sciaenidae; células mucosas.
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ABSTRACT

Fish species use as bioindicator is an important environmental monitoring tool. Histological
biomarkers are adopted to assess the health conditions of different organisms and to indicate
warning signs of environmental hazard. Histology can be applied as an effective method to
analyze the effects of pollutants and other stressors. Accordingly, histological gill changes were
analyzed in order to assess the adoption of fish species Menticirrhus americanus (LINNAEUS,
1758) and Micropogonias furnieri (DESMAREST, 1823) as bioindicator to measure
environmental quality in Paraty and Sepetiba bays, Rio de Janeiro State. In total, 58 fish were
collected in the assessed bays. Based on the results, Paraty bay is in good conservation state,
whereas Sepetiba bay is polluted. Species collected in Sepetiba bay showed lesions such as
epithelial lifting, aneurysm and necrosis in the gills; thus, it was possible concluding that
histological biomarkers can be used as bioindicators to measure the environmental impact in
these bays.

Keywords: morphology; estuary; sciaenidae; mucous cells.
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8.1 Objetivos Especificos

o Descrever o padrao histomorfologico das branquias dos peixes M. americanus e
M. furnieri.
o Analisar e classificar as possiveis alteracdes histologicas para avaliar das

branquias, nas espécies analisadas, como biomarcador histologico da exposi¢do prévia a

estressores ambientais.

o Avaliar histoquimicamente a ocorréncia de respostas bioldgicas, quanto a presenca

e distribui¢cdo de células que sintetizam glicoconjugados nos 6rgaos estudados.

o Comparar os resultados obtidos nas analises de alteragdes histologicas das

branquias destas duas espécies de cienideos.
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8.2 Resultados

Analise histologica
As espécies estudadas apresentam estrutura compativel com o padrdo histomorfologico

observado entre elas (Figura 13).

Figura 13. Padrdao histomorfologico. (A) M. furnieri. (B) M. americanus. Coloragdo: HE.
Aumento: 150 x.

As lamelas secundarias se originam nas superficies superior e inferior das lamelas
primarias e sdo orientadas perpendicularmente aos filamentos (Figura 14). O epitélio simples
pavimentoso que reveste as lamelas secunddrias € sustentado por células pilares. As células
pilares controlam o didmetro das lacunas (espaco localizado entre as células pilares), regulando o
fluxo sanguineo. O epitélio delgado permite a proximidade do sangue com o ambiente externo,
promovendo a troca eficiente do oxigénio e absor¢ao de residuos metabodlicos soluveis. Outros
tipos celulares também podem ser encontrados nas lamelas primdrias e secundérias, tais como:

células mucosas, endoteliais, cloridricas, entre outras (Figura 14).
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Figura 14. Lamela primaria e lamela secundaria, compostas por diversos tipos celulares: células
epiteliais (), célula pilar (*), eritrocitos (=), célula cloridrica (V). Coloragdo: HE. Aumento:
1150x.
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Os arcos branquiais sdo sustentados por osso misto (acelular e esponjoso) e cartilagem
com musculos abdutores e adutores estriados associados a fim de facilitar o movimento das

branquias (Figura 15).

Figura 15. Fotomicrografia do arco branquial de M. furnieri. Fibras
musculares em vermelho réseo () e colageno em azul (). Coloragdo: TG.
Aumento: 300x.
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Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Células epiteliais pavimentosas (Figuras 16A, B e D) apresentam ultraestrutura complexa,
incluindo reticulo endoplasmatico abundante e aparato de Golgi com matrizes densas associadas
de vesiculas, sugerindo assim uma intensa reciclagem de membranas (LAURENT, 1984). As
células pavimentosas apresentam caracteristicas ultraestruturais que apontam uma alta atividade
metabodlica (OLSON; FROMM, 1973; LAURENT; DUNEL, 1980; LAURENT, 1984) e foram
implicadas na regulacao acido-base (WILSON; LAURENT; TUFTS; BENOS et al., 2000).

As células cloridricas (Figura 16B) estdo distribuidas nos filamentos e regides
interlamelares dos animais, e estdo envolvidas no transporte de ions. A caracteristica mais
evidente morfoldgica destas células ¢ o formato eliptico com presen¢a de mitocondrias, sistema
tubular eletrodenso, apresentando um sistema calicular endoplasmatico extremamente bem
desenvolvido que ¢ tipico por causa de sua cripta na membrana apical, € membranas bem
definidas (ZADUNAISKY, 1996). As intensidades da coloragdo das células cloridricas estdo
relacionadas a densidade de unidades (alfa) da enzima Na+/K+ ATPase e indiretamente reflete a
atividade das mesmas.

Células mucosas (Figura 16C) sdo desenvolvidas, apresentam citoplasma extenso,
apresentando-se restrito a porc¢ao periférica da célula. Sao compostas principalmente por globulos
mucosos ligados a membrana, sdo compactos, podendo ser poligonais ou redondos apresentando
eletrodensidades variadas e aspecto fibroso (DIAZ; M GARCIA; DEVINCENTL
GOLDEMBERG, 2001).
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Figura 16. Microscopia Eletronica de Transmissdo da branquia de M. furnieri. (A) Célula
pavimentosa - pv; fibrdcito - f; (B) Cripta apical - ca da célula cloridrica; célula cloridrica - cc;
célula pavimentosa - PV; (C) Eritrécito - e; célula mucosa — CM; (D) Lamina Basal — lb;
eritrocito — e; célula pavimentosa - pv.

Alteracdes histolégicas

As alteragdes histoldgicas nas branquias foram classificadas de acordo com as alteragdes
propostas por FLORES-LOPES; THOMAZ, 2011 no qual ocorre a divisdo em trés diferentes
estagios, de modo que as alteracdes sdo agrupadas de acordo com os niveis modificacdo da

arquitetura tecidual. Assim podem ser observados: estagio I: edema intersticial, infiltragdo
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leucocitaria, hiperplasia epitelial, fusdo lamelar, vasodilatacdo, congestao lamelar; estagio II:

deslocamento epitelial; estagio II1: aneurisma e necrose.

e Deslocamento epitelial e edema: ¢ caracterizado pelo deslocamento do epitélio de
revestimento das lamelas secundarias, em que a forma¢do de um espago chamado edema

ocorre. E um tipo de alteragio cuja proporgao é variavel (Figura 17).

Figura 17. Presenca de areas de desprendimento epitelial (7) de modo irregular e
formacdo de edema (V). Algumas células se desprendem em sua porgdo apical e outras
em sua porg¢ao basal. Coloragdo: HE. Aumento: 1150x.
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o Infiltracio leucocitiria e congestio lamelar: O infiltrado inflamatdrio ou leucocitario
consiste em globulos brancos que deixam o sangue e entram (infiltram-se) numa area com

processo inflamatorio. A congestdo lamelar consiste na presenga de hemdcias nucleadas

no lumen das lamelas (Figura 18).

Figura 18. Aglomerado de células inflamatorias (V) e hemacias (\). Coloragdo: HE.
Aumento: 1150x.
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e Hiperplasia lamelar e vasodilatacio: consiste em uma alteragdo no tamanho e/ou na
propor¢ao das células, podemos sugerir que seja uma area de regeneracao, na qual serdo
observadas figuras de mitose. Na vasodilatagdo podemos notar um aumento do didmetro
da luz dos vasos, de modo que o vaso apresenta um maior calibre quando comparado a

outros vasos (Figura 19).

Figura 19. Proliferagdo do epitélio de revestimento (V¥), o qual encontra-se,
intensamente, eosinofilico e presenca de um aglomerado de células sanguineas na porgao
interna da lamela (V). Coloragdo: HE. Aumento: 1150x.
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e Fusao lamelar: ¢ provavelmente causada por hiperplasia lamelar grave; assim, pode levar
a fusdo parcial ou total dos capilares lamelares dentro de uma massa epitélio hiperplasica

(Figura 20).

Figura 20. Perda focal da organiza¢do da arquitetura da lamela secundaria (V).
Coloragao: HE. Aumento: 1150x.
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e Aneurisma: alteracdo que pode ser caracterizada através da dilatacdo anormal de um vaso

sanguineo, provocado pelo enfraquecimento das paredes do vaso (Figura 21).

Figura 21. Presenca de dilatagdes lamelares associadas a aglomeragao de hemacias frente
a um extravasamento destas no interior das lamelas (V). Coloracdo: HE. Aumento:
1150x.
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o Necrose: alteragdo caracterizada por graves alteragdes no nucleo celular, a picnose

(retragdo e adensamento do nucleo), cariorexia (fragmentacdo do nucleo picnoético) e

caridlise (coloragdo nuclear palida e fraca). O citoplasma sofre previamente alteragdes

deixando-o eosinofilico (Figura 22).

SLLE 3

Figura 22. Células com citoplasma eosinofilico, homogéneo e nucleos necrdticos
3% S

(picnose “1”e cariorexia “7”"). Coloragdo: HE. Aumento: 1150x.
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Foram analisadas 30 branquias das espécies provenientes da baia de Paraty (18 M.
americanus € 12 M. furnieri) e 28 da baia de Sepetiba (16 M. americanus e 12 M. furnieri)
(Tabela 1). Apds realizar a analise de todas as laminas o valor de VMA foi calculado para cada
animal pela férmula: VMA = (1 X SI) + (10 X SII) + (100 X SIII). Valores de VMA entre 0 e 10
indicam funcionamento normal do 6rgdo; valores entre 11 e 20 apontam dano leve ao 6rgao;
valores entre 21 e 50 assinalam mudangas moderadas no 6rgdo; valores entre 51 e 100 indicam
lesdes graves e valores acima de 100 apontam dano irreversivel ao orgdo (POLEKSIC;
MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

De acordo com o esperado, a andlise de todas as branquias analisadas da baia de Sepetiba
mostrou [AH igual a 100, fato que indicou danos irreversiveis aos orgdos. Por outro lado,
branquias provenientes da baia de Paraty apresentaram valor médio de alteracao (VMA) variando
de 11 a 20 e indicaram dano leve ao 6rgao.

Ambas apresentaram alta incidéncia para diversas alteracdes histologicas nas branquias
das duas espécies estudadas, incluindo: deslocamento epitelial, edema intersticial, hiperplasia
epitelial, infiltracdo leucocitdria, hiperplasia epitelial, fusdo lamelar, vasodilatacdo, congestdo

lamelar, aneurisma e necrose (Figura 23).
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Figura 23. Fotomicrografias de branquias das espécies estudadas, indicando a descrigao
das alteracdes histologicas. (A) Presenga de areas com deslocamento epitelial; edema
intersticial (—); estrutura ovalada de coloracdo eosinofilica apresentando bordas
delimitadas — parasito (#); proliferagdo do epitélio de revestimento — hiperplasia do
epitélio lamelar (— ) e vasodilatacdo (v) 300x. (B) Presenca de células inflamatodrias -
infiltracdo leucocitaria (#); deslocamento epitelial (—); ¢ perda de organizagdo da

49



arquitetura da lamela - fusdo lamelar (*) 300x. (C) Congestdo lamelar (A) e cartilagem
elastica (c¢) 630x. (D) Dilatagdo lamelar é observada — aneurisma (a) e elevagao epitelial
(—) 1150x. (E) Elevagdo epitelial (—) e infiltragdo de leucdcitos (#) 630x. (F) Presenca
de citoplasma eosinofilo, necrose (€) e vasodilatacio (v) Coloragdao: HE.
Aumento1310x.

A frequéncia das alteragdes histoldgicas (Tabela 3) indica que as alteracdes de estagio I11
sao menos frequentes nas espécies coletadas na baia de Paraty, j4 as de estagio 1 e II sdo

frequentes em ambos locais.

Tabela 3. Taxa de ocorréncia de alteragdes histoldgicas encontradas nas branquias de M.

americanus € M. furnieri residentes nas baias de Paraty e Sepetiba.

Baia de Paraty Baia de Sepetiba

Alteragdes histologicas M. americanus M. furnieri M. americanus

M. furnieri

Deslocamento epitelial
Edema intersticial
Infiltragdo leucocitaria
Hiperplasia epitelial
Fusao lamelar
Vasodilatagao

Congestao lamelar

41.7%* (5)
58.3%* (7)
83.3% (10)
58.3%* (7)
41.7%* (5)
91.7% (11)
83.3% (10)

38.9%* (7)
77.8% (14)
88.9% (16)
66.7%* (12)
38.9%* (7)
94.4% (17)
94.4% (17)

91.7% (11)
100% (12)
100% (12)
91.7% (11)
100% (12)
100% (12)
100% (12)

100% (16)
100% (16)
100% (16)
100% (16)
87.5% (14)
100% (16)
100% (16)

Aneurisma 25%* (3) 33.3%*(6)  100% (12) 100% (16)
Necrose 167%*(2)  111%*(2)  100% (12) 93.8% (15)
Total 12 18 12 16

*P < 0.05 vs. grupo baia de Paraty x baia de Sepetiba.

Os resultados encontrados nao mostraram diferencas significativas entre as alteracdes

histologicas nas espécies.
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Células mucosas

As células mucosas foram encontradas nos filamentos e lamelas em ambas espécies
estudadas, e reagiram positivamente a coloragdo PAS e AB, indicando a presenca de

glicosaminoglicanas acidas e neutras, respectivamente (Figura 24).

Figura 24. Histologia e histoquimica de branquias: (A) Destaque de células mucosas.
Coloracao em HE. Aumento: 1150x. (B) Células coradas em magenta nas lamelas secundarias
(reacdo positiva ao PAS) indicando a presenca de glicoconjugados neutros. Aumento: 1150x.
(C) Células de lamelas secundarias com reagao positiva ao AB, indicando a presenca de
glicoconjugados. Aumento: 300x. (D) Distribui¢do uniforme das células mucosas 4cidas na
lamela branquial. Aumento: 150x.

A contagem de células positivas para células mucossecretoras neutras apresentou

diferenca estatistica apenas nas células mucosas das branquias coletadas da espécie M.
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americanus, embora o grafico abaixo (Figura 25) mostre que M. furnieri coletado na baia de
Paraty apresentou menor quantidade de células mucosas. A contagem de células positivas para
glicoconjugado 4cido indicou diferenca estatisticamente significante em ambas as espécies na
comparacao entre os locais (nas baias de Paraty e Sepetiba); este resultado mostra que os animais
que vivem na baia de Paraty tém menor niimero de células mucosas quando comparados aos que

vivem na baia de Sepetiba (Figura 25).

Figura 25. Efeitos do aumento da quantidade de secre¢do de mucos acidos e neutros. A-
Contagem das células positivas para secre¢do de mucos acidos demostrou aumento nos animais
coletados na baia de Sepetiba quando comparados com a baia de Paraty em ambas espécies. B-
A quantidade de células positivas para secrecdo de mucos neutros foi maior na baia de Sepetiba
na espécie M. americanus, enquanto na espécie M. furnieri indicou um aumento na baia de
Sepetiba, porém sem diferenca estatistica. Dados (n = 10 por grupo) sdo expressos como média +
DP. *#P < 0.05 vs. grupo baia de Paraty x baia de Sepetiba.
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8.3 Infeccoes Parasitarias

As infecgOes parasitarias em peixes sdo extremamente comuns em populagdes de peixes
selvagens, e em condicdes normais os hospedeiros apresentam pouco ou nenhum sinal de
infeccao (FEIST, 2009). A histologia se mostra importante para analise das infec¢des por
parasitas que podem ocorrer nas branquias. Apesar da ocorréncia de ectoparasitas e endoparasitas
serem comuns em branquias de peixes, dependendo da incidéncia podem ser considerados um
potente biomarcador (RIBEIRO; KATSUMITI; FRANCA; MASCHIO et al., 2013). Assim
sendo, os parasitas podem atuar como um parametro para a verificacdo do estado de saude de
organismos aquaticos (RIBEIRO; KATSUMITI; FRANCA; MASCHIO et al, 2013). No
presente estudo ectoparasitas (ndo identificados) foram observados nas branquias das duas

espécies estudadas (Figura 25), e em ambos locais de coleta.

B

Figura 26. Cortes histologicos de branquias de peixes infectados por parasitas. (A) Parasita na
camada muscular da branquia. (B) Parasita na lamela branquial. Colora¢dao: HE. Aumentos: 1150x
e 300x.
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8.4 Discussao

Alteragdes como edema intersticial e infiltragdes leucocitarias sdo frequentemente
encontradas em casos de distirbios ecologicos, como marés vermelhas; bem como em animais
expostos a poluentes quimicos, como metais pesados e certos pesticidas, e a doses de formalina
terapéutica ou peroxido de hidrogénio (SKIDMORE; TOVELL, 1972; YANG; ALBRIGHT,
1992). Essas alteracdes refletem distiirbios na regulacdo da pressio osmoética (STRZYZEWSKA;
SZAREK; BABINSKA, 2016). No total, 100% dos peixes coletados na baia de Sepetiba
apresentaram as duas alteragdes avaliadas. As amostras de M. americanus coletadas na baia de
Paraty apresentaram 58,3% de edema intersticial e 83,3% de infiltracdo de leucocitos, enquanto
M. furnieri apresentou 77,8% de edema intersticial e 88,9% de infiltragdo de leucocitos.

A hiperplasia lamelar ¢ frequentemente associada a respostas em longo prazo de animais
expostos a altas concentragdes de sulfato de cobre (WANI; SIKDAR-BAR; BORANA; KHAN et
al.,2011). Este processo resulta da exposi¢ao cronica dos animais a poluentes de origem hidrica,
tais como amoénia e microrganismos (KARGES; WOODWARD, 1984). Essa mudanca ocorre
quando as células das lamelas primarias migram distalmente, o que resulta no acimulo de células
na borda anterior da lamela secundaria (ROGERS, 2007). O acumulo de células pode levar ao
aumento do numero de células mucosas na base das lamelas; consequentemente, a darea
respiratoria € significativamente reduzida. Esse resultado ¢ amplamente relatado como o efeito
histopatologico de substincias toxicas, como o6leos crus e de seus subprodutos (GUSMAO;
RODRIGUES; MOREIRA; ROMANO et al, 2012; MOVAHEDINIA; BEHROOZ;
MAHMOOQOD, 2012). Essa alteracao foi encontrada em menor freqiiéncia nos animais coletados
na baia de Paraty.

A fusdo lamelar ¢ uma resposta considerada protetiva, pois reduz a area vulneravel da
branquia, esta resposta retarda a entrada de substancias toxicas nas branquias (MALLATT,
1985). A fusdo lamelar secundaria pode ocorrer devido a hiperplasia lamelar grave; assim, pode
levar a fusdo parcial ou total de capilares lamelares dentro de uma massa de epitélio hiperplésico.
No entanto, o nivel de proliferagdo de células epiteliais ¢ frequentemente menor do que o de
alteracdes hiperpléasicas causadas por modificagdes na consisténcia do muco. Essas alteragcdes
foram associadas a efeitos cronicos causados pelo aluminio, como descrito em trutas marrons

(KARLSSON-NORRGREN; BJORKLUND; LJUNGBERG; RUNN, 1986). A fusdo lamelar
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secundaria, hiperplasia lamelar grave e hiperplasia do epitélio lamelar representam as adaptagdes
que ocorrem em maior abundancia em resposta a baixa qualidade da 4gua, estas alteracdes visam
diminuir a superficie respiratoria e aumentar a distancia de difusdo (SOLLID; NILSSON, 2006),
porém como efeito colateral pode sufocar o peixe (MALLATT, 1985). A fusdo lamelar foi a
alteracdo encontrada com menor frequéncia nos animais coletados na baia de Paraty.

O deslocamento epitelial ¢ uma das primeiras alteracdes histologicas observada em
branquias expostas a substancias toxicas, como 6leos, detergentes, amdnia, fenol e 4cidos, bem
como a metais (POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994). A separacao e o desprendimento
do epitélio da lamela secundaria aumenta o os espacos intracelular entre o sistema pilar e o
revestimento epitelial (ELSHAER; M ELSHAER; ALLAH; BAKRY, 2015). Esta alteragcdo pode
atuar como uma medida de prote¢do, aumentando a distancia de difusdo entre o poluente e
sangue, evitando a entrada de xenobiOticos no organismo e comprometendo o consumo de
oxigénio (SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ, 2008). Essas alteragdes sdo tipicas de uma
resposta inflamatdéria aguda. Com base nos resultados do presente estudo, essa alteracdo foi
encontrada em 41,7% da M. americanus ¢ em 38,9% da M. furnieri da baia de Paraty, assim
como em 91,7% da M. americanus e em 100,0% da M. furnieri na baia de Sepetiba.

As espécies de peixes coletadas na baia de Sepetiba apresentaram 100% de vasodilatagdo,
enquanto M. americanus € M. furnieri coletadas na baia de Paraty registraram, respectivamente,
91,7% e 94,4% de vasodilatagdo. Essa mudanga indica exposi¢cdo severa de animais aquaticos a
poluentes presentes na agua (GOMES; NASCIMENTO; SALES; ARAUJO, 2012). Peixes
submetidos a condigdes estressantes podem apresentar alteragdes vasculares nas lamelas - sua
resposta a essa exposicdo pode ser disfuncional e prejudicar sua fisiologia (HEATH, 1995;
LIMA; RIBEIRO; MELO, 2006).

A congestao sanguinea lamelar foi encontrada em todas as espécies (100%) coletadas na
baia de Sepetiba, e na maioria das espécies coletadas na baia de Paraty. Essa mudanca pode
causar danos microscopicos e perda das células pilares, isto prejudica a funcdo de troca gasosa
das branquias; levando a perda da capacidade de suporte e, consequentemente, desordem
estrutural lamelar (STRZYZEWSKA; SZAREK; BABINSKA, 2016).

O aneurisma ¢ caracterizado por extravasamento de sangue dentro das lamelas e pela
ruptura do sistema de células pilares, com subsequente dilatacdo dos vasos sanguineos

(MARTINEZ; NAGAE; ZAIA; ZAIA, 2004). Esta alteracdo representa o efeito deletério dos
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xenobidticos no tecido branquial (SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ, 2008); além disto ¢
considerada uma mudanga severa e muitas vezes irreversivel. Essa alteracdo foi encontrada em
100% dos peixes coletados na baia de Sepetiba, enquanto os peixes coletados na baia de Paraty
registraram baixa taxa de aneurisma. A incidéncia de aneurismas nas espécies aqui selecionadas
pode estar associada aos seus habitos alimentares, uma vez que a matéria organica encontrada no
sedimento acumulou poluentes (STEHR; JOHNSON; MYERS, 1998). Aneurismas também
foram observados nas branquias de peixes expostos ao cadmio, que ¢ um metal pesado
frequentemente usado em estudos toxicologicos experimentais. Essa mudanga resulta do acimulo
significativo de cddmio no ambiente e nos residuos industriais e domésticos (GARCIA SANTOS;
MONTEIRO; ROCHA; FONTAINHAS-FERNANDES, 2007).

A necrose pode ser caracterizada por citoplasma eosinofilico e nucleos de carater
necrdtico (picnose, carorrexia € cariolise); esses fendmenos sdo tipicos de processos
degenerativos. A necrose das células epiteliais branquiais € frequentemente observada apos a
exposi¢do dos animais a toxinas (ROGERS, 2007). A necrose pode ser vista como resultado da
exposi¢do prolongada a irritantes que incluem suspensdes encontradas na agua, que podem ser
causadas pela turbidez (STRZYZEWSKA; SZAREK; BABINSKA, 2016). Essa mudanca
histologica irreversivel foi encontrada em quase todos os animais coletados na baia de Sepetiba,

enquanto os coletados na baia de Paraty apresentaram baixa frequéncia.

Analise de Células Mucosas

Estudos disponiveis na literatura t€ém destacado o importante papel desempenhado pelas
células mucosas nas branquias de peixe (SABOAIA-MORAES; HERNANDEZ-BLAZQUEZ;
MOTA; BITTENCOURT, 2005). Em termos fisioldgicos, a secrecdo de muco estd
principalmente associada a lubrificagdo do trato respiratério e a prote¢do contra microrganismos
patogénicos (ZACCONE; SALVATORE; AINIS; CONTINI, 1989; WHITEAR; MITTAL,
2006). Essa secrecdo também desempenha um papel importante na regulagdo e difusdo de ions
em peixes, prote¢do contra choques mecanicos da matéria suspensa na agua e exposicao a
poluentes dissolvidos na agua (HANDY; EDDY; ROMAIN, 1989; MORON; ANDRADE;
FERNANDES, 2009). Glicoconjugados secretados na superficie das células mucosas
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desempenham um papel importante na lubrificagdo, bem como na protecao contra e inibigdo de
microorganismos (DIAZ; M GARCIA; DEVINCENTI; GOLDEMBERG, 2001). Os peixes
coletados na baia de Paraty apresentaram niimero menor de células mucosas que os da baia de
Sepetiba A hipersecrecdo de muco branquial corresponde a uma resposta nao especifica, relatada
para peixes em condi¢des acidas (KARLSSON-NORRGREN; BJORKLUND; LJUNGBERG;
RUNN, 1986; MC CAHON; PASCOE; MC KAVANAGH, 1987; H. JAGOE; A. HAINES,
1997), bem como para peixes expostos a poluentes de diversas naturezas (MALLATT, 1985).
Além disso o aumento da secre¢do de muco pode estar relacionado a maior turbidez encontrada

na baia de Sepetiba.

8.5 Conclusio

Alteragdes histologicas e células produtoras de muco foram observadas em maior
quantidade nas branquias de peixes coletados na baia de Sepetiba, esse resultado evidencia
resposta a contaminacdo por xenobidticos inespecificos encontrados nos locais avaliados. As
alteracdes histoldgicas observadas no epitélio branquial de M. americanus e M. furnieri podem
diferenciar claramente a baia de Paraty (4rea de referéncia) da baia de Sepetiba (poluida). A
maior ocorréncia de lesdes branquiais graves mostra que os peixes da baia de Sepetiba estdo
enfrentando estresse devido aos poluentes da agua. Portanto, alteragdes histologicas sdo

biomarcadores tteis para medir a contaminagdo ambiental nas baias de Paraty e Sepetiba.
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CAPITULO II

Alteragoes histologicas renais analisadas em peixes e sua utilizacdo como biomarcadores dos

impactos ambientais nas baias de Paraty e Sepetiba, Rio de Janeiro, Brasil
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RESUMO

Biomarcadores histologicos sdo utilizados para avaliar as condigdes de satde de diferentes
organismos e para indicar sinais de alerta de risco ambiental. A histologia pode ser aplicada
como um método eficaz para analisar os efeitos de poluentes e outros estressores. Neste
sentido, este estudo relata a incidéncia de alteracdes histologicas encontradas nos rins das
espécies de peixes marinhos Menticirrhus americanus (LINNAEUS, 1758) e Micropogonias
furnieri (DESMAREST, 1823), que foram coletados na baia de Sepetiba (poluida) e na baia
de Paraty (4rea de referéncia) como bioindicador para medir a qualidade ambiental. No total,
58 peixes foram coletados, e foram realizadas andlises histologicas nos mesmos. As
alteracdes histologicas observadas nos rins dos peixes coletados na baia de Sepetiba
contrastam com os coletados na baia de Paraty, no que diz respeito ao tipo e gravidade de
lesdes observadas. As alteracdes histoldgicas de estagio I e II foram encontradas em quase
todos os peixes que foram analisados de ambas as baias, porém a necrose teve uma
frequéncia maior nos animais da baia de Sepetiba, sendo estas consideradas lesdes
irreversiveis. Com base nos resultados, a alta incidéncia de alteracdes de estagio III (lesdes
graves) nos rins de M. americanus e M. furnieri nos peixes da baia de Sepetiba ¢ uma
evidéncia da mé qualidade ambiental. Assim sendo, foi possivel concluir que os
biomarcadores histologicos podem ser utilizados como bioindicadores gerais de qualidade do
ambiente aquatico.

Palavras-chave: morfologia; estudrio; Sciaenidae; rim.
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ABSTRACT

Histological biomarkers are used to assess the health conditions of different organisms
and to indicate warning signs of environmental risk. Histology can be applied as an
effective method for analyzing the effects of pollutants and other stressors. In this sense,
this study reports the incidence of histological changes found in the kidneys of the marine
fish species Menticirrhus americanus (LINNAEUS, 1758) and Micropogonias furnieri
(DESMAREST, 1823), which were collected from Sepetiba Bay (polluted site) and Paraty
(reference area) as a bioindicator for measuring environmental quality. In total, 58 fish
were collected from the above mentioned bays, and histological analyzes were performed
on them. The histological changes observed in the kidneys of fish collected in Sepetiba
bay contrast with those collected in Paraty bay, regarding the type and severity of lesions
observed. Stage I and II histological alterations were found in almost all fish analyzed
from both Bays, but necrosis was more frequent in Sepetiba Bay animals, which were
considered irreversible lesions. Based on the results, the high incidence of stage III
changes in the kidneys of M. americanus and M. furnieri in Sepetiba Bay fish is evidence
of poor environmental quality. Thus, it was possible to conclude that histological
biomarkers can be used as general bioindicators of aquatic environment quality.

Keywords: morphology; estuary; Sciaenidae; kidney.
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9.1 Objetivos Especificos

o Descrever o padrao histomorfoldgico dos rins dos peixes M. americanus e M.

furnieri.

o Analisar e classificar as possiveis alteragdes histoldgicas para avaliar o uso deste,

nas espécies analisadas, como biomarcador histologicas da exposicdo prévia a estressores

ambientais.

o Comparar os resultados obtidos nas andlises histologicas dos rins destas duas

espécies de cienideos, visando gerar dados relacionados a resposta bioldgica ocorrida apds

possivel exposi¢do de misturas de xenobiodticos nestes diferentes ecossistemas marinhos

localizados no Rio de Janeiro.
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9.2 Resultados
Analise histologica

Observou-se que as espécies estudadas apresentam padrao histomorfologico semelhantes

(Figura 27).

Figura 27. Presenca de tubulos renais, tecido hematopoiético e centros melanocrofagicos. (A) M.
furnieri. (B) M.americanus. Coloracao: HE. Aumentos: 150x.

Os rins das espécies aqui estudadas sdo divididos em regido anterior e posterior, para a
execucdo do estudo foi realizada a coleta da regido posterior do rim. As unidades funcionais do
rim posterior sdo os néfrons, cuja funcao ¢ filtrar o sangue, reter e reabsorver dgua, hormonios,
nutrientes e excretar outras substancias no limen renal. O néfron ¢ formado por quatro regides
distintas: glomérulo, tubo proximal e tibulo coletor (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995; FEIST,
2009). Os tabulos proximais estdo cobertos com uma cobertura de glicocalice (borda em escova),
os tubulos distais ndo apresentam bordas em escova, ¢ os tubulos coletores consistem em
epitélios colunares com nucleos basais sem borda em escova (Figura 28). Apesar de fazer parte
do sistema excretor, ele ¢ composto por tecido hematopoiético. Por ser o principal local de

hematopoiese no peixe, o tecido hematopoiético forma uma matriz de suporte para os néfrons do
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rim posterior, outra estrutura celular, encontrada em todos teledsteos € o centro dos

melanomacrofagicos.

Figura 28. Tubulos proximais, revelando a presenga de abundante glicocélice associado aos
microvilos (“borda em escova”) em sua regido apical (*). Coloracao: PAS. Aumento: 1150x.

Microscopia Eletronica Transmissao

A existéncia de células mesangiais com prolongamentos citoplasmaticos e de células
mesangiais com aparéncia dendritica sugere um papel funcional complexo (contratil e fagocitica)
para o mesangio (OJEDA; ICARDO; WONG; IP, 2006). Observamos que células mesangiais
apresentam corpos celulares alongados, que estdo incorporados nos componentes da membrana
basal - CMB (Figura 29 A, B). Estas células formam um obsticulo a passagem das

macromoléculas por meio de uma barreira de filtragao, podendo ser modificada por contragao ou
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expansao dos processos mesangiais (KREISBERG; KARNOVSKY, 1983). A membrana basal da

capsula de Bowman apresenta algumas fibras coldgenas (Figura 29 B) paralelas a lamina densa.

\ 4 CMB

v cmB A

Figura 29. Imagens de microscopia eletronica de transmiss@ao mostrando uma se¢ao tangencial de
um capilar glomerular. (A) Célula mesangial (¥) com um prolongamento citoplasmatico
incorporada nos componentes da membrana basal (CMB). Processo celular mesangial (M).
Células colunares (¢). (B) Componentes da membrana basal (CMB). Processos celulares
mesangiais (M). Fibras colagenas (A).

Alteracdes histolégicas

As alteragdes histologicas encontradas nos rins dos peixes foram classificadas de acordo
com as alteragdes propostas por (FLORES-LOPES; THOMAZ, 2011). Estes autores relatam que
ocorre a divisdo em trés diferentes estagios, de modo que as alteracdes sdo agrupadas de acordo
com os niveis modificagdo da arquitetura tecidual. Assim pode ser observado: estagio I:
Corpusculo - dilatagdo dos capilares glomerulares e hipertrofia glomerular; Tibulos — hipertrofia
nuclear, hipertrofia celular, vacuolizacdo citoplasmatica, dilatacdo do lumen do tabulo,
regeneracdo tubular, centros melanomacrofagicos; estagio II: aumento do espago de Bowman,
congestdo sanguinea na capsula de Bowman, degeneracao tubular e aumento do calibre do limen

tubular; estagio I1I: necrose.
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o Hipertrofia glomerular e dilatacio capilar do glomérulo: A hipertrofia celular resulta
da altera¢do no tamanho e/ou na propor¢ao do nimero de ntcleos dos glomérulos (Figura
30). J&4 o processo de dilatagdo do glomérulo estd relacionado, com a manutengdo e
regulacdo da homeostase do sistema circulatorio. Este tipo de alteracdo afeta a taxa de
filtracdo glomerular e indica que estas resultam de mecanismos reguladores extrinsecos e
intrinsecos, 0s quais sdo necessarios para garantir que a taxa de filtracdo glomerular seja
suficiente para permitir que os rins eliminem produtos da decomposicao metabodlica e

regula a pressdo arterial, sem causar perda excessiva de agua.

Figura 30. Alteracao histoldgica no corpusculo renal, o tridngulo (¥) mostra o processo
de hipertrofia glomerular, ja a seta (= ) indica o processo de dilatagdo capilar do
glomérulo. Coloragdao: HE. Aumento: 1150x.
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e Hipertrofia nuclear e celular: H4d uma alteragdo no tamanho e/ou na propor¢ao do
nimero de nucleos dos tibulos contorcidos (Figura 31). Este aspecto pode ser observado
por meio da comparagdao com ntcleos de células normais do mesmo tipo e pela razdo do

tamanho do nucleo em relagdo ao tamanho da célula inteira.

Figura 31. Células com alteracdo no tamanho asterisco (*) indicam a hipertrofia nuclear,
jéa a seta (€) aponta a hipertrofia celular. Colora¢do: HE. Aumento: 1150x.
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e Vacuolizacdo citoplasmatica: Alteragdo evidenciada pela presenca de formacgdes

circulares de coloracdo negativa localizada no citoplasma celular (Figura 32). Podendo

indicar a possibilidade de diagnosticos diferenciais como degeneracdo gordurosa ou
hidropica.

Figura 32. Células com auséncia de colora¢do sdo indicadas por setas (¢). Coloragao:
HE. Aumento: 1150x.
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e Dilataciao do limen do tiubulo e aumento do calibre do limen tubular: Nesse tipo de
alteracdo, observa-se a presenca de tubulos com didmetros levemente mais amplos

(Figura 33). Ja na dilatacao do Iimen do tubulo, observa-se o aumento da luz tubular.

Figura 33. Rim com tubulos proximais com alteragdo no didmetro do lamen (V).
Coloragao: HE. Aumento: 1150x.
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o Centros melanomacrofagicos: As células sdo encontradas apresentando granulos difusos
pelo citoplasma de formato arredondado, que se diferenciam dos heterofilos por serem
granulacdes menores, no citoplasma celular (Figura 34). Estes agregados podem indicar

uma resposta fisioldgica do sistema imunoldgico.

Figura 34. Reunido de estruturas esféricas basofilicas entremeadas ao parénquima, assim

como a presencas de pigmento acastanhado granular (V). Coloracdo: HE. Aumento:
1150x.
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e Degeneracio tubular: Pode ocorrer no epitélio dos tibulos proximal e distal, a célula
epitelial sofre hipertrofia, o citoplasma exibe pequenos granulos, o contorno celular nao

pode ser claramente distinguido e o calibre luminal do tubulo diminui (Figura 35).

Figura 35. Tubulos compostos por células cubicas, no qual o contorno celular ndo se
encontra bem definido (*). Coloragao: HE. Aumento: 1150x.
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e Regeneracao tubular: Ha presenca de aglomerados de células proliferadas, chamada

hiperplasia celular (Figura 36). Esse tipo de alteracdo indica uma tentativa de reparacao

do tecido lesionado com a finalidade de se reestabelecer a homeostasia do sistema em

questdo.

Figura 36. Parénquima renal apresentando, aglomerado de nucleos e aumento de mitoses
indicando a tentativa de regeneracao tubular (*). Coloragdo: HE. Aumento: 1150x.
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Aumento do espaco de Bowman e congestio sanguinea na capsula de Bowman: O
aumento da capsula de Bowman ocorre secundariamente a obstru¢do dos tibulos. Ao se
observar o parénquima, observamos néfrons apresentando uma maior distancia entre a
capsula de Bowman e os capilares glomerulares (Figura 37), o que pode interferir na
velocidade de filtragdo do néfron ou ser resultante de uma alteragdo prévia. A congestao
sanguinea (Figura 37) ¢ consequéncia do excesso de globulos vermelhos nos capilares que
pode causar sua ruptura e, nesse caso, ¢ comum encontrar os globulos vermelhos no

espaco de Bowman.

L,

K
v

Figura 37. Na capsula de Bowman observamos excesso de hemadcias na rede de capilares

(l—’), além do aumento do espago da capsula ('V¥), e glomérulos dilatados ( * ). Coloragao:
HE. Aumento: 1150x.
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e Necrose: A necrose ¢ marcada com graves alteragdes no nucleo celular. O citoplasma

sofre alteragdes apresentando citoplasma intensamente eosinofilico (Figura 38). Dessa

forma, o diagnostico da necrose depende de caracteristicas especificas observadas na area
estudada.

Figura 38. Parénquima renal com presenca de tubulos compostos por células cubicas de
citoplasma tumefeito, claro, ¢ nucleo de aspecto necrdtico, ou auséncia de nucleo (*).
Coloragao: HE. Aumento: 1150x.
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Foram analisados 21 rins das espécies provenientes da baia de Paraty (10 M. americanus e
11 M. furnieri) e 19 da baia de Sepetiba (9 M. americanus e 10 M. furnieri) (Tabela 1). Apos
realizar a analise de todas as laminas o valor de VMA foi calculado para cada animal pela
formula: VMA = (1 X SI) + (10 X SII) + (100 X SII) (SCHWAIGER; WANKE; ADAM,;
PAWERT et al., 1997). Valores de VMA entre 0 e 10 indicam funcionamento normal do 6rgao;
valores entre 11 e 20 apontam dano leve ao 6rgdo; valores entre 21 e 50 assinalam mudancas
moderadas no 6rgdo; valores entre 51 e 100 indicam lesdes graves e valores acima de 100
apontam dano irreversivel ao 6rgao (POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

Os resultados encontrados ndo apresentaram diferencas significativas entre as espécies.
De acordo com o esperado, todos os rins analisados da baia de Sepetiba apresentaram um VMA
acima de 100, indicando dano irreversivel ao 6rgdo. Enquanto os rins analisados na baia de
Paraty apresentaram os valores de VMA entre 21 e 50, indicando dano moderado ao 6rgao.
Ambas as baias apresentaram: dilatagdo dos capilares glomerulares, hipertrofia glomerular,
hipertrofia nuclear, hipertrofia celular, vacuolizacdo citoplasmatica, dilatacio do Iumen,

regeneracao tubular, centros melanomacrofagicos e aumento do espaco de Bowman (Figura 39).
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Figura 39. Fotomicrografias de rim das espécies estudadas, indicando alteragdes histologicas nos
rins. (A) Componentes estruturais: tecido hematopoiético (TH), tibulo renal (Tb) e capsula de
Bowman (cB). Alteracao histoldgica: vasodilatacdo (*); B. Congestdo sanguinea na capsula de
Bowman (seta), dilatacdo do limen do tabulo (asterisco); C. Oclusdo do limen tubular (seta),
hipertrofia celular (cabeca de seta); D. Degeneracdo tubular (3), centro melanomacrofagico
(cabega de seta), hipertrofia glomerular (*). Coloragao: HE.

A frequéncia das alteragdes histologicas (Tabela 4) indicam que as alteragdes de estagio 11
e III s3o menos frequentes nas espécies coletadas na baia de Paraty, ja as de estagio I sdo

frequentes em ambos locais.
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Tabela 4. Frequéncia da ocorréncia de alteragdes histologicas encontradas nos rins de M.

americanus € M. furnieri nas baias de Paraty e Sepetiba.

Baia de Paraty Baia de Sepetiba
] ) . M. americanus M. furnieri
Alteragdes histologicas M. furnieri
americanus
Corpusculo
Dilatagdo dos capilares glomerulares 80% (8) 90.9% (10) 100% (9) 100% (10)
Hipertrofia glomerular 80% (8) 81.8% (9) 100% (9) 100% (10)
Tubulos
Hipertrofia nuclear 90% (9) 100% (11) 100% (9) 100% (10)
Hipertrofia celular 100% (10)  100% (11) 100% (9) 100% (10)
Vacuolizagao citoplasmatica 100% (10) 81.8% (9) 100% (9) 100% (10)
Dilatagdo do limen 100% (10)  100% (11) 100% (9) 90% (9)
Regeneragao tubular 100% (10)  100% (11) 100% (9) 100% (10)
Melanomacrofagos 90% (9) 81.8% (9) 88.9% (8) 100% (10)
Aumento do espago de Bowman 80% (8) 81.8% (9) 100% (9) 100% (10)
Congestao sanguinea na capsula de 88.9% (8) 90% (9)
40%* (4) 27.3%* (3)

Bowman
Degeneracdo tubular (citoplasmatico) 60%* (6) 72.7% (8) 100% (9) 90% (9)
Aumento do calibre do lumen tubular 70%* (7) 63.6%* (7) 100% (9) 100% (10)
Necrose 40%* (4) 45.5%* (5) 88.9% (8) 100% (10)
Total 10 11 9 10

*p < 0.05 vs. grupo baia de Paraty x baia de Sepetiba.
9.3 Discussiao

O rim dos teledsteos ¢ um dos primeiros 6rgaos que sdo afetados pelos contaminantes
presentes na agua (THOPHON; KRUATRACHUE; UPATHAM; POKETHITIYOOK et al.,
2003). E rico em tecido hematopoiético, e consequentemente ¢ o principal local de produgio de

sangue destes animais (WOOD; YASUTAKE, 1956). As alteragdes histologicas de estagio I e 11
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foram encontrados em quase todos os peixes que foram analisados nas baias, porém a necrose
teve uma frequéncia maior nos animais da baia de Sepetiba. A degeneracdo tubular e alteragdes
no corpusculo estdo relacionadas a peixes que sdo expostos a 4gua contaminada e com a presenga
de metais (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995; THOPHON; KRUATRACHUE; UPATHAM,;
POKETHITIYOOK et al., 2003). Neste estudo a degeneragdo tubular foi caracterizada pela
presenca de um citoplasma tumefeito, claro e diluido nos tibulos. O processo de degeneracao
pode evoluir para degeneracdo hialina, caracterizada pela presenca de grandes granulos
eosinofilicos no interior das células (CAMARGO; MARTINEZ, 2007). Estes granulos podem ser
formados dentro das células ou pela reabsor¢dao das proteinas plasmaticas perdidas na urina,
indicando danos no corpusculo (REINERT, 1992; TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). Em casos
mais graves, o processo degenerativo pode levar a necrose tecidual (TAKASHIMA; HIBIYA,
1995). A presencga de degeneragdo tubular, associada a presenga de necrose no rim no presente
estudo, indica que o rim sofreu danos graves e irreparaveis apds a exposicao a agua poluida da
baia de Sepetiba.

Os rins sdo o principal local de producao de sangue dos peixes, e por isso, os xenobidticos
presentes no sangue podem provocar alteragdes histologicas na capsula de Bowman. O aumento
do espago da cépsula de Bowman, e consequente formagao de edema foram relatados por outros
pesquisadores em trabalhos realizados com peixes expostos ao acetato de chumbo, a herbicidas e
expostos a metais pesados (HERMENEAN; DAMACHE; ALBU; ARDELEAN et al., 2015;
CRUZ; SILVIA; LIA; ADILSON et al., 2016).

Centros de melanomacrofagos foram observados no hepatopancreas e no tecido
hematopoiético do rim, como descrito na literatura (ROBERTS, 1978). Essas estruturas contém
diferentes pigmentos, como a melanina, hemossiderina, lipofucsina, pigmento lipogé€nico que
podem auxiliar nos mecanismos de defesa do hospedeiro (ROBERTS, 1978). A melanina pode
absorver ou neutralizar radicais livres, cations e outros agentes toxicos, derivados da degradagao
de material celular fagocitado (ZUASTL J IMENEZ-CERVANTES; GARCIA-BORRON;
FERRER, 1998) e tem importancia na produg¢do de compostos bactericidas especialmente,
peroxido de hidrogénio (WOLKE; MURCHELANO; DICKSTEIN; GEORGE, 1985). Handy &
Penrice, 1993 encontraram células da capsula de Bowman hipertrofiadas e melanomacrofagos no
rim de truta (Salmo trutta) e tilapia (Oreochromis mossambicus) expostos ao cloreto de mercurio.

Alteragdoes semelhantes foram encontradas em peixes expostos a contaminantes organicos
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(VEIGA; RODRIGUES; PACHECO; RANZANI-PAIVA, 2002) e contaminantes ambientais
mistos (SCHWAIGER; WANKE; ADAM; PAWERT et al., 1997, PACHECO; MONTEIRO
SANTOS, 2002). Os peixes da baia de Paraty, aparentemente, apresentaram uma menor
frequéncia de centros melamomacrofagicos quando comparados com os peixes da baia de
Sepetiba. Este resultado pode ser um indico da resposta do organismo aos xenobidticos.

Em alguns casos observamos a oclusdo dos tubulos renais, isto pode ocorrer pelo acimulo
de certos materiais no limen (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). Essa alteragdo prejudica a fluxo
do filtrado e atrasa os processos de reabsor¢do e secre¢ao no tubulo (RAND; PETROCELLI,
1985; HINTON; BAUMANN; GARDNER; HAWKINS et al., 1992).

9.4 Conclusio

Verificou-se que o padrao histomorfologico dos rins dos peixes M. americanus e M.
furnieri ¢ semelhante. Foram observadas alteragdes histologicas nos rins dos peixes estudados e
esse resultado evidencia a resposta & contaminagdo por xenobioticos inespecificos encontrados
nos locais avaliados. Estas alteragdes histologicas observadas nos rins de M. americanus e M.
furnieri podem distinguir a baia de Paraty (4area de referéncia) da baia de Sepetiba
(potencialmente contaminada). A maior ocorréncia de lesdes do estagio III na baia de Sepetiba
mostra que os peixes estdo enfrentando estresse devido aos poluentes presentes na agua. Portanto,
alteragdes histologicas podem ser consideradas biomarcadores uteis para medir a contaminagdo

ambiental nas baias de Paraty e Sepetiba.
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CAPITULO III

Analise histologica de alteragdes em hepatopancreas de peixes e sua utilizagdo como

biomarcadores de impactos ambientais nas baias de Paraty e Sepetiba, Rio de Janeiro, Brasil
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RESUMO

Os estuarios sdo reservatorios de uma grande variedade de contaminantes, incluindo metais
pesados e compostos organicos de origem antropogénica. A familia Sciaenidae apresenta
uma grande plasticidade ecofisioldgica e sdo tolerantes a um amplo espectro de variagdo de
parametros fisicos e quimicos da agua, sendo assim adequada para o monitoramento
ambiental. Os peixes sdo considerados bons bioindicadores ambientais de contaminacao por
metais, pois estdo no apice da cadeia alimentar. Quando incorporados pelos peixes, 0s
poluentes podem ser acumulados no hepatopancreas e a exposi¢do a contaminantes leva este
orgdo a apresentar alteragcoes histologicas. Neste sentido, este estudo relata a incidéncia de
alteracdes histoldgicas encontradas nos hepatopancreas das espécies de peixes marinhos
Menticirrhus americanus (LINNAEUS, 1758) e Micropogonias furnieri (DESMAREST,
1823), que foram coletados na baia de Sepetiba (local poluido) e na baia de Paraty (area de
referéncia) como bioindicador para medir a qualidade ambiental. No presente estudo foi
analisado, um total de 58 hepatopancreas de M. americanus e M. furnieri nas baias de Paraty
e Sepetiba. As alteracdes histoldgicas observadas nos hepatopancreas dos peixes coletados na
baia de Sepetiba contrastam com os coletados na baia de Sepetiba, no que diz respeito ao tipo
e gravidade de lesdes observadas. Alteracdes histologicas de estagio I foram encontradas em
quase todos os peixes das baias de Paraty e Sepetiba, enquanto as alteragdes de estagio II e 111
tiveram uma frequéncia maior nos espécimes da baia de Sepetiba, sendo estas consideradas
lesdes de maior severidade. Com base nos resultados, a alta incidéncia de alteracdes de
estagio Il e IIl em M. americanus e M. furnieri nos peixes da baia de Sepetiba ¢ uma
evidéncia da ma qualidade ambiental. Assim sendo, foi possivel concluir que as alteracdes
histologicas podem ser relacionadas a indicagdo da qualidade do ambiente aquatico.

Palavras-chave: morfologia; estudrios; Sciaenidae; hepatopancreas.
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ABSTRACT

Estuaries are reservoirs of a wide variety of contaminants, including heavy metals and
organic compounds of anthropogenic origin. The Sciaenidae family has a great
ecophysiological plasticity and are tolerant to a wide range of physical and chemical
parameters of water, thus being suitable for environmental monitoring. Fish are
considered good environmental bioindicators, due to metal contamination as they are at
the apex of the food chain. When incorporated by fish, pollutants can accumulate in the
hepatopancreas and exposure to contaminants causes this organ to present histological
changes. In this sense, this study reports the incidence of histological changes found in the
hepatopancreas of marine fish species Menticirrhus americanus (LINNAEUS, 1758) and
Micropogonias furnieri (DESMAREST, 1823), which were collected from Sepetiba bay
(polluted site) and Paraty bay (reference area) as a bioindicator for measuring
environmental quality. In the present study, a total of 58 M. americanus and M. furnieri
hepatopancreas were analyzed in the Paraty and Sepetiba bays. The histological changes
observed in the hepatopancreas of fish collected in Sepetiba bay contrast with those
collected in Sepetiba bay, regarding the type and severity of observed lesions.
Histological alterations of stage I were found in almost all Paraty and Sepetiba bay, while
stage II and III alterations were more frequent in Sepetiba bay specimens, which were
considered to be more severe lesions. Based on the results, the high incidence of stage Il
and III changes in the M. americanus and M. furnieri in Sepetiba bay is evidence of poor
environmental quality. Thus, it was concluded that the histological changes may be
related to the indication of the quality of the aquatic environment.

Keywords: morphology; estuary; Sciaenidae; hepatopancreas.
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10.1 Objetivos Especificos

o Descrever o padrao histomorfologico do hepatopancreas dos peixes M. americanus
e M. furnieri.

o Analisar e classificar as possiveis alteracdes histologicas para avaliar o uso destas,
nas espécies analisadas, como biomarcador da exposi¢ao prévia a estressores ambientais.

o Comparar os resultados obtidos nas analises histologicas do hepatopancreas destas
duas espécies de cienideos, visando gerar dados relacionados a resposta bioldgica ocorrida apos
possivel exposi¢do de misturas de xenobiodticos nestes diferentes ecossistemas marinhos

localizados no Rio de Janeiro.
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10.2 Resultados

Analise histologica

Na histologia das espécies investigadas foi observada a presenca de tecido pancreético
exocrino distribuido pelo parénquima hepatico. Foi constatada a organizagdo do parénquima em
células glandulares ou acinos glandulares, que ¢ a parte a exocrina do pancreas, cujo citoplasma €
basofilico, exceto na parte apical, onde ¢ acidofilico devido a presenca de granulos de secrecao.
O ntcleo encontra-se localizado na regido basal da célula. O tecido exdcrino pancreatico nestes
peixes esta localizado no figado, sendo assim esse 6rgdo denominado de hepatopancreas (EL
BAKARY; EL-GAMMAL, 2010); o pancreas exocrino intra-hepatico estd organizado em

aglomerados de células colunares, organizadas em acinos (Figura 40).

Figura 40. Fotomicrografia do hepatopancreas da M. furnieri. Hepatopancreas formado por
aglomerados de acinos pancreaticos (P) distribuidos ao redor do figado (L). Coloragdo: HE.
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A forma intra-hepatica ¢ localizada ao redor dos ramos da veia porta (Figura 40 A), e ¢
separado do parénquima hepatico através de uma fina camada de tecido conjuntivo, composta
principalmente por fibras coldgenas (Figura 41 B). As fibras colagenas também sdo encontradas

ao redor dos ductos biliares (Figura 41 A e B).

B

Figura 41. Fotomicrografias do hepatopancreas. A - Demonstracdo do o6rgdo formado por
aglomerados de acinos pancreaticos (P) distribuidos em torno dos ramos da veia porta (¢') do
figado (L). B - Tecido pancreatico exdcrino (*) separado do parénquima hepatico (>) por uma
fina camada de capsula do tecido conjuntivo (V). Coloragdo: TG.

No presente estudo ndo foi possivel evidenciar as triades portais e as subdivisdes
hexagonais que caracterizam os l6bulos hepaticos. O hepatopancreas ¢ constituido por
hepatocitos organizados em placas celulares, circundadas por sinusoides. Os hepatocitos sao
células arredondadas com citoplasma claro, apresentando nucleo esférico e basoéfilo. A rede de
capilares sanguineos apresenta vasos anastomosados e drenados pelas veias centro-lobulares
(AKIYOSHI; INOUE, 2004; BOMBONATO; ROCHEL; VICENTINI; FRANCESCHINI-
VICENTINI, 2007). Os ductos biliares observados apresentam um epitélio ctibico simples
(VICENTINI; FRANCESCHINI-VICENTINI; BOMBONATO; BERTOLUCCI et al., 2005;
FACCIOLI; CHEDID; BOMBONATO; VICENTINI et al., 2014), e ¢ o local onde a bile

produzida no hepatdcito € secretada.
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Durante a ontogénese, o tecido pancreatico exdcrino € formado ao redor da veia portal e
penetra profunda e difusamente no parénquima do figado (VICENTINI; FRANCESCHINI-
VICENTINI; BOMBONATO; BERTOLUCCI et al., 2005). O tecido pancreatico exocrino ¢
responsavel pela producdo de enzimas digestivas que atuam no intestino e auxiliam na digestao
dos alimentos (GONZALEZ; CRESPO; BRUSLE, 2005).

Os centros melanomacrdofagos (CMMs) presentes no parénquima hepatico das espécies
sao formados por células que acumulam diferentes materiais em seu interior, podendo estar
relacionados com o estado nutricional dos peixes. Segundo Hartley et al. (1996), os CMMS sao
elementos criticos do sistema imune de peixes, incluindo resposta imune contra materiais de
origem externa. Acredita-se que os CMMs acumulam pigmentos no interior de suas células, tais
como lipofucsina, melanina, cerdide e hemossiderina entre outras substancias. Os
melanomacréfagos estdo localizados proximos as regides portais e organizam-se formando
centros melanomacréfagos (CMMCs). O hepatopancreas de M. furnieri € M. americanus
apresentou marcacao para hemossiderina (Figura 42). A hemossiderina ¢ um pigmento de ferro
(Fe™™) e resulta da degradagao dos eritrocitos, sendo encontrado no figado de peixes (WOLKE,
1992; VELKOVA-JORDANOSKA; KOSTOSKI, 2005; LEKNES, 2015). Foi observado o
aumento de hemossiderina no hepatopancreas (hemossiderose) de teledsteos coletados em

ambiente poluidos (PRONINA; MARINA; PRONIN, 2014).

B

Figura 42. Fotomicrografias do hepatopancreas. Marcagao de hemossiderina no hepatopancreas
de teledsteos (*). Coloragdo: PERLS. Aumentos: 150 x e 800x
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As fibras reticulares sdo formadas por colageno tipo III coldgeno associado a carboidratos
que tem sido amplamente descrita no figado e baco dos vertebrados (USHIKI, 2002). Os
fibroblastos sdo responsaveis pela sintese das fibras reticulares, que sustentam células e vasos
sanguineos (USHIKI, 2002). Além disso, essas fibras formam a membrana basal e sdo
consideravelmente mais finas que as fibras coldgenas. Os sais de prata reagem com os
componentes de carboidratos presentes nessas fibras e as impregna, resultando na marcagdo de
preto; fibras de colageno mais espessas sdao marrons (USHIKI, 2002). O hepatopancreas das
espécies estudadas apresentou pequena quantidade de fibras reticulares pelo método de
impregnacgao pela prata (Figura 43A). A disposi¢do das fibras reticulares no figado ¢ geralmente

acompanhada de estruturas hepatdcito-sinusoidais e vasos (Figura 43B).

B

Figura 43. (A) Impregnagdo de fibras reticulares no hepatopancreas (9; (B) Granulos de
hemossiderina destacados em vasos (V). Aumento: 1150x. Coloragdo: Técnica de Gomori.

Alteracoes histolégicas
As alteracdes histologicas encontradas no hepatopancreas foram classificadas de acordo
com as alteragdes propostas por (MARTINEZ; NAGAE; ZAIA; ZAIA, 2004), no qual ocorre a
divisdo em trés diferentes estagios, de modo que as alteragdes sdo agrupadas de acordo com os
niveis modificagdo da arquitetura tecidual. Assim pode ser observado: estagio I: hipertrofia
nuclear, nucleos irregulares, posi¢ao lateral do nucleo, hipertrofia celular, vacuolizacdo

citoplasmatica, granulos eosinofilicos no citoplasma, centros melanomacrofagicos; estagio II:
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vacuolizagdo nuclear, degeneragdo citoplasmdtica, congestdo sanguinea, estagnagdo biliar;

estagio III: necrose.

e Hipertrofia nuclear e celular: ocorre alteragdo no tamanho e/ou na propor¢ao do niimero

de nucleos dos hepatocitos e das células da por¢ao pancreatica (Figura 44).

N

Figura 44. Presenca de hepatocitos com alteragdo no tamanho do nucleo ( =) e da célula
(¥ ). Coloragdo: HE. Aumento: 1150x.
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e Niucleos irregulares e posicao lateral do niicleo: nesta alteracdo a célula se retrai, e seu
citoplasma torna-se cada vez mais denso e mais corado. Seus limites celulares e nucleares

mostram-se irregulares ou mais lateralizados (Figura 45).

Figura 45. Parénquima hepatico com a presenca de nticleos comprimidos lateralmente e
irregulares ( ¥ ). Coloragdo: HE. Aumento: 1150x.
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e Vacuolizacdo citoplasmatica e nuclear: alteragdo ¢ caracterizada pela presenga de
formacdes circulares de coloracdo negativa localizada no citoplasma celular, e no interior

de nucleos celulares (Figura 46) respectivamente.

Figura 46. Hepatopancreas apresentando areas com alteragdes no citoplasma,
vacuolizacdo citoplasmatica ( ¥ ) e no ntcleo ( * ). Coloragdo: HE. Aumento: 1150x.
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e Granulos eosinofilicos: células apresentam granulos difusos pelo citoplasma de formato
arredondado (Figura 47), que se diferenciam dos heterofilos por serem granulagdes

menores, no citoplasma celular. Elas podem ser observadas agregadas.

Figura 47. Granulos eosinifilicos difusos no citoplasma ('¥). Coloragdo: HE. Aumento:
1150x.
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Congestiao sanguinea e centros melanomacrofagicos: a congestdo sanguinea (Figura
48) ¢ o acumulo de grande niumero hemadcias dispostas no interior dos vasos sanguineos.
Os centros melanomacrofagicos (Figura 48) sdao formados por macréfagos, tais como

células fagocitarias e fragmentos, principalmente de eritrocitos e pigmentos, como

melanina, hemossiderina e lipofuscina.

L,

Figura 48. Por¢do do hepatopancreas indicando congestdo sanguinea (-), além de

caracteristicas focais de cor marrom-palida centro de melanomacrofagos ('¥). Coloragdo:
HE. Aumento: 1150x.

91



o Estagnacio biliar: presenca de um deposito de material amorfo, granular de aspecto

amarelado (Figura 49).

Figura 49. Alteracdo resultante de doenga biliar ou obstru¢do dos ductos biliares no
hepatopancreas (7 ). Coloracao: HE. Aumento: 1150x.
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e Necrose: graves alteracdes no nucleo celular. O citoplasma sofre previamente alteragcdes

deixando-o intensamente eosinofilico.

Figura 50. Parénquima hepatico com presenga hepatocitos de citoplasma tumefeito, claro,
e nucleo de aspecto necrotico, ou auséncia de nucleo (*). Coloragdo: HE. Aumento:
1150x.
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Foram analisados 21 hepatopancreas de espécies provenientes da baia de Paraty (10 M.
americanus ¢ 11 M. furnieri) e 20 da baia de Sepetiba (10 M. americanus e 10 M.furnieri)
(Tabela 5). Apods realizar a analise de todas as laminas o valor de VMA foi calculado para cada
animal pela formula: VMA = (1 X SI) + (10 X SII) + (100 X SIII) (SCHWAIGER; WANKE;
ADAM; PAWERT et al., 1997). Valores de VMA entre 0 ¢ 10 indicam funcionamento normal do
orgdo; valores entre 11 e 20 apontam dano leve ao 6rgdo; valores entre 21 e 50 assinalam
mudangas moderadas no 6rgdo; valores entre 50 e 100 indicam lesdes graves e valores acima de
100 apontam dano irreversivel ao 6rgdo (POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

Os resultados obtidos ndo apresentaram diferencas significativas entre as espécies. De
acordo com o esperado, todos os hepatopancreas analisados da baia de Sepetiba apresentaram um
VMA acima de 100, indicando dano irreversivel ao 6érgdo. Enquanto o hepatopancreas analisado
da baia de Paraty apresentaram os valores de VMA entre 20 e 100, indicando dano moderado a
grave ao O0rgao.

A frequéncia das alteragdes histoldgicas (Tabela 5) indica que as alteracdes de estagio I11
sao menos frequentes nas espécies coletadas na baia de Paraty, j4 as de estagio I e II sdo

frequentes em ambos os locais.
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C D

Figura 51. Fotomicrografias do hepatopancreas de M. americanus e M. furnieri, indicando
alteragdes histologicas. A - Agregado melanomacrofagico (cabeca de seta); B. Ducto biliar
(asterisco), veia (cabegca de seta), congestdo sanguinea (estrela), degeneracdo (seta); C.
Sinusoides (asterisco), hepatocitos (seta), estagnagdo biliar (cabeca de seta), hipertrofia nuclear
(asterisco), lateralizagao nuclear (estrela); D. Parasito. Colorag¢ao: HE.

A frequéncia das alteragdes histologicas (Tabela 5) indica que as alteragdes de estagio Il e

Il sdo menos frequentes nas espécies coletadas na baia de Paraty, ja as de estagio I sdo

frequentes em ambos os locais.
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Tabela 5. Frequéncia da ocorréncia de alteracdes histologicas encontradas no hepatopancreas de

M. americanus e M. furnieri nas baias de Paraty e Sepetiba.

Baia de Paraty

Baia de Sepetiba

Alteracdes histologicas

M. americanus

M. furnieri

M. americanus M. furnieri

Hipertrofia nuclear

Nucleos irregulares
Lateralizagdo nuclear
Hipertrofia celular
Vacuolizagdo citoplasmatica
Granulos eosinofilicos
Melanomacrofagos
Vacuoliza¢do nuclear
Degeneragdo citoplasmatica
Congestdo sanguinea
Estagnacdo biliar

Necrose

Total

100% (10)
100% (10)
100% (10)
100% (10)
100% (10)
40% (4)
40%* (4)
50%* (5)
30%* (3)
40%* (4)
70%* (7)
30%* (3)
10

100% (11)
100% (11)
100% (11)
90.9% (10)
63.6% (7)
27.3%* (3)
36.7%* (4)
63.6%* (7)
27.3%* (3)
36.7%* (4)
36.7% (4)
27.3%* (3)
11

100% (10)
100% (10)
100% (10)
100% (10)
70% (7)
60% (6)
80% (8)
90% (9)
100% (10)
90% (9)
50% (5)
70% (7)
10

100% (10)
100% (10)
100% (10)
90% (9)
80% (8)
80% (8)
70% (7)
100% (10)
100% (10)
80% (8)
50% (5)
70% (7)
10

*P < 0.05 vs. grupo baia de Paraty x baia de Sepetiba.

10.3 Discussao

O 6rgdo mais associado ao processo de desintoxicagdo e biotransformacao ¢ o figado, isto
ocorre devido a sua fun¢do, posicdo e suprimento sanguineo (DER; BEYER; VERMEULEN,
2003), ele ¢ também um dos 6rgdos mais afetados por contaminantes na agua (RODRIGUES;
FANTA, 1998).

Foram encontradas alteragdes histologicas em orgaos coletados nas baias de Paraty e
Sepetiba. Hepatocitos de formato irregular, vacuolizagdo citoplasmatica e nucleo em posi¢ao
lateral, proximos a membrana celular também foram descritas no teledsteo Corydoras paleatus

que se encontrava em local contaminado por pesticidas organofosforados (FANTA; RIOS;
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ROMAO; VIANNA et al., 2003). Estas alteragdes foram encontradas com maior frequéncia nos
animais coletados na baia de Sepetiba (CAMARGO; MARTINEZ, 2007) .

A estagnacdo biliar foi identificada como granulos amarelo-acastanhados no citoplasma,
enquanto os centros melanomacrofagicos foram identificados como agregados arredondados de
células contendo granulos amarelo-escuro de varios tamanhos, normalmente proximos aos vasos,
respectivamente (CAMARGO; MARTINEZ, 2007). A presenca de estagnagao biliar e de centros
melanomacrofagicos em grande quantidade no hepatopancreas ¢ uma forte evidéncia de que esses
orgdos sofreram danos estruturais e metabolicos devido a exposicdo a adgua poluida do riacho
Cambg¢, reforcando a ideia de que esse ambiente estd realmente prejudicado (CAMARGO;
MARTINEZ, 2007). A estagnacdo biliar ¢ caracterizada pela presenca de bile na forma de
granulos amarelo-acastanhados no citoplasma dos hepatocitos (PACHECO; MONTEIRO
SANTOS, 2002), indica que a bile ndo esta sendo liberada do figado. Esse acimulo de bile indica
possiveis danos ao metabolismo hepatico (FANTA; RIOS; ROMAO; VIANNA et al., 2003).
Estes achados sdo similares aos encontrados nos espécimes coletados em ambas as baias do
presente estudo (Tabela 5). Estudos histologicos e ultra-estruturais realizados em Hemigrammus
marginatus, de areas com baixo nivel de poluicdo, revelaram a auséncia dos centros
melanomacrofagicos, em contraposicdo aos grandes € numerosos centros encontrados em
Oreochromus niloticus, coletados em areas de maior impacto ambiental (BOMBONATO;
ROCHEL; VICENTINI; FRANCESCHINI-VICENTINI, 2007).

Os sinais de degeneracdo (degeneragcdo nuclear e vacuolizagdo nuclear) além da necrose
focal indicam que as alteragdes histologicas sdo mais severas € sdo associadas a exposi¢cdo dos
peixes a contaminagdo por metais, como cobre (PARIS-PALACIOS; BIAGIANTI-RISBOURG;
VERNET, 2000) e mercurio (RIBEIRO; BELGER; PELLETIER; ROULEAU, 2002), ¢ por
bifenilos policlorados (PCBs) (CHANG; LIU; YUAN, 2001). A presenca de necrose foi

relevante nos animais coletados na baia de Sepetiba (Tabela 5).
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10.4 Conclusao

Os resultados mostraram que as alteracdes histologicas observadas no hepatopancreas das
espécies M. americanus e M. furnieri coletadas na baia de Sepetiba fornecem ferramentas
toxicoldgicas tuteis e sensiveis. Além disso, as espécies utilizadas no estudo sdo bioindicadoras,
sendo interessante sua utilizacdo em experimentos que envolvam contaminantes ambientais,
devido a sua facilidade de adaptacdo as condigcdes experimentais e sua posicdo na cadeia
alimentar. Este estudo reforca o desenvolvimento da histologia como uma ferramenta importante

para monitorar efeitos da contaminacdo em estuarios.
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