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RESUMO - O uso da ferramenta histolégica permite aferir os efeitos de poluentes
organicos e inorganicos, além de outros estressores sobre peixes. Nesse sentido, foram
observadas as estruturas histolégicas em branquias e figado de peixes do Rio Paraguai. Para
tanto foram coletados um total de 34 peixes sendo sete Pygocentrus nattereri e nove Serrasalmus
marginatus a jusante, e 18 Serrasalmus marginatus a montante da mancha urbana da cidade de
Céceres. A histologia do figado e branquias foifoi satisfatéria nas amostras fixadas em McDowell e
inclusas em historresina. Dentre as alteragbes encontradas nas branquias destacam-se a
presenca de rodlet cells; o espessamento do epitélio da lamela priméria; a fusdo parcial das
lamelas secundarias e a presencga de estruturas amorfas encapsuladas por tecido conjuntivo. No
figado observam-se o0 esvaziamento do citoplasma dos hepatécitos, a presenca de vacuolos
redondos bem delimitados, as dilatagfes sinusoidais, a infiltragdo leucocitaria, a perda do
contorno celular ou dos nuclear e também a presenca de material amorfo encapsulado por tecido
fibroso. Ap6s a andlise de revisdo da literatura, vale destacar que, as principais alteracdes
visualizadas em branquias em condicbes de contaminacdo s&do: o aumento, fusdo lamelar,
aneurisma, hiperplasia e perda morfolégica dos detalhes teciduais; no figado sdo: aumento da
vacuolizacdo, perda dos detalhes morfologicos teciduais, infiltracao leucocitaria, freqiiéncia dos
centro melanomacréfagos e hiperplasia.
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Evaluation of histological biomarkers in fish collected upstream and
downstream of urbana stain

ABSTRACT - This paper evaluates the use of a histological tool to assess the effects of
organic and inorganic pollutants and other stressors on fish, by discussing the histological findings
in liver and gills of fish from the Paraguay River. We collected a total of 34 fish and 7 Pygocentrus
nattereri and 9 Serrasalmus marginatus downstream, and 18 Serrasalmus marginatus upstream
from the urban area of the city of Caceres. Histology of liver and gills was satisfactory in samples
fixed in McDowell and included in hystoresin. Among the changes found in the gills are the
presence of rodlet cells; thickening of the epithelium of primary lamellae; partial melting of
secondary lamellae; and the presence of amorphous structures encapsulated by connective tissue.
In the liver, the following findings were observed: emptying the cytoplasm
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Avaliacdo de biomarcadores histoldgicos em peixes coletados a montante e a jusante da mancha urbana

INTRODUCAO

Os peixes sdo organismos com capacidade de bioacumulagéo, biotransformacao,
compensacao morfofisiolégica, de regular a forma neuroimunoenddcrina e serve como modelo
preditivo de mutacao e teratogénese (Klaassen 2001, De Azevedo; Chasin 2004). As principais
vias de contaminacdo nos peixes sao: alimentacdo, branquias, ingestdo de 4gua e através da
pele, sendo que alimentag&o e via branquial sdo as principais (Heath 1997). Alguns cuidados com
a utilizacdo de peixes como bioindicadores incluem a observagdo idade/estagio de
desenvolvimento ou a dieta, temperatura da agua, concentracdo de oxigénio e pH, contexto
espaco-temporal, localizagdo geogréfica e estagdo do ano, pois podem influenciar na homeostase
do peixe (Domingues et al. 2010).

O figado é o 6rgdo de biotransformacdo, com grande concentracdo de glutationa-S-
transferase, representando um bom 06rgdo para investigacdo da toxicidade ambiental (Amorim
2003). Este 6rgao é composto por lobos hepaticos estruturados por corddes de hepatécitos que
delimitam sinuséides. Nos sinuséides pode ser identificadas células de Kupffer e células do
sangue (eritrécitos e leucécitos). Na base dos cordBes hepaticos existem canaliculos
responsaveis pelo transito da bile (metabdlitos secretados pelos hepatécitos). Os canaliculos
biliares desembocam em canais, e esses em ductos, cada vez de maiores diametros. O figado da
maioria dos peixes teledsteos € composto por dois lobos, o lobo direito que esta ao lado da
vesicula biliar, e o lobo esquerdo proximo ao bago (Takashima; Hibiya 1995). As principais células
do figado, os hepatécitos, séo células poliédricas com um ou dois nucleos grandes, esféricos e
centralmente localizados, com nucléolo evidente, citoplasma com granulacdes e aspecto
vacuolizado. O citoplasma das células hepaticas apresenta aspecto variavel, dependendo do
estado nutricional do individuo. Quando este se encontra bem alimentado, os hepatdcitos
armazenam quantidades significativas de glicogénio e processam grandes quantidades de lipidios
(Takashima; Hibiya 1995). Segundo Maduenho et al. (2007) peixes da espécie P. lineatus
expostos ao inseticida Dimilin apresentaram uma série de alteracdes histolégicas no figado como:
o aumento do volume nuclear e celular, degeneracao citoplasmatica, degeneracdo nuclear,
vacuolizacdo nuclear e estagnacao biliar. Simonato et al. (2006), em estudo realizado, sugere que
peixes expostos a poluentes como petréleo, por exemplo, podem apresentar modificacbes em
seus figados como hipertrofia do nucleo, nucleo em posicao lateral, vacuolizagdo do citoplasma,
degeneracdo do citoplasma, entre outras. O estudo das alteracGes teciduais em figado de
Oreochromis niloticus e tambacu (P. mesopotamicus X C. macropomum) evidenciou congestao,
necrose de hepatocitos, necrose do tecido pancredtico, esteatose, infiltrado inflamatério
mononuclear no hepatopancreas, hepatocitos contendo bilirrubina, hialinizacdo, hemorragia e
pigmentos (Santos 2009).

As branquias sdo os primeiros 6rgdos em contato com o0s poluentes nas aguas,
representando um bom 6rgéo para investigacdo da toxicidade aquética (Barreto 2007). A maioria
dos peixes respira através de branquias que estdo localizadas na cavidade opercular e séo

divididas em arcos. Dos arcos divergem filamentos branquiais nos quais se inserem duas fileiras
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de lamelas secundarias, como ocorre na maioria dos teledsteos (Fergusson 1989). As lamelas sao
ricamente vascularizadas, revestidas por um epitélio pavimentoso simples sustentado por células
pilares, as quais formam lacunas por onde se inserem os capilares sanguineos (Hibiya 1982).
Outros tipos celulares podem ser encontrados na base dos filamentos branquiais: células de
cloreto, células mucosas, melandécitos, macrofagos e linfécitos (Hibiya 1982). Quando se deparam
com mudangas em sua necessidade por obtencdo de oxigénio, os peixes possuem dois ajustes
amplamente conhecidos: mudar o fluxo de dgua nas branquias, ou mudar o fluxo de sangue no
interior das branquias. Nillsson (2007) relata que, recentemente foi constatado que alguns
tele6steos possuem uma terceira opcdo: remodelar a morfologia das branquias. Neste contexto, a
andlise das mudangas morfologicas constitui-se numa ferramenta eficiente para diagnosticar e
identificar as consequéncias fisiolégicas de contaminacdes quase letais (Roméo et al. 2006).
Segundo Evans (2008), desde o inicio dos estudos fisioldgicos, numerosos grupos tém
demonstrado que as células de cloro em grande variedade de teledsteos podem manifestar Na-K-
ATPase ativas e, devido ao grande nimero de mitocbndrias presentes nestas células, elas
também sdo conhecidas como células ricas em mitocondrias ou MRC. Segundo Maduenho et al.
(2007), peixes da espécie Prochilodus lineatus expostos ao inseticida Dimilin apresentaram uma
série de alteracdes histologicas nas branquias como elevacao epitelial, hiperplasia e hipertrofia
das células epiteliais, fusdo lamelar e aneurisma.

Winkaler et al. (2001) em estudos com Astyanax altiparanae e A. fasciatus de corregos
urbanos e Fontainhas-Fernandes et al. (2008), em estudo com Orechromis niloticus expostos em
aguas residuais de uma estacao de tratamento de esgoto, observaram alteracées em branquias
como elevacéo epitelial, necrose, hipertrofia, hiperplasia, fusdo de lamelas, ruptura do tecido
branquial, hipersecrecdo e proliferagdo de células mucosas. Thophon et al. (2003) referem-se a
presenca de edema acompanhado pelo descolamento do epitélio lamelar como sendo o primeiro
sinal grave de alteracé@o branquial em Lates calcarife expostos ao Cadmio.

Para o presente estudo foram utilizadas duas espécies de piranhas. A piranha caju
(Pygocentrus natterire, Kner 1860) € um serrasalmideo tipico de ambientes lénticos. Sua
distribuicdo geogréfica ainda é mal conhecida e h& necessidade de uma melhor definicdo dos
limites de sua ocorréncia, porém é uma espécie comum na Amazonia Central e no pantanal Mato-
grossense, apresentando diferentes areas de endemismo (Silva 2004). A P. nattereri € piscivora e
tem amplo espectro alimentar. A sua dieta é composta principalmente por peixes, mas também
artropodes, moluscos, outros invertebrados e material vegetal (Pauly 1994). Além disso, P.
nattereri, também preda peixes doentes e feridos e se alimenta de cadaveres de peixes,
desempenhando assim, um importante papel ecolégico (Pauly 1994). A espécie Serrasalmus
marginatus tem como principal recurso alimentar peixes, seguido de restos de vegetais. Com base
nesses dados, a mesma se classifica como piscivora (Luiz et al. 1998). Sua distribuigdo
geografica compreende toda a bacia Paraguai-Paran& (bacia do Prata).

Este estudo tem como objetivo discutir o uso da ferramenta histolégica para aferir os

efeitos da exposicdo cronica aos poluentes organicos e inorganicos, além de outros estressores,
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sobre peixes do rio Paraguai. Discutindo sobre os achados histologicos em branquias e figado de
Pygocentrus natterire e Serrasalmus marginatus do Rio Paraguai. Como também, pretende
consolidar uma base de literatura sélida para a realizacdo de novos monitoramentos e saidas de

campo no Rio Paraguai na regido de Caceres.

MATERIAL E METODOS

Como modelo de estudo para verificar os possiveis impactos do efluente urbano foram
utilizados achados histologicos em branquias e figado de Pygocentrus natterire e Serrasalmus
marginatus do Rio Paraguai. Sendo que foram executadas quatro coletas, duas a montante e
duas a jusante da mancha urbana do municipio de Céaceres-MT (Figura 1).

Figura 1. Locais de coleta de peixes, a montante do efluente urbano e a jusante do efluente urbano — Rio
Paraguai, Caceres, MT

Fonte: Google Earth, 2012

Os dados abidticos dos locais de coletas s&o apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Média e desvio padrao (Desv. Pad.) dos dados limnolégicos dos locais de coleta de peixes, a
montante do efluente urbano e a jusante do efluente urbano - Rio Paraguai, Caceres-MT

Montante do Efluente Jusante do Efluente
Média DP ()* Média DP (1)*
Temperatura do ar (°C) 36,50 0,00 34,30 0,00
Temperatura da agua (°C) 28,80 0,14 28,33 0,98
Oxigénio saturado 70,45 0,00 83,47 17,96
Oxigénio dissolvido (mg.L-1) 7,50 0,00 8,17 1,33
pH 6,57 0,06 6,10 0,17
Condutividade (uS.cm-1) 51,00 0,00 34,00 0,00
Turbidez (NTU) 10,30 0,00 5,27 4,04

*Desvio padrdo da média

Foram coletados um total de 34 peixes sendo sete Pygocentrus nattereri e nove
Serrasalmus marginatus a jusante, além de 18 Serrasalmus marginatus a montante da mancha
urbana. A coleta foi realizada por pesca artesanal por meio de varas de bambu, linha e anzol,
como iscas foram utilizadas carne bovina crua. Os dados limnoldgicos foram coletados no mesmo
momento da pesca utilizando equipamento eletrénico especifico. Durante as coletas foram fixadas
amostras de figado e branquias em McDowell e Paraformaldeido 4% em PBS para posterior

processamento histoldgico em historresina e paraplast conforme ilustra a Figura 2.

COLETA FIXACAO INCLUSAOQO
([ McDowell Inclusdo em
(4% Paraformaldeido PARAPLAST
10 ;
Serrasalmus marginatis ;BGS[}::?:ZE{_EHE_T do Inclusdo em
< - P s histotresina Leicd
Pygocentrus natterert Paraformaldeido 4% Inclusdo em
diluido em PES em BPABRAPLAST
pH72
\ Incluzdo em
historresina I_eica]

Figura 2. Fluxograma ilustrando procedimento de coleta e processamento de amostras

As branquias e figado foram inclusos em historresina e paraplast respectivamente, o
material foi cortado em micrétomo rotativo com navalhas de aco, na espessura de 5 ym. Os
mesmos foram dispostos em laminas de vidro para microscopia optica, as quais foram deixadas
24 horas em estufa a 40 °C para secagem e melhor adesdo do material. Os cortes foram
submetidos a coloracdo diferencial entre nucleo e citoplasma de Hematoxilina e Eosina, quando
em paraplast, e Toluidina e Fucsina quando em historresina. Como também & coloracdo do
colageno fibroso por picrossirius e coloracao diferencial de leucécitos pela técnica de Rosenfeld. A
fim de comparar os resultados com a literatura, foram levantadas as altera¢cdes branquiais e

hepaticas em situacdo de contaminacao de 14 artigos indexados (Tabela 2).

Asa, Sdo Paulo, v. 2, n. 1, p.9-22, Jan/Abr. 2014 13



Avaliacdo de biomarcadores histoldgicos em peixes coletados a montante e a jusante da mancha urbana

Tabela 2. Alteragdes branquiais e hepaticas em situacdes de contaminacdo de diferentes autores, levadas
em conta na avaliacédo

Orgéo Poluente Espécie Resultado Autor

Figado POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus Necrose Brito 2010

Figado POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus Vacuolizagéo Brito 2010

Figado POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus Resposta inflamatéria Brito 2010

Figado POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus CMM Brito 2010

Figado POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus Neoplasia Brito 2010

Figado POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus Diferenciagéo celular Brito 2010

Figado POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus Parasito Brito 2010

Figado POPs e Endosulfan Oligosarcus hepsetus Necrose Brito 2010

Figado POPs e Endosulfan Oligosarcus hepsetus Resposta inflamatéria Brito 2010

Figado POPs e Endosulfan Oligosarcus hepsetus CMM Brito 2010

Figado POPs e Endosulfan Oligosarcus hepsetus Neoplasia Brito 2010

Figado POPs e Endosulfan Oligosarcus hepsetus Parasito Brito 2010

Branquias  POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus Aneurisma Brito 2010

Branquias  POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus Fuséo lamelar Brito 2010

Branquias  POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus Neoplasia Brito 2010

Branquias  POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus Hiperplasia Brito 2010

Branquias  POPs e Endosulfan Pimelodus maculatus Parasito Brito 2010

Branquias  POPs e Endosulfan Oligosarcus hepsetus Aneurisma Brito 2010

Branquias ~ POPs e Endosulfan Oligosarcus hepsetus Fusé&o lamelar Brito 2010

Branquias  POPs e Endosulfan Oligosarcus hepsetus Neoplasia Brito 2010

Branquias  Zn Astyanax aff. Bimaculatus ~ Hiperplasia Santos 2009

Branquias  Zn Astyanax aff. Bimaculatus ~ Fusdo lamelar Santos 2009

Branquias  Zn Astyanax aff. Bimaculatus ~ Aneurisma Santos 2009

Branquias  Zn Astyanax aff. Bimaculatus ~ Ruptura da membrana Santos 2009

Figado Zn Astyanax aff. Bimaculatus ~ Congestéo vascular Santos 2009

Figado Zn Astyanax aff. Bimaculatus ~ Deslocamento do nucleo hepatécito Santos 2009

Figado Zn Astyanax aff. Bimaculatus ~ Necrose Santos 2009

Figado Zn Astyanax aff. Bimaculatus  Infiltragéo leucocitaria Santos 2009

Figado Zn Astyanax aff. Bimaculatus ~ Vacuolizag&o Santos 2009

Figado Zn Astyanax aff. Bimaculatus ~ Desarranjo da estrutura cordonal Santos 2009

Branquias  Herbicida diquat Oreochromis niloticus Fuséo lamelar Henares et al. 2008
Branquias  Herbicida diquat Oreochromis niloticus Congest&o nas lamelas Henares et al. 2008
Figado Herbicida diquat Oreochromis niloticus Hipertrofia dos hepatacitos Henares et al. 2008
Figado Herbicida diquat Oreochromis niloticus Fusé&o celular Henares et al. 2008
Figado Herbicida diquat Oreochromis niloticus Vacuolizag&o Henares et al. 2008
Branquias  Efluente Urbano Prochilodus lineatus Hiperplasia Camargo e Martinez 2007
Branquias  Efluente Urbano Prochilodus lineatus Hipertrofia Camargo e Martinez 2007
Branquias  Efluente Urbano Prochilodus lineatus Fusé&o lamelar Camargo e Martinez 2007
Branquias  Efluente Urbano Prochilodus lineatus Aneurisma Camargo e Martinez 2007
Figado Efluente Urbano Prochilodus lineatus Hipertrofia dos hepatocitos Camargo e Martinez 2007
Figado Efluente Urbano Prochilodus lineatus CMM Camargo e Martinez 2007
Figado Efluente Urbano Prochilodus lineatus Necrose Camargo e Martinez 2007
Branquias  Cr Channa punctatus Fusao lamelar Mishra e Mohanty 2008
Branquias  Cr Channa punctatus Hiperplasia Mishra e Mohanty 2008
Branquias  Cr Channa punctatus Deslocamento do epitélio Mishra e Mohanty 2008
Branquias  Cr Channa punctatus Necrose Mishra e Mohanty 2008
Branquias  Cr Channa punctatus Aneurisma Mishra e Mohanty 2008
Branquias  Cr Channa punctatus Descamacéo Mishra e Mohanty 2008
Branquias  Cr Channa punctatus Edema Mishra e Mohanty 2008
Figado Cr Channa punctatus Vacuolizaggo Mishra e Mohanty 2008
Figado Cr Channa punctatus Hipertrofia dos hepatécitos Mishra e Mohanty 2008
Figado Cr Channa punctatus Dilatag&o dos sinuséides Mishra e Mohanty 2008
Figado Cr Channa punctatus Condensagéo nuclear Mishra e Mohanty 2008
Figado Cr Carassius auratus Desarranjo da estrutura cordonal Mishra e Mohanty 2008
Figado Cr Carassius auratus Vacuolizagéo Mishra e Mohanty 2008
Figado Cr Carassius auratus Condensagéo nuclear Mishra e Mohanty 2008
Figado Cr Carassius auratus Necrose Mishra e Mohanty 2008
Branquias  Cr Cyprinus carpio Necrose Tulasi e Rao 2012
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ApOGs processamento histolégico, em ambos os fixadores, a morfologia das branquias
processadas em paraplast era grosseira, o que dificultou a visualizacdo dos detalhes celulares
(Figura 3a). J& a morfologia obtida no processamento em historresina permitiu a distingdo de cada
um dos elementos celulares com clareza, como exemplo: célula pilar, epitélio simples

pavimentoso da lamela secundaria, epitélio estratificado pavimentoso da lamela priméria, célula

Branquias  Cr Cyprinus carpio Fusé&o lamelar Tulasi e Rao 2012
Branquias  Cr Cyprinus carpio Hipertrofia Tulasi e Rao 2012
Branquias  Cr Oreochromis Fusé&o lamelar Senthil et al. 2011
mossambicus
Branquias  Cr Oreochromis Aneurisma Senthil et al. 2011
mossambicus
Branquias  Cr Cyprinus carpio Necrose Parvathi et al. 2011
Branquias  Cr Cyprinus carpio Fusé&o lamelar Parvathi et al. 2011
Branquias  Cr Cyprinus carpio Deslocamento do epitélio Parvathi et al. 2011
Figado Cr Cyprinus carpio Hiperplasia Parvathi et al. 2011
Figado Cr Cyprinus carpio Hipertrofia do nicleo Parvathi et al. 2011
Figado Cr Cyprinus carpio Infiltrag&o leucocitaria Parvathi et al. 2011
Figado Cr Cyprinus carpio Vacuolizagéo Parvathi et al. 2011
Figado Cr Cyprinus carpio Fibrose do parénquima Parvathi et al. 2011
Figado Cr Cyprinus carpio Necrose Parvathi et al. 2011
Branquias  Hg Dicentrarchus labrax (L.) Edema Giari et al. 2007
Branquias  Hg Dicentrarchus labrax (L.) Descamagéo Giari et al. 2007
Branquias  Hg Dicentrarchus labrax (L.) Aneurisma Giari et al. 2007
Branquias  Hg Dicentrarchus labrax (L.) Descolamento do epitélio Giari et al. 2007
Branquias  Hg Dicentrarchus labrax (L.) Hiperplasia Giari et al. 2007
Branquias  Hg Dicentrarchus labrax (L.) Necrose Giari et al. 2007
Branquias  Hg Dicentrarchus labrax (L.) Infiltragdo leucocitaria Giari et al. 2007
Figado Hg Dicentrarchus labrax (L.) Vacuolizagéo Giari et al. 2007
Figado Hg Dicentrarchus labrax (L.) Acumulo de lipideos Giari et al. 2007
Branquias  Endosulfan Oncorhynchus mykiss Deslocamento do epitélio Altinok e Capkin 2007
Branquias  Endosulfan Oncorhynchus mykiss Hiperplasia Altinok e Capkin 2007
Branquias  Endosulfan Oncorhynchus mykiss Hipertrofia Altinok e Capkin 2007
Branquias  Endosulfan Oncorhynchus mykiss Fusé&o lamelar Altinok e Capkin 2007
Branquias  Endosulfan Oncorhynchus mykiss Necrose Altinok e Capkin 2007
Figado Endosulfan Oncorhynchus mykiss CMM Altinok e Capkin 2007
Figado Endosulfan Oncorhynchus mykiss Necrose Altinok e Capkin 2007
Figado Endosulfan Oncorhynchus mykiss Dilatag&o dos sinuséides Altinok e Capkin 2007
Figado Endosulfan Oncorhynchus mykiss Hipertrofia dos hepatocitos Altinok e Capkin 2007
Branquias  Cr6+ Oncorhynchus mykiss Edema Roberts e Oris 2004
Branquias  Cr6+ Oncorhynchus mykiss Hipertrofia Roberts e Oris 2004
Branquias  Cr6+ Oncorhynchus mykiss Deslocamento do epitélio Roberts e Oris 2004
Branquias  Cr6+ Oncorhynchus mykiss Hiperplasia Roberts e Oris 2004
Branquias  Cr6+ Cyprinus carpio Hiperplasia Tayybah et al. 2012
Branquias  Cr6+ Cyprinus carpio Necrose Tayybah et al. 2012
Branquias  Cr6+ Cyprinus carpio Descamagéo Tayybah et al. 2012
Branquias  Cr6+ Cyprinus carpio Aneurisma Tayybah et al. 2012
Branquias  Cr6+ Cyprinus carpio Fusé&o lamelar Tayybah et al. 2012
Branquias  HgCI2 Acipenser persicus Hiperplasia Khoshnood et al. 2011
Branquias  HgCl2 Acipenser persicus Fuséo lamelar Khoshnood et al. 2011
Branquias  HgCI2 Acipenser persicus Enrugamento lamelar Khoshnood et al. 2011
Branquias  HgCI2 Acipenser persicus Hipertrofia Khoshnood et al. 2011
RESULTADOS

secretora de muco, granuldcitos, e, com muita dificuldade, células de cloreto (Figura 3b).

Asa, Sdo Paulo, v. 2, n. 1, p.9-22, Jan/Abr. 2014




Avaliacdo de biomarcadores histoldgicos em peixes coletados a montante e a jusante da mancha urbana

Figura 3. Montagem contendo duas fotomicrografias de branquias. A-corte longitudinal de branquia fixada
em Paraformoldeido 4% e inclusa em paraplast. B- corte longitudinal de branquia de
Serrasalmus marginatus fixada em McDowell e inclusa em historresina Leica. 1- Lamelas
primarias; 2- Lamelas secundarias; 3- célula pilar, 4- epitélio simples pavimentoso da lamela
secundéria; 5- epitélio pavimentoso da lamela primaria (setas)

Dentre as alteragbes encontradas nas branquias cabe destacar a presenca de rodlet
cells, espessamento do epitélio da lamela primaria, fusdo parcial das lamelas secundarias e

presenca de estruturas amorfas encapsuladas por tecido conjuntivo (Figura 4).

Figura 4. Montagem contendo 4 fotomicrografias de branquias. A- rodlet cell (seta) de Pygocentrus nattereri
(barra de escala =20um), B- fusdo parcial das lamelas secundarias (seta) de Pygocentrus
nattereri (barra de escala = 50 ym), C- possivel parasita branquial (Pb) em Pygocentrus nattereri
(barra de escala = 20um), D- estrutura amorfa encapsulada (seta) em Pygocentrus nattereri
(barra de escala = 50 pm)
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A histologia do figado foi satisfatéria nas amostras fixadas em paraformaldeido 4% e
inclusos em paraplast. Dentre os achados histol6gicos encontrados cabe destacar: esvaziamento
do citoplasma dos hepatdcitos, presenca de vacuolos redondos bem delimitados, dilatagbes
sinusoidais, infiltracdo leucocitéria, perda do contorno celular, perda do contorno dos nucleos, e,

material amorfo encapsulado por tecido fibroso (Figura 5).

Figura 5. Montagem contendo 6 fotomicrografias de figado. A-vacuolizacdo citoplasmatica (V) em
Serrasalmus marginatus (barra de escala = 20pum), B- fibrose do parénquima hepatico (setas) em
Serrasalmus marginatus (barra de escala = 20um), C-dilatacdo dos sinuséides (ds) em
Pygocentrus nattereri (barra de escala = 20pym), D- infiltragdo granulocitica no stroma em
Pygocentrus nattereri (barra de escala = 20um), E e F- material amorfo encapsulado em
Pygocentrus nattereri (barra de escala = 20um), G e H- Figuras de rolamento leucocitario (seta)
e pseudopodes em linfocitos (seta dupla) em Pygocentrus nattereri
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Dentre os achados histolégicos foi constatado que Serrasalmus marginatus possui a

porcdo exocrina do pancreas associada ao figado, comum em peixes, e chamado

hepatopancreas. Apos a andlise de 14 artigos indexados, que avaliaram 12 espécies de peixes
em condigcbes de contaminacgdo, encontrou-se um total de 14 tipos de alteragbes (Tabela 2),
sendo as principais, visualizadas em branquias, em condi¢des de contaminacdo, o aumento, fusao

lamelar, aneurisma, hiperplasia e perda morfologica dos detalhes teciduais (Figura 6).

-
| M Deslocamento M Edema;2

do epitélio; 5 B Hiperplasia; 10

B Aumento do
parasitismo; 1

Hipertrofia; 5

®  Infiltraga
leucocitaria; 1
B Aneurisma; 8

®  Congestdo

vascular; 1 B Fusdo

Perda lamelar; 12

morfologica; 7
r

Figura 6. Grafico de incidéncia das principais alteracdes encontradas em branquias ao longo do
levantamento bibliogréafico

As principais altera¢cdes encontradas no figado sdo aumento: vacuolizagdo, perda dos

detalhes morfolégicos teciduais, infiltracdo leucocitaria, frequéncia dos centro melanomacrofagos

e hiperplasia (Figura 7).
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Figura 7. Gréfico de incidéncia das principais alteracdes encontradas em figados ao longo do levantamento
bibliogréafico
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DISCUSSAO

O material coletado foi submetido a dois fixadores, sendo que o McDowell apresentou
compatibilidade com a historesina e incompativel com paraplast, neste caso, é indicado incluséo
em historesina para andlises de branquias. No figado os cortes fixados em paraformoldeido e
inclusos em paraplast apresentaram resultados satisfatorios, o que possibilitou boa observacéo de
suas estruturas. Houve compatibilidade quanto as alteragcdes encontradas na literatura com
aguelas observadas nesse trabalho de pesquisas. No entanto, deve ser considerado que para
validar um biomarcador deve haver conhecimento quanto a natureza do agente agressor, dose
(concentracdo) do agente estressor, interagdo com o0 organismo especifico e levantamento de
dados da unidade geogréfica da espécie (Stegeman et al. 1992, Van Der Oost et al. 2003).

Nado h& levantamento de dados sobre a qualidade da &gua nos locais amostrados,
apenas alguns dados liminolégicos (abidticos), o que prejudica a analise dos resultados frente a
validacdo dos biomarcadores. Além disso, dificil afirmar quanto a capacidade migradora das
piranhas. Por fim, variagbes sazonais devem ser consideradas quando o material € coletado em
campo, o que pode interferir nos resultados. Segundo Smith (2002), no momento da coleta das
amostras deve ser observados os aspectos externos e internos dos peixes. No que refere ao
aspecto externo deve-se observar: a superficie total do corpo (lesdes) e deformidades na espinha,
descoloracéo local, presenca de fungos, pontos brancos ou negros na superficie do corpo, assim
como a presenca de parasitas (sanguessuga), cabeca e cavidade oral, olhos (exoplamia, auséncia
ou hemorragia dos olhos), opérculo (diminuicdo do opérculo e outras). Dentre os aspectos
internos podemos destacar a analise de alguns 6rgdos como: branquias (coloracédo e presenca de
parasitas), figado (coloracdo e presenca de nodulos), vesicula biliar (tamanho), bilis (coloracéo),
gbnadas (localizagéo, lesdes e parasitas), baco (coloragcdo e nodulos) e rim. Esses autores
propdem uma ficha de coleta que pode ser preenchida no momento da coleta. Um bom
bioindicador revela um sofrimento organico de forma precoce ou reversivel (Albuguerque 2007).
Sendo assim, é fundamental tentar visualizar qualquer sinal de sofrimento dos peixes coletados.
Apés essa revisao sobre o tema, é possivel inferir que para observacado morfologica das branquias
€ de essencial o processamento em historresina. J& o figado pode ser processado por ambas as
técnicas, no entanto, dando-se predilecdo pelo processamento em historresina. Para
guantificac@o, existe diversos indices que tentam mensurar as altera¢cdes histoldgicas dos
diferentes érgaos (Melleti et al. 2003).

As mensuracdes de alteracdes histoldgicas ja consagradas na literatura podem fornecer
dados precisos, passiveis de serem correlacionados com as mensuracdes de bioacumulacao de
metais nos mesmos 6rgaos. Cabe mencionar que foram poucos os trabalhos levantados que
observaram as células de cloreto na presenca de metais, no entanto, sdo justamente essas
células que participam do equilibrio ibnico do organismo. O mesmo vale para células produtoras
de muco (Evans 2008).
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CONCLUSAO

Para analise do figado, o mesmo deve ser fixado em McDowell e incluso em Historesina,
sendo que as alteragdes sugeridas para observacdo sdo: perda mofoldgica, vacuolizacéo,
infiltracdo leucocitaria, hiperplasia e aumento de CMM. Para as andlises em branquias, a mesma
deve ser fixada em McDowell e inclusa em historresina; para analise dos dados é pertinente a
verificacdo das alteracbes como: fusdo lamelar, hiperplasia, aneurisma, perda morfolégicas e
hipertrofia. Os dados dessas andlises devem ser contemplados com as mensuracdes de Mercurio
(Hg) e Cromo (Cr), confirmando ou ndo a relagdo entre o IAH com o contaminante. As
informagBes apresentadas neste trabalho poderdo ser validadas quando se realizar a

guantificacdo de metais e outros agentes estressores nos tecidos analisados.
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