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Resumo

As caracteristicas histopatoldgicas do figado, baco e centros melanomacrofagicos
(CMMs) do peixe teledsteo Prochilodus argenteus e suas caracteristicas bioquimicas e
moleculares foram investigadas a partir de animais coletados em dois diferentes pontos
do rio Sdo Francisco a jusante da represa de Trés Marias. Também foi realizada a
caracterizacdo ambiental dos pontos de coleta. Imediatamente ap6s a coleta fragmentos
hepaticos e esplénicos foram fixados em liquido de Bouin e de Karnovsky para as
avaliagdes morfoldgicas. Outros fragmentos foram congelados em gelo seco para
analises bioguimicas e moleculares. Analises morfométricas foram utilizadas para
caracterizar a estrutura do parénquima hepatico e esplénico. Nossos resultados
demonstraram importantes diferencas na citoarquitetura hepatica e composicdo dos
CMMs nos diferentes ¢rgdos analisados. Eventos patologicos foram mais
frequentemente vistos nos animais oriundos do ponto imediatamente a jusante da
represa. O tamanho, quantidade de CMMs bem como a composic¢éo dos granulos foram
também avaliados. O conjunto de dados sugere que discrepancias nos fatores ambientais
observados podem agir de forma adjuvante na inducdo de altera¢fes na citoarquitetura
hepatica da espécie P. argenteus, sugerindo que o figado e os CMMs dessa espécie
possa ser utilizado como ferramenta na avaliacdo de ambientais aquéaticos degradados.
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Abstract

Histolpathological features of the liver, spleen and melanomacrophage centers (MMC)
of the teleost fish Prochilodus argenteus and their possible association with biochemical
and molecular responses were investigated in animals collected from two different
points of the river San Francisco downstream to the Trés Marias dam. In each site of the
study phisico-chemical analyses from the water and sedment were also performed. In
loco liver and splenic fragments were either fixed in Bouin's and Karnovsky liquid for
morphological studies, or frozen in dry ice for biochemical and molecular analyses.
Morphometric analyses were performed to characterize the structure of the liver and
spleen. Our results showed significant differences in the liver cytoarchitecture and in the
composition of MMCs between the different studied organs. Pathological events were
more frequently seem in the animals from the site immediately downstream of the dam
being related with the worst environmental quality associated with the presence of
heavy metals in the water and sediment. The size, amount of MMCs and their granule
composition were also evaluated. Our results suggest that differences in environmental
factors may act adjuvant promoting changes in the hepatic cytoarchitecture of the
species P.argenteus. The liver and MMC of this species presents differences among the
collection sites, which t can be used as tool in the evaluation of environmental changes.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas um aumento consideravel das atividades antrdpicas tem
gerado um crescente processo de degradacdo ambiental. Em ambientes aquéticos a
situacdo apresenta maior gravidade ja que muitas destas acGes causam estresse sobre 0s
recursos hidricos, mediados por alteracbes de fatores fisico-quimicos da agua, e
deposicdo de xenobidticos como, poluentes orgéanicos e metais pesados (TERRA et al,
2009). Todos esses fatores influenciam diretamente no crescimento, reproducdo e salde
dos organismos aquaticos, e em especial da ictiofauna (MARCHAND et al, 2008).
Essas acBes antropicas tém sido associadas principalmente a liberacdo de esgoto
doméstico, descargas industriais e agricolas (BERNET et al, 1999; VELKOVA-
JORDANOSKA e KOSTOSKI, 2005), sendo que recentemente se tem discutido que a
presenca de barragens hidrelétricas também atua como um agente fisico de estresse
ambiental (AGOSTINHO et al, 1992; SAMPAIO e LOPEZ, 2003).

A construgdo de barragens gera em curto prazo mudancas significativas nos
ambientes aquaticos em decorréncia de alteragcdes hidroldgicas a jusante das represas
(ROMANINI et al, 1994), comprometendo principalmente as condi¢des normais de
temperatura e de oxigenacdo da agua (AGOSTINHO et al, 1992). Dessa forma, as
barragens hidroelétricas sdo tidas como um importante agente estressor (NERAAS e
SPRUELL, 2001; AGOSTINHO et al, 2008).

A represa de Trés Marias esté localizada no rio Sao Francisco, na cidade de Trés
Marias, estado de Minas Gerais. Foi construida na década de 60 objetivando beneficiar
a navegacdo, a producdo de energia além de promover o controle da cheia do Rio Séo
Francisco. Imediatamente a jusante da represa se observa a usina Companhia Mineira,
que desenvolve atividades voltadas para a producdo de derivados de zinco e de acido
sulfirico (SAMPAIO e LOPEZ, 2003). Entretanto, trabalhos que relacionam essas
condicGes ambientais observadas a jusante da barragem ao metabolismo hepatico de
peixes teledsteos tém sido raros na literatura.

Neste ambiente ocorre naturalmente o peixe teledsteo Prochilodus argenteus
que € uma espécie endémica da bacia do rio Sdo Francisco. Possui habitos detritivoros e
é de grande porte atingindo até 15 kg de peso corporal (NAKATANI et al, 2001).
Possui importancia comercial, na regido da represa de Trés Marias, representando 50%
do pescado da regido (SATO e GODINHO, 2003).



De acordo com Bruslé e Anadon (1996), os peixes teledsteos sdo importantes
para avaliar a presenca e/ou a magnitude de agentes estressores nos ambientes aquaticos
uma vez que esses animais estdo diretamente inseridos nesses ambientes sob a agdo dos
agentes irritantes (GEORGE, 1982). Nesse contexto, o figado dos peixes torna-se uma
importante ferramenta de avaliacdo devido ao fato de ser um d&rgdo central de
metabolizacdo de agentes potencialmente toxicos o que o torna suscetivel a interacfes
do ambiente (BRUSLE e ANADON, 1996).



1. Figado dos peixes teleGsteos

O figado é considerado como o maior 6rgdo interno e a maior glandula dos
vertebrados. Nesses animais, o figado esta envolvido em inimeras fungdes vitais, dentre
as quais se destacam a rapida e eficiente armazenagem e metaboliza¢do de aminoéacidos,
carboidratos, colesterol, proteinas, lipideos e vitaminas, além da producdo e secre¢do da
bile, e processos de detoxificacdo e fagocitose de substancias principalmente oriundas
da circulagéo esplénica (ROBBINS, 1994).

Macroscopicamente o figado dos mamiferos é divido em quatro lobos revestidos
externamente por uma fina camada de tecido conjuntivo, denominada cépsula de
Glisson. O parénquima hepatico € constituido pelos I6bulos hepéticos
microscopicamente  compostos por placas anastomosadas de hepatdcitos.
Morfologicamente os l6bulos podem ser delimitados através de uma nitida camada de
tecido conjuntivo. Em determinadas areas entre os I6bulos, sdo observadas uma vénula
e uma arteriola, que constituem, respectivamente, ramos da veia porta e artéria hepatica,
aléem de um ducto biliar. A essas regibes convencionou-se chamar de espago porta
hepatico JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2006).

Representando cerca de 60% da populacdo celular do figado e 80% do volume
total do parénquima, os hepatocitos sdo morfologicamente poliédricos apresentando
nacleo ovoide e central além de cromatina e nucléolo bem evidentes. Ultra
estruturalmente, o volume celular dos hepatécitos € majoritariamente preenchido por
reticulo endoplasmatico tanto na forma lisa quanto rugosa, ambos distribuidos
difusamente pelo citoplasma e representando cerca de 15% do volume celular total
(MALARKEY et al, 2005; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2006).

Citoarquiteturalmente, os hepatdcitos sdo arranjados sob a forma de corddes
celulares. Tais corddes se dispdem em camada Unica de células de maneira analoga a
uma “muralha celular” separados por capilares sinusoides longos e continuos que
convergem em um grande vaso, denominado veia central ou centrolobular. Na interface
entre os corddes de hepatdcitos e as células endoteliais dos capilares sinusdides existe o
espaco de Disse, que abriga os macrofagos residentes ou células de Kuppfer, que
representam cerca de 15% da populacéo celular do figado (MALARKEY et al, 2005).

O suprimento sanguineo hepatico é constituido de duas vias distintas. Pela veia
porta chegam ao figado cerca de 70-80% do fluxo total. Esse aporte, proveniente do

intestino delgado, é rico em nutrientes e pouco oxigenado. O restante do sangue vem



direto do coracdo, transportado pela artéria hepéatica, sendo, portanto bastante
oxigenado. Por outro lado, o fluxo eferente converge através da veia hepética tributaria
que se encerra na veia cava (RAPPAPORT et al, 1954).

Nos peixes 6sseos ou teledsteos, o figado € um componente ativo do sistema
digestivo, atuando em processos de armazenagem (glicogénio e gordura), sintese e
secrecdo de proteinas e bile, além de ser o 6rgdo central de metabolizagdo tanto de
substancias enddgenas quanto exdgenas (BRUSLE e ANADON, 1996; SEGNER, 1998;
MATOS et al, 2007; NETO et al, 2007). Adicionalmente, o figado dos teledsteos atua
na reproducdo através da sintese de vitelogenina para maturacdo dos ovocitos
(TAVARES-DIAS et al, 2000). Funcionalmente, existem dois tipos béasicos de figado
teledsteo: a) o hepatopancreas, no qual ha porcbes de tecido pancreatico associadas ao
parénquima hepatico e b) o modelo classico de figado, ou seja, sem associagdo com
tecido pancreatico (BRUSLE e ANADON, 1996; ROCHA e MONTEIRO, 1999;
FIGUEIREDO-FERNANDES et al, 2007).

Assim como em outros vertebrados, nos teledsteos, o figado € delimitado por
uma fina camada de tecido conjuntivo, andloga a capsula de Glisson dos mamiferos.
Contudo, sua capsula conjuntiva ndo projeta septos em direcdo ao parénquima do 6rgao
(AKIYOSHI e INOUE, 2004). Em muitas espécies o figado pode apresentar de dois a
trés lobos hepaticos. No entanto, figado ndo lobado, caracterizado por apresentar uma
massa celular tnica também pode ser observado (BRUSLE e ANADON, 1996).

A auséncia de septos conjuntivos no parénquima hepatico dos teledsteos impede
a formacdo dos l6bulos hepaticos. Neste contexto, ndo sdo evidenciadas nem as veias
centrais ou centrolobulares nem os espacos porta (ramos da veia porta e artéria hepéatica
e um ducto biliar), observados no figado de outros vertebrados, tais como os mamiferos
(ROCHA e MONTEIRO, 1999; AKIYOSHI e INOUE, 2004). Nos teledsteos, 0s vasos
sanguineos sdo encontrados de maneira profusa, aleatoriamente distribuidos pelo
parénquima hepatico. A distingdo entre as veias e artérias hepaticas esta principalmente
no didmetro do lume, que sdo mais estreitos nas artérias em decorréncia da maior
quantidade de fibras elasticas e pelo fato de que suas células endoteliais sdo mais
volumosas (BRUSLE e ANADON, 1996).

Os ductos biliares podem ocorrer isoladamente ou associados a vasos e artérias,
nesse Ultimo caso fazendo lembrar a triade portal presente nos mamiferos. A ocorréncia
dessas estruturas no figado dos teledsteos origina as estruturas trato-biliares que séo

classificadas da seguinte forma: a) tipo isolado, onde um ducto biliar localiza-se
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independentemente no parénquima hepético, estando circundado por tecido conjuntivo
formando as ilhas biliares; b) trato arteriola-biliar, estabelecido pela associa¢do entre
uma arteriola e um ducto biliar; c) trato vénula-biliar, formado pela jungdo de uma
vénula com um ducto biliar; d) tipo portal, andlogo a triade encontrada no espago porta
de outros vertebrados, forma-se da associacdo de um ducto biliar, uma vénula e uma
arteriola (ROCHA e MONTEIRO, 1999; AKIYOSHI e INOUE, 2004; FIGUEIREDO-
FERNANDES et al, 2007).

A organizagdo vascular do figado dos teledsteos consiste em dois vasos
aferentes: a artéria hepética e a veia porta. Por outro lado, o fluxo eferente ocorre via
veia hepatica. Contudo, estudos anatdmicos e fisiologicos sobre a vascularizacdo
hepética de peixes teledsteos sio relativamente escassos (BRUSLE e ANADON, 1996).
O parénquima hepéatico dos teleGsteos é constituido de forma majoritaria por
hepatocitos, representando cerca de 95% dos componentes do figado (LINDESJOJO et
al, 1996). Histologicamente, os hepatdcitos geralmente se apresentam poliédricos,
fracamente basofilicos, com nlcleos arredondados e centrais. Os hepatocitos podem se
organizar de trés formas distintas: a) em corddes, formando camada celular Unica
separada por capilares sinusoides estreitos e compridos; b) em tubulos, compondo dupla
camada de células separadas por sinusoides estreitos e tortuosos; ¢) de forma solida,
onde os hepatocitos se organizam sob a forma de massa celular gerando camadas
multiplas de células desconectadas por pequenos sinusOides estreitos e tortuosos
(ROCHA e MONTEIRO, 1999; AKIYOSHI e INOUE, 2004). Nessa formacdo podem
ocorrer diferencas na morfologia dos hepatdcitos, onde os mesmos assumem forma
mais arredondada apresentando também nucleos menores e ovalados. Segundo o tipo de
arranjo celular os hepatdcitos tendem a acumular lipideos como forma de reserva
energética (ROCHA et al, 2003; AKIYOSHI e INOUE, 2004).

Os hepatocitos apresentam citoplasma compartimentado, onde as organelas se
agrupam preferencialmente em torno do nucleo ou na regido periférica da célula. Entre
essas areas sao observados depdsitos de glicogénio, sendo que em algumas espécies 0s
hepatocitos podem ser pobres em glicogénio, o qual é parcialmente substituido por
lipideos (ROCHA et al, 2003). Neste ultimo caso, entre as areas periféricas
perinucleolares se observa grande quantidade de reticulo endoplasmaético rugoso
(ROCHA e MONTEIRO, 1999). No entanto, os hepatocitos dos teledsteos sdo
relativamente pobres em organelas quando comparados aos de mamiferos. O complexo

de Golgi é pouco desenvolvido e poucos peroxissomos e lisossomos sdo observados. As
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mitocOndrias apresentam matriz densa podendo conter cristais e granulos elétron-
densos. O reticulo endoplasmatico liso é escasso. A membrana plasmaética €
diferenciada apresentando microvilos em ambas regibes, basal (excrecéo) e apical
(absorc¢do). A conexao hepatdcito-hepatécito é mediada por desmossomos. Na aposicao
de dois ou mais hepatécitos sdo estabelecidos os canaliculos biliares, por onde escoa a
bile (BRUSLE e ANADON, 1996).

Tanto a microscopia de luz, quanto a microscopia eletronica de transmisséo,
observam-se outros tipos celulares no figado dos teledsteos (BRUSLE e ANADON,
1996; RABITTO et al, 2005). As células endoteliais apresentam forma alongada e
nacleos protuberantes projetados para o lume dos capilares e vasos (ROCHA e
MONTEIRO, 1999). No intersticio, entre as células endoteliais e 0s hepatécitos, regido
estabelecida como espaco de Disse, se observada células denominadas perisinusoidais.
Dessas, algumas alongadas com nucleo oval, podendo conter inclusdes lipidicas, séo
descritas como células de Ito. No entanto células com morfologia semelhante diferem
das celulas de Ito apenas na auséncia de depositos lipidicos. Estas células sdo descritas
como cé¢lulas semelhantes a fibroblastos (“fibroblast-like”). Considerando a escassez € a
semelhanca morfolégica desses dois tipos celulares no figado dos teledsteos, o
diagnostico desses dois tipos celulares ainda é considerado dificil (BRUSLE e
ANADON, 1996; ROCHA e MONTEIRO, 1999). Qutro tipo de célula perisinusoidal
sdo os macrofagos residentes ou células de Kuppfer, possuidoras de nucleo pleomorfico
e citoplasma claro, podendo conter corpos densos (ROCHA et al, 2003). Em algumas
espécies, as celulas de Kupffer se localizam fora do espaco de Disse em intima
associacdo com vasos sanguineos e ductos biliares (BRUSLE e ANADON; 1996;
ROCHA e MONTEIRO, 1999), possuindo a capacidade de formar agregados
eventualmente chamados de centros melanomacrofagicos (CMMs).

Em teledsteos, alguns autores (RABITTO et al, 2005; FISHELSON, 2006; van-
DYK et al, 2006; MELA et al, 2007) descrevem alteracdes morfoldgicas e alguns
processos patoldgicos em 6rgdos alvos como o figado em decorréncia de exposicdo a
agentes agressores em ensaios experimentais. Contudo, a descricdo destes processos em
ambientes naturais € escassa na literatura. Uma vez que o tecido hepatico funciona
como um espelho do metabolismo (BRUSLE e ANADON, 1996), a avaliacio
histopatoldgica do figado pode corroborar o estado geral do animal, podendo auxiliar na

avaliacdo das condicdes ambientais.



2. Bago

Em mamiferos o baco € o maior érgdo linfoide secundario do corpo, possuindo
cerca de um quarto dos linfécitos do organismo (BALOGH et al, 2004).
Anatomicamente, esta localizado no lado esquerdo do abdome adjacente a grande
curvatura do estbmago. E alongado, apresentando forma piramidal quando visto em
corte transversal. E revestido externamente por uma capsula conjuntiva associada a
fibras elasticas e uma fina camada de musculo liso (CESTA, 2006). Sua cépsula projeta-
se para o interior do parénquima formando trabéculas, as quais divide o 6rgdao em
compartimentos incompletos. O parénquima ndo apresenta regifes de cortex e medula.
Entretanto funcionalmente e morfologicamente o parénquima apresenta dois
compartimentos distintos, a polpa vermelha e polpa branca (MEBIUS e KRAAL, 2005;
CESTA, 2006).

A polpa vermelha é formada corddes esplénicos circundados por capilares
sinusoides (corddes de Billroth) contendo linfocitos B e T, plasmdcitos e macrofagos,
sustentados por uma fina rede de fibras e células reticulares. Os corddes esplénicos da
polpa vermelha atuam como um filtro de sangue onde hemécias velhas sdo destruidas
pelo processo de hemocaterese, além de participar na defesa do organismo contra
microorganismos (SAITO et al, 1988; CESTA, 2006).

A polpa branca ¢é formada por trés sub-regifes: a bainha linfoide periarteriolar,
nodulos linfoides, e zona marginal, que é o limite entre a polpa branca e a polpa
vermelha. Na zona marginal sdo observados linfocitos, macréfagos e células dendriticas
que atuam diretamente sobre antigenos oriundos da circulagdo sanguinea, iniciando a
reposta imunolégicas (SAITO et al, 1988; DIJKSTRA e VEERMAN, 1990).

O baco dos teleGsteos € reconhecido pela sua cor vermelho escuro, in vivo,
possuindo, na maioria das espécies, uma forma piramidal e localizando-se junto ao trato
digestivo. Embora ocorra esta associacdo, ele ndo faz parte do sistema digestivo.
Funcionalmente ¢ o componente central do sistema imunoldgico, desempenhando
importante papel na resposta contra invasao de patdgenos e funcionando como filtro
seletivo do sistema vascular (ARANTES et al, 2000). Além disso, outras funcbes tém
sido atribuidas ao baco como drgdo hemocaterético e, também, na maturacdo de
linfocitos tanto para a resposta humoral quanto paraa celular (FISHELSON, 2006).

Morfologicamente, o baco dos teledsteos possui semelhancas com o bago de

outros vertebrados, salvo a diferenciagdo das por¢des da polpa vermelha e branca, as
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quais ndo possuem delimitacdo caracteristica (FISHELSON, 2006). A polpa vermelha
ocupa 0 maior espaco do Orgdo organizando-se como compartimentos irregulares
separados por cord@es celulares estreitos. A polpa branca é mais discreta apresentando
linfécitos aleatoriamente distribuidos em sua malha reticular e agregados de macr6fagos
associados a arteriolas (ZAPATA et al, 1996; PRESS e EVENSEN, 1998). Como no
figado, o baco também apresenta CMMs (WOLKE, 1992; HERRAEZ e ZAPATA,
1986; FOURNIE et al, 2001; AGIUS e ROBERTS, 2003).

Sob condi¢Ges de estresse 0 bago pode apresentar deplecdo de células
linfociticas, congestdo e necrose de células reticuloendoteliais (TEH et al, 1996). Dessa
forma o estudo histopatoldgico do baco pode atuar como ferramenta biomarcadora de
impacto ambiental uma vez que as possiveis alteracbes podem estar diretamente
associadas ao estado satde desses animais (GARCIA-ABIADO et al, 2004).

Similarmente ao figado, no baco podem ser observados CMMs dispersos pelo
parénquima esplénico (FOURNIE et al, 2001; AGIUS e ROBERTS, 2003;
FISHELSON, 2006; SURESH, 2009). Frente a ambientes contaminados os CMMs
esplénicos podem responder aumentando sua freqiiéncia e tamanho, fato que justifica
alguns autores tenham sugerido o uso desses agregados como ferramenta biomarcadora
de impacto ambiental (TEH et al, 1996; FOURNIE et al, 2001, LEKNES, 2007).
Contudo, estudos visando uma analise histopatologica do baco em ambientes naturais,
focando também nas analises dos CMMs demonstrando uma possivel diferenca dessas

estruturas entre diferentes 6rgaos, como figado e baco sdo raros na literatura.

3. Centro melanomacrofagicos (CMMs)

Estes agregados de macr6fagos podem acumular em seu citoplasma granulos de
melanina, hemossiderina e lipofuscina. Frente a estas caracteristicas esses agregados de
macrofagos foram classificados como centros melanomacrofagicos (CMMSs)
(ROBERTS, 1975; WOLKE, 1992; AGIUS e ROBERTS, 2003). Os CMMs também
ocorrem em répteis e anfibios, principalmente associados a 6rgdos, tais como: figado,
bago, rins e gbnadas (BLAZER 2002; AGIUS e ROBERTS, 2003; FISHELSON, 2006).
As funcbes atribuidas aos CMMs incluem: captura e armazenagem de ferro,
apresentacdo de antigenos e fagocitose de restos celulares (WOLKE, 1992; LENKES,
2001; AGIUS e ROBERTS, 2003). Os CMMs também incorporam e detoxificam varias



substancias como melanina e radicais livres, tornando os CMMs um importante alvo de
estudo (WOLKE, 1992; AGIUS e ROBERTS, 2003; RABITTO et al, 2005).

Estruturalmente, os CMMs s&o envoltos por malha de fibras reticulares,
contendo células alongadas (possivelmente fibrdcitos), além de células linféides e
macrofagos (AGIUS e ROBERTS, 2003; RABITTO et al, 2005). A ocorréncia dos
granulos de melanina, hemossiderina e lipofuscina nos CMMs pode ser um grande
indicativo das principais atividades metabdlicas desenvolvidas por estes grupos de
macréfagos (AGIUS e ROBERTS, 2003). Lipofuscina e melanina sdo pigmentos
enddgenos insoliveis que se acumulam na célula em virtude de ndo poderem ser
metabolizados por ela (RUBIN et al, 2006).

A lipofuscina, conhecida classicamente como pigmento do desgaste, faz parte de
um grupo de pigmentos pardacentos derivados da oxidacdo de lipideos ou de
lipoproteinas geralmente insaturados e tem como significado autofagia
(MONTENEGRO e FRANCO, 1995). Tal pigmento € geralmente encontrado em
células permanentes, ou seja, em diferenciacdo terminal (neurdnios e cardiomidcitos) ou
que ciclam de forma infrequente (estaveis, ex.: hepatocitos) (RUBIN et al, 2006). Tal
pigmento deriva da renovacdo normal dos constituintes da membrana celular que juntos
a fragmentos de organelas sdo segregados no interior de vacuolos autofagicos. A
peroxidacdo de lipideos insaturados e a formacdo de complexos lipidico-protéicos
heterogéneos o torna resistente a degradacdo (RUBIN et al, 2006). Esse pigmento €
resistente a solventes lipidicos, reduz sais de prata, é azul da Prussia-negativo, € PAS-
positivo e se cora com corantes lipidicos. A lipofuscina pode ser resultante do aumento
da substituicdo ou de lesdo de membranas. Em algumas espécies de mamiferos, a
lipofuscina aumenta em consequiéncia da deficiéncia de vitamina E e selénio e, segundo
PICKFORD (1953), deficiéncias na dieta dos peixes teledsteos podem ocasionar a
deposicdo deste pigmento nos granulos dos CMMs. Sob microscopia eletronica de
transmissdo observam-se massas irregulares compostas por corpusculos elétro-densos
de diferentes tamanhos, embebidos em matriz de menor densidade.

A melanina (grego. melas = negro) € um pigmento cuja cor varia do castanho ao
negro, é de natureza protéica (insollvel em solventes comuns), sendo destruida pela
oxidacdo (H,O, e permanganato de potassio). Os granulos contendo melanina estédo
relacionados, segundo Wolke (1992), com a degradacdo de melandcitos. Agius e
Roberts (2003) sugerem que a melanina possa absorver e neutralizar radicais livres,

cations e outros agentes potencialmente tdxicos.
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A hemossiderina ¢ um produto de degradacdo da ferritina e esta relacionada ao
armazenamento e mobilizacdo de ferro dentro das células dos CMMs (AISEN et al,
2001; LENKES, 2004). Sua caracteristica hidrofobica apresenta-se como uma vantagem
dada a armazenagem em moléculas de ferritina que aumentam a formacéo de espécies
reativas ao oxigénio (AISEN et al, 2001).

Alguns autores relatam um aumento no nimero e éarea dos CMMs em
organismos submetidos a agentes agressores (HERRAZ e ZAPATA, 1986; WOLKE,
1992; AGIUS e ROBERTS, 2003; RABITTO et al, 2005; FISHELSON, 2006),
sugerindo sua utilizacdo como ferramenta biomarcadora de ambientes impactados.
Todavia trabalhos que descrevem esses processos em ambientes naturais, procurando
associar a ocorréncia dos tipos de granulos contendo pigmentos presentes nos
macréfagos e relacionando com a morfologia tecidual e eventos patologicos sao

ausentes na literatura.

Associado a ocorréncia dos CMMs, alguns autores (RABITTO et al, 2005;
FISHELSON 2006; van-DYK et al, 2006; MELA et al, 2007) descrevem alteracdes
morfologicas e/ou lesdes histopatoldgicas hepaticas em decorréncia de exposicdo a
agentes agressores em ensaios experimentais. Contudo, a descri¢do desses processos em

ambientes naturais é escassa na literatura.

4. Modelo ambiental e experimental

O navegador portugués Américo Vespucio, no dia 04 de outubro de 1501,
descobriu a foz de um rio na costa do nordeste brasileiro. Na data em questdo
comemorava-se 0 dia de Sdo Francisco de Assis, surgindo assim o nome deste
importante rio brasileiro. Desde a sua nascente no Parque Nacional Serra da Canastra,
regido sudoeste do Estado de Minas Gerais, até sua foz, o rio Sdo Francisco percorre
2.900 km, atravessando cinco Estados brasileiros. Sua bacia é divida em quatro
segmentos: alto, médio, sub-médio e baixo Sdo Francisco. Na regido do alto Sé&o
Francisco, na cidade de Trés Marias em Minas Gerais, localiza-se a Barragem de Trés
Marias (GODINHO e GODINHO, 2003).

Com uma area inundada de 2.700 m de extensdo, a barragem de Trés Marias foi

construida entre as décadas de 1950 e 1960, com o objetivo de promover o controle da
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cheia do rio S&o Francisco, beneficiando a navegacéo, irrigacdo e principalmente a
producéo de energia (SAMPAIO e LOPEZ, 2003).

Todavia, sabe-se que a jusante das barragens hidrelétricas as alteracbes no
regime hidrolégico podem ocasionar modificaces de temperatura e oxigenacao
(AGOSTINHO et al, 1992). Esses fatores, segundo Sato et al, (2005) atuam diretamente
sobre a ictiofauna ocasionando insucesso reprodutivo na espécie Prochilodus argenteus.
Esse insucesso ndo € observado nos espécimes coletados a aproximadamente 35 km a
jusante da represa, apés a confluéncia com o rio Abaeté onde esses fatores sdo
depurados (SATO et al, 2005).

Nesse contexto, Sampaio e Lopez (2003) descrevem influéncias antropicas nos
primeiros 30 km a jusante da barragem, como auséncia de mata ciliar, presenca de
populacdes ribeirinhas, areas de pastagens e plantacGes. De forma similar a cerca de 1
km da barragem na margem direita do rio, localiza-se a Companhia Mineira de Metais
que produz derivados de zinco e de acido sulfurico. Adicionalmente SATO et al (2005),
demonstraram que valores menores para parametros fisico-quimicos da agua como
baixa temperatura e baixa oxigenacdo ocasionam interferéncia metabolica na espécie P.
argenteus gerando um insucesso reprodutivo. Contudo, a literatura é carente de relatos
que associem a possivel interacdo de fatores naturais e antropicos com o
desenvolvimento de alteragdes morfologicas em oOrgdos de grande importancia
metabolica, tais como o figado, na espécie P. argenteus. Um panorama diferente é
observado em outro trecho no mesmo rio apds a confluéncia com o rio Abaeté, cerca de
34 Km a jusante da barragem. Nesse trecho é demonstrado melhores valores para os
parametros fiscio-quimicos da agua, principalmente de temperatura e oxigenacao, Apds
a confluéncia com o rio Abaeté nao é observado um comprometimento reprodutivo de
P. argenteus (SATO et al, 2005).

O peixe teledsteo  curimatd-pacu, P. argenteus (Characiformes:
Prochilodontidae) (Figura 1), € espécie endémica da bacia do rio S&o Francisco. Possui
habitos detritivoros, se alimentando de matéria organica e microorganismos associados
a lama do fundo de lagos e rios. E uma espécie de grande porte podendo chegar a 15 kg
de peso corporal (NAKATANI et al, 2001). Forma grandes cardumes e realiza
migracdes durante o periodo reprodutivo (SATO, 1988), possui importancia comercial,
representando 50% de toda a producdo do pescado no alto Sdo Francisco, regido da
Represa de Trés Marias em Minas Gerais (SATO et al, 2003).
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Figura 1. Curimata-pacu Prochilodus argenteus Agassiz, 1829

5. Granulos intracelulares

Sabe-se que os granulos intracelulares ocorrem em organismos de todos o0s
niveis tréficos e estdo associados aos processos metabolicos de armazenagem, retencao,
transporte e detoxificagdo (GEORGE, 1982). De forma similar, elementos quimicos de
alta relevancia biologica apresentam sua distribuicdo alterada dentro de condigcdes
patologicas. A alteracdo desse metabolismo pode levar eventualmente a ocorreéncia ou
ao acumulo de precipitados mineralizados (como as calcificagdes patologicas) ou de
pigmentos (como o de sais biliares) (ROBBINS, 1994).

Em exposicOes sub-letais as distribuices elementares teciduais e celulares séo
dependentes dos mecanismos expressos pelos organismos. Os principais mecanismos
sdo descritos como: sintese de agentes quelantes, desenvolvimento de eficiente
transporte ativo transmembranar, sintese induzida de metalotioneinas, exclusdo por
blogueio através de barreira fisica via acdo de lisossomos terciarios e incorporacao em
granulos insollveis (PHILLIPS e RAINBOW, 1989; BROWN, 1982, GEORGE, 1982).

A génese destes granulos pode ocorrer por via anabodlica, catabdlica ou por
ambas (SIMKISS, 1989; PALADE, 1975). Os metais do grupo A (Na, Mg, K, Ca)
tendem a seguir esse processo anabdlico. De forma diferente, os metais do grupo B (Fe,
Cu, Zn, Ag, Cd, Au, Hg) seguem via catabdlica envolvendo proteinas citosélicas como
algumas albuminas, ferritina e principalmente metalotioneinas presentes no citoplasma
que sdo recicladas através dos lisossomos primarios e secundarios resultando em corpos
residuais (SOHAL et al, 1976; SIMKISS, 1989). Entretanto, esses dois sistemas podem
se sobrepor intracelularmente gerando um sistema chamado de “protected pathways” ou
vias de protecdo (SIMKISS, 1989).

Alguns trabalhos descrevem a possibilidade de avaliar a composi¢éo externa ou

ambiental de elementos contaminantes através da utilizagdo de microandlise de raios-X
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em grénulos intracelulares (SIMKISS, 1989). A analise qualitativa (de identificacdo de
elementos quimicos) e quantitativa pode ser realizada em microscopios eletronicos de
transmissdo (MET) e de varredura (MEV) apresentando a vantagem de somar a
composicdo a informacdo morfologica (TAYAL et al, 2000, NAGATA, 2004;
CORREA JUNIOR et al, 2005). Esses granulos precipitados ocorrem de forma
cristalina ou amorfa onde sais contendo célcio, fosforo e ferro sdo frequentemente
observados (GEORGE, 1982; TAYLOR e SIMKISS, 1989).

O ferro é um elemento crucial para diversas fungdes vitais. Todo ferro
disponivel no organismo é proveniente da dieta e ocorre na forma de ferro ferroso Fe?*,
ou ferro férrico Fe**. O ferro em excesso no organismo gera lesdes e inclusive propicia
a ativacdo de microrganismos ndo patogénicos tornando-os patogénicos (AISEN et al,
2001). Os mecanismos regulatérios do ferro sdo dependentes de proteinas para o
transporte e armazenagem como a ferritina, responsavel direta pela armazenagem do
ferro dentro das células. O transporte do ferro no organismo é feito preferencialmente
pela transferrina, sendo que outras proteinas sdo expressas quando os niveis de ferro
estdo acima do normal. Os mecanismos de disponibilizacdo do ferro armazenado
intracelularmente envolvem a quebra da ferritina, gerando outro importante componente

no metabolismo do ferro que é a hemossiderina (AISEN et al, 2001).

De forma similar, o céalcio esta envolvido em muitos processos vitais do
organismo, tais como: estruturacdo Ossea, atividade neuromuscular, ativacdo de
linfocitos T e participacdo na regulacdo da apoptose (CARDENAS e HEITMAN, 1995;
DOWLD, 1995; ALLGROVE, 2003). Sob condicGes de distarbios metabolicos a
conjugacdo do fosforo e/ou carbonato com o calcio, formam precipitados 0s quais sao
depositados em diversos tecidos, tais como: hepatico, muscular, renal e esplénico
(GEORGE, 1982; ROBBINS, 1994) A formacédo dos granulos intracelulares tem sido
associada principalmente a enucleacdo dentro de mitocondrias ou a degradacdo de
membranas fosfolipidicas (TAYLOR e SIMKISS, 1989; GEORGE, 1982).

6. Biomarcadores

Biomarcadores tém sido definidos como sendo a medida do fluido corporal,

celular ou tecidual que indicam em niveis moleculares, bioquimicos ou celulares, a
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presenca de agentes estressores (MCCARTHY e SHUGART, 1990; van der OOST et al,
2003). Em um sentido amplo se pode dizer ainda que o termo “biomarcador” pode ser
aplicado a qualquer medida que reflete uma interagdo entre um sistema bioldgico e a
acdo de estressantes, que incluem agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos (WHO, 1993).

Os biomarcadores podem ser subdivididos em trés grupos: a) biomarcadores de
exposicdo: que podem permitir a deteccdo e medigdo de uma substancia exdgena ou o
produto de uma interacdo entre um agente xenobidtico dentro de um organismo; b)
biomarcadores de efeito: estabelecido por alteracdes fisioldgicas nos tecidos ou fluidos
corporais de um organismo que possam ser associados a um estado de saude ja
estabelecido ou a possiveis deficiéncias ou doencas; c¢) biomarcadores de
suscetibilidade: processo que reflete a capacidade de um organismo em responder a
exposicdo a uma substancia especifica, xenobioticos incluindo fatores genéticos e
alteracdes em receptores que alteram a susceptibilidade de um organismo (NCR, 1987;
WHO, 1993). A exemplo disso uma variedade de respostas histoldgicas, moleculares,
bioguimicas e fisioldgicas, tem sido citadas para identificar a exposi¢cdo a xenobidticos
no ambiente (van der OOST et al, 2003; AU, 2004).

Nos ambientes aquéaticos 0s peixes 0sse0s, ou peixes teledsteos, podem atuar
como uma importante ferramenta biomarcadora de exposicédo e de efeito por ocuparem
0 topo da cadeia alimentar (MANSOUR e SIDKY, 2002) e estarem completamente
submersos no meio (GEORGE, 1982; TEH et al, 1997). Nos teledsteos o figado é o
principal 6rgdo envolvido nos processos de detoxificacdo de compostos xenobidticos.
Este fato faz com que o 6rgdo seja um possivel alvo das respostas biomarcadoras
(HEALTH, 1995; BRUSLE e ANADON, 1996; van der OOST et al, 2003; AU, 2004)
Hinton et al, (1992) e Hinton (1994) sugerem que o estudo histopatolégico do figado
dos peixes ¢ um importante biomarcador demonstrando a relagcdo causal entre um estado
de doenca frente a um quadro de poluicdo. Além disso, essas analises histologicas de
rotina sob o ponto de vista funcional apresentam alta sensibilidade aos agentes
estressores, alta relacdo dose resposta, além de apresentarem baixo custo financeiro
(AU, 2004). Entretanto, as alteracdes histoldgicas e/ou ultra-estruturais podem ndo ser
exclusivas de um unico agente estressor. Neste sentido torna-se essencial uma
caracterizacdo complementar utilizando-se biomarcadores moleculares e bioquimicos
(ver SOITAMO et. al, 2001; SIROKA e DRASTICHOVA, 2004).

Em decorréncia a queda de oxigénio, por exemplo, € descrito a expressdo do

fator induzido por hipdxia (HIF-1). Este fator pode ser um excelente biomarcador, uma
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vez que se apresenta bastante conservado na escala evolutiva (SOITAMO et al, 2001).
O HIF-1 é um heterodimérico composto de duas subunidades HIF-a e HIF-(, sendo
ambas membros da familia PAS de fatores de transcricdo (SOITAMO et al, 2001;
NIKINMAA e REES, 2005). Entretanto estudos desse fator em peixes bem como sua
aplicacdo prética em ensaios experimentais e principalmente em seus ambientes naturais

ainda sdo inexistentes na literatura.

6.1. Fator induzido por hipéxia 1 (HIF-1)

Em mamiferos ja se tem de forma bem estabelecida a descricdo do fator
induzido por hipdxia-1 (HIF-1) que controla a transcricdo de varios genes envolvidos na
eritropoiese, glicélise e angiogénese frente a um quadro de hipoxia (SOITAMO et al,
2001). Ainda em mamiferos, mais de 40 genes regulados por hipdxia tem sido
caracterizados. (SEMENZA, 1999). Entretanto estudos que demonstrem a expressao do
HIF-1lem peixes ndo tém sido amplamente realizados, principalmente relacionando
flutuacbes nas tensbes de oxigénio em ambientes naturais (SOITAMO et al, 2001,
NIKINMAA e REES, 2005). Em mamiferos sdo estabelecidos duas subunidades para

HIF, HIF-a HIF-B, sendo ambas membros da familia PAS de fatores de transcrigéo.

A subunidade 3 além de atuar na regulacdo génica induzida por hipoxia, tambem
dimeriza com o receptor de hidrocarboneto de arila (ARNT) durante a expressao génica
induzida por xenobidticos, desempenhando assim um papel importante na resposta de
células expostas a dioxinas e outros hidrocarbonetos poluentes (NIKINMAA e REES,
2005; BAROUKI et al, 2007). Por outro lado a subunidade o, que inclui HIF-1a, HIF-
20, e HIF-3a. s@o de respostas exclusivas a quadro de hipoxia (SOITAMO et al, 2001;
KAJIMURA et al, 2006).

Em condi¢6es de normoxia HIF-1 se liga a proteina von Hippel-Lindau (VHL) e
é alvo de ubiquitinacdo e consequentemente, de degradacdo via proteassoma. Ao
contrario em condicdes de hipdxia a degradacdo do complexo HIF é inibida levando ao
acumulo de HIF-1a dentro da célula. HIF-1a transloca para o nlcleo onde dimeriza
com HIF-1p que se liga ao DNA e ativa a expressdo génica estimulando a produgéo e
maturacdo de eritrocitos (IVAN et al, 2001; SOITAMO et al, 2001; KAJIMURA et al,
2006. BAROUKI et al, 2007).
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Esse mecanismo de resposta génica oxigénio-dependente, bem como o
mecanismo de degradacdo em casos normoxia é tido como idéntico em mamiferos,
Xenopus e na truta arco-iris, sugerindo um alto grau de conservacdo evolutiva na
degradacédo e expressdo do HIF-1la. Contudo trabalhos que demonstrem a expressao
destes fatores em ambientes naturais, e ainda a jusante de barragens sdo pobremente

investigados.
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JUSTIFICATIVA




O teledsteo P. argenteus é espécie endémica da bacia do rio Sdo Francisco que
apresenta grande importancia econdmica regional. Pouco se conhece sobre analises
histopatoldgicas do figado e baco e dos CMMs dessa espécie, e ainda considerando que
cada vez mais os Orgaos tem sido considerados importantes marcadores do estado geral
de saude dos animais que pode levar a utilizacdo biomarcador da degradacdo dos

ambientes aquaticos.
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OBJETIVOS



1. Objetivo Geral

Avaliar sobre os aspectos histopatoldgicos, moleculares e bioguimicos do
figado e do bagco do peixe teledsteo Prochilodus argenteus, associando-os a dois
diferentes pontos do rio S&o Francisco na regido da represa de Trés Marias.

1.1. Objetivos especificos

 Obter e comparar os dados biométricos para calculo do fator de condicdo (K), e o
indice hepatossomatico (IHS) de P. argenteus coletados nos dois pontos do rio Séo

Francisco.

« Determinar as condicfes abidticas (temperatura, condutividade, salinidade, turbidez) e
quimicas (pH, oxigénio dissolvido, dureza) e a concentracdo de metais (As, Cd, Cu, Mn,
Zn) pela técnica de espectrofotometria de absor¢do atdmica nos sedimento e agua dos

pontos de coleta.

« ldentificar e descrever 0s possiveis eventos patoldgicos presentes nos 0rgdos
selecionados para o estudo obtidos de organismos coletados nos dois diferentes pontos

do rio Sao Francisco.

* Analisar a atividade da N-acetil-glicosaminidase (NAG) dos macrofagos presentes nos

CMMs do figado e do bago de P. argenteus coletados em diferentes pontos.

* Analisar a expressdo do HIF-1 pela técnica de PCR em tempo real em matrizes de

figado de animais coletados nos diferentes pontos do rio S&o Francisco.

«Caracterizar morfologicamente e composicionalmente os CMMs e granulos
intracelulares presentes no figado e baco de P. argenteus através de técnicas
histoquimicas (PAS, Perls e Von Kossa) comparando-os entre os dois diferentes pontos

de coleta.

« Caracterizar a ultra-estrutura dos CMMs do figado e baco de P. argenteus por

microscopia eletrdnica de transmisséo.
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« Determinar a composicdo elementar dos granulos presentes nos CMMs pelas técnicas
de microscopia eletrénica de varredura de rotina (elétrons secundarios) e microscopia

eletronica analitica (por elétrons retro-espalhados e microanalise de raios-X).
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MATERIAIS E METODOS




1-Area de estudo

Selecionamos baseados na possivel diferenca de caracteristicas fisico-quimicas
dois trechos do rio S&o Francisco proximos a Barragem Hidrelétrica de Trés Marias. O
primeiro ponto de estudo denominado (JB) foi a cerca de 1Km a jusante da barragem
(Figura 2). O outro trecho ponto de coleta foi no mesmo rio ap6s a confluéncia com o

rio Abaeté cerca de 34 Km a jusante da barragem denominado (JA) (Figura 2).
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Figura 2. Locais de estudo no rio Sdo Francisco. Os pontos de coleta estdo identificados
como Site 1 (imediatamente apds a jusante da represa de Trés Marias- JB) e Site 2 (apds

a confluéncia com rio Abaeté- JA).

2. Coleta dos espécimes de Prochilodus argenteus

Os espécimes foram coletados na estacdo seca em agosto de 2008. Para o
presente estudo foram coletados com auxilio de tarrafas quarenta espécimes de P.

argenteus. A fim de se descartar uma possivel influéncia relacionada ao sexo e ao ciclo
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reprodutivo sobre o tecido hepético, selecionaram-se 10 fémeas de P. argenteus
medindo 37,8 + 0,8 em estagio de repouso gonadal em cada trecho. A determinacdo do
estdgio gonadal foi baseada na observacdo macroscopica das gbnadas a fresco e
confirmada posteriormente em colaboracdo com o Laboratério de Ictiohistologia, no
qual foram realizadas as analises histoldgicas segundo Bazzoli (2003).

2.1. Determinacdo dos fatores e dados biométricos

Para cada um dos 20 animais, foram obtidos os dados biométricos de
comprimento total, além dos pesos corporal e hepético. Para avaliar o estado fisico dos
espécimes de P. argenteus, calculou-se o fator de condicdo de Fulton (K). O valor desse
indice foi determinado de acordo com Nikolsky (1963), utilizando-se a seguinte
formula: (K=PC/CT3 X 100), onde: PC = Peso corporal (g) e CT = comprimento total
(cm).

A fim de se estabelecer possiveis disturbios relacionados a massa do figado,
calculou-se o indice hepatossomatico (IHS). O valor desse indice foi obtido através da
formula: IHS=PF/PC X 100 (TAVARES-DIAS et al, 2000), onde PF = peso do figado
(9), PC = peso corporal (g).

3. Caracterizacéo dos parametros fisico-quimicos dos pontos de coleta.

Em cada um dos pontos de coleta (JB e JA) foram determinados trés pontos para

coleta de agua e sedimento (margem direita, meio e margem esquerda).
Analise com sonda multi-parametros

Em cada um dos pontos, trés amostragens foram realizadas para a obtencdo dos
valores de: pH, temperatura, condutividade elétrica (CE), turbidez (T) e oxigénio

dissolvido (OD), utilizando-se de uma multi-sonda Horiba U-10. Todos os valores

obtidos foram testados estatisticamente pelo Test t, com intervalo de confianca a 95%.
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Analise por espectrofotometria de absor¢do atémica

A determinacdo da concentragdo de metais pesados dissolvidos na &gua foi
realizada com a utilizacdo de frascos de polietileno de 500 mL previamente
descontaminados em solucdo 10% de acido nitrico por 48 horas. Esses recipientes
contendo 2 mL de solucdo de &cido nitrico a 10% foram submergidos na vertical a 10
centimetros da superficie da agua e apds vedacdo, mantidos a 10°C. No laboratério as
amostras foram filtradas através de um filtro de membrana de 0,45 um para
determinacdo da presenca dos metais As, Cd, Cu, Mn, Zn. A anélise foi realizada em
equipamento de espectrometria de absorcéo atbmica com forno de grafite HGA 900 (GF
AAS) Perkin Elmer (Norwalk, CT EUA) no Laboratorio de Absorcdo Atdmica do
Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da UFMG. Os valores foram
expressos em plL/L e testados estatisticamente pelo Test t, com intervalo de confianga a
95%.

As amostras de sedimento de fundo foram obtidas utilizando draga méo nos
mesmos pontos acima descritos. A lama foi acondicionada em potes de polietileno
previamente descontaminados em solu¢do 10% de acido nitrico por 48 horas. As
amostras foram mantidas em geladeira a 10°C até o processamento para
espectrofotometria de absorcdo atbmica. As amostras de sedimento foram secas em
estufas a 60°C por 24 horas. Ap0s a secagem, as amostras foram trituradas em almofariz
de ceramica e peneiradas em peneira com abertura de 65 um. Suspensdes contendo
10mg foram inseridas diretamente no amostrador automatico do equipamento
espectrofotbmetro de absorcdo atdmica. Da mesma forma que a agua, a determinacao
da presenca de metais As, Cd, Cu, Mn, Zn em amostras de sedimentos foram obtidas
usando um aparelho para a espectrofotometria de absorcdo atdmica com forno de grafite
(GF AAS) Analyst 400 com grafite forno HGA 900 (Perkin Elmer-Norwalk, CT EUA).
Os valores foram expressos em mg/Kg e testados estatisticamente pelo Test t, com

intervalo de confianca a 95%.

4. Processamento histolégico

Imediatamente apds a captura, os animais foram selecionados e sacrificados via

transeccao cranial com tesoura cirdrgica, a cavidade celomatica foi aberta e o figado e o
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baco foram removidos. Fragmentos hepéticos e esplénicos foram fixados por imersdo
em liquido de Bouin e, apds 24 horas foram mantidos em &lcool a 70% e processados
segundo técnica de rotina para inclusdo em parafina. Os blocos foram seccionados a
6um de espessura obtendo-se cortes ndo seriados em diferentes profundidades do
tecido.

As laminas com os cortes foram sequencialmente coradas pelos seguintes
métodos: a) Hematoxilina-Eosina (HE) (BEHMER et al, 1976); b) Acido Periodico de
Schiff - PAS (BEHMER et al, 1976), para identificacdo de glicoproteinas neutras; c)
Perls, para identificacdo de granulos contendo melanina, hemossiderina e lipofuscina
(BLAZER 2002); d) Von Kossa para identificacdo de sais de calcio. (LUNA, 1968).

Os resultados histolégicos foram registrados com a obtencdo de imagens digitais
adquiridas no microscopio 6ptico modelo Olympus BX41 acoplado a uma camara
digital Olympus Q Color no Laboratorio de Biologia Estrutural e Reprodugéo do
Departamento de Morfologia do ICB-UFMG. Para obtencéo das imagens da area total
do tecido hepatico utilizou-se objetiva de 2,5 X com projetiva também de 2,5 X. As
demais imagens foram adquiridas com objetiva de 10 X, 20 X e 40 X e 100 X e
projetiva de 3 X. A digitalizacdo das imagens foi feita juntamente com lamina

micrometrada Olympus 0,01mm para calibragéo.

5. Caracterizacdo morfoldgica e histopatologica

Cortes corados em HE foram analisados ao microscopio de luz a fim de se
determinar a citoarquitetura, os tipos celulares, as estruturas histologicas e as possiveis
lesbes presentes no figado e baco de P. argenteus oriundos dos dois pontos. Para
amostras de HE, trés nives de alteracdes (semelhante ao procedimento descrito por
Melo et al, 2008) foram aplicados para determinar a intensidade das caracteristicas tais
como: deslocamento nuclear, vacuolizacao citoplasmatica, hiperemia da citoplasmatica,
ocorréncia de granulos contendo pigmento e areas de necrose. Para todos os itens
estudados, dez campos de cada lamina histoldgica foram selecionados aleatoriamente. A
objetiva de 40x foi usada para identificar deslocamento nuclear, vacuolizacdo
citoplasmatica, presenca de granulos citoplasmaticos e areas de necrose, enquanto a
objetiva de 10x foi utilizada para a analise de hiperemia.

De acordo com a intensidade de ocorréncia, os parametros foram considerados

como: baixa ocorréncia - quando ndo houve alteracdes; média ocorréncia - quando as
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alteracBes foram observadas em menos de 50% da &rea analisada, e alta ocorréncia -
quando as alteracGes foram observadas em mais de 50% da area. Para os granulos
citoplasmaticos, a ocorréncia foi classificada como: baixa ocorréncia - quando nédo
havia granulo visivel por um nucleo de hepatdcito no campo; média ocorréncia - quando
havia menos de trés granulos visiveis por nlcleo de hepatécito e elevada ocorréncia -

quando mais de trés granulos eram observados por ndcleos de hepatécitos.

6. Caracterizacao morfométrica dos CMMs

Foram utilizadas imagens digitais de uma lamina corada pela histoquimica de
Perls de cada figado e bago por animal. Em cada Iamina foram escolhidos
aleatoriamente 10 campos totalizando uma é&rea de 58,45 mm? em cada 6rgdo. As areas
ocupadas pelos CMM foram adquiridas com objetiva de 40 X e projetiva de 3X. A
digitalizagdo das imagens também foi feita juntamente com lamina micrometrada
Olympus 0,01mm para calibragéo.

As imagens digitalizadas foram mensuradas com auxilio do software analisador
de imagens Image Pro Plus obtendo-se: a) Numero de CMMs por mm2; b) Area total
ocupadas por CMMs (mm2); ¢) nimero medio de CMMs. A partir da obtencdo dos
valores absolutos calculou-se também: c) distribuicdo de freqliéncia relativa a area dos
CMMs presentes no figado e no baco; d) Os resultados foram expressos em valor médio
e agrupados por trecho de coleta (JB e JA) £ erro padréo e testados estatisticamente pelo
método ndo paramétrico de Mann-Whitney (PAGANO, 1990; GLANTZ, 1992) com

intervalo de confianca a 95% utilizando o programa computacional GraphPad Prism.

7- Morfometria da area dos granulos dos CMMs.

Antes de realizar as medidas de area ocupada por cada tipo de granulo dentro
dos CMMs utilizando laminas coradas pela técnica de Perls, foram realizados ensaios
para a confirmacdo da caracteristica de distribuicdo dos pigmentos de lipofuscina e
melanina. Cortes seriados foram corados seqlencialmente para as técnicas
histoquimicas de Perls, Aldeido-fucsina e Masson Fontana para a confirmacdo de que as
areas sdo correspondentes as obtidas pela técnica de Perls (Luna, 1968, Blazer 2002).

Imagens digitalizadas de cinco CMMs de cada animal do figado e baco foram

selecionadas, segmentadas onde cores distintas foram atribuidas a cada uma das
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diferentes marcag6es dos granulos nos CMMs (melanina, hemossiderina e lipofuscina),
e analisadas com o auxilio do programa computacional Image Pro Plus. A érea relativa
a cada cor (em mmz2) foi subtraida da &rea do respectivo CMM (em mm?), obtendo-se o
percentual ocupado pelos granulos e também pelas &reas que ndo continham granulos.
De modo similar os resultados foram expressos em valor médio * erro padréo, e
testados estatisticamente pelo método ndo paramétrico de Mann-Whitney com intervalo
de confianca a 95% (PAGANO, 1990; GLANTZ, 1992).

8. Microscopia eletronica de transmissdo - MET

Fragmentos do figado e baco de P. argenteus foram fixados em glutaraldeido a
3% em tampdo cacodilato de s6dio pH 7,4 e 0,1 M, in loco por 4 horas. Apo6s fixacao 0s
espécimes foram acondicionados em tampéo cacodilato de sédio pH 7,4 e 0,2 M,
refrigerados a 6°C e acondicionados para o transporte em caixas de isopor refrigerada a
4°C. O processamento do material foi realizado no Laboratério do Estudo da Interagéo
Quimico-Biologica e da Reproducdo Animal (LIQBRA), no Departamento de
Morfologia do 1CB, UFMG.

As amostras foram pos-fixadas em tetroxido de ésmio a 1% durante 1 hora em
camara escura e lavadas no mesmo tampdo cacodilato. Em seguida, procedeu-se a
desidratacdo em concentracdes crescentes de acetona Sigma (50%, 70%, 95%, 100%) e
o emblocamento em resina Polybed 812. Apés polimerizagdo por 48 horas a 60°C os
blocos foram piramidados e seccionados no ultra micrétomo LKB obtendo-se cortes
semi-finos com 0,2 um de espessura, 0s quais foram corados em azul de toluidina para a
orientacdo dos cortes ultrafinos. Posteriormente, obtiveram-se cortes ultrafinos a 80 nm
de espessura que foram contrastados com solugdes de acetato de uranila e citrato de
chumbo e observados e fotografados ao microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss-
EM10 a 80 keV. Apds a revelacdo os negativos obtidos foram digitalizados no scanner
EPSON PERFECTON 4990 com Resolucao de 1200x1200 dpi.

9. Microscopia analitica e microanalise de raios-x

Para microscopia eletrdnica de varredura (MEV), amostras foram fixadas em

liquido de Carnoy contendo 1% de Na,S e criopreservados em solugdes de sacarose a
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10% e 20% por 2 horas e em 30% “overnight”. Os materiais foram incluidos em um
adesivo liquido para congelamento (Tissue-Tek ®) e mantidos a -80°C. Os blocos
foram seccionados a 10 um espessura em criostato Leica CM185. As secGes foram
montadas em laminulas de carbono (Thermanox ®), recongeladas em nitrogénio liquido
e liofilizadas por 6 horas sob vacuo de 100x10-3 mbar a -56°C usando um liofilizador
(Labconco). Entdo, os cortes foram metalizados com carbono em um evaporador
(Hitachi modelo HUS4G) e analisados por MEV com elétrons secundarios, elétrons
retroespalhados e microanalise de raios-X em um microscopio FEG Quanta 200 (FEI)
do Centro de microscopia Eletronica da UFMG.

10. Quantificacdo do acimulo de macrdfagos nos tecidos por determinacgéo da

atividade de N-acetyl-glicosaminidase

A quantificagdo macrdfagica nos tecidos foi medida, adaptada de Russo et al
(2010), mediante a atividade de N-acetylglicosaminidase (NAG). A atividade foi
medida em amostras homogeinizadas de figado e baco utilizando 100 mg de tecido
homogeeneizados em 2 mL de solugéo salina (0,9%) contendo 0,1% (v/v) de Triton X-
100, e centrifugados a 4°C por 10 min a 1500 g. Os sobrenadantes foram utilizados para
0 ensaio de NAG. A reacdo foi iniciada a 37 °C por 10 min em microplacas de 96 po¢os
pela adicdo de 100 uL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminide 0,1 M (Sigma) em
tampao citrato / fosfato (acido citrico, 0,1 M Na2HPO4, pH 4,5), em uma concentracao
final de 2,24 mM, a 100 pL do sobrenadante da amostra de tecido processado diluido no
mesmo tampdo. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 uL de tampéo glicina 0,2
M (pH 10,6), e a absorbancia foi lida a 405 nm em espectrofotémetro (Emax, Molecular
Devices). Os resultados foram expressos em absorbancia relativa a 100 mg de tecido.

Os ensaios realizados NAG sob essas condicdes foram especificos para macrofagos.

11. Expressdo de HIF-1

11.1. Extracdo do RNA total

As amostras foram homogeneizadas e 0 RNA extraido através do método do

Trizol®. Neste método, o fragmento de figado ainda congelado foi macerado, sendo
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adicionado 1mL de Trizol até obtengdo de consisténcia liquida. Em seguida, foram
adicionados 200uL de cloroférmio, e ap6s a homogeineizacgdo, foram centrifugados a
4°C por 15 min a 13200 rpm. Foi utilizada a fracdo sobrenadante transparente,
correspondente a fracdo contendo RNA. Adicionaram-se-se 500uL de isopropanol, a
amostra que foi acondicionada a -20°C. Apds 24 horas, o tubo foi centrifugado a 4°C
por 20 min a 13200 rpm. O sobrenadante foi excluido, e adicionado ao pellet 1mL de
etanol 75%, e o mesmo foi centrifugando a 4°C por 5 min a 13200rpm. O sobrenadante
foi novamente retirado e o pellet residual (correspondente ao RNA) permaneceu em
temperatura ambiente por aproximadamente 15 min. Em seguida adicionaram-se 50uL
de agua-DEPC e os tubos foram armazenados em freezer a -80 °C.

Para a quantificacdo utilizou-se uma aliquota de 1 pL, que foi submetida a
leitura da densidade dptica (O. D.) no aparelho Nanodrop 2000C (Thermo Scientific).

11.2. Iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores especificos para os genes alvo HIF-1 e
GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), designados para a transcricao
reversa e PCR em tempo real foram por nos estudados e selecionados com base na
andlise da seqiéncia descrita no GeneBank, obtida atravées do Blast
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/blast.cgi). As sequéncias foram posteriormente
analisadas através do site da empresa IDT - Integrated DNA Technologies
(http://www.idtdna.com) para a elaboragdo dos iniciadores para as regifes alvo de cada
gene de acordo com as nossas especificacfes para as condi¢des de cada iniciador.

Os primers para RT-PCR foram baseados em sequiéncia de DNA HIF-1a do
peixe teledsteo Danio rerio (GenBankTM). A regido alvo para PCR foi composta de
103 pares de base e seqiiéncia 5- TTG TTC TCC AAG GGT CAG GTG TGT -3' e
sequéncia reversa 5- TGC TGT TGT AGA GGA CAG TGG CTT -3.

11.3. Transcrigdo reversa (RT)
A transcricdo reversa foi realizada utilizando-se a GenScript Moloney Murine

Leukemia Virus (M-MLV) Reverse Transcriptase, a partir de uma quantidade de RNA

total inicial de 30 ng/uL da reacéo de transcricao reversa.
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11.4. Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (PCR em tempo real)

As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) em tempo real realizada no equipamento de Sistema de PCR em
tempo real ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System, utilizando-se o0 SYBR
Green PCR Master Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
(Contem: Marcador SYBR Green 1, AmpliTag Gold DNA Polimerase, dNTPs (com
dUTP), Referéncia Passiva 1, Tampdo optimizado) que contém todos 0s componentes
necessarios para a reacao de PCR em tempo real.

As amostras foram aplicadas em placas de 96 pocos (ABI PRISM® 96-Well
Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), em duplicata, em um volume final de reacdo de 20 pL. Em cada placa avaliaram-
se 2 genes alvos, sendo que um deles sempre era 0 gene de referéncia GAPDH como
normalizador. Em cada poco foram pipetados 5 pL de amostra, e adicionados
posteriormente 15 pL do Mix contendo 10 pL do SYBR Green PCR Master Mix Kit,
1,5 pL de cada iniciador (senso e anti-senso) (1,5 pmol/cada). A placa foi entédo selada
com adesivo oOptico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), a qual foi submetida a um spin para trazer todo o
volume para o fundo do poco. Em seguida a placa foi encaixada no equipamento de
PCR em tempo real dando-se inicio a leitura. Durante todo o processo foram utilizadas
luvas, mascara, ponteiras com barreira, e toda a pipetacdo foi realizada em capela de
fluxo para evitar contaminacéo.

As reaces de PCR em tempo real ocorreram no ciclo termal definido apds o
desenho dos primers. Ao término da ciclagem foi realizada a curva “de melting” a 60°C
por 1 minuto, para a construcdo da curva de dissociacdo, que tem por objetivo

determinar a especificidade dos fragmentos amplificados.

11.5. Analise estatistica
O Teste t ndo pareado foi utilizado para avaliar a expressdo dos transcritos dos

genes-alvo, comparando o grupo controle com o grupo exposto. Os resultados foram

considerados estatisticamente significantes quando p<0,05, utilizando-se programa
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computacional GraphPad Prism 5. Os resultados normalizados foram expressos pelo

ACT do gene alvo — ACT do normalizador (GAPDH) para os genes-alvo.
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A sintese de parte dos resultados encontra-se condensada em dois artigos em
processo de submisséo.

Artigo I: Intitulado “Functional Dissimilarity of Melanomacrophage Centres
in Liver and Spleen from the Females of the Teleost Fish Prochilodus argenteus”.
DOI: 10.1007/s00441-011-1286-3 a ser publicado na revista Cell and Tissue Research
(Anexo 1).

Artigo Il: Em processo final de submissdo. Intitulado “Environment influences on
Prochilodus argentus liver collected from S&o Francisco river, Brazil” a ser
submetido a revista Journal of Fish Desease (Anexo I1).

1. Animais, biometria e indices somaticos.

Os animais analisados ndo apresentaram diferenca no peso corporal e
comprimento total igual entre os dois trechos de estudo (JB e JA).

Os valores medios do indice hepatossomatico (IHS) e do fator de condigédo de
Fulton (K) de todos os animais analisados (+ erro padrdo) foram respectivamente 0,47 +
0,09 e 1,28 + 0,09. Estatisticamente, o IHS ndo apresentou diferenca significativa
(p>0,05) (Figura 3a). No entanto o fator K dos animais coletados no trecho JA
apresentou diferenca significativa em relagdo aos espécimes derivados do trecho JB. (p<
0,05) (Figura 3b).
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Figura 3. Grafico mostrando os indices somaticos dos animais capturados nos diferentes
trechos de coleta. Em a indice e hepatossomatico (IHS) dos animais provenientes dos
dois trechos de estudo. Observar em: b o Fator de Condi¢do de Fulton (K) dos animais

capturados em JB e JA. (*) Diferenca estatistica (p<0,05).
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2. Parametros fisico-quimicos da 4gua

Os valores de oxigénio dissolvido, pH, temperatura e foram menores em JB
gaundo comparados com JA. Ao mesmo tempo valores para turbidez e condutividade
elétrica foram menores em JA. Os valores foram expressos em média e erro padréo
(Figura 4).

pH Temperatura Oxigenio dissolvido Turbidez Condutividade
JB 6.16 + 0.06 22.9+0.06 8.1+ 0.05 6.9+ 3.0 21.4+6.7*
JA 6.6 +0.08* 233 +0.25% 8.7 +0.04* 449 +17.6* 5.7 +0.17

Figura 4. Valores dos parametros fisico-quimicos da agua (pH, temperatura, oxigénio
dissolvido, turbidez e condutividade) nos dois pontos estudados. (*) Indica diferenca
estatistica (p <0,05).

3. Metais na agua e sedimentos

Por meio de andlises de espectrofotometria de absorcdo atdmica as
concentracbes dos metais (As, Cd Zn, Cu, Mn) foram estabelecidas em &gua e
sedimento. Em amostras de agua coletadas em JB foi observada maior concentracdo de
Cd, Mn e Zn quando comparada com JA. Os valores foram expressos em uL/L. Da
mesma forma em amostras de sedimento, maiores valores foram encontrados para As,

Cd e Cu nas amostras de JB. Esses valores sdo apresentados em mg/Kg (Figura 5).

As Cd Cu Mn Zn
JB nd 299+07" nd 2136259° 1011%214°
Agua JA nd nd nd 1391+185 167%149
JB  504%34° 515%+16° 1617 361%124 nd
Sedimento
JA 182412 062 +0.25 558+03 45+88 nd

Figura 5. Valores das concentracGes de metais na dgua (uL/L) e sedimento (mg/Kg)
entre 0s pois pontos estudados. (*) Indicam diferenca estatistica (p<0,05), (nd) ndo

detectado.
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4. Histologia e andlise histopatoldgica

O figado de P. argenteus apresentou-se tri-lobado. Externamente o 0Orgéo
erarevestido por fina capsula conjuntiva (Figura 6a), contudo esta ndo projetou septos
através do parénquima ndo caracterizando, assim, a presenca de l6bulos hepaticos.

O parénquima do figado de P argenteus apresenta parénquima com hepatocitos
organizados sob a forma de tubos anastomosados cujas paredes s&o compostas de duas a
trés camadas celulares delimitadas por capilares sinusdides estreitos, descontinuos e
tortuosos. De modo geral os hepatdcitos apresentam forma poliédrica com citoplasma
fracamente basofilico com presenca de granulos intracitoplasmaticos (Gl)
aleatoriamente distribuidos através do citoplasma (Figura 6a). Entre 0s espécimes
analisados os Gl variam em sua forma e tamanho ndo apresentando afinidade distinta
aos corantes acido-basicos, apresentando uma coloracdo amarelo-acastanhada
caracteristica quando corados pela técnica de HE. Preferencialmente os hepatécitos
apresentaram nucleos singulares, centrais, esféricos com cromatina e nucléolo evidente
(Figura 6a).

Nos animais coletados no ponto JB, 0s hepatocitos apresentaram vacuolizacao
do citoplasma em graus diferentes, sugerindo tumefacao turva e degeneracao hidréopica
associados a angiectasia e hiperemia (Figura 6b), hepatite (Figura 6¢) e necrose (Figura
6d). Nos animais coletados em JA 0s hepatocitos mostraram frequentemente nucleo
central tipico, citoplasma moderadamente basofilico sem vacuolizacdo, contendo
frequentes granulos intracitoplasmaticos de forma irregular (Figura 6a). Uma avaliacdo
semi-quantitativa das alteracfes acima descritas mostrou claramente que o figado dos
animais coletados em JB foram mais afetados do que os animais coletados em JA
(Figura 7).

Os baco dos animais de ambos trechos de estudo ndo apresentaram lesdes
aparentes, cujo parénquima se mostrou com alto grau de preservacdo de sua
citoarquitetura: limites nitidos entre a polpa branca e polpa vermelha ndo sao

observados no baco da espécie P. argenteus.
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Figura 6. Micrografias de luz do figado de Prochilodus argenteus coletadas em JA (a) e

JB (b, c e d). Note em a céapsula conjuntiva (seta preta), hepatécitos em arranjo tubular
anastomosado (TA) atravessado por capilar sinuséide (S). Observe a ocorréncia IHG
(setas brancas) no interior dos hepatdcitos. Em b, observe angiectasia e hiperemia no
vaso sangliineo (seta preta) e em capilares sinusoides (setas brancas). Tumefacao turva e
degeneracdo hidropica (cabecas de setas), e auséncia de (IHG), também sdo observados.
Em c a presenca de hepatite e extensas areas com aspecto liquefeito basofilico,
caracterizando a presenca de necrose sao observadas em d. Hematoxilina-eosina. Barra
= 16,2 um.
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Figura 7. Percentual de ocorréncia das alteracbes morfologicas no figado de

Prochilodus argenteus nos dois locais de coleta.

5. Analise histoquimica dos CMMs.

A anélise do material pelas técnicas histoquimicas de PAS, Perls e von Kossa
histoquimica nas amostras de figado de P. argenteus permitiu a caracterizacdo da
distribuicdo de carboidratos neutros, hemossiderina, lipofuscina e sais de calcio nos
CMMs. A histoquimica de PAS mostrou depésitos PAS-positivos em hepatocitos e nos
CMMs. Nos animais de JB a marcacao para PAS se restringiu aos CMMs (Figura 8a), e
com menor intensidade que nos animais de JA, cuja marcacdo também foi observada
nos ICG dos hepatdcitos (Figura 8b).

Os cortes reagidos pela técnica de Perls apontaram para a presenca de
hemossiderina (corada em azul) e lipofuscina (coloracdo amarelada) nos IHG e nos
granulos dos CMMs. A presenca de melanina, identificada pela coloracdo em negro,
mostrou-se ausentes nos hepatocitos e escassa nos CMMs.

Entre os animais analisados observou-se diferenca na composicdo dos
granulos dos CMMs. Nos animais coletados no trecho JB observou-se nitida
prevaléncia de lipofuscina associada aos granulos (Figura 8d). Por outro lado, nos
animais coletados no trecho JA, a hemossiderina foi majoritaria, acompanhada de

marcacdes para lipofuscina e melanina (Figuras 8c).
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A presenga de sais de célcio nos granulos dos hepatdcitos e CMM dos animais
analisados foi confirmada pela técnica histoquimica de von Kossa. De forma similar
foram observadas variagdes entre espécimes provenientes dos dois diferentes trechos de
coleta. A presenca de calcio nos hepatdcitos foi discreta, por outro lado, os CMMs
apresentaram maior intensidade de marcacdo, mas ndo sendo observadas variagdes entre

os animais dos diferentes trechos (figura 8e).

. Y z

Figura 8. Micrografias luz de diferentes técnicas histoquimicas utilizadas no figado
Prochilodus argenteus. Note (a d, e JB), b e ¢ JA Em a histoquimica do PAS,
mostrando hepatdcitos vacuolizados sem marcacdo para PAS. Observe ainda CMM
PAS-positivo. Em b, depdsitos citoplasmaticos com marcacéo para PAS (seta). Emc, a
técnica Perls mostrando marcagdo para melanina (seta), hemossiderina (H) e lipofuscina
(L) em no CMM. Note em d, predominancia de lipofuscina no CMM (seta). Observe
em e, técnica de von Kossa mostrando presenca de calcio nos CMMs (setas). a barra =

16,2 um; b, ¢, d e e, barra = 6,8 um.
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Entre os diferentes 6rgdos foi observada diferenga na morfologia e
composi¢do dos granulos dos CMMs. Morfologicamente os CMM presentes no figado
eram mais regulares enquanto os presentes no baco apresentavam-se mais pleomorficos
(Figuras 8f e 8g). Granulos de hemossiderina foram mais frequentemente observados
nos CMMs do figado do que do baco. Nos CMMs presentes no baco constatou-se a
predominancia de granulos contendo lipofuscina além de maior ocorréncia de melanina
quando comprado com os CMMs encontrados no figado (Figuras 8f e 8g).

A fim de se confirmar a presenca dos trés tipos de pigmentos, conduziram-se
novas técnicas histoquimicas, como Aldeido-fucsina (Luna, 1968) para confirmacao da
presenca da lipofuscina e Masson Fontana (Luna, 1968) objetivando confirmar a
presenca de melanina nos CMMs dos diferentes 6rgdos. Corroborando os achados pela
técnica de Perls, nos CMMs dos diferentes 6rgdos a histoquimica de Aldeido-fucsina
apontou para a presenca de lipofuscina nos mesmos granulos anteriormente

evidenciados na histoquimica de Perls. Similarmente, a técnica de Masson Fontana

demonstrou a mesmo aspecto para melanina demonstrada pela técnica de Perls (Figuras
9a, 9b, 9c, 9d, e e 9f).

Figura 9. Micrografias de luz de figado (a, b e ¢) e bago (d, e e f), coradas por diferentes
técnicas histoquimicas. Note em a e d, corte corado pela técnica de Perls identificando
principalmente granulos contendo hemossiderina corados em azul. Em b e, secgdes
coradas pela histoquimica de Aldeido-fucsina confirmando a presenca de grénulos
contendo lipofuscina (setas). Observe em c e f técnica de Masson Fontana atestando a

presenca de melanina (setas) Barras = 17um.
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6. Analises morfométricas

Em relacdo a quantidade de CMMs por Orgdo, houve um namero
significativamente maior no figado do que no bago (Figura 10). A distribuicdo da area
dos CMMs no figado e baco variou entre 1000-34000 pum® e 1000-32000 pm?
respectivamente (Figuras 11a e 11b). A diferenga marcante entre os CMMs do figado e
baco foi a distribuicdo dos granulos contendo pigmentos. No figado os CMMs foram
caracterizados por uma alta concentracdo de hemossiderina quando comprado com o
baco. Estes também continha uma quantidade consideravel de lipofuscina, mas uma
pequena quantidade de melanina. Por outro lado os CMMs presentes no baco
apresentaram uma prevaléncia de areas que ndo continha granulos, e uma maior
quantidade de melanina quando comparado com os CMMs observados figado (Figura
12).
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Figura 10. Numero de CMMs na mesma area analisada do figado e no bago de

Prochilodus argenteus (* p <0,05)
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Figura 11. Distribuicdo de freqiiéncia da area dos CMMs no figado (a) e baco (b) de

Prochilodus argenteus.
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Entretanto ndo houve diferenca significativa entre os trechos JA e JB, exceto
para o figado, com relagdo aos centros que apresentaram didmetro superior a 0,01mm?
(Figura 12)
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Figura 12. Grafico mostrando a distribuicdo de CMM pequenos e grandes entre 0s dois
pontos de estudo, (* p<0,05)
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Figura 13. Histograma mostrando o percentual de areas ocupadas por cada tipo de
pigmento (lipofuscina, hemossiderina, e melanina) e também areas sem granulos nos

CMMs do figado e do bago de Prochilodus argenteus (* p <0,05).

7. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Da mesma forma que os achados de ML, diferengas importantes no figado

foram observadas entre 0s animais dos dois locais de estudo. Nos animais coletados em
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JB, dados da ultra-estrutura mostraram hepatdcitos apresentando citoplasma com
aspecto liquefeito associado a presenca de &gua, sugerindo edema celular (Figura 14a).
Nestes mesmos animais observamos a presenca de corpos mielinicos e reticulo
endoplasmatico rugoso apresentado cisternas dilatadas, acompanhados de mitocondrias
dilatadas, com ruptura de suas cristas mitocondriais e concregdes (Figura 14b). Em
contrapartida nos animais coletados em JA, os hepatécitos apresentaram nucleo e
heterocromatina periférica (Figura 14c). Nesses animais a rede de reticulo
endoplasmatico rugoso apresentou cisternas integras, com mitocondrias preservadas e
grande quantidade de grénulos de glicogénio, sugerindo alto grau de preservacdo ultra-
estrutural (Figura 14d).

Dados de MET dos CMM s revelaram diferencas marcantesno figado e o bago de
P. argenteus. No CMMs do figado o principal tipo célular observado foi macré6fagos
com nucleos pleomorficos e citoplasma rico em granulos elétron-densos heterogéneos
(Figura 15a). Estes granulos apresentavam grandes areas contendo particulados tipicos
de ferritina. Também foram observados nesses granulos areas que continham material
hidrofobico similares a produtos de degradacdo de membrana além de membranas
empilhadas (Figura 15b). Uma estreita associacdo fisica entre um eritrocito e um
macrofago também foi observada nesse CMM do figado, indicando um processo de
fagocitose (Figura 15c).

As caracteristicas ultra-estruturais dos CMMs do bagco permitiram observar que
de forma similar aos CMMs do figado, os macréfagos também foram o principal tipo
celular observado. No entanto, alguns leucécitos, como linfocitos e granulécitos, foram
observados. Ao contrario do CMMs do figado, no baco os macréfagos exibiram uma
menor quantidade de granulos elétron-densos (Figura 16a). Outra diferenca marcante foi
a estreita associacédo fisica entre macrofagos e linfocitos observada nos CMMs do baco,
sugerindo o envolvimento desses CMMs em processos de apresentacdo de antigenos
(Figura 16c). A ultra-estrutura dos CMMs esplénicos também apontou para diferencas
quando comparada com figado. No baco foram observados pigmentos isolados de
melanina e nos granulos, grandes areas contendo materiais hidrofobicos tipicos de
lipofuscina associadas a pequenos depositos tipicos de ferritina (Figura 16b). Essas
diferencas sugerem vias metabdlicas distintas entre os CMMs do figado e do baco.

A fim de confirmar a presenca de ferro nos particulados tipicos de ferritina
observados nos granulos dos CMMs do figado, uma grade contendo cortes de figado foi

levada ao microscopio de transmissdo operado com voltagem de 200 keV com detector
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EDS acoplado. Um particulado tipico no interior do granulo do CMM hepético foi

analisado, confirmando a presenga de ferro (Figuras 17a, 17b e 17c)

Figura 14. Eletromicrografias de hepatocitos de P. argenteus. Em a hepatdcito de

animal coletado em JB. Observe nicleo (N) e citoplasma apresentando aspecto
tumefeito (T), indicando o processo de degeneracdo hidrdpica. Note a presenca de corpo
mielinico (seta). Em b, observe mitocondrias (M) dilatadas com desorganizacdo das
cristas mitocondriais e floculacdo (seta). Note também dilatacdo das cisternas do
reticulo endoplasmatico rugoso (cabegas de setas). Em ¢, micrografia eletrbnica de um
hepatécito de animal coletado em JA. Observe citoplasma integro acompanhado de
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) na regido perinuclear com aspecto normal, além
de grande quantidade de glicogénio em preto. No detalhe em d, mitocdndrias esféricas
(M) e RER com preservacdo de suas cisternas. a e ¢, barra = 0,2um; b e d

barra= 0,11pm.
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Figura 15. Eletromicrografias de CMMs do figado. Em a observe nlcleos de
macréfagos (M) e varios granulos elétron-densos intracitoplasmaticos (G). Em b detalhe
de um granulo exibindo uma grande area de pequenos particulados elétron-densos
tipicos de agregados de ferritina (F). Membranas empilhadas (seta preta) e produtos de
degradacédo lipidica (seta branca) também sdo vistos. Uma estreita associacdo fisica
entre um eritrécito e um macrofago é observada em ¢. Em detalhe em d a presenca de
membrana delimitado um macr6fago (setas) e exibindo granulo no citoplasmatico

caracteristico. a barra= 1 um; b = 0,1 um; ¢= 0,9 um e d=0,2um.
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Figura 16. Eletromicrografias de CMMs do bago. Em a presenca de granulos elétron-
densos (G) e pigmentos de melanina (seta preta). Observe um macrofago delimitado por
membrana (setas brancas) apresentando granulo citoplasmatico caracteristico (G) Note
em b, detalhes de um grénulo exibindo caracteristicas porcdes hidrofobicas de
lipofuscina e/ou cerdide (setas brancas) e baixa ocorréncia de particulados elétron-
densos tipicos de ferritina (asterisco). Observar em c, estreita associacao fisica entre um
macrofago (M) e um linfocito (L). Um granuldcito exibindo granulos citoplasmaticos
tipicos contendo (setas) é observado em d. a barra= 1,5 um; b=0,1 um; c¢= 0,8um e d=

0,9um.
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Figura 17. Em a, eletromicrografia de um CMM do figado de P. argenteus. Note em b,
magnificacdo de uma regido no interior do grénulo evidenciado em a contendo
particulado elétron-denso tipico de ferritina. Um particulado foi selecionado (seta) por
elétrons retro-espalhados. Em c espectro gerado pela microanalise de raios-x mostrando
picos evidentes de Fe, O, S. A presenca de C e Cl proveniente da resina Epox, e U e Os
resultou da contrastacdo do material. Estes dados foram obtidos usando o microscépio

eletrénico de transmissdo Tecnai - G2-20 (FEI) com sistema acoplado EDS.

8. Microscopia analitica e microanalise de raios-x

Nos CMMs do figado e do baco, a presenca de granulos elétron-densos foi
confirmada pela criosec¢des analisadas por elétrons secundarios e retro-espalhados. A
presenca de granulos elétron-densos fori mais abundante nos CMMs do figado. A
microanalise de raios-X de um granulo no interior do CMM hepatico mostrou picos

evidentes de C, O, P, S, Cl e Fe (Figuras 18a e 18c). Similarmente um granulo no
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interior de um CMM do baco analisado evidenciando picos de C, O, P, S e Cl,
chamando a atencdo a ndo identificacdo de Fe (Figuras 18b e 18d). Os animais
analisados séo provenientes do trecho JB.

Fe

Pacl Fe P Cl

S

ML 20 LM 3H LH N SH 6N M| | MM LA 20 20 39 0A UM SH 6N W

Figura 18. Eletromicrografias de CMMs do figado e do bago de P. argenteus. Em a,
imagem obtida por elétrons retroespalhados mostrando granulos elétron-densos. Note o
granulo selecionado (seta preta) que foi analisado por microanalise de raios-x. Em b
granulo elétron-denso no interior de um CMM do bago (seta branca). Em c espectro
obtido por microanalise de raios-X do granulo mostrado em a com picos de C, O, P, S,
Cl e Fe. Observe em d espectro do granulo elétron-denso do baco mostrado em b

evidenciando picos de C, O, P, Se Cl.
9. Quantificacdo da atividade de N-Acetylglucosaminidase (NAG)

Os macrofagos ativos nos CMMs do figado e do baco de P. argenteus foram
analisados através da medicdo da atividade NAG. As amostras de homogenizado de

figado apresentaram absorbancia maior quando comparado com as amostras de
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homogenizado do bago (Figura 19), sugerindo um maior nimero de macréfagos ativos
nos CMMs do figado quando comparados com os CMMs presentes no bago. Essa
diferenca na absorbancia obtida para um dos 6rgaos destaca a disparidade metabolica
entre os CMMs dos dois 6rgdos. Entre os diferentes pontos (JB e JA) os valores
referentes a expressdo da NAG nao apresentaram diferenca estatistica.
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Figura 19. Taxa de absorbancia da NAG em amostras de homogeneizado do figado e

baco de Prochilodus argenteus. (* p <0,05).

10. Expressao de HIF-1

Os resultados de quantificacdo relativa dos genes-alvos através da PCR em
tempo real foram obtidos através do ACT dos genes S26 e HIF-1la. A quantificacdo
relativa foi realizada a partir da analise comparativa do acido nucléico dos genes-alvo

com o do controle end6geno.

Para a obtencdo dos resultados desse trabalho foi utilizado o método Cy
comparativo, onde o controle enddgeno foi utilizado para normalizar a expressdo dos
genes alvos (média do Cy gene-alvo — média do Ct controle endogeno) gerando o ACr.
Utilizando-se o ACrt calculamos o AACt (ACt amostra — ACt do calibrador (amostra de

—AACT

referéncia). Ao final utilizamos a formula 2 para chegarmos a quantificacao

relativa de cada gene alvo.
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Os resultados mostraram uma maior expressdo para HIF-1a nos animais
coletados em JB quando comparados com 0s animais provenientes de JA (p< 0,05)
(Figura 20).

1.5

1.04

0.54

0.0 T
JB JA

Figura 20. Expressdo de HIF-1a no figado de Prochilodus argenteus. (* p <0,05).
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Conforme relatado por Bruslé e Anaddn, (1996), Rocha, e Monteiro (2003), o
figado é um o6rgdo de alta diversidade metabdlica. Os indices sométicos teciduais tais
como, indice hepatossomatico (IHS) e e fator de condicdo (FC) tém sido considerados
como importantes ferramentas para a avaliacdo das condi¢des gerais de salde e estado
de metabolismo dos peixes teledsteos (ADAMS e MCLEAN 1985; TAVARES-DIAS et
al, 2000). As diferentes condi¢Ges nos parametros fisico-quimicos e nas concentragdes
de metais entre os dois pontos de estudo ndo afetaram o IHS de P. argenteus. Ao
contrério, o FC respondeu a essas diferencas entre os trechos. Segundo Handelandet et
al (2004), Kopekca e Pempkowiak (2008) eLuckenbachet et al (2007) a temperatura
age influenciando diretamente o FC. De forma similar van Dyk et al (2007) demonstrou
alteracdes no FC de animais expostos a metais pesados. No presente trabalho, esses
mesmos fatores atuaram diretamente sobre o fator K, sugerindo a utilizacdo desse indice
como ferramenta auxiliar no monitoramento de fémeas de P. argenteus.

ExposicOes estaticas de peixes a concentragdes nominais altas de contaminantes
sdo geralmente irreais quando se tentam relacionar os resultados de toxicidade para
avaliagdo de campo do meio ambiente. Estudos com o objetivo de relacionar as
alteracbes morfologicas, bioquimicas e moleculares as condi¢cdes ambientais devem
levar em consideracdo a caracterizacdo da citoarquitetura tecido normal, a qual deve ser
previamente estabelecida. Também deve ser considerada a determinacdo da
concentracdo de substancias quimicas toxicas, tais como 0s metais pesados, associada
aos parametros fisico- quimicos da agua. (ROCHA e MONTEIRO, 1999; FISHELSON,
2006; AKIYOSHI e INOUE, 2004; FIGUEREDO-FERNANDES, FONTAINHAS-
FERNANDES et al, 2006). Esses pontos foram abordados em nosso trabalho atraves
dos resultados que destacam a influéncia, principalmente da temperatura, oxigénio
dissolvido e concentracdo de metais sobre nosso modelo experimental.

A contaminacdo por metais pesados em JB pode ser um importante agente
indutor nas alteracBes morfoldgicas e na ultra-estrutura nos figados desses animais.
Rabitto et al (2005) correlacionaram alteracdes similares do figado de Hoplias
malabaricus expostas ao Pb como agente agressor. Frente a esses estimulos, o figado
dos teledsteos pode responder tanto em termos bioquimicos, quanto histolégicos (van
der OOST et al., 2003). Contudo, as andlises histoldgicas podem ser usadas como
ferramentas versateis para acessar informacdes sobre o estado geral de saude dos peixes
teledsteos (TRIEBSKORN et al, 2007).
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Essas alteragfes nos animais coletados em JB podem ser refletidas nas analises
histoquimicas do tecido hepatico. Uma diminuicdo nos depdsitos de carboidratos nos
hepatdcitos observado nesses animais pode refletir a deplecdo de glicogénio, quadro
caracteristico de animais expostos a condicbes de estresse (HINTON & LAUREN,
1990). Baixos niveis de oxigénio dissolvido e temperatura da 4gua sdéo mencionados
(Haman et al, 1997) como fatores para a diminui¢cdo nos niveis plasmaticos de glicose
em truta arco-iris Oncorhynchus mykiss, que alteram a funcdo normal e afetam a
integridade celular estrutural. Em P. argenteus essa rea¢do poderia justificar a baixa
marcacao para PAS em hepatdcitos e CMMs de animais coletados em JB, além do fato
de que o desequilibrio de carboidratos poderia prejudicar a sintese da vitelogenina (uma
glicolipoproteina essencial para a manutencdo dos ovocitos) necessaria para o ciclo
reprodutivo (KIME, 1999). Esse fato pode ser corroborado por Sato et al (2005), que
mostraram um comprometimento na maturagdo dos ovadcitos de fémeas de P. argenteus
coletadas no trecho JB.

O aspecto estrutural geral do figado em P. argenteus mostra diferencgas
marcantes nas caracteristicas histolégicas e histoquimicas entre os diferentes locais de
coleta, indicando assim que a abordagem histolégica aqui utilizada para o figado é
altamente sensivel as condi¢cbes ambientais a jusante da barragem Trés Marias. No
figado dos animais coletados em JB, alteracbes morfoldgicas, tais como vacuolizacéo,
nucleos deslocados, hiperemia, inflamacdes e necrose foram menos frequentes que em
JA.

A ocorréncia dos CMMs também pode ser um bom biomarcador de exposicdo a
agentes de estresse diversos (RABITTO et al, 2005). Alguns autores demonstraram que
CMMs em drgaos como figado, rins, baco e intestino aumentam de tamanho e/ou
frequéncia quando expostos a metais pesados e alcaldides (FOURNIER et al, 2001;
AGIUS e ROBERTS, 2003; GLENCROSS et al, 2006; FISHELSON, 2006).
Entretanto, ndo houve diferencas relativas a estes aspectos no presente estudo.
Executando a diferenca entre a composicdo dos pigmentos dentro de centros de
diametros diferentes. Esse dado pode apontar para a dissimilaridade entre os CMMs de
diferentes 6rgdos que é ressaltada no ANEXO 1.

Nesse contexto, nosso estudo analisou a morfologia de CMMs do figado e do
baco e mostra que as variagdes no numero, morfologia, distribuicdo dos pigmentos
composicdo elementar e atividade NAG encontradas fornem evidéncias dessa

dissimilaridade metabolica dos CMMs nos diferentes 6rgdos. Estudos anteriores

-54 -



(WOLKE, 1992; AGIUS e ROBERTS, 2003; FOURNIE et al, 2001; FISHELSON,
2006) tém sugerido que os CMMs podem aumentar em nimero e tamanho sob condi¢do
de estresse, mas a possivel relagdo entre figado e baco CMMs ndo é discutida.

Outro aspecto que aponta para essa diferenca entre 0s 0Orgdos sdo as
caracteristicas dos granulos que contem os pigmentos. A ocorréncia dos granulos
contendo pigmentos, tais como a melanina, a hemossiderina e a lipofuscina nos CMMs
pode ser uma indicacdo de sua funcdo metabdlica (WOLKE, 1992; AGUIS e
ROBERTS, 2003). A lipofuscina esta associada ao desequilibrio na renovacéo celular,
envolvendo atividades lisossdmicas e peroxidacédo lipidica de membrana (PICKFORD,
1953), enquanto hemossiderina esta associada a degradacao de hemécias e processos de
armazenagem de ferro (AISEN et al, 2001). Em nosso estudo, nos CMMs do figado a
lipofuscina foi predominante nos CMMs menores do que 0,010 um?, enquanto que 0S
CMMs maiores que 0,010 mm® foram ricos em hemossiderina. Estes resultados
mostram que no figado de P. argenteus, os CMMs parecem ndo ter a mesma fungéo, o
que pode refletir uma diferenca entre os CMMs do figado e baco.

Nossos resultados demonstram também diferencas na distribuicdo dos pigmentos
dos CMMs nos diferentes orgdos. Esses dados sdo corroborados pelo estudo
histoquimico de Leknes (2004) que mostrou uma grande quantidade de granulos
contendo precipitados de ferro no figado de Xiphophorus maculatus. A prevaléncia de
hemossiderina, indicada pela presenca de ferro detectado pela histoquimica de Perls,
microanalise de raios-x e a associacdo entre eritrocitos e macréfagos em CMMs do
figado, demonstra que essas estruturas presente no figado estdo diretamente envolvidas
no metabolismo do ferro, e, portanto estdo associadas com atividade fagocitica. Isto
contrasta com a baixa ocorréncia deste pigmento em CMMs do bago, sugerindo uma
diminuicdo na capacidade fagocitaria destes macrofagos.

Rabitto et al (2005) associou a presenca de hemossiderina no figado de Hoplias
malabaricus com eventos fagocitarios. Além disso, Bucke et al (1992) mostraram que a
diminuicdo em areas ocupadas por hemossiderina em CMMs do baco de Limanda
limanda foi associada com uma reducdo na atividade de fagocitose. Outro dado
importante que demonstra claramente as diferencas na atividade fagocitica entre figado
e baco é a presenca de grandes areas desprovidas de pigmento nas amostras de baco,
que nao foram encontradas no figado.

Os processos de fagocitose dos CMMs podem estar relacionados também a

presenca de lipofuscina (BRUSLE e ANADON, 1996), uma vez que a presenca deste
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pigmento estd diretamente associada com a peroxidacdo lipidica (ou seja, 0 estresse
oxidativo) de organelas membranosas (AGIUS e ROBERTS, 2003; DREVNICK et al,
2008; DING et al, 2010). Assim, a maior ocorréncia de lipofuscina em CMMs do figado
do que a encontrada no baco indica a maior atividade fagocitaria do primeiro em
comparagdo com o Ultimo em P. argenteus.

Em contraste aos mamiferos, a melanogénese de peixes pode ocorrer em outras
células estacionérias, tais como os macrofagos presentes em CMMs (HAUGARVOLL
et al, 2006). Portanto, o aumento significativo de melanina em CMMs do baco pode
indicar um papel na resposta imunoldgica. Na verdade, ROSAS et al (2002) mostraram
que a melanina ativada pode mediar respostas imunoldgicas através da deposicdo de
componentes C3 do sistema complemento, resultando em respostas inflamatorias.

As diferencas entre MMCs do figado e baco foram ainda confirmadas,
considerando os resultados com 0 MET e MEV neste estudo. Em CMMs de figado, foi
observada a presenca de grandes areas com depoésitos de particulados de ferritina
associada com porgoes de material hidrofobico, que foram evidentes em picos de ferro e
enxofre, caracterizadas por microanalise de raios-X. Utilizando métodos histoquimicos,
Leknes (2004) descreveu a prevaléncia de ferro em granulos nos CMMs hepaticos de
Xiphophorus maculatus, contrastando com sua auséncia nos CMMs do baco de
Trichogaster leeri e X. maculatus (LEKNES, 2007).

Estes dados, juntamente com os nossos resultados de MET e microanélise de
raios-X, reforcam nossa hipétese de que, além de armazenamento de ferro, os CMMs do
figado estdo envolvidos em processos catabdlicos celulares. Além disso, a identificacdo
de enxofre e ferro nos granulos dos CMMs encontrados no figado indica a presenca de
complexos ferro-enxofre, que medeia processos de oxirreducdo (JOHNSON, 1998;
AISEN et al, 2001). Este fato demonstra claramente o importante papel dos CMMs
hepéaticos no metabolismo do ferro. Estes dados sdo consistentes com os resultados da
analise NAG mostrando uma maior taxa de absorbancia no figado quando comparado
com o baco. Esses resultados sugerem a maior atividade fagocitaria dos macrofagos
presentes nos CMMs do figado, uma vez que o ensaio de NAG e especifico para
macrofagos ativados (RUSSO et al, 2010). A estreita associacao fisica entre macrofagos
e linfécitos vista nos CMMs esplénicos de P. argenteus baco indica sua relagdo com
reacGes imunoldgicas tais como eventos de apresentacdo de antigenos. Vigliano et al

(2006) apresentaram evidéncias moleculares em sua andlise imuno-histoquimica
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mostrando marcagdo positiva para anticorpos de células dendriticas foliculares nos
CMMs do bago de Cyprinus carpio, Odontesthes bonariensis e Solea senegalensis.

Concluimos que as diferengas na composicdao elementar dos CMMs que estéo
associados com as dissimilaridades em suas caracteristicas morfologicas e de granulo
pigmento contendo pigmentos claramente apontam para diferencas metabolicas em
CMM s do figado e do bago de P. argenteus.

A partir desses resultados, propomos que estudos utilizando CMMs de P.
argenteus como um biomarcador de estresse ambiental devam ser levados em
consideracdo em situacOes distintas: estudo de estressores ambientais que levem ao
estabelecimento de repostas imunoldgicas devem focar em CMMs do bago como agente
de estudo; e por outro lado estressores que promovam alteracdes no estado metabolico
normal das células em especial na renovacdo celular e processos de armazenamento

devem ser desenvolvidos em CMMs presentes no figado.
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A caracterizacdo d melhor estado de salde do peixe Prochilodus argenteus pode ser
avaliada pela analise do fator de condicdo de Fulton (K).

Os P. argenteus coletados a jusante da barragem de Trés Marias apresentam diferencas
quanto aos aspectos histopatolégicos e ultra-estruturais do figado e do baco e em
relacdo aqueles a jusante do Rio Abaeté

Os resultrados indicam que as alteracdes teciduais e ultra-estruturais no figado de P.
argenteus sdo resultantes das variagdes ambientais relacionadas a temperatura, a
oxigenacdo e a concentracao de metais (Cd, Zn, Cu e As)

A degeneracdo hidropica dos hepat6citos de P. argenteus pode ser utilizada como
biomarcador a jusante da represa de Trés Marias.

Os CMMs presentes no figado e no baco de P. argenteus apresentam diferencas na
morfologia, caracteristicas ultra-estruturais dos gréanulos.

Os CMMs hepaticos estudados estdo principalmente envolvidos em processos
relacionados a fagocitose e a armazenagem do ferro, diferindo dos CMMs do bago que
tém seu papel voltado principalmente para respostas imunologicas.

O HIF-1a responde bem as varia¢Oes de oxigenacdo em ambientes naturais.

O estudo das fémeas em repouso gonadal pode ser utilizado como um importante agente

de monitoracdo ambiental para as condi¢Ges observadas no rio Sdo Francisco a jusante
da barragem de Trés Marias.
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Trabalho I: Functional Dissimilarity of Melanomacrophage Centres in Liver and

Spleen from the Females of the Teleost Fish Prochilodus argenteus
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Abstract

Melanomacrophage centres (MMCs) are formed by macrophage aggregates containing
pigments such as hemosiderin, melanin, and lipofuscin. MMCs are found in animals
such as reptiles, amphibians, and mainly fishes, in organs such as the kidney, spleen,
thymus, and liver. In teleost fish, several functions have been attributed to MMCs,

including the capture and storage of cations, phagocytosis of cellular debris, and
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immunological reactions. Considering that some authors have suggested the use of
MMCs as a tool for assessment of environmental impact, we aimed to describe the
different metabolic processes performed by MMCs in different organs (liver and spleen)
using the Prochilodus argenteus teleost as animal model. MMCs from the liver and
spleen were assessed by histochemistry, transmission electron microscopy, scanning
electron microscopy, X-ray microanalysis techniques, and biochemical assay for N-
acetylglucosaminidase activity. The data showed metabolic differences in MMCs
between the liver and spleen of P. argenteus in their morphometric characteristics and
biochemical and elemental composition. The implications of these findings are
discussed, focusing on their role in organ metabolism.

Key words:

melanomacrophage centres, histochemistry, analytical electron microscopy, liver,

spleen
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Introduction

Melanomacrophage centres (MMCs) are nodular clusters of macrophages that usually
contain pigments such as melanin, hemosiderin, and lipofuscin (Roberts, 1975; Fournie
et al, 2001; Agius and Roberts, 2003). MMCs are found in different phyletic groups,
such as reptiles (Rund et al, 1998), amphibians (Loumbourdis and Vogiatzis, 2002), and
fishes (Wolke, 1992; Fournie, 2001; Fishelson, 2006), in organs such as the kidney,
spleen, thymus, and liver (Bruslé and Anadon, 1996; Blazer, 2002; Agius and Roberts,
2003; Fishelson, 2006). Diverse functions have been attributed to teleost MMCs,
including the capture and storage of cations and phagocytosis of cellular debris (Wolke,
1992; Leknes, 2001; Agius and Roberts, 2003). Agius (1985) characterized MMCs as
an integral part of the fish reticuloendothelial system. These functional characteristics of
MMCs led many authors to suggest the use of MMC number and size as biomarkers in
environmental impact assessment (see Herraez and Zapata, 1986; Wolke, 1992;
Fishelson, 1996; Fournie et al, 2001). Despite the importance of MMCs as a biological
marker, their roles in different organs are poorly described in the literature (Stentiford et
al, 2003; Rabitto et al, 2005). This study aims to analyze possible metabolic differences
in MMCs between the liver and spleen of the teleost fish Prochilodus argenteus and
their potential use as biomarkers in environmental studies.

The characteristics of granules within the MMCs, which contain pigments such as
melanin, hemosiderin, and lipofuscin, can provide specific information about the
metabolic status of MMCs, as well as their differences among organs (Happaranta et al,
1996; Rabitto et al, 2005). Considering that different biological responses have been
associated with each intracellular granule type, the findings of previous studies focusing

on MMC granules may lead to a better understanding of MMC functionality (Wolke,
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1992; Blazer, 2002; Agius and Roberts, 2003; Rabitto et al, 2005; Fishelson, 2006).
Valuable insights could also be obtained from studies that highlight the presence of
intracellular granules reflecting different metabolic cellular activities such as protein
synthesis, calcium storage, iron turnover, and detoxification processes (George, 1982;
Taylor and Simkiss, 1989; Corréa Junior et al, 2003; Corréa Jr et al, 2009). Moreover,
some types of intracellular phosphorous-containing granules could be used as
biomarkers owing to their incorporation of various chemical elements, including trace
metals (Taylor and Simkiss, 1989).

Our study is the first in the literature to characterize the MMCs of the liver and spleen
using the teleost fish P. argenteus as animal model. Commonly known as curimata-
pacu, this species is endemic to the S&o Francisco river basin; it has commercial
importance as it represents 50% of the fishery production in the Trés Marias region in
the Minas Gerais state of southeastern Brazil; it is available all year round (Sato and
Godinho, 2003; Sato et al, 2005). We analyzed the MMC:s in the liver and spleen of P.
argenteus by light microscopy, histochemistry, electron microscopy, and biochemical
approaches in order to determine their metabolic role and examine possible metabolic
differences among different organs. We also assessed the potential of this species as a
teleost model for future studies of environmental impact under natural or experimental

conditions.

Materials and methods

Processing of animals and their liver and spleen
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P. argenteus females averaging 37.8 £ 0.8 cm in length were caught with a hand net in
the S&o Francisco River near the Trés Marias dam in August 2008. Immediately after
capture, 20 animals were Killed by cervical scission according to a protocol (065/05)
approved by CETEA (Comité de Etica em Experimentagdo Animal of the Universidade
Federal de Minas Gerais). The liver and spleen were removed and sectioned on the spot.
Pieces of the same organ regions were fixed in Bouin’s fluid, Carnoy’s liquid, and
modified Karnovsky’s solution (2.5% glutaraldehyde, 2% paraformaldehyde in sodium
cacodylate buffer 0.2 M, pH 7.3). Some of the samples were quickly frozen in dry ice.

The samples were then brought to the laboratory for analysis.

Light microscopy and morphometrical analysis

Bouin’s-fixed tissue fragments were processed for routine paraffin embedding,
sectioned to 6-um thickness, deparaffinized with xylene, hydrated in solutions of
ethanol, and stained by Perls’ histochemical technique (adapted from Luna, 1968). This
enabled the identification of granules containing melanin, hemosiderin, and lipofuscin
pigments. With this technique, melanin remains black; hemosiderin stains in blue, and
lipofuscin stains yellow-brown (Blazer, 2002). These results was confirmed after
analysis of serial sections of liver and spleen MMCs labeled with Masson/Fontana stain
(for melanin), aldehyde fuchsin (for lipofuscin; adapted from Luna, 1968),
(supplementary materials 1 and 2). Three slides per animal containing liver and spleen
sections were stained by Perls’ technique. One whole section per animal was digitized
using a Samsung digital camera S860 attached to the ocular lens of an Olympus BX41
microscope. For each slide, 10 fields were sequentially photographed under a 40x

objective. A total area of 0.75mm? was analysed for each animal and organ. All MMCs
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observed in the liver and spleen were counted and measured using Image Pro-Plus
software®. Results were obtained for the average number of MMCs per relative area,
surface area of MMC distributions expressed in square millimeters (mm?), the numbers
of areas with pigment-containing granules, and the number of non-granulated areas. The
latter data were obtained through measurement of 10 MMCs per animal by using
segmented images in red, blue, and green (corresponding to melanin, hemosiderin, and
lipofuscin areas, respectively) and yellow for the areas without pigment-containing
granules. The results were expressed as the percentage of occupied area for each type of
pigment-containing granule relative to the MMC total area. Digital image calibration
was performed using an Olympus stage micrometer ruler with 0.01-mm markings. All

procedures for image analysis were previously standardized.

Transmission electron microscopy

The modified Karnovsky’s-fixed samples of liver and spleen were rinsed 3 times in
sodium cacodylate buffer (0.1 M) and post-fixed in 1% osmium tetroxide in 2%
potassium ferrocyanide for 2 h in the dark. The samples were dehydrated in increasing
concentrations of acetone, and embedded in PolyBed 812 resin (Polysciences Inc.).
Ultrathin 80-nm sections were obtained with an LKB ultramicrotome, mounted on
copper grids, and stained with uranyl acetate for 10 min and with lead citrate for 5 min.
The sections were examined with a Zeiss-EM10 transmission electron microscope at 80

keV.

Scanning electron microscopy and analytical microscopy (X-ray microanalysis)
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For scanning electron microscopy (SEM), some of the samples were fixed in Carnoy’s
liquid containing 1% Na,S and cryopreserved in sucrose solutions at 10% and 20% for
2 h and at 30% overnight. The materials were embedded in a medium liquid adhesive
for freezing (Tissue-Tek® O.C.T. Compound; Electron Microscopy Sciences) and
frozen at -80°C. The blocks were then sectioned to 10-[Jm thickness with a Leica
CM185 cryostat. The sections were mounted on plastic coverslips (Thermanox®),
refrozen in liquid nitrogen, and freeze-dried for 6 h under a vacuum of 100 x 10 mbar
at -56°C using a lyophilizer (Labconco). Then, the sections were metalized with carbon
in an evaporator (Hitachi Model HUS4G) and analyzed by SEM with secondary
electrons, backscattered electron imaging, and X-ray microanalysis on a Quanta 200

FEG microscope (FEI).

Quantification of macrophage accumulation into the tissues by N-acetylglucosaminidase

activity measurement

The extent of macrophage accumulation in the tissues was measured, adapted from
Russo et al, 2010, by assaying N-acetylglucosaminidase (NAG). Activity in
homogenized liver and spleen samples were performed using one hundred milligrams of
liver and spleen was homogenized in 2 mL of saline solution (0.9%) containing 0.1%
(v/v) Triton X-100, and centrifuged at 4°C for 10 min at 1500 x g. The supernatants
were used for the NAG assay. The reaction was started at 37°C for 10 min in 96-well
microplates by the addition of 100 uL of p-nitrophenyl-N-acetyl-p-D-glucosaminide
(Sigma) in citrate/phosphate buffer (0.1 M citric acid, 0.1 M NayHPO,, pH 4.5), in a
final concentration of 2.24 mM, to 100 uL of supernatant from the processed tissue

sample diluted in citrate/phosphate buffer. The reaction was stopped by the addition of
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100 pL of 0.2 M glycine buffer (pH 10.6), and the absorbance was read at 405 nm in a
spectrophotometer (EMax, Molecular Devices). The results were expressed as
absorbance relative to 100 mg of wet tissue. The NAG assays performed under these

conditions were specific for macrophages.

Statistical analysis

The nonparametric Mann—Whitney test was used to analyze the relative areas of MMCs

and the percentages of the pigment-containing granules within the MMCs, as well as the

NAG expression in the liver and spleen of animals caught at the 2 sites. The data were

tested using 95% confidence intervals (p < 0.05).
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Results

MMC histochemistry and morphometrical analysis

The morphology of the P. argenteus MMCs from the liver and spleen exhibited
substantial differences, showing different randomly distributed pigments. Hemosiderin
intracellular granules were more frequently observed in liver MMCs than in spleen
MMCs. In addition, the MMCs in the liver were regular in shape, whereas those in the
spleen appeared to be polymorphic (Fig. 1).

Regarding the There was a significantly greater number of MMCs present in the liver
than in the spleen (Fig. 2). The MMC areas observed in the liver and spleen ranged
1000-34,000 um? and 1000-32,000 um?, respectively (Fig. 3). A striking difference
between liver and spleen MMCs was the distribution of pigment-containing granules.
The MMCs of the liver were characterized by a high abundance of hemosiderin. These
MMCs also contained a considerable amount of lipofuscin but a small amount of
melanin. The spleen MMCs, on the other hand, exhibited a prevalence of non-
granulated areas, and the presence of lipofuscin and large amounts of hemosiderin and

melanin (Fig. 4).

Transmission electron microscopy

Similar to the results obtained by light microscopy, transmission electron microscopy

(TEM) revealed marked differences between the MMCs in the liver and spleen of P.

argenteus. The major cell type observed in liver MMCs was macrophages with

-82 -



pleomorphic nuclei and cytoplasm rich in heterogeneous, electron-dense granules.
These granules displayed large areas of small, electron-dense particles composed of
ferritin aggregates (supplementary material 3); also present were areas containing
hydrophobic materials similar to membrane degradation products and stacked
membranes. A close physical association between an erythrocyte and a macrophage was
also observed in a liver MMC, indicating a phagocytic process (Fig. 5). These
intracellular ultrastructural characteristics were different among the organs. The
macrophage was the principal cell type found in spleen MMCs; however, some
leukocytes, such as lymphocytes and granulocytes, were also frequently noted. Unlike
the liver MMCs, the macrophages in spleen MMCs displayed sparse intracytoplasmic,
electron-dense granules. Another striking difference was the close physical association
between macrophages and lymphocytes in spleen MMCs, suggesting antigenic
activities. The splenic MMC fine structure, showing isolated melanin-like pigments and
granules containing lipofuscin-resembling hydrophobic materials associated with few

ferritin deposits, suggests differences in MMC metabolism between the liver and spleen

(Fig. 6).

Elementary composition of MMC granules

In both liver and spleen MMCs, the presence of electron-dense granules was confirmed
by cryosections analyzed by secondary and backscattered electron imaging. Electron-
dense particles were more abundant in liver MMCs. Spectral analysis of the liver MMC
granules showed evident peaks of C, O, P, S, Cl, and Fe. Except for the Fe characteristic

peak, the spleen MMC granules also showed peaks of C, O, P, S, and CI (Fig. 7).
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N-Acetylglucosaminidase activity measurement

The active macrophages in the MMCs of the liver and spleen of P. argenteus were
quantified through measurement of NAG activity. The liver homogenate samples
exhibited increased absorbance when compared with the spleen homogenate samples
(Fig. 8), indicating a greater number of active macrophages in liver MMCs than in
spleen MMCs. The lowest value (p < 0.05) of absorbance obtained for spleen highlights

the metabolic disparity between the MMCs of the 2 organs.
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Discussion

This study analyzed MMC morphology and content in P. argenteus, and the results
corroborate our previous hypothesis that there are metabolic differences in MMCs
among different organs. The variations in number, morphology, distribution of pigment-
containing granules, elementary composition, and NAG activity described in this paper
provide evidence on the dissimilarity between the metabolic functions of MMCs in the
liver and spleen. Previous studies (Wolke, 1992; Agius and Roberts, 2003; Fournie et al,
2001; Fishelson, 2006) have suggested that MMC can increase in number and size
under stress condition, but the possible relationship between liver and spleen MMCs
was little discussed.

Taking into account the granule pigment characteristics described in this study, our
results demonstrate differences in the distribution of pigment-containing granules in
MMCs between the liver and spleen. These data are corroborated by the histochemical
study of Leknes (2004) that showed a large amount of precipitates in iron-containing
granules in the liver of Xiphophorus maculatus. The prevalence of hemosiderin,
indicated by the presence of iron detected by histochemistry, X-ray analysis, and the
association between erythrocytes and macrophages in MMCs of the liver provide clear
evidence that the MMCs present in the liver are directly involved in iron metabolism,
and thus associated with phagocytic activity. This contrasts with the low occurrence of
this pigment in spleen MMCs, suggesting a decrease in the phagocytic capacity of these
macrophages.

Rabitto et al (2005) associated the presence of hemosiderin in the liver of Hoplias

malabaricus with phagocytic events. Further, Bucke et al (1992) showed that the

-85-



decrease in areas occupied by hemosiderin in spleen MMCs of Limanda limanda was
associated with a reduction in phagocytic activity. Another important finding that
clearly demonstrates differences between liver and spleen phagocytic activity is the
presence of large areas devoid of pigment-containing granules in the spleen samples,
which were not found in the liver samples.

The phagocyte activity of the MMCs can be related to lipofuscin (Brusle and Anadon,
1996), since this pigment is directly associated with lipid peroxidation (i.e., oxidative
stress) of membranous organelles (Agius and Roberts, 2003; Drevnick et al, 2008; Ding
et al, 2010). Thus, the greater occurrence of lipofuscin in liver MMCs than in spleen
MMCs indicates the higher phagocytic activity of the former compared with the latter in
P. argenteus.

In contrast to mammals, fish melanogenesis can occur in other stationary cells such as
macrophages present in MMCs (Haugarvoll et al, 2006). Therefore, the significant
increase of melanin in the pigment-containing granules in spleen MMCs may indicate a
role in immunological response. In fact, Rosas et al (2002) found that activated melanin
mediated immunological responses through deposition of C3 components of the
complement system, resulting in inflammatory responses.

The differences between MMCs of the liver and spleen are further confirmed by
considering the previous findings with the TEM and SEM analyses data in this study. In
liver MMCs, the presence of large areas of particulate structures typical of ferritin
deposits was associated with portions of hydrophobic material, which were evident in
peaks of iron and sulfur, as characterized by X-ray microanalysis. Using histochemical
methods, Leknes (2004) described the prevalence of iron-containing granules in the
liver MMCs of X. maculatus, contrasting with their absence in the spleen MMCs of

Trichogaster leeri and X. maculatus (Leknes, 2007).
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These data, together with the results of our TEM and X-ray microanalysis, reinforce our
hypothesis that, in addition to iron storage, liver MMCs are involved in catabolic
cellular processes. Moreover, the identification of sulfur and iron in liver MMC
granules indicates the presence of the iron—sulfur complex, which mediates redox
processes (Johnson, 1998; Aisen et al, 2001). This fact clearly demonstrates the
important role of liver MMCs in iron metabolism. These data are consistent with the
results of the NAG analysis showing a higher absorbance rate in the liver than in the
spleen. It suggests phagocytic activity of macrophages in liver MMCs, since the NAG
assay is specific for active macrophages (Russo et al, 2010). The close physical
association between macrophages and lymphocytes seen in the MMCs of P. argenteus
spleen indicates that the role of these MMCs in immune reactions could be mainly
related to antigen presentation. Vigliano et al (2006) presented molecular evidence in
their immunohistochemical analysis showing positive antibody labeling of follicular
dendrite cells in the spleen MMCs of Cyprinus carpio, Odontesthes bonariensis and
Solea senegalensis.

We conclude that the differences in the elementary composition of MMCs that are
associated with the dissimilarities in their morphological characteristics and pigment-
containing granules clearly point to metabolic differences in MMCs of the liver and
spleen in P. argenteus.

From the results of the present study, we propose that studies using P. argenteus MMCs
as a biomarker of environmental stress should utilize spleen MMCs for immunological
response analysis, whereas liver MMCs can be utilized to study metabolic status,

especially in cell turnover and storage processes.
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Figure 1 Light micrographs of the liver and spleen of Prochilodus argenteus, stained by
Perls’ histochemical technique. (a) A liver section exhibiting MMC pigment-containing
granules predominantly labeled with hemosiderin (blue). (b) A spleen MMC exhibiting
lipofuscin and/or ceroid (yellow brownish) and melanin (arrows) pigments, and areas

devoid of labeling. Scale bar: 25 um
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Figure 2 Number of MMCs in the similar area in liver and spleen of Prochilodus
argenteus (*p < 0.05)
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Figure 3 Frequency distribution of MMC area in the liver (a) and spleen (b) of

Prochilodus argenteus
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Figure 4 Histogram showing the percentages of areas occupied by pigment-containing

granules (lipofuscin, hemosiderin, and melanin) and non-granulated areas in

Prochilodus argenteus liver and spleen (*p < 0.05)
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Figure 5 Electron micrographs of liver MMCs. (a) Macrophage nuclei (M) and several
intracytoplasmic electron-dense granules (G) can be observed. Scale bar: 1 um. (b) A
magnified granule exhibiting a large area of small, electron-dense particles of ferritin
aggregates (F); membrane stacks (black arrow) and lipid degradation products (white
arrow) are visible. Scale bar: 0.10 um. (c) A close physical association between an
erythrocyte and a macrophage can be seen. Scale bar: 0.9 pum. (d) Details of a
macrophage delimited by a membrane (arrows) and exhibiting characteristic granules in

the cytoplasm. Scale bar: 0.25 um
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Figure 6 Electron micrographs of spleen MMCs. (a) Presence of electron-dense
granules (G) and melanin (black arrow). Note the macrophage delimited by a membrane
(arrows) and showing characteristic granules in the cytoplasm. Scale bar: 0.1.5 um. (b)
Details of a granule exhibiting characteristic hydrophobic portions of lipofuscin and/or
ceroid (white arrows) and low occurrence of electron-dense particulate materials
resembling ferritin (asterisk). Scale bar: 0.1 pum. (c) A close physical association
between a macrophage (M) and a lymphocyte (L) can be observed. Scale bar: 0.8 pm.
(d) A typical granulocyte displaying intracytoplasmic granules containing electron-

dense spine-like structures (arrows). Scale bar: 0.9 um
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Figure 7 Electron micrographs of liver and spleen MMCs. (a) Backscattered electron

images of electron-dense granules in a liver MMC (black arrow). (b) Electron-dense
granules of a spleen MMC (white arrow). (¢) Spectrum obtained by X-ray microanalysis
of the granule in (a) showing peaks of C, O, P, S, Cl, and Fe. (d) Spectrum of the

electron-dense granule in (b) showing peaks of C, O, P, S, and ClI
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Figure 8 Absorbance rate of NAG in homogenate samples from the liver and spleen of

Prochilodus argenteus (*p < 0.05)
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Trabalho I1: Functional Dissimilarity of Melanomacrophage Centres in Liver and

Spleen from the Females of the Teleost Fish Prochilodus argenteus
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Abstract

For the evaluation of the Prochilodus argenteus liver, specimens were caught in two
sites of S&o Francisco river. Biometric data of body and liver were obtained to calculate
the hepatosomatic index and the condition factor for surveying the general health
conditions of the animals. Hepatic fragments were fixed and embedded in paraffin and
submitted to hematoxilin & eosin, periodic acid-Schiff (PAS) and Perls histochemical
techniques. For transmission electron microcopy (TEM) evaluation specimens were
fixed in Karnovsky solution. Morphological analyzes were performed aiming to
characterize the hepatocytes and melanomacrophage centers (MMC). At the same time
samples of water and mud were analyzed by atomic absorption spectrophotometry
technique aiming to detect the heavy metals presence. Our results showed variations in
the hepatic cytoarchitecture among animals from the different sites. The size, number
and granule composition of the MMCs were evaluated in the animals from the different
sites. Morphological alterations as well as the metabolic aspects concerning the MMC
and pigments containing granules are discussed.

Key words: melanomacrophage, Prochilodus argenteus, heavy metals, atomic
absorption spectrophotometry

1. INTRODUCTION

The liver in teleost fishes is an important organ like mammalian, directly
involved in protein synthesis, iron storage, synthesis and secretion of the bile and
detoxification process. It also plays a fundamental role in carbohydrate and lipid
mobilization, vitellogenin synthesis and metabolism of exogenous substances (Tavares-
Dias, Martins & Moraes 2000; Matos, Fotainhas-Fernandes, Peixoto, Carrola & Rocha
2007; Neto, Zanata, Silva de Assis, Bussolaro, Ferraro, Randi, Costa, Cestari, Roche &
Oliveira Ribeiro 2007; van Dyk, Pieterse & van Vuren 2007). Due to the liver
involvement in multiples physiological processes it morphology can be responsiveness
to several stress factors presenting peculiar histopathology depending of the external
aggressor. For this reason, morphological evaluation of the teleostei liver has been
utilized as an auxiliary tool to study contamination in different water courses (Bruslé &
Anadon 1996).

Among the liver assessments, the literature considers the hepatosomatic index
(HSI) related to the condition factor (CF) as excellent predictors of adverse health in
fish (Adams & McLean 1985; Evans Hills & Dickson 2000; Diniz, Peres & Pihan;
Abdel-Tawwab, Mousa, Ahamad & Sakr 2007). HSI and CF values could be considered
as resulting from different metabolic pathways associated with degenerative processes.
This index can be associated to histopathological studies becoming a powerful tool of
assessment of situation more realistic of the health of fish.

Histopathological evaluates on liver can be an additional method of assessment
possible adaptive and/or degenerative processes due to their relative technical viability,
low cost and the ability to display semi-lethal disturbance in specimens from different
origins (Bernet, Schmidt, Meier, Burkhardt-Holm & Wahli 1999; Rocha & Monteiro
1999; Lukin & Sharova 2004; Wolf & Wolfe, 2005). Liver histoarchitectural damage
has been cited as displayed as mononuclear cellular infiltration and congestion
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occurrence as described in carp caught from contaminated reservoir by industrial
effluents and organochlorine pesticides (Ayas Ekmekey, Ozmen & Yerli 2007)

In the Hoplias malabaricus specie, leukocytes infiltrations were associated to necrosis
and Disse’s space damages after exposure to methylmercury in the diet as described by
Mela, Randi, Ventura, Carvalho, Pelletier & Oliveira Ribeiro (2007). Caballero,
Izquierdo, Kjorsvik, Fernandez & Rosenlund (2004) showed an increase of hepatocytes
cytoplasmatic vacuolization with displaced nucleus in Sparus aurata after feeding long-
term oil-rich diet. In addition, hepatocytes vacuolization, cellular swelling, hyaline and
lipid droplets in Oreochomis mossambicus species exposed to cadmium and zinc were
also described (van Dyk et al. 2007). These effects are less frequent or absent in
controls groups or animals collected in a no stressed environment. In these studies,
morphological alterations concerning the general cytoarchitecture of the parenchyma
focused mainly in the hepatocytes and melanomacrophage centres (MMC) features.

The MMC are described as macrophage aggregates containing pigmented
granules of hemosiderin, lipofuscin and melanin (Roberts 1975; Wolke 1992; Agius &
Roberts 2003). In teleostei these structures occur mainly in organs such as liver, kidney
and spleen (Wolke 1992; Brusle & Anadon 1996; Agius & Roberts 2003; Leknes 2004).
It was suggested that an increase in the number and in the area of MMC is sensitive to
stress factors such as those described in the three species of the Lepisosteus family
exposed to organochlorines and metals (Hartley, Thiyagarajah & Treinies 1996).
Similarly, MMC variations were observed in Hoplias malabaricus exposed to Pb (I1),
Tributyltin (TBT) (Rabitto, Alves Costa, Silva de Assis, Akaishi, Anjos, Randi &
Oliveira Ribeiro 2005) and parasitic or bacterial infections (Haaparanta, Valtonen,
Hoffmann & Holmes 1996; Agius & Roberts, 2003). This responsiveness to external
biotic and abiotic agents allows the use of the MMC in environmental monitoring
programs (Fournie, Summers, Courtney & Engle 2001). However few studies
describing their occurrence, size, distributions, and pigment-containing patterns in liver
under different experimental or environmental conditions, associated to the histological
aspects in teleostei fishes, are available in the literature.

The present study aims to analyze the liver of the teleost curimatd-pacu,
Prochilodus argenteus, a migratory fish from the Sdo Francisco River basin. This
species have commercial value reaching 15 Kg of body weight and comprising 50 %
fishery product in Trés Marias region, Minas Gerais state, Brazil (Sato & Godinho
2003).

In Trés Marias city region the S&o Francisco river is dammed up for Trés Marias
Dam. In many cases dam construction, have provided valuable benefits such as
irrigation capabilities, hydroelectric power, navigation (Graf 1999), however it is known
that downstream of the dams
important alterations in physico-chemical parameters such as temperature, pH,
oxygenation of the water are observed. These parameters can be to influence directly
the growth, reproduction and health of aquatic organisms, especially fish (Sato et al,
2005; Marchand, van Dyk, Pieterse, Barnhoorn & Bornman 2009).

In Trés Marias city region, besides of the presence Trés Maris dam, other fact
that deserves attention is the presence in right margin of Sdo Francisco river the plant
Companhia Mineira de Metais. Located about 1 Km of the dam, the plant develop
mining activities directed to production mainly derived from zinc and sulfuric acid
(Sampaio & Lopez 2003). These characteristic are not observed in other segment of Sdo
Francisco river about 34 km of the dam, utilized in our study as referential site.
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2. MATERIALS AND METHODS

Animals sampling

Forty mature females of P. argenteus (34.40 cm £ 0.83, 627.26 g £ 52.74) were
captured from two different sites of the S&o Francisco River, at the Trés Marias dam,
Minas Gerais, Brazil in August of 2005 and October of 2008 during the dry season. The
females are selected for the study aiming to discard possible influences related to
gender. The first site of animal capture was located immediately downstream the dam
(Site 1) and the other study point was located downstream about 34 Km from the first
place, after the confluence of the S&o Francisco river with the Abaeté river, referential
site (Site 2, Fig. 1). The overall results for biometric values of all animals at both sites
were expressed as average and standard error. Immediately after the capture, the
specimens were killed by cervical section according protocol 065/05 approved by
CETEA (Comité de Etica em Experimentacio Animal of the Universidade Federal de
Minas Gerais). Each animal had its biometric data obtained to determine both the
condition factor (CF) obtained by formula: CF= body weight/total length® x 100,
according to Tavares-Dias et al. (2000) and the hepatosomatic index (HSI) according to
the formula described by Nikolsky (1963): HSI= liver weight/body weight x 100 (Table
1).
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Figure 1. Sites of collection showing the Trés Marias dam region, Sdo Francisco and
Abaeté river.
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Water sampling

In each studied sites, tree points were determined for collect. In these places
polyethylene bottles of 500 ml containing 2 ml of nitric acid solution at 10% were
submerged in the vertical to 10 centimeter of the surface the water. These bottles were
previously decontaminated in 10% nitric acid solution for 48 hours. The samples were
taken to laboratory and filtered through a membrane filter of 45 um for determination of
the metals presence (As, Fe, Cr, Mn, Cu, Zn, Cd). The analysis was performed in
Analyst 400 atomic absorption spectrometry equipment with graphite furnace HGA 900
(GF AAS) Perkin Elmer (Norwalk, CT USA). For each sample tree analyzes was
performed. At the same time of the collect, water parameters such as pH, temperature
(WT), electric conductivy (EC), turbidity (T) and oxygen dissolved (OD) were
measurements by Horiba U-10 multi-probes.

Sediment sampling and processing

In addition to water collection, bottom sediment was collected using hand
dredger in the same points. The slurry was conditioning in polyethylene pots previously
decontaminated in 10% nitric acid solution for 48 hours. The samples ware maintained
in refrigerator at 10 °C until the atomic absorption spectrometry processing. The
sediment samples were dried at 60 °C for 24 hours. After drying, samples were
triturated in a ceramic mortar and passed through sieve with opening of 65 pm.
Suspensions were prepared by weighing the mass variables (10-100 mg) of sediment
directly into the auto-sampler cup atomic absorption spectrometer equipment. Similarly
to water analyzes, the determination of the metals presence (As, Fe, Cr, Mn, Cu, Zn,
Cd) in sediments samples were archived using an apparatus for atomic absorption
spectrometry with graphite furnace (GF AAS) Analyst 400 equipment with graphite
furnace HGA 900 (Perkin Elmer -Norwalk, CT USA). Similarly to water approach,
three analyzes were carried for samples.

Procedure for histological and histochemical characterization

Liver fragments obtained from the same anatomical portion were fixed in
Bouin’s fluid for 24 hours. Following fixation, fragments were maintained in 70%
ethanol until processing for paraffin embedding. For each animal, 12 sequential sections
(6um) were obtained. The slides were stained sequentially by Hematoxilin-Eosin
(H&E) and Perls techniques (Luna 1968; Blazer 2002). A total of three glass slides per
animal were used for each technique.

Procedure for morphological and histochemical analysis

The H&E stained and histochemically labeled materials were analyzed under
light microscopy by using the Olympus BX41 microscopy in order to show the possible
different in morphology characteristics of the liver parenchyma and MMC from P.
argenteus collected in the two different sites. For H&E samples, three scores (similar to
the procedure described by Melo, Donatti, Rudniki & Fanta 2008) were applied to
determine the intensity of the characteristics such as: nuclear displacing, cytoplasmic
vacuolization, hyperemia, occurrence of cytoplasmic pigment-containing granules and
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necrotic areas. For all items studied, ten fields from each histological slide were
randomly chosen. A 40x objective was used for identifying nuclear displacing,
cytoplasmic vacuolization, presence of cytoplasmic granules and necrosis areas while a
10x objective was used for the hyperemia analysis.

According to the intensity of occurrence, the parameters were considered as: low
occurrence - when there were no alterations; medium occurrence - when the alterations
were observed in less than 50% of the analyzed area; and high occurrence - when the
alterations were observed in more than 50% of the area. For the cytoplasmatic granules,
intensity occurrence was classified as: low occurrence - when there was no one or one
visible granule per hepatocyte nuclei in the field; medium occurrence - when there were
less than three visible granules per hepatocyte nuclei; high occurrence - when more than
three or more granules were observed per hepatocyte nuclei.

Morphometrical analysis of MMC

To detect possible correlations among the tissue features and the MMC
characteristics such as size, the relative total area occupied by MMC of animals in two
each Sites and the relative area occupied by each pigment containing granules, samples
were submitted to the Perls histochemistry technique and analyzed as described below.
Estimation of tissue total area and the relative MMC total area - The tissue total area
and the relative MMC total area were calculated through digitalized images obtained
with the Olympus BX41 light microscope coupled to a digital camera Q-Color 3
Olympus integrated Image-Pro analysis software. A microscopic system consisting of
2.5x objective and a 2.2x projective lens was used for estimating the total tissue area,
and a 40x objective and a 3.3x projective lens were used for the relative MMC total area
estimation. The digitalized image calibrations were performed using a 0.01mm
micrometer ruler. For MMC pigment-containing granules quantification, a slide stained
by Perls technique from each specimen was analyzed aiming to determine the
percentage occupied by each type of pigment-containing granule. For this purpose five
MMC images per animal were digitalized using 40x objective according to the
procedure previously described. For this approach, the MMC images were segmented in
red, blue and green colors (corresponding to melanin, hemosiderin, and lipofuscin areas,
respectively); the area without granules was also measured.

Procedure for transmission electron microscopy (TEM)

Samples of liver fixed in Karnovsky solution (glutaraldehyde 2.5% and
paraformaldehyde 2% in sodium cacodylate buffer 0.2 M, pH 7.3). After fixation the
specimens were rinsed three times in sodium cacodylate buffer 0.1 M, and post-fixed
with 1 % osmium tetroxide in 2 % potassium ferrocyanide for 2 hours in dark place.
The samples were dehydrated in ascending concentrations of acetone, and embedded in
Poly Bed 812 resin (Polyscince®). Ultrathin sections of 80nm were obtained in LKB
ultramicrotome, mounted on copper grids, and stained with uranyl acetate for 10
minutes, and lead citrate for 5 minutes. Sections were examined with a Zeiss-EM10
transmission electron microscopy at 80 keV.

Statistical analysis.

Nonparametric test of Mann-Whitney was used to analyze CF, HSI, MMC
relative areas and the percentage of the different types of pigment-containing granules
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within MMC of the animals caught in the two sites. The data were tested using
confidence interval at 95% (p<0.05).

3. RESULTS

CoNDITION FACTOR (CF) AND HEPATOSOMATIC INDEX (HSI)

No significant difference was detected in total length and body size of specimens
captured in site 1 and site 2. the condition factor (cf) average values for all animals
caught in site 1 was lower than site 2, while the (his) showed no significant difference
in the animal from different studied sites (FIG 2).
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Figure 2. CF (a) and HSI (b) values for animal from different studied sites. (*) indicate
statistical difference (p< 0.05).

Physical-chemical parameters of water

The values for pH, temperature and dissolved oxygen were lower in Site 1 than
Site 2, while turbidity e and electric conductivity appeared highest values then
compared to Site 2. The values were expressed in average and standard error (Fig 3).

pH Temperature Dissolved oxygen Turbidity Electric conductivity
Site1 6.16 + 0.06 22.9+0.06 8.1+ 0.05 6.9+ 3.0 21.4+6.7%
Site2 g5 .008% 233 +£025* 87 +0.04* 449 +17.6* 57 £0.17

Figure 3. Values of physico-chemical (pH, temperature, dissolved oxygen, turbidity and

conductivity) of water of the two sites studied. (*) indicate statistical difference (p<
0.05).
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METALS IN WATER AND SEDIMENT

Through of atomic absorption spectrophotometry analyzes, the concentrations of
metals (As, Cd, Cu, Mn, Zn) were establish. In water samples collected in Site 1 the was
determined a higher concentration of Cd, Mn and Zn than Site 2. Similarly in sediment
samples, As, Cd, and Cu also were higher in Site 1 (Fig 4).

As Cd Cu Mn Zn
_ nd 299%07° nd 2136259 1011+2.14°
Site 1
Water . nd nd nd 1391+185  16.7+149

Site 2

. 504+34°  515:16° 1M16%17 3612124 nd
Site !

Sediment . 182412  062:025 558403 4588 nd
Site 2

Figure 4. Values of metals concentrations in water (ug/L) and sediment (mg/Kg)
between the two sites studied. (*) indicate statistical difference (p< 0.05), (nd) not
detected.

D. HISTOLOGICAL AND HISTOPATHOLOGICAL ANALYSIS

The P. argenteus hepatic parenchyma is externally covered by a tinny connective
capsule containing hepatocytes in double layered anastomosed tubular arrangement
longitudinally crossed by a narrow sinusoidal capillary vessel (Fig 5a). The hepatocytes
of the animals collected from the site 1 had vacuolization of the cytoplasm in different
degrees suggesting turbid tumefaction and hydropic degeneration associated to
angiectasia and hyperemia (Fig 5b). Hepatitis (Fig 5¢) and necrosis (Fig 5d) also were
more evident. In Site 2 animals, the hepatocytes frequently showed typical central
nucleus, moderate basophilic cytoplasm without vacuolization containing frequent
irregular shaped intracytoplasmic hepatic granules (IHG), (Fig 5a).

The liver of animals caught in Site 1 revealed histopathological alterations
including displaced nuclei, cytoplasm vacuolization, hyperemia and necrosis. Animals
from Site 2, these alterations had low occurrence associated with the higher presence of
IHG. A semi-quantitative assessment these alterations indicated that livers of fish
collected from Site 1 were more affected than the animals collected in Site 2 (Fig 6).

The PAS, Perls and Von Kossa histochemical analysis in the P. argenteus liver
materials allowed the characterization of the labeling distributions for carbohydrates,
hemosiderin, lipofuscin and calcium salts in hepatocytes and MMC. The PAS
histochemistry showed labeled deposits in hepatocytes and in MMC. In animals from
Site 1, labeling appeared frequently inside the hepatocytes as single points, in clusters
and in IGH granules. In the latter, however, the labeling was weak compared to the
intracellular macrophages (MMC) granules (Fig 7a). In the hepatocytes from site 2, the
labeling was moderately dispersed in the weakly labeled cytoplasm of the IHG and
intensely labeled in macrophage granules (Fig 7b). The macrophage granules labeling
was present in all animals but labeling was less intense in animals from site 1.

Liver stained by Perls technique displayed variable amounts of hemosiderin and
lipofuscin pigments in IHG and MMC granules. In the MMC, hemosiderin and
lipofuscin labeling was found to be associated with the MMC granules more intensely
in animals from Site 2 (Fig 7c). Lipofuscin labeling was predominantly found in IHG
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and in MMC granules of animals from site 1 (Fig 7d). The melanin pigment labeling
was rarely found in the granules of P. argenteus liver. Labeling of calcium salts as
determined by von Kossa histochemical technique was found to be restricted to the
MMC granules and were more abundant in animals from Site 2
(Fig7c).

/

Figure 5. Liver sections micrographs of Prochilodus argenteus collected in Site 2 (a)
and site 1 (b, c and d). Note in a, connective capsule (black arrows), hepatocytes in
anastomosed tubular arrangement (AT) crossed by sinusoidal capillary containing
sectioned blood cells (S). Note occurrence of IHG (white arrows) inside hepatocyte. In
b, note angiectasia and hyperemia into the blood vessel (black arrow) and sinusoidal
capillary (white arrow), turbid tumefaction and hydropic degeneration (arrowhead), and
absent of intracytoplasmic hepatic granule (IHG). Hepatitis are depicted in ¢ and
extensive normal structure disruption and basophilic liquefied aspect resembling
necrotic areas in d. Hematoxilin-Eosin staining. Bar = 16.2 pum.
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Figure 6. Occurrence (%) of morphological alterations in the liver of Prochilodus
argenteus at the two sites of collection.
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Figure 7. Light micrographs of different histochemical techniques used in the
Prochilodus argenteus liver. Observe in a, d and e (Site 1) and b and c to Site 2. In a,
PAS histochemistry, showing few labeling inside hepatocytes and melanomacrophage
center (MMC). In b, labeling is dispersed in hepatocytes cytoplasm (arrow) and intense
in MMC. In c, Perls technique displays labeling of the melanin (arrow), hemosiderin
(H) and lipofuscin (L) in pigments containing granules of MMC. Note in d, the
predominant lipofuscin pigments containing granules and the low occurrence of
hemosiderin (arrow) Observe in ¢, von Kossa histochemical techniques showing
presence of calcium in MMC granules containing pigments (arrows). a bar = 16.2 um;
b, ¢, d and e bar = 6.8 um.

D. Morphometrical analyses

The mean number for MMC/mm? of the P. argenteus liver was five. No

- 110 -



difference (p>0.05) was found between the MMC/mm? number in the two sites. Two
distinct groups of MMC were arbitrarily characterized in the curimaté-pacu liver. These
groups were denominated as “small MMC” (< 0.01 mm?) and large MMC (> 0.01 mm?)
(Figs 8a and 8b) The large MMC ranged from 0.01 mm? to 0.024 mm?% The number
MMC per tissue analyzed area do not presented difference among the sites of study (Fig
9a). However, the large MMC were more frequent (p<0.05) in site 2 animals when
compared to site 1 (Fig. 9b).

Regardless of the site, lipofuscin granules were predominant in small MMC
while hemosiderin granules were more abundant in large MMC (Fig 10). In the large
MMC group, 45.6% of total area was filled with hemosiderin granules while in small
MMC these granules represented about 10% of the total area. The area without granules
was higher in small MMC than large MMC.
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Figure 8. The graph shows the MMC frequency distribution in the liver of animals at
the two sites of collection

8-
e 002 . DOsite 1
E  6- . W Site 2
%) —|' ST 0,020+
= 5 E
f 4 — 0.015
(=
O M 0.010=-
c Y 0
Z 14 % 0.005

0

Site 1 Site 2 0.000 N

Small Larger

Figure 9. Hlustration of melanomacrophage centers (MMC) morphometrical analysis.
The number of liver MMC per area (MMC/mm?) and the area (mm?) of small and large
MMC of Prochilodus argenteus at the two sites of collection are shown in A and B,
respectively. (*) indicates significant difference (p<0.05) between the two sites.
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Figure 10. Graph shows the types (%) of granules containing pigments in small and
large MMC of Prochilodus argenteus. (a) indicates significant difference (p<0.05)
between lipofucsin and hemosiderin and (b) denotes significant difference (p<0.05)
among hemosiderin, lipofucsin and area without granules

E. Transmission electron microscopy (TEM)

Likewise to findings in light microscopy (LM), important differences were observed
between animals of two sites of study. In Site 1, the ultra structure of the liver allows to
observe hepatocytes appearing cytoplasm displayed swollen aspect associated with the
presence of water, suggesting cellular swelling (Fig 11a). In the same animals we
observed reticulum showing dilated rough endoplasmic cisterns, accompanied dilated
mitochondria, with disruption of their mitochondrial crests besides concretions of
calcium deposits (Fig 11b). On the order hand in animals collected in Site 2, the
hepatocytes showed typical appearance with well preserved cellular organelles. The
nuclei appear peripheral heterochromatin and prominent nucleoli evident surrounded by
a large area containing rough endoplasmic reticulum, mitochondria, endosomes,
lysosomes, and large amounts of glycogen granules, suggesting high ultra structural
preservation (Figs. 11c and 11d).

Figure 11. Electron micrographs of hepatocytes of P. argenteus liver. In a,
magnification of a hepatocyte from a specimen collected in the Site 1 Observe nucleus
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(N) and cytoplasm showing swollen aspect (T) indicating the process of cell swelling.
Note the presence of myelinic body (arrow). In detail in b, observe mitochondria
showing flocculation (M) and swollen typical aspect accompanied by dilatation of
cisterns of rough endoplasmic reticulum (arrowheads). In c, electron micrograph of a
hepatocyte of animal from Site 2. Observing network of rough endoplasmic reticulum
(RER) in the perinuclear region looking healthy. Note large amount of glycogen in
black. In particular in d, spherical mitochondria (M) showing preservation of the
cistern. aand ¢, bar = 0.2 um, B and D bar = 0.11 pum.

4. DISCUSION

As reported for Bruslé & Anadon, (1996) and Rocha, Rocha, & Monteiro
(2003), the liver is a key organ for breeding and target metabolization. The somatic
tissue indices, such as, hepatosomatic index (HSI), and condition factor (CF), have been
considered as important tools for the assessment of the general conditions of health and
status metabolism of teleost fish (Adams & McLean 1985; Tavares-Dias et al. 2000). In
P. argenteus, contrary to that observed for CF, the different environmental conditions
between the Sites apparently did not affect the HSI. The same result observed for
females were achieved for male specimens of the P. argenteus for both CF and HSI
(data not shown). These data indicate that, in our study, the HSI was not able to display
differences between the sites. Other factors acting on the CF in the present study could
not be ruled out, whilst factors, such as temperature (Handeland, Wilkinsonb,
Swveinsboa, McCormickc &  Stefansson 2004; Kopekca & Pempkowiak, 2008;
Luckenbach, Murashige, Daniels, Godwin & Borski 2007), pollutants (Evans et al.
2000) and heavy metals (van Dyk et al. 2007) have been said to affect the CF and HIS
indices.

Static exposures of fish to nominal concentrations of contaminants are usually
unrealistic when attempting to relate toxicity results to field assessment of environment.
Studies aiming to relate morphological changes on environmental conditions should be
aware of two important factors: First a characterization of the normal tissue
cytoarchitecture should be previously established. Second, a determination of the
parameters phisical-chemical of the water, associated a xenobiotic, such as heavy
metals, is essential (Rocha & Monteiro, 1999; Fishelson, 2006; Akiyoshi & Inoue,
2004; Figueredo-Fernandes, Fontainhas-Fernandes, Monteiro, Reis-Henriques & Rocha
2006).

In the present study, the P. argenteus liver cytoarchitecture is described for the
first time and is characterized by a non lobular structure containing hepatocytes in a
tubular anastomosed fashion with MMC associated mainly at the periphery of
associated vessels and biliary ducts. Addition to this characterization the establishment
for phisical-chemical parameters of the water showed unfavorable conditions
principally for temperature and dissolved oxygen in Site 1 than Site 2. Likewise the
concentration of have metals was higher in water and sediment collected in Site 1 than
Site 2.

Low dissolved oxygen levels and low water temperature are mentioned (Haman,
Zwingelstein & Weber 1997) as factors for the increase in the plasma glucose levels in
rainbow trout Oncorhynchus mykiss, which alter the normal function and affect the cell
structural integrity. In P. argenteus this reaction could justify the PAS and von Kossa
low histochemical labeling in hepatocytes and MMC from Site 1.

As to the histological aspect, the lower health status indicated in Site 1
specimens is followed by cytochemical findings such as less intense labeling for
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carbohydrates and calcium salts. Therefore a carbohydrate imbalance could impair the
vitelogenin (a lipo-carbohidrate-protein essential for ovules formation) synthesis
necessary for the reproductive cycle. (Kime 1999).

The general structural aspect of the liver in P. argenteus displays marked
differences in histological and histochemical features of the liver related to the different
Sites of collection, thus indicating that the histological approach herein used for the
liver is highly sensitive to the environmental conditions downstream to the Trés Marias
dam. In liver from Site 1, morphological alterations such as vacuolization, displaced
nuclei, hyperemia, inflammations and necrosis were more frequent than in Site 2.
Similarly the findings of the light microscopy, the ultra structure of the liver showed
striking differences between the animals of two studied sites. (Rabitto et al.; 2005
Gurcu, Yildiz, Koca & Koca 2010).

The MMC occurrence can be a good marker of tissue exposed to diverse stress
agents (Rabitto et al. 2005). Some authors have demonstrated that MMC in organs, such
as liver, kidney, spleen and intestine increase in size and/or frequency when exposed to
heavy metals, alkaloid and, environmental stress (Fournier 2006; Agius & Roberts
2003; Glencross, Evans, Rutherford, Hawkins, McCarfferty, Dods, Jones, Harris,
Morton L, Sweetingham & Sipsas 2006; Fishelson 2006). No differences concerning
these aspects were found in the present study. However the occurrence of the pigments
containing-granules such as melanin, hemosiderin and lipofuscin within MMC can be
an indication of their metabolic function (Wolke 1992; Aguis & Roberts 2003). The
lipofuscin is associated to imbalance of cellular turn over, involving lisosomal activity,
lipid membrane peroxidation, metals loads (Pickford 1953), while hemosiderin is
associated to red blood cell breakdown and iron storage processes (Aisen, Enns &
Wessling-Resnick 2001). In our study, lipofuscin was predominant in the MMC smaller
than 0.010 mm? whereas in the MMC larger than 0.010 mm?, iron rich hemosiderin was
the prevalent pigment. These results may suggest that, at least in P. argenteus liver, all
MMC do not appear to have the same metabolic function. The substantial difference in
chemical composition obtained from different MMC populations of P. argenteus liver
indicates that MMC can perform distinct functions that could be related to its size.
Therefore, it is suggested that small MMC are related to the cellular turn over due to the
lipofuscin predominance and large MMC are associated to iron storage and mobilization
processes.

Intracytoplasmatic hepatic granules (IHG) containing calcium precipitates have
been described in organisms of several trofic levels (Taylor & Simkiss, 1989; Corréa
Junior, Farina & Alodi 2003; Corréa Jr, Bruno, Allodi & Farina 2009). The presence of
dense granules in IHG in teleostei fishes has been associated to the storage and the
difficulty to eliminate products (Haaparanta et al. 1996; Rabitto et al. 2005). Our results
show that in P. argenteus liver, the greater incidence of granules containing more iron
and carbohydrate contents was in Site 2 which was characterized by better health
conditions. These granules could be acting as storage structures.

Overall, this study demonstrates that in P. argenteus female liver, the
histological features shows clear differences in histological, histochemical and
compositional analysis among specimens collected from two different sites in Séo
Francisco river, downstream from the Trés Marias dam. The high sensitivity of the
morphological, histochemical and ultra structural approaches of the fish liver can be a
powerful tool for the determination of the stress parameters for the aquatic environment
systems.
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2. PROTOCOLOS.

2.1 - Histoquimica de Perls

Fixador: Bouin ou Formol 10%

a) Solucao A

Ferrcianeto de potacio.................... 49
Agua destilada.......................... 100 ml
b) Solucéo B

Acido cloridrico 50 ml
Agua destilada........................... 50 ml

As solucdes devem ser preparadas e misturadas na hora do uso

Procedimento:

1. Desparafinar

Xilol' I 20 min
Xilol I' 20 min
2. Hidratar
Alcool absoluto I~ 5 min
Alcool absoluto Il 5 min
Alcool 90° 5 min
Alcool 80° 5 min
Alcool 70° 5 min

3. Passar agua corrente
4. Tratar as laminas por 20 minutos com a solugdo (A+B) recém preparadas e
misturadas
5. Lavar em agua destilada por 3 vezes
6. Contra corar os nucleos péla Safranina por 5 minutos (opcional)
7. Desidratar
Alcool 70° 5 min
Alcool 80° 5 min
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Alcool 90° 5 min

Alcool absoluto I 5 min

Alcool absoluto Il 5 min
10. Diafanizacéo

Xiloll 20 min
Xilol Il 20 min
11 . Montar

Resultado: Melanina cora em negro
Lipofuscina cora em amarelo acastanhado
Hemossiderina cora em azul esverdeado
2.2 - Histoquimica de von Kossa
Fixador: Bouin ou Formol 10%
a) Solucdo de NITRATO DE PRATA 5%
Nitrato de Prata..............c....... 5¢
Agua destilada................. 100 ml
b) Solugio TIOSULFATO DE SODIO 5%
Tiossulfato de Sodio............... 59
Agua destilada.................. 100 ml

Procedimento:

1. Desparafinar

Xilol' I 20 min
Xilol Il' 20 min

2. Hidratar
Alcool absoluto I~ 5 min
Alcool absoluto Il 5 min
Alcool 90° 5 min
Alcool 80° 5 min
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Alcool 70° 5 min
3. Passar por 3 vezes em agua destilada
4. Gotejar sobre o corte na lamina o Nitrato de Prata e submeta a luz solar por 30
minutos a 1 hora ou luz ultra violeta ou ainda a uma lampada de 100 watts
5. Enxaguar em agua destilada
6. Passar em tiossulfato de Sodio 5% - 2 min
7. Lavar em agua destilada por 3 vezes
8. Contra corar os nucleos péla Safranina por 5 minutos (Opcional)
9. Desidratar

Alcool 70° 5 min
Alcool 80° 5 min
Alcool 90° 5 min
Alcool absoluto | 5 min
Alcool absoluto Il 5 min

10. Diafanizacéo

Xiloll 20 min
Xilol Il 20 min
11 . Montar

Resultado: Célcio cora em negro
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