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RESUMO

NUNES, Erika Takagi. Farfantepenaeus brasiliensis (Crustacea: Penaeoidea): morfologia
do hepatopancreas e sua relacdo com os metais pesados encontrados no litoral sul do
Espirito Santo. 2011. 185f. Tese (Doutorado em Ciéncias Biologicas - Biologia Celular e
Molecular). Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita
Filho”, UNESP, Rio Claro, SP, 2011.

O hepatopancreas dos crustaceos, também conhecido como glandula digestiva, passa
por modificagdes morfo-funcionais em resposta a fatores como dieta, variagdes de
temperatura, ciclo de muda, estagio reprodutivo e contaminacdo. Este trabalho objetivou
analisar, morfologicamente, através de técnicas de microscopia eletrbnica e de luz, o
hepatopancreas de fémeas adultas do camardo-rosa Farfantepenaeus brasiliensis, em dois
diferentes estagios de desenvolvimento gonadal, coletadas em Guarapari, Espirito Santo,
Brasil, bem como relacionar esta espécie as condicdes ambientais, comparativamente ao
camardo Xiphopenaeus kroyeri. A microscopia eletronica de varredura evidenciou
hepatopéancreas de tamanhos semelhantes nas fémeas com gbnadas desenvolvidas (DE) e
naquelas esgotadas (ES), apresentando-se como um érgao nao-lobado e recoberto por tecido
conjuntivo com poros. Histologicamente, foram identificados cinco tipos celulares nos
tubulos: células E (embrionarias), R (reabsortivas), F (fibrilares), B (vesiculares) e M (basais).
Comparado as DE, o epitélio hepatopancreatico das fémeas ES mostrou-se mais escamoso,
acidofilo, delimitando um amplo Iimen que contem partes das células B e R; nestas, ainda, as
células M estiveram mais evidentes. As células R mostraram escassez em organelas,
mitocdndrias apicais, vacuolos marcados para polissacarideos &cidos, além de gotas lipidicas
vistas principalmente nas fémeas ES. As células F, fortemente marcadas pelo azul de
bromofenol, apresentaram vesiculas de secrecdo préximas as microvilosidades, reticulo
endoplasmatico rugoso bem desenvolvido, em arranjo circular ou com cisternas dilatadas. As
celulas B foram marcadas pela presenca de grandes corpos digestivos com conteddo
polissacaridico neutro, sendo eliminado, posteriormente, no limen tubular. As caracteristicas
observadas permitiu-nos, também, inferir os possiveis estagios de muda nos quais 0s
camardes se encontravam. Ainda que alguns metais pesados estivessem em niveis elevados
nas amostras de agua, tanto em F. brasiliensis como nos individuos de Xiphopenaeus kroyeri
analisados, foram acumulados dentro dos valores permitidos pela legislacdo, indicando-os
apropriados para 0 consumo humano, devido a participacdo do hepatopancreas nos processos
de detoxificacéo.

Palavras-chave: Farfantepenaeus brasiliensis, hepatopancreas, histologia, histoquimica,
ultraestrutura, metais pesados.
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ABSTRACT

NUNES, Erika Takagi. Farfantepenaeus brasiliensis (Crustacea: Penaeoidea):
morphology of the hepatopancreas and its relation to the heavy metals found in the
southern coast of the Espirito Santo. 2011. 185f. Thesis (Ph.D. in Biological Sciences -
Cellular and Molecular Biology). Biosciences Institute, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, UNESP, Rio Claro, SP, 2011.

The hepatopancreas of crustaceans, also known as the digestive gland, undergoes
morphological and functional changes in response to factors such as diet, temperature
variations, moult cycle, reproductive stage and contamination. This study aimed to analyze,
morphologically, by means of electron and light microscopies, the hepatopancreas of adult
females of the pink shrimp Farfantepenaeus brasiliensis at two different stages of gonadal
development, collected in the southern coast of Espirito Santo, Brazil, as well as to relate this
species to the environmental conditions, compared to Xiphopenaeus kroyeri shrimp. The
scanning electron microscopy revealed similar size in the hepatopancreas of females with
developed gonads (DE) and those with exhausted gonads (ES). It presents as a non-lobed
organ covered by connective tissue with pores. Histologically, five cell types were identified
in tubules: E (embryonic), R (reabsorptive), F (fibrillar), B (vesicular) and M (basal).
Compared to those DE females, the hepatopancreas from ES females showed a more flattened
epithelium, acidophilus and delimiting a large lumen which contains parts of R and B cells; in
these, also, the M cells were more evident. R cells showed shortage in organelles, apical
mitochondria, vacuoles marked for acid polysaccharides, and lipid droplets seen mainly in
female ES. F cells were strongly marked by bromophenol blue and presented secretory
vesicles near the microvilli, well-developed rough endoplasmic reticulum in circular
arrangement, or even with dilated cistern. B cells were marked by the presence of large
digestive bodies with neutral polysaccharide content, being later eliminated inside the tubular
lumen. The observed features also allowed us to infer the possible stages of moult in which
the shrimps were. Although some heavy metals were at high levels in the water samples, they
were accumulated in F. brasiliensis and in Xiphopenaeus kroyeri individuals analyzed within
the range allowed by the legislation, thus indicating them suitable for human consumption due
to the participation of the hepatopancreas in detoxification process.

Keywords: Farfantepenaeus brasiliensis, hepatopancreas, histology, histochemistry,
ultrastructure, heavy metals.
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I. INTRODUCAO

CARACTERIZAGCAO REGIONAL E DOS CRUSTACEOS

O litoral sudeste do Brasil (regido limitrofe entre Rio de Janeiro e Espirito Santo) até
a extremidade sul do Rio Grande do Sul é considerado area de transi¢cdo hidroldgica e
faunistica. A condicdo hidrologica é influenciada, principalmente, pela acdo das aguas
quentes da Corrente do Brasil, das aguas frias da Corrente das Malvinas, além de outros tipos
de aguas, 0 que traz como consequiéncia a presenca de espécies de varias origens, além das
endémicas (MELO, 1990). Desta forma, esta area é composta por uma mistura de faunas
oriundas das regides tropicais, subtropicais e subantarticas (SUMIDA; PIRES-VANIN, 1997).

O trecho sul da costa do Estado do Espirito Santo, Brasil, compreende uma area de
2.346 Km?, com litoral de 156 Km de extensédo, correspondendo 38,04% da costa capixaba
(410 Km). A faixa litoranea estende-se desde o canal da Praia da Fruta, divisa dos municipios
de Vila Velha e Guarapari, até o Rio Itabapoama, divisa dos Estados do Espirito Santo e Rio
de Janeiro (IDES, 1999). A regido € dividida politico-administrativamente em seis
municipios: Guarapari, Anchieta, Piuma, Itapemirim, Marataizes e Presidente Kennedy
(IDES, 1999), possuindo como principal atrativo a exuberante costa litoranea englobando 98

praias e 9 pequenas ilhas.
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O taxon Crustacea conta com aproximadamente 67.000 espécies e apresenta a
grande diversidade de organismos entre os Arthropoda (BRUSCA; BRUSCA, 2007)
representado pelos mais populares invertebrados bentdnicos, como os camardes, as lagostas,
0s siris e 0s caranguejos, sendo estes subdivididos em seis classes, 13 subclasses e 47 ordens
(MARTIN; DAVIS, 2001). Segundo De Grave et al. (2009), a ordem Decapoda representa
uma das com maior sucesso adaptativo dentre os crustaceos, com mais de 14.700 espécies

viventes, distribuidas em mais de 2.700 géneros e com ampla distribuicdo mundial.

Os camardes sdo invertebrados muito comuns no ambiente marinho, com espécies
ocorrendo nas regides tropicais e subtropicais e com significativa diminuicdo em direcdo as
regides temperadas e frias (BOSCHI, 2000). Entretanto, segundo Boschi (1963), a
distribuicdo espacial e temporal dos camares depende de varios fatores ambientais como
disponibilidade de alimento, tipo de sedimento, salinidade, profundidade e temperatura. Além
disto, os comportamentos migratorios dentro do ciclo bioldgico da espécie podem influenciar
nesta distribuicdo (DALL et al., 1990).

De acordo com Fiedler (2000), existem trés grupos de decapodos conhecidos como
camardo: 0s Penaeidea (Subordem Dendrobranchiata), os Stenopodidea e os Caridea
(Subordem Pleocyemata). Os Penaeidea possuem branquias dendrobranquiadas e 0s trés
primeiros pereiépodos quelados. As fémeas ndo carregam ovos e as larvas eclodem como
nauplius. Os camardes Stenopodidea também apresentam os trés primeiros pereiopodos
quelados, porém suas branquias sdo tricobranquiadas. Nos camardes Caridea, somente os dois
primeiros pereiépodos sdo quelados e as branquias sdo filobranquiadas. Na época da
reproducdo ambos os grupos Stenopodidea e Caridea, possuem fémeas adultas com ovos

aderidos aos seus pledpodos e as larvas eclodem como zoea (PINHEIRO; HEBLING, 1998).

Os Dendrobranchiata sdo camarfes de pequeno a grande porte, apresentando
importantes componentes dos ecossistemas estuarinos e marinhos, podendo ser encontrados
em aguas muito rasas dos estuarios tropicais até mais de 1000 m de profundidade na regido do
talude continental (FAO, 2006). Burkenroad (1963, 1981, 1983) e Glaessner (1969) definem
Dendrobranchiata com base nos seguintes caracteres: 1) durante o desenvolvimento do
individuo, as pleurobranquias aparecem depois das artrobranquias e das podobranquias; 2) a
pleura do primeiro pereonito é expandida e cobre a segunda pleura; 3) o apéndice interno é
ausente, exceto por vestigios ocasionalmente encontrados no 1° e 2° ple6podos dos machos; 4)

branquias do tipo dendrobranquia; e 5) os trés primeiros pares de pereiopodos sdo quelados.
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Felgenhauer e Abele (1983) incluem ainda outras caracteristicas, tais como: terceiro

maxilipede com sete segmentos, machos com petasma e as fémeas ndo carregam ovos.

Atualmente, a subordem Dendrobranchiata é composta por duas superfamilias, sendo
a Penaeoidea a mais representativa. Estes compreendem cinco familias: Aristeidae,
Benthesicymidae e Solenoceridae, que predominam em aguas profundas, e Penaeidae e
Sicyoniidae, que habitam preferencialmente a plataforma continental (PEREZ-FARFANTE;
KENSLEY, 1997).

A subordem Dendrobranchiata é conhecida por apresentar varias espécies de
camardes que constituem recursos pesqueiros mais frequentes e explorados na costa brasileira
(D’INCAO, 1991). Nas regides Sudeste e Sul do Brasil existem seis espécies de Penaeidae
com elevado valor econdmico: o camardo-rosa (Farfantepenaeus paulensis e F. brasiliensis),
0 branco (Litopenaeus schmitii), o sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri), o camardo-santana ou
vermelho (Pleoticus muelleri) e o barba-ruca ou ferrinho (Artemesia longinaris) (D’INCAQO
etal., 2002).

Esses camarbes sdo considerados como valiosos recursos para pesca e para a
aquicultura nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Pelo seu acentuado valor nutritivo
e gastronémico, os camardes constituem fonte de emprego e renda para milhares de pessoas,
sendo que a pesca apresenta significativa importancia econémica, social e cultural
(BRANCO, 2005).

A pesca dos camardes nas regides sudeste e sul do Brasil é desenvolvida,
principalmente sobre os estoques de camardo-rosa (Farfantepenaeus brasiliensis e F.
paulensis) e de camardo sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri). A distribuicdo geogréfica desses
recursos pesqueiros é bastante ampla e foi estudada por D’Incao (1995). Farfantepenaeus
brasiliensis é encontrado desde o Atlantico Ocidental-EUA até o Brasil (Amapéa até o Rio
Grande do Sul) (COSTA et al., 2003), enquanto F. paulensis distribui-se ao longo da
plataforma continental brasileira a partir de Ilhéus (BA) estendendo-se pela plataforma do
Uruguai até o litoral nordeste da Argentina (D’ INCAO, 1991).

De acordo com Iwai (1978), os camardes-rosa apresentam uma fase marinha e outra
estuarina durante seu ciclo de vida. Na primeira, ocorre a reproducdo e o desenvolvimento
larval, enquanto na outra, ha rapido crescimento dos juvenis que, posteriormente, migraréo

para 0 oceano a fim de completar o ciclo de vida no mar aberto.
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A pesca do camardo-rosa é efetuada sobre esses dois estratos populacionais, com a
captura de juvenis e pré-adultos em areas estuarinas e lagunares (pesca artesanal) e a de
adultos em aguas oceanicas (pesca industrial). O inicio da pesca artesanal na regido €
indefinido, mas os primeiros dados disponiveis sobre a producdo em criadouros datam de
1945, no Rio Grande do Sul. A pesca industrial foi iniciada apés a 1l Grande Guerra, na
década de 40 (VALENTINI et al., 1991a).

O camardo sete-barbas, X. kroyeri, apresenta ampla distribuicdo geografica no
Atlantico Ocidental, ocorrendo desde a Virginia, USA até o Rio Grande do Sul, Brasil; no
Atlantico Ocidental sé ocorre esta espécie do género Xiphopenaeus. O camarao sete-barbas
pode ser capturado em salinidades que variam entre 9 e 36,5 e em profundidades de até 118
metros, mas a espécie é mais abundante entre 5 m e 27 m (HOLTHUIS, 1980; PEREZ-
FARFANTE, 1988; DALL et al., 1990; D’INCAO, 1995). Segundo Oliveira (2005), esta
espécie é o crustaceo de maior importancia comercial da megafauna do norte da costa do

Estado de Sdo Paulo, Brasil, sendo destinado ao consumo humano.

A pesca do camardo sete-barbas ocorre no litoral dos estados do Espirito Santo, Rio
de Janeiro, Sdo Paulo, Parand e Santa Catarina. Os primeiros dados de desembarque
disponiveis provém de Séo Paulo e referem-se ao ano de 1959 (VALENTINI et al., 1991b).

Apesar de seu grande valor econdmico, sdo escassas as publicagfes sobre a
morfologia, fisiologia e bioquimica de X. kroyeri (OLIVEIRA, 2005; FRANSOZO, 2008),
sendo, no Brasil, extensivamente estudadas a sua biologia, dindmica populacional,
distribuicdo geografica e ecologia (CORTES; CRIALES, 1990; NAKAGAKI; NEGREIROS-
FRANSOZO, 1998; FRANSOZO et al., 2002).

A maioria das informacGes disponiveis acerca dos camardes marinhos que ocorrem no
Brasil consiste em dados sobre a biologia e ecologia dos peneideos no litoral do estado de Séo
Paulo (NAKAGAKI; NEGREIROS-FRANSOZO, 1998; MANTELATTO; FRANSOZO,
1999; FRANSOZO et al., 2000; COSTA et al., 2003; COSTA; FRANSOZO, 2004; CASTRO
et al., 2005; CASTILHO et al., 2007; entre outros) e na regido sul do Brasil (FONTOURA,;
BUCKUP, 1989; D’ INCAO, 1991; D’ INCAO et al., 1998; GONCALVES; FONTOURA,
1999; PEIXOTO et al., 2002; SOARES et al., 2004; SOARES et al., 2005; DUMONT et al.,
2007, entre outros), sendo praticamente inexistente na literatura trabalhos sobre esses

organismos no litoral sul capixaba.



Introdugdo

O SISTEMA DIGESTORIO — HEPATOPANCREAS

O sistema digestdrio, responsavel por promover a digestdo do alimento ingerido,
consiste basicamente em uma estrutura tubular, o tubo digestério, que, em Decapoda,
apresenta duas aberturas (boca e anus) e é dividido em trés partes principais: intestino
anterior, intestino médio e intestino posterior. De maneira geral, o intestino anterior é
composto pelo es6fago e uma grande parte do estdbmago, onde estdo presentes as partes
responsaveis pela mastigacédo e filtracdo (CECCALDI, 1989). O intestino médio, regido sem
revestimento de quitina, desempenha funcgdo nas Gltimas fases do ciclo digestivo: completa a
quebra do alimento através de enzimas digestivas; absorve, transporta para 0 sangue e
armazena os produtos da digestdo; remove material residual na forma de fezes; mantém o
balanco hidrico e salino; detoxifica metais e substancias organicas estranhas, etc (ICELY;
NOTT, 1992). Ja o intestino posterior, assim como o anterior, € um tubo quitinoso
praticamente reto que recebe as particulas ndo aproveitadas e se dilata posteriormente no reto,
terminando no anus (CECCALDI, 1989).

O hepatopancreas domina o intestino médio tanto em volume como em
complexidade (ICELY; NOTT, 1992), representando de 2 a 6% do peso corpéreo total
(CECCALDI, 1989), sendo entdo considerado a maior glandula digestiva dos crustaceos. Ele
desempenha fungdo importante na assimilacdo de nutrientes e, provavelmente, representa a
provisdo de reserva de energia utilizada para o crescimento e metabolismo dos animais
(DALL; MORIATY, 1983), sendo também denominado de: figado, pancreas, glandula do
intestino médio, glandula gastrica, glandula digestiva, cecos anteriores, diverticulo digestorio,
6rgdo digestivo, glandula intestinal média e hepatopéancreas (GIBSON; BARKER, 1979).
Apesar disto, em 1974, van Weel sugeriu que o hepatopancreas teria muitas funcgoes
diferentes do papel fisioldgico do figado (hepato) e do pancreas de vertebrados e que esta
regido do intestino médio deveria, de forma mais adequada, ser chamada glandula do intestino
médio. Porém, de acordo com Dall e Moriaty (1983) esta nova terminologia € improvavel que
seja aceita.

Anatomicamente, o hepatopancreas € bem desenvolvido e similar na maioria dos
decédpodos (GIBSON; BARKER, 1979) e forma uma rede complexa de ductos e tubulos que
terminam em fundo cego ocupando a maior parte da cavidade cefalotoracica (GIBSON;
BARKER, 1979; FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009). De maneira geral, cada metade
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deste 6rgdo abre-se no interior do trato digestorio via ductos principais; cada ducto divide-se
em ductos secundarios e terciarios até terminar em tabulos que constituem a massa glandular
(CECCALDI, 1989).

Na maioria dos decapodos, ele forma um par de glandulas ocupando ambos os lados
do estbmago (CECCALDI, 1989), mas o numero de lobos pode variar entre as diferentes
espéecies (ICELY; NOTT, 1992), sendo descrita a presenca de apenas um lobo em cada
metade do hepatopancreas em Penaeus sp (VOGT, 1985; LOVETT,; FELDER, 1989) e
Caridina laevis (PILLALI, 1960).

A coloracdo do hepatopancreas varia de marrom a vermelho, verde, amarelo, azul,
dependendo principalmente das reservas armazenadas. |- caroteno, zeaxantina e astaxantina
séo pigmentos encontrados (CECCALDI, 1989).

Os tubulos hepatopancreaticos podem estar divididos nas regifes: distal, média e
proximal, relativas ao trato digestorio principal (VOGT et al., 1989). Internamente, esses
tubulos estdo revestidos por um epitélio colunar simples (FACTOR; NAAR, 1985; ICELY;
NOTT, 1992; BRUNET et al., 1994; CORREA Jr. et al., 2002) e, em decépodos, quatro tipos
celulares tém sido identificados no epitélio deste 6rgdo: embrionéaria (E), reabsortiva (R),
fibrilar (F) e vesicular (B), de acordo com o esquema proposto por Jacobs (1928) e Hirsch e
Jacobs (1928) para o hepatopéancreas da lagosta de agua doce Astacus leptodactylus. A
localizacdo destas células € varidvel ao longo do comprimento do tdbulo hepatopancreatico,
sendo as células E encontradas na porcdo distal e as R, ocorrendo na extensdo do tubulo
(ICELY; NOTT, 1992; CORREA Jr. et al., 2002).

As células E sdo indiferenciadas e responsaveis pela reposi¢do celular do tubulo
hepatopancreatico uma vez que sao capazes de sofrer mitoses. As F tém como papel principal
a sintese e secrecdo de enzimas durante algumas fases do ciclo alimentar (ICELY; NOTT,
1992), enquanto que as B exercem papel na digestdo intracelular (AL-MOHANNA; NOTT,
1986). Ja as células R tém como fungdes a absorcdo de particulas do lumen hepatopancreatico
e a estocagem do material na forma de glicogénio e de lipidios no citoplasma (AL-
MOHANNA; NOTT, 1989; ICELY; NOTT, 1992).

A presenga de mais um tipo celular, a célula M, tem sido registrada para alguns
decapodos inferiores (AL-MOHANNA et al., 1985b; VOGT, 1985; PILLAI, 1960,
PETERLE, 2011) e, brevemente descrita, para espécies superiores (HIRSCH; JACOBS, 1928;
REDDY, 1938; FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009). Esta célula, encontrada em
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menor ndmero, estd dispersa ao longo do tubulo, mas restrita a por¢do basal do epitélio, ndo

mantendo contato com o limen do hepatopancreas (ICELY; NOTT, 1992).

Diversos modelos tém proposto uma seqiiéncia para a diferenciacdo destas células. O
modelo mais aceito € o de Hirsch e Jacobs (1930) que propde que as células R e F séo
derivadas, separadamente, das células E, sendo as B originadas a partir da diferenciacdo das
células F. Apesar disto, Vogt (1985) apoia-se no modelo proposto por Ogura (1959), no qual
cada tipo celular desenvolve-se independentemente das células E.

Ao redor de cada tubulo hepatopancreatico, ha finas fibras musculares circulares e
longitudinais responsaveis pelo peristaltismo que permite 0o movimento de liquidos e de
células pelo 6rgdo. Sobre a circulacdo, é sabido que a artéria hepatica, apds deixar a regiao
antero-ventral do coracdo, divide-se em dois ramos que leva a hemolinfa em direcdo a
glandula digestéria, mantendo esta intima relacdo com a circulacdo hemolinfatica geral.
Entretanto, a inervacao detalhada deste 6rgao é pouco conhecida (GIBSON; BARKER, 1979;
CECCALDI, 1989).

O hepatopéncreas é considerado um indicador do metabolismo, da fase de ecdise, da
condi¢do nutricional e da presenca de doencas em vérias espécies de decapodos (AL-
MOHANNA; NOTT, 1989; BAUTISTA et al., 1994; ROSAS et al., 1995). Assim, a analise
histoldgica do hepatopancreas tem sido aplicada para demonstrar a condi¢do nutricional em
culturas de camardes (REDDY et al., 1999; GIMENEZ et al., 2004).

Al-Mohanna e Nott (1989) apontam, ainda, que 0s pesos totais do hepatopancreas e
das reservas organicas e inorganicas ficam reduzidos durante a muda e aumenta apds o
periodo de intermuda, visto que sofrem influéncias diretas da alimentacdo e da inanicéo
(VOGT et al. 1985; STORCH; WELSCH, 1977; ICELY; NOTT, 1992). Além disto, pelo fato
da glandula digestiva ser o maior centro de reservas em decdpodos (GIBSON; BARKER,
1979), acredita-se que este 6rgao colabore para o desenvolvimento gonadal, visto que reservas

de tecidos somaticos sdo transferidas durante a gametogénese (LAWRENCE, 1976).

Entretanto, excetuando o recente estudo de Peterle (2011) com o hepatopéancreas de
fémeas de Xiphopenaeus kroyeri, raros sao os trabalhos que utilizaram a morfologia para
caracterizar este Orgdo das espécies de camarGes marinhos relacionando-o com o

desenvolvimento das gonadas.
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BIOMONITORAMENTO

Nos ultimos anos, as atividades antropoldgicas, juntamente com a grande expansdo
industrial, tem acarretado grande degradacdo ambiental, causando prejuizos, principalmente,
nos recursos hidricos devido & geracdo e despejo de residuos. Como consequéncia, fica

comprometida a manutencédo da biodiversidade aquatica bem como do préprio ser humano.

De acordo com Sousa (2002), a ecotoxicologia aquéatica tem por objetivo estudar os
efeitos das diversas substancias quimicas e de outros materiais, sejam eles de origem
antropogénica ou natural, em determinado organismo. Estes efeitos podem causar desde
pequenas mudancas de comportamento, alteracdes do crescimento e/ou da reproducdo, até a

morte a curto e longo prazo.

Os organismos aquaticos se encontram em ambientes que apresentam elementos
naturalmente diluidos, inclusive poluentes. Normalmente, devido a sua diluicdo, os efeitos
dos poluentes aquaticos ndo podem ser imediatamente reconhecidos nos organismos, tendo-se
dificuldade de compreender quais sdo suas implicacfes no ambiente (BLOCKWELL et al.,
1998).

Nos ultimos anos, inimeras técnicas vém sendo empregadas em estudos ambientais
para a analise das consequéncias causadas nos organismos devido a presenca de poluentes.
Estas ferramentas foram desenvolvidas a fim de se avaliar alteracGes bioquimicas, celulares,
histoldgicas, fisiolégicas e comportamentais resultantes da exposi¢do a substancias danosas
aos organismos vivos coletados em campo ou expostos em laboratério. Dentre elas, pode-se
citar: a analise das células micronucleadas, a deteccdo de quebras no DNA através do ensaio
do cometa, a deteccdo de alteracBes morfologicas com técnicas de histopatologia, técnicas
estas utilizadas no trabalho de David (2007).

Segundo Sunila (1987) apud David (2007), as analises histopatoldgicas fornecem
informacdes sobre a saude geral dos animais e sobre modificagdes teciduais especificas para
os diferentes contaminantes. O mesmo autor sugere que quando estudos histopatolégicos sao
utilizados em programas de monitoramento, as alteragfes observadas devem ter um
significado ecoldgico, devendo representar um efeito adverso no crescimento, reproducéo ou

na sobrevivéncia do individuo e da populagéo.

Torreblanca et al. (1987), Patil e Kaliwal (1989) e Soegianto et al. (1999a) observaram

os efeitos histoldgicos de metais pesados como necrose do epitélio branquial, melanizacéo e
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outros efeitos histopatélogicos em algumas espécies de crustaceos expostos a concentracoes

diferentes de chumbo, zinco e cadmio.

Apesar disto, estudos sobre biomonitoramento utilizando espécies de decapodos sao
raros. Recentemente, Martins et al. (2006) analisaram a acdo de detergentes domesticos na
glandula digestoria, na embriogénese e na biologia reprodutiva do camardo de agua doce
Macrobrachium olfersi e demonstraram que tais produtos freqlentes nos efluentes urbanos
influenciam o repertdrio comportamental, a reproducéo e o desenvolvimento embrionario das

espécies nativas de palemonideos.

Trabalho utilizando técnicas ultraestruturais foi realizado por Gregory et al., em 2002,
com filamentos branquiais de Perna perna expostos ao mercurio onde foram mostradas

alteracdes que, quando o bivalve manteve-se na auséncia do metal, puderam ser revertidas.

A utilizacdo do hepatopéancreas nas pesquisas ecotoxicoldgicas tem despertado grande
interesse da comunidade cientifica devido a sua sensibilidade a poluentes solGveis em aguas.
Recentemente, Frias-Espericueta et al. (2008) submetendo jovens de Litopenaeus vannamei a
diferentes concentragcdes de cobre verificaram a influéncia deste elemento quimico tanto nas
branquias como no hepatopancreas, tendo encontrado mudancas estruturais que demonstraram

a aplicabilidade destes 6rgdos como indicadores de poluicdo por metais pesados.

A organizacao celular do hepatopancreas reflete suas fungdes primarias, tais como:
secretoria, de absorcdo, digestoria e excretdria. As alteracdes histologicas podem ser
indicativas de perdas dessas diferentes fungdes, visto que o hepatopancreas é o maior 6rgdo de
armazenamento de elementos toxicos, sendo alvo nos crustaceos quando estes sdo expostos a
ambiente aquaticos poluidos. Alguns exemplos relacionados a funcdo do hepatopancreas na
detoxificacdo de poluentes, inclui a captura de elementos transuranicos pelos granulos de
fosfato de calcio nas células R de Cancer pagurus (GUARY; NEGREL, 1981 apud ICELY;
NOTT, 1992), a desativacdo do inseticida dimetoato pelo reticulo endoplasmatico das células
F de Penaeus monoton (VOGT, 1987) e a remoc¢do de metais injetados na hemocele por
diferentes rotas pelas células R e F de Austropotamobius pallipes (LYON; SIMKISS, 1884
apud ICELY; NOTT, 1992) e Orconectes propinquus (ROLDAN; SHIVERS, 1987 apud
ICELY; NOTT, 1992).

Desta forma, trabalhos de monitoramento ecologico utilizando estruturas vitais de
crustaceos sdo de suma importancia, visto que esses organismos sdo sensiveis as alteracdes

ambientais, podendo assim ser considerados indicadores de contaminacdo aquatica
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(RINDERHAGEN et al., 2000), auxiliando em trabalhos que visam identificar ambientes

alterados, com fins de preservacao e manutencao do equilibrio tréfico.

Em 2004, Alves-Costa e Costa verificaram o0s niveis de metais pesados no camarao-
rosa Farfantepenaeus brasiliensis na enseada de Ubatuba, S&o Paulo, em periodo que na
regidao, segundo Mantelatto et al. (1999), ha altos niveis de cobre, cddmio, cromo, chumbo e
zinco o que coincide com a alta temporada, proporcionando um aumento da acdo antrépica
local (MANTELATTO; FRANSOZO, 1999). Apesar disto, Alves-Costa e Costa (2004)
encontraram nos juvenis concentragdes de metais abaixo daquelas consideradas letais e
toleraveis para outras espécies, demonstrando que apesar de contaminada, a regido de

Ubatuba ainda fornecia condi¢6es de vida para 0s organismos.

Em estudo semelhante, Frias-Espericueta et al. (2009), utilizando espectrofotometria,
verificaram concentragdes de Cd, Pb e Zn nos musculos e no hepatopancreas de camardes
Litopenaeus vannamei do noroeste do México, regido esta contaminada por residuos da
agricultura, da inddstria e por efluentes urbanos, niveis comparaveis ou menores que 0S
encontrados em outros crustaceos de diferentes regides geograficas e também menores que 0s
limites comerciais permitidos, ndo oferecendo, portanto, riscos a saide humana, no caso de

consumao.

Deve-se considerar, entretanto, que todos os animais invertebrados acumulam, em
seus tecidos, metais provenientes tanto do meio aquatico como dos alimentos, sendo ou nédo
estes essenciais para 0 metabolismo (RAINBOW, 2002). Além disto, invertebrados aquaticos
diferentes, ainda que vivam em mesmo habitat, podem ter concentragcbes muito diferentes de
metais traco (PHILLIPS; RAINBOW, 1994), mesmo entre taxons intimamente relacionados
até espécies de mesmo género (MOORE; RAINBOW, 1987; RAINBOW, 1998).

Estes elementos tem o potencial de ligar-se a muitas moléculas, apresentando, segundo
Nieboere Richardson (1980), afinidade principalmente por enxofre e nitrogénio. Desta forma,
muitos aminoacidos presentes nas células e que possuem estes elementos em sua constituicao
podem apresentar sitios de ligacdo aos metais traco (RAINBOW, 1997), fazendo estes,
potencialmente toxicos e prevenindo as moléculas de atuarem em seu papel metabdlico

normal.

Apesar disto, muitos deles ndo podem ser excretados imediatamente ou serem
detoxificados por desempenharem funcdes essenciais no metabolismo, como exemplos: 0

zinco que é componente chave de muitas enzimas e o cobre que € parte funcional da proteina
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respiratéria hemocianina encontrada em certos moluscos e artropodos, particularmente
crustdceos malacostracas (RAINBOW, 2002). Assim, certa quantidade de cada metal
essencial é necessaria no corpo, sendo possivel uma estimativa teorica destas (RAINBOW,

1993) e, em caso de acumulagéo superior, tem o potencial de ser toxico.

Ja aqueles metais ndo-essenciais como o cadmio, chumbo ou mercurio, ndo tem
quantidade minima necessaria e precisam ser imediatamente excretados ou detoxificados
(RAINBOW, 2002).

Um ponto a ser considerado sobre a importancia das concentracdes de metais traco
acumuladas é o potencial destes serem transferidos ao longo da cadeia alimentar. Estes ndo
sdo, como regra, bioacumulados ao longo das cadeias, sendo a concentracdo de cada nivel
tréfico determinada pelo padrdo de acumulacdo de uma espécie particular neste nivel tréfico,
ndo sendo impossivel, entretanto, haver trés organismos ao longo da cadeia alimentar com

acumulacdo crescente de metais traco (RAINBOW, 2002).

Considerando os diversos fatores acima expostos, o presente trabalho buscou, por
meio de analises morfoldgicas, descrever detalhadamente a estrutura do hepatopancreas do
camardo peneideo Farfantepenaeus brasiliensis, caracterizando, morfofisiologicamente, este
orgdo de importancia vital. Ademais, devido a caréncia de estudos utilizando os decapodos no
biomonitoramento, verificou-se a presenca de metais pesados nestes camardes-rosa
comparativamente aos camardes-sete-barbas Xiphopenaeus kroyeri, ambos provenientes do

litoral sul do Espirito Santo, Brasil, bem como em amostras de agua destes locais.
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Il. OBJETIVOS

O presente projeto investigou e caracterizou a estrutura do hepatopancreas dos
camardes-rosa Farfantepenaeus brasiliensis encontrados no litoral sul do Espirito Santo, bem
como verificou a presenca de metais pesados nesta espécie e em Xiphopenaeus kroyeri,

peneideos de grande importancia econdmica.

Objetivos especificos:

» Caracterizar histologica e ultraestruturalmente o hepatopancreas das fémeas

adultas de camardes-rosa Farfantepenaeus brasiliensis;

» Verificar a presenca de célcio, proteinas, carboidratos e lipidios nas células
hepatopancreaticas em fémeas adultas desta espécie de camardo-rosa, sob

microscopia de luz;

» Avaliar o grau de contaminacdo quimica da agua nos diferentes pontos

amostrados;

» Verificar a concentragdo dos metais pesados nos individuos desta espécie e de
Xiphopenaeus kroyeri, buscando comparar 0s niveis de bioacumulacdo nestes

animais e identificar uma ferramenta para analise ambiental.
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I1l. MATERIAL E METODOS

I11.1. Coleta, Identificacdo, Mensuracéo e Sexagem dos camardes

I11.1.1. Metodologia de Coleta

As coletas dos camar@es das espécies Farfantepenaeus brasiliensis e Xiphopenaeus
kroyeri foram realizadas em Guarapari-P1 (S20°41°259”) e Marataizes-P2 (S20°59°377”),
respectivamente, sendo ambos os pontos localizados no litoral sul do Espirito Santo (Fig. 1).
Para tal, utilizou-se uma embarcacdo modelo saveiro médio equipada com rede de arrasto do
tipo “otter trawl”, percorrendo uma extensdo de aproximadamente dois quildmetros e com

duracdo de cerca de 30 minutos cada arrasto.

As amostras de agua de fundo foram obtidas em cada transecto utilizando-se uma
garrafa de Van Dorn. As coordenadas dos pontos médios dos transectos foram obtidas com o
auxilio de um GPS (Global Positioning System).
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Figura 1. Locais de coleta no litoral sul do Espirito Santo, Brasil: Guarapari (P1)
e Marataizes (P2).

Ao final de cada coleta, as redes foram recolhidas ao convés e todos os animais dos
géneros Farfantepenaeus e Xiphopenaeus foram triados e sexados com base na morfologia
dos caracteres sexuais secundarios, tais como, a abertura dos gonéporos feminino e masculino
(localizado no 3° e 5° par de pereiopodos, respectivamente), presenca do télico (fémea) e
petasma (macho) e pela visualizagdo do ovério através de transparéncia da carapaca.

Mensura¢Ges com uso de um paquimetro (0.01 mm) foram feitas para analise do
comprimento da carapaca (CC) que compreende a distancia entre a regido intraorbital ao
ponto mediano da margem posterior desta, sendo consideradas fémeas adultas aquelas com
CC superior a 20-22 mm. A determinacdo da maturidade sexual das fémeas foi realizada por
meio dos estagios gonadais seguindo os padrdes descritos por Bauer e Lin (1994), sendo para
as analises morfologicas, separadas as fémeas em estagio gonadal esgotado e desenvolvido.

Foram consideradas fémeas desenvolvidas aquelas cujas gonadas, ocupando o cefalotérax e
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abdémen, apresentavam coloracdo verde escura e, esgotadas, aquelas com gonadas flacidas,

de cor amarelo-claro, ocupando apenas o cefalotérax.

Alguns exemplares foram colocados em sacos plasticos, etiquetados e
acondicionados em caixa de isopor contendo gelo picado, e posteriormente, transportados
para o laboratorio do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo,
CCAJ/UFES, em Alegre-ES, onde permaneceram congelados até as analises de concentracao
de metais pesados.

Apds a andlise do material biologico, 10 individuos de cada espécie foram
acondicionados em frascos contendo alcool 70% e devidamente etiquetados, constituindo

parte da colec¢do cientifica da UFES — Alegre/ES.

C A, Fransozo

Figura 2. Camardo-rosa da espécie Farfantepenaeus brasiliensis (COSTA et. al,

2003, com permiss&o).

Figura 3. Camardo-sete-barbas da espécie Xiphopenaeus kroyeri (COSTA et. al.

2003, com permisséo).
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I11.2. Analise Microscopica

Aproximadamente 30 camardes F. brasiliensis, apos anestesia a frio, tiveram o
hepatopancreas retirado e fixado ainda no local de coleta e, posteriormente, transportados para
os laboratdrios de Histologia e de Microscopia Eletrdnica da UNESP- Rio Claro/SP para

processamento e analise.

111.2.1. Microscopia de Luz

Processamento do Material para Histologia e Histoquimica

Para as analises em microscopia de luz, a fixacdo do material foi realizada em
solucdo especifica para cada técnica. Para a aplicacdo da técnica histoldgica (Hematoxilina-
Eosina), o hepatopéncreas foi fixado em paraformaldeido 4% durante 24 horas. Para os
estudos histoquimicos, foi fixado, durante 24 horas, em paraformaldeido 4%, formol célcio e
Bouin aquoso para a deteccdo de proteinas (azul de bromofenol) e célcio (von Kossa), lipidios
(azul do Nilo e Baker) e de polissacarideos (PAS/Azul de alcian), respectivamente.

Apos a fixagdo, o material foi desidratado em banhos de 30 minutos cada em séries
de &lcoois em concentragbes de 70-95% e transferido para resina de embebicdo onde
permaneceu por 24 horas. A inclusdo foi realizada em resina Leica e os blocos, depois de
polimerizados em estufa (37°C), foram seccionados em micrétomo Leica RM 2145. As
seccOes de 4um de espessura foram recolhidas em Iaminas de vidro, colocadas em estufa a
37°C e submetidas a coloragdo pelas técnicas a seguir:

111.2.1.1. Analise Histoldgica

111.2.1.1.1. Técnica da Hematoxilina de Harris - Eosina Aquosa (Segundo JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983):

As laminas foram coradas com hematoxilina de Harris durante 10 minutos, lavadas em

agua corrente por 5 minutos, para retirada do excesso e rea¢do do corante e, a seguir, coradas
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com eosina durante 5 minutos. Apds nova lavagem em agua corrente, as laminas foram secas

a temperatura ambiente, montadas em balsamo do Canada para a observacao.

111.2.1.2. Analise Histoquimica

111.2.1.2.1.  Azul de bromofenol para deteccdo de proteinas totais (Segundo
JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)

As laminas foram coradas pelo azul de bromofenol durante 2 horas, a temperatura
ambiente. Logo apo6s, foram lavadas com 4acido acético 0.5% por 5 minutos e com agua
corrente por 15 minutos e, a seguir, foram passadas rapidamente por solucdo de alcool
butilico, diafanizadas em xilol e montadas em balsamo do Canada.

111.2.1.2.2. Técnica de Baker para deteccéo de lipidios (Segundo BAKER, 1946)

As laminas foram tratadas com bicromato de calcio por 18 horas, lavadas varias vezes
em agua destilada e a seguir, foram mantidas em hemateina &cida por 5 horas, a temperatura
ambiente. Posteriormente, foi realizada a diferenciacdo em mistura Weigert 1%. Apds
lavagem em &gua destilada por varias vezes, as laminas depois de secas, foram montadas com

gelatina glicerinada.

111.2.1.2.3. Técnica simultanea do Acido Periodico-Schiff (PAS) e do Azul de Alcian
para deteccdo de polissacarideos neutros e &cidos (Segundo JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983)

As laminas foram coradas com Azul de alcian pH 2.5 durante 30 minutos e,
posteriormente, lavadas com agua destilada. A seguir, foram colocadas em acido periddico
1% durante 5 minutos e passadas por nova lavagem em agua destilada. Ficaram no reagente
de Schiff por 30 minutos, no escuro, e foram submetidas a lavagem em agua sulfurosa por 1
minuto e em &gua corrente por 10 minutos. Logo apos, permaneceram na hematoxilina por 2
minutos e foram lavadas em &gua para reagdo. Apos a secagem, foram diafanizadas em xilol e

montadas em Balsamo do Canada.
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111.2.1.2.4. Von Kossa para detec¢do de célcio (Segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
1983)

As laminas foram deixadas por 20 minutos em nitrato de prata e, posteriormente,
lavadas em agua corrente. Ficaram durante 2 minutos em revelador D72 e, em seguida, em
solucgéo de tiossulfato por 5 minutos. A contra-coloracao foi realizada com hematoxilina por 6
minutos. Apds a lavagem em agua, as ldminas foram secas e montadas em bélsamo do Canada
apos a diafanizacdo em xilol.

Depois de aplicadas todas as técnicas, as laminas colocadas em suportes de madeira
foram mantidas em estufa para secagem, excetuando-se aquelas montadas em gelatina

glicerinada.

111.2.2. Microscopia Eletronica

111.2.2.1. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) - Rotina

Fragmentos do hepatopancreas de aproximadamente 15 fémeas de F. brasiliensis, nos
estagios desenvolvido e esgotado foram fixados em solugdo de glutaraldeido 2.5% em tampao
cacodilato de s6dio 0.1M (pH 7.2) durante 24 horas, a 4°C. A seguir, passaram por duas
lavagens de 15 minutos cada em solucdo tampao cacodilato de sddio 0.1M. A pdés-fixacdo foi
realizada em tetroxido de 6smio 1% em solucéo tampédo cacodilato de sédio 0.1M durante 2
horas, a temperatura ambiente, no escuro. Posteriormente, 0 material passou por mais duas
lavagens de 15 minutos cada em solucdo tampdo de cacodilato de sddio 0.1M e foi
contrastado em solucéo de acetato de uranila 2% com acetona 10%, por 2 a 4 horas no escuro.

A desidratacdo foi realizada em série crescente de acetona 50% a 95% e 100% duas
vezes, com duracdo de 5 minutos cada. Logo ap6s, 0 material permaneceu em mistura de
acetona e resina na proporcao de 1:1 por 12 horas. O material foi incluido em resina pura com
catalisador e colocado em estufa a 60°C por um periodo de 48 horas. Depois de polimerizados
os blocos, foram feitas as sec¢des ultrafinas, posteriormente, estas foram coletadas em grades
de cobre e contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo durante 45 e 10 minutos,

respectivamente.
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As analises foram feitas sob Microscopio Eletrénico de Transmissdo PHILLIPS 100

TEM, seguida da documentacdo fotografica.

111.2.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Cerca de cinco hepatopancreas de F. brasiliensis, depois de retirados, foram fixados
em solucdo de Karnovsky por 24 horas. Posteriormente, foram submetidos a desidratacdo em
série crescente de banhos com acetona 50%, 75%, 90%, 95% e 100% duas vezes, com
duracdo de 30 minutos cada. Em seguida, o material foi submetido ao ponto critico e depois
colado em suporte de aluminio, onde recebeu camadas alternadas de ouro e de carbono.

Apobs o recobrimento, o material foi levado ao Microscopio Eletronico de Varredura
PHILIPS 505 SEM, para analise e documentacéo fotogréafica.

111.3. Avaliagdo da Contaminacio Quimica da Agua por Metais Pesados

A coleta e preservacao das amostras de agua foram de acordo com a recomendacéo do
Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo (2008), para verificacdo da presenca de metais pesados.

Estas foram preservadas com HNO3; a um pH aproximado de 2, mantidas em garrafas
do tipo PET e refrigeradas a 4°C. Posteriormente, foram transportadas para o Centro de
Pesquisas de Aguas subterraneas (CEPAS) do Instituto de Geociéncias da Universidade de
Sdo Paulo (USP) para a verificacdo dos niveis dos elementos quimicos Cu, Zn, Cd, Cr e Pb,
sob Espectrofotdmetro de Absorcdo Atémica GBC 932B Plus, tendo, cada amostra, um
volume minimo de 150mL. A leitura foi realizada em triplicata, sendo determinada a média

das leituras.

I11.4. Avaliacdo da Concentragéo Biologica de Metais Pesados

Para a avaliacdo da concentracdo de metais pesados, os camardes foram transportados
para o0 Laboratério de Analise Mineralogica do Departamento de Solos da Universidade
Federal de Vigosa- UFV para leitura sob Espectrofotometria de Absor¢do Atdmica por Chama
(FAAS).
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No laboratério, 15 camardes inteiros de F. brasiliensis e 25 de X. kroyeri foram
divididos em 5 subamostras, sendo cada uma submetida a secagem em estufas de circulagédo
forcada, durante 72horas, a temperatura de 68-72°C. A seguir, as amostras foram pesadas em
balancas de precisdo, moidas em moinho de facas de ago inox para homogeneizacao, e
acondicionadas em frascos de vidro.

Cada amostra foi submetida a digestdo nitrico-perclérica para determinacdo dos teores
de Mn, Zn, Cu, Cr, Cd e Pb. Para isto, 0.5 g do material moido foi colocado em tubos de
digestdo, onde 10 mL da mistura de acido nitrico e &cido perclérico (4:1) foram adicionados,
dentro de capela de exaustdo. Posteriormente, as amostras foram deixadas sobre chapa quente
pré-aquecida a 80°C, até atingir, gradativamente, 200°C, tornando-se cristalina. Apds o
esfriamento, foi completado o volume para 25 mL com &gua deionizada.

As amostras padrdes utilizadas para calibracdo deste equipamento foram produzidas a
partir de solucBes estoques com concentragdes da ordem de 1000 (+0,3%) ppm, sendo,

posteriormente, realizada a leitura da concentragéo de cada um dos elementos.

A comparacdo dos niveis de metais pesados encontrados nas amostras de agua das
duas localidades, assim como entre estas e os camardes provenientes de cada ponto, foi
realizada mediante ao teste F, completada com o teste T, ao nivel de significancia de 5% de
probabilidade (¢=0,05) (ZAR, 1996).
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IVV. RESULTADOS

Os resultados obtidos foram apresentados na forma de artigos, contemplando cada um
deles diferentes aspectos focalizados no presente estudo, com a finalidade de atingir os

objetivos propostos.

Os artigos serdo enviados para revistas especializadas e tém como denominagao

“capitulo”, sendo organizados da seguinte forma:

Capitulo 1:
Comparacdo morfo-funcional do hepatopécreas de fémeas do camardo-rosa Farfantepenaeus
brasiliensis (Crustacea, Decapoda, Penaeoidea) em dois estdgios de desenvolvimento

gonadal.

Capitulo 2:
Caracterizacdo histoquimica do hepatopancreas de fémeas adultas do camardo-rosa
Farfantepenaeus brasiliensis (Crustacea, Decapoda, Penaeoidea) coletadas no litoral sul do

Espirito Santo.
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Capitulo 3:
Ultraestrutura das células R, F e B do epitélio hepatopancreadtico de camardes-rosa
Farfantepenaeus brasiliensis (Crustacea; Decapoda; Penaeoidea) coletados no litoral sul do

Espirito Santo, Brasil.

Capitulo 4:
Niveis de metais pesados nas aguas e em camardes Xiphopenaeus kroyeri e Farfantepenaeus

brasiliensis (Crustacea, Decapoda) do litoral sul do Espirito Santo, Brasil.
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CAPITULO 1

Comparacdo morfo-funcional do hepatopéacreas de fémeas do camar&o-rosa
Farfantepenaeus brasiliensis (Crustacea, Decapoda, Penaeoidea) em dois estagios de

desenvolvimento gonadal

Morphofunctional comparison of the hepatopancreas of females of Farfantepenaeus
brasiliensis (Crustacea, Decapoda, Penaeoidea) pink shrimp at two stages of gonadal

development
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RESUMO

O hepatopancreas, também conhecido como glandula do intestino médio ou glandula
digestiva, de fémeas Dendrobranchiata Farfantepenaeus brasiliensis, em dois diferentes
estagios de desenvolvimento, foi morfologicamente descrito. O hepatopancreas desta espécie
de camardo é um 6rgdo compacto, nao-lobado, recoberto por um tecido conectivo dotado de
poros que permitem o contato e as trocas com o conteddo da hemolinfa. Na microscopia
eletrbnica de varredura nenhuma diferenca é vista no que diz respeito ao tamanho e
constituicdo glandular entre fémeas com gb6nadas desenvolvidas e aquelas com gbénadas
esgotadas. Cinco tipos de células, diferentemente distribuidas ao longo do tdbulo em fundo
cego, sao vistas no hepatopancreas funcional: E (embrionarias), R (reabsortivas), F
(fibrilares), B (vesiculares) e M (basais). Em microscopia de luz, as fémeas com gbnadas
desenvolvidas mostram o hepatopancreas com um epitélio mais alto, assim como comumente
descrito para outros decapodos: células E fracamente basdfilas e localizadas na porcdo distal
do tubulo; numerosas células R com secrecdo apdcrina e citoplasma multivacuolizado; células
F, basofilas e com papel na sintese e secrecdo de proteinas; células B com um grande vacuolo
apical e, algumas vezes, liberando seu contetdo acidéfilo em direcdo ao Iimen; e células M
localizadas na regido basal. O epitélio dos tubulos hepatopancreéaticos de fémeas com génadas
esgotadas é mais baixo, mais acidofilo e delimita um grande Iimen, onde podem ser vistos
partes do citoplasma das células R e B. Neste estagio, as células M sdo as mais evidentes. Em
geral, as células mostram alteracdes histoldgicas e algumas vezes, uma lamina basal com
dobras e retracdo de epitélio. Os resultados observados permitiram relacionar também com o
estdgio de muda dos camarfes, levando-nos a inferir que as fémeas com gbnadas
desenvolvidas estdo provavelmente na fase final da p6s-muda ou inicio da intermuda, quando
reservas serdo transferidas para os ovécitos que estdo em desenvolvimento, enquanto aquelas
com gobnadas esgotadas, no final da fase de intermuda ou na fase de pré-muda, quando a
reserva nutritiva € liberada do hepatopéancreas para possivelmente ser usada nos processos de
formacdo da nova carapaca e/ou em outras ativadades metabolicas.

PALAVRAS-CHAVE: Farfantepenaeus brasiliensis, hepatopancreas, glandula digestiva,

histologia, ultramorfologia, glandula do intestino medio.
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ABSTRACT

The hepatopancreas also known as midgut gland or digestive gland of the
dendrobranchiata Farfantepenaeus brasiliensis females at two different gonadal development
stages was morphologically described. The hepatopancreas of this shrimp species is non-
lobed compact organ and recovered by a connective tissue endowed with pores that permit
contact and changes with haemolymph content. At scanning electron microscopy level no
difference is seen in relation to size and to gland constitution between females with developed
gonad and those with exhausted one. Five cells types differently distributed along the blind-
ended tubules are seen dominating the functional hepatopancreas: E (embryonic), R
(reabsorptive), F (fibrillar), B (vesicular) and M (midget). At light microscopy, females with
developed gonad show hepatopancreas with a higher epithelium as commonly described to
other decapods: E cells slightly basophilic and and located at distal portion of the tubule;
numerous R cells with apocrine secretion and multivacuolated cytoplasm; basophilic F cells
with role in synthesis and protein secretion; B cells with a large apical vacuole, sometimes
releasing their acidophilus content toward the lumen; and the round M cells basally located.
The epithelium of hepatopancreatic tubules from exhausted gonad females are lower, more
acidophilus and delimit a larger lumen where parts of R and B cells cytoplasm can be seen;
the M cells are the most evident. In general, these cells show histological alterations and
sometimes a folded basal lamina and a retracted epithelium. The observed results allowed to
relate also with the stages of moult of the shrimps, leading us to infer that the females with
developed gonads are probably in the final stages of postmoult when reserves will be
transferred to developing oocytes, while those with exhausted gonads are at the end of phase
intermoult or at premoult phase when the nutritive material is released from the

hepatopancreas to be used in new carapace formation and/or in other metabolic activities.

KEYWORDS: Farfantepenaeus brasiliensis, hepatopancreas, digestive gland, histology,
ultramorphology, midgut gland.
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INTRODUCAO

Os crustaceos sdo artropodes essencialmente marinhos dominantes no plancton e estao
entre um dos quatro grupos mais importantes dos bentos, tanto em relacdo as espécies
macroscopicas quanto as intersticiais (BARNES; OLIVE, 1995). Estes, segundo Schemy
(1980), sdo considerados um dos principais grupos zooldgicos do mar, tanto como integrantes
das comunidades marinhas, quanto fonte de recursos para 0 homem, além de desempenharem
papel de fundamental importdncia na cadeia alimentar aquatica e na dindmica dos
ecossistemas.

Dentre os crustaceos, os camardes Dendrobranchiata representam o principal produto
pesqueiro brasileiro de exportacdo (IBAMA, 2004), sendo valiosos recursos para a pesca e
aquicultura nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Além disto, pelo seu acentuado
valor nutritivo e gastronémico, o camardo constitui fonte de emprego e renda para milhares de
pessoas, tendo a sua pesca uma significativa importancia econémica, social e cultural
(BRANCO, 2005).

A maioria das espécies comerciais de camardes pertence as familias Aristeidae,
Penaeidae, Sicyoniidae, Solenoceridae e Sergestidae (FAO, 2002). Segundo D’Incao (1999),
0s peneideos sdo 0s responsaveis pela maior parte das capturas mundiais, estimadas em torno
de 700 mil toneladas por ano, com o género Farfantepenaeus envolvendo as espécies de
maior valor econémico.

Farfantepenaeus possui oito espécies distribuidas em todo o mundo, sendo F.
brasiliensis, vulgarmente conhecido como camardo-rosa, uma espécie encontrada desde o
Atlantico Ocidental dos EUA até o sul do litoral brasileiro, estando presente desde o estado do
Amapé até o Rio Grande do Sul, Brasil (COSTA et al., 2003).

De acordo com Iwai (1978), os camardes-rosa apresentam uma fase marinha e outra
estuarina durante seu ciclo de vida: na primeira, ocorre a reproducdo e o desenvolvimento
larval, enquanto na outra fase, ha rapido crescimento dos juvenis que, posteriormente,
migrardo para o oceano a fim de completar o ciclo de vida no mar aberto. Segundo Lopes et
al. (2007), os organismos marinhos podem apresentar variacbes nos padrfes de atividade
durante as fases larval e adulta, podendo ocupar ambientes diferenciados para alimentacéo ou
ainda, dividir o mesmo ambiente em periodos diferentes, a fim de evitar a competi¢do por

alimento.
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A sazonalidade do desenvolvimento das gbnadas esta associada ao armazenamento de
reservas organicas e minerais de tecidos somaticos que sdo transferidas durante a
gametogénese (LAWRENCE, 1976). Sendo assim, o hepatopancreas que é o maior centro de
reservas organicas e inorganicas em decapodos (GIBSON; BARKER, 1979), tem sido alvo de
estudos, pois se espera que haja mobilizagdo destas reservas para matura¢do gonadal.

Considerado o maior érgdo dos decapodos, 0 hepatopancreas representa cerca de 2-
6% do peso corpoéreo total e, na maioria das espécies, é constituido por um par de glandulas
que ocupa um grande volume no interior do cefalotérax (CECCALDI, 1989). E também
conhecido como figado, pancreas, glandula do intestino médio, glandula gastrica, cecos
anteriores, diverticulo digestério, 6rgao digestivo, glandula intestinal média ou glandula
digestiva (GIBSON; BARKER, 1979).

Esta glandula apresenta diferentes niveis de complexidade entre as espécies de
Decapoda e mostra-se essencial para a digestdo, absorcdo, estoque de lipidios, glicogénio e
minerais, além de exercer papel na osmorregulacdo (HRYNIEWIECK-SZYFTER; BABULA,
1997; CUARTAS, 2003), excrecdao (AL-MOHANNA; NOTT, 1989), distribuicdo de reservas
durante a intermuda (CECCALDI, 1989) e desintoxicacdo (GIBSON; BARKER, 1979;
VOGT, 1994).

Muitos autores tém avaliado as alteragdes morfoldgicas do hepatopancreas durante o
ciclo de intermuda (TRAVIS, 1955; 1957; SZYFTER,1966; ADIYODI; ADIYODI, 1972;
AL-MOHANNA,; NOTT, 1989; KAMESWARAMMA et al., 1990; SOUSA; PETRIELLA,
2001; ZILLI et al., 2003). Estes pesquisadores registraram mudancas citoldgicas e
histoquimicas significativas, demonstrando a importancia desta glandula na mobilizacdo de
reservas, assim como na absorcao e liberacdo de célcio para a formacao de nova carapaca.

Sabe-se que o hepatopancreas é um oOrgdo fisiologicamente dindmico e, como
apontado por Esteve e Herrera, em 2000, a histologia mostra-se uma importante ferramenta na
avaliacdo das mudancas teciduais que ocorrem, por exemplo, durante as fases de muda e de
reproducédo dos crustaceos, além de evidenciar alteragdes morfofuncionais neste 6rgao devido
as variagbes naturais ou antropogénicas do meio ambiente (VOGT et al., 1985; AL-
MOHANNA; NOTT, 1989; ESTEVE; HERRERA, 2000; PINHO et al., 2003). Entretanto, as
mudancas histologicas sofridas por este Orgdo relacionando-as com o estidgio de
desenvolvimento gonadal ndo foram examinadas em estudos anteriores realizados com

camarao-rosa.
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Considerando o aumento da pressdo pesqueira e a importancia social e econémica
desse recurso, ha a necessidade de se obter informagdes precisas para o desenvolvimento de
um plano de manejo adequado. Assim, o conhecimento da dinamica reprodutiva, bem como
do papel exercido pelo hepatopancreas neste processo sdo importantes, visto que a reproducao
dessas espécies é responsavel pela renovacdo do estoque natural.

Deste modo, o presente trabalho visou analisar o estado morfoldgico e funcional do
hepatopancreas de Farfantepenaeus brasiliensis encontrados no litoral sul do Espirito Santo,
Brasil, relacionando este 6rgdo com os aspectos reprodutivos, a fim de colaborar com novas

informacdes para futuros estudos que envolvam cultivo de camardes de relevancia econdémica.

MATERIAL E METODOS

Camardes

Camardes-rosa Farfantepenaeus brasiliensis adultos (comprimento da carapaga > 20-
22 mm) foram coletados em Guarapari (520°41°259”), litoral sul do Estado do Espirito Santo,
Brasil, sendo separadas cerca de 15 fémeas em estagio gonadal esgotado e 15 com gbnadas
desenvolvidas. A determinacdo da maturacdo sexual foi estabelecida de acordo com os
padrdes descritos por Bauer e Lin (1994), sendo consideradas fémeas desenvolvidas aquelas
cujas gdnadas, ocupando o cefalotérax e abdémen, apresentavam coloracdo verde escura e,
esgotadas, aquelas com gbénadas flacidas, de cor amarelo-claro, ocupando apenas o

cefalotorax.

Microscopia Eletrénica de Varredura

Para o estudo ultramorfolégico, depois de fixado pela solucdo de Karnovsky
(glutaraldeido a 2%, paraformaldeido 4% em tampéao fosfato 0,1M, pH 7.3) por 24 horas, 0
hepatopancreas foi desidratado em banhos em série crescente de acetona (70%, 80%, 90%,
95%, 100%, 100%), com duracdo de 10 minutos cada. Na seqiiéncia, o material foi levado ao
ponto critico e fixado em suporte de metal para receber camadas alternadas de ouro e carbono.

A sequir, foi analisado e fotografado no Microscépio Eletronico de Varredura PHILIPS 505
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do Laboratério de Microscopia Eletrdnica do Instituto de Biociéncias da UNESP- Rio Claro,
SP, Brasil.

Microscopia de Luz

Para a analise em microscopia de luz, o hepatopancreas foi fixado em solucéo de
paraformoldeido 4%, durante 24 horas e desidratado em banhos de etanol em série crescente
(70, 80, 90 e 95%), com duracdo de 15 minutos cada. A incluséo foi realizada em moldes
plasticos contendo resina Leica e, apds a polimerizacdo dos blocos, o material foi secionado
com navalhas de vidro em Micrétomo rotativo Leica RM 2145. As seccdes de 5um de
espessura foram coletadas em laminas de vidro e coradas com hematoxilina-eosina (HE), de
acordo com Junqueira e Junqueira (1983). Posteriormente, o material foi observado e
fotografado em fotomicroscopio Motic BA300 do Laboratdrio de Histologia do Departamento
de Biologia do Instituto de Biociéncias, UNESP — Rio Claro, SP, Brasil.

RESULTADOS

Observacdo Macroscépica e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O hepatopancreas, também conhecido como glandula digestiva, € um oOrgdo de
coloracdo amarelo-acastanhada localizado na regido média-caudal do cefalotorax,
representando a maior parte do volume do intestino médio dos camardes.

Nas fémeas adultas Farfantepenaeus brasiliensis com goénadas desenvolvidas, bem
como naquelas em estagio esgotado, este 6rgao apresenta tamanho semelhante, sendo possivel
distinguir duas extremidades: uma anterior, mais dilatada e proxima ao estbmago e outra
posterior, estreita que faz comunicacdo com o intestino propriamente dito (Fig. 2A). Nesta
espécie, ndo € observada lobacdo, apresentando-se como um Orgdo Unico revestido,
externamente, por espessa membrana conjuntiva dotada de poros (Fig. 2B). Estruturalmente, é
formada por muitos tubulos que terminam em fundo-cego, recobertos por fina membrana
conjuntiva, havendo um pequeno espaco intertubular. Em seccdo transversal, é possivel
observar o didametro do Iumen dos tabulos, bem como as diferentes morfologias e a grande

quantidade de vacuolos nas células que constituem o epitélio (Fig. 2C).
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Histologia

A andlise histologica demonstra que cada tdbulo secretor hepatopancreatico de
Farfantepenaeus brasiliensis é constituido por epitélio pseudoestratificado colunar onde séo
encontrados cinco tipos celulares: célula E, célula F, célula R, célula B e célula M (Fig. 1, 3A,
C-F). Estas revestem um limen cujo diametro varia ao longo do tdbulo e se encontram
distribuidas irregularmente, havendo predominancia de um ou mais tipo celular de acordo
com a regido. Sendo assim, nas seccdes transversais sdo observadas diversas configuracGes de
Iimen, de acordo com a altura do epitélio (Fig. 3B).

Ao redor de cada tubulo secretor, preenchendo todo o espaco intertubular, hd a
presenca de um discreto tecido conjuntivo frouxo com celulas mioepiteliais e células da
hemolinfa (Fig. 3A, C-F).

As células E (indiferenciadas) sdo geralmente cilindricas, localizam-se na extremidade
da regido distal do tubulo hepatopancreatico (regido do fundo cego) e seu citoplasma é pouco
basdfilo (Fig. 3A). O ndcleo é arredondado e com vérios nucléolos (Fig. 3C).

As células R (reabsortivas) sdo as mais numerosas, cilindricas e distribuidas ao longo
de todo o tubulo. Seu citoplasma € basofilo e marcado pela presenca de grande quantidade de
vacuolos de diferentes tamanhos, tanto na regido apical como na basal. O nucleo é basal e
com nucléolo evidente. Em seu &pice, pode ser visto uma discreta borda em escova (Fig. 3D,
E).

As células F (fibrilares) estdo em maior quantidade nas regides média e distal do
tubulo secretor, sob a forma cilindrica. Este tipo celular é destacado pela presenca de material
baséfilo no citoplasma sendo possivel observar ainda pequenos vactolos na regido subapical
e, em alguns casos, na porc¢do basal da celula. O nucleo grande, arredondado e com cromatina
de aparéncia granulosa esta localizado na regido centro-basal da célula. Estas células também
apresentam a borda em escova (Fig. 3D, F).

As células B (vesiculares) estdo presentes em maior quantidade na por¢do médio-
proximal do tubulo secretor e possuem formato que varia de cilindrico a globular. No
citoplasma observam-se varios vacuolos supranucleares que se fundem para formar um
grande vacuolo com conteddo acidofilo e que ocupa a maior parte citoplasmatica (Fig. 3D, E).
Além destes, vactolos menores e com diferentes tamanhos sdo observados proximos ao

nacleo. O ndcleo é basal e possui cromatina granulosa e nucléolos evidentes. Este apresenta
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forma arredondada nos estagios iniciais de diferenciagdo e posteriormente, devido ao aumento
do tamanho dos vacuolos, pode se tornar achatado. Algumas destas células estdo rompidas e
liberando vesiculas na regido apical, juntamente com porcdes do seu citoplasma, em direcéo
ao lumen do tubulo. A membrana celular voltada para o Iimen apresenta borda em escova
(Fig. 3D, E).

As células M (basal) sdo redondas e estdo localizadas na regido periférica do tdbulo
hepatopancreatico, préximas a membrana basal. Seu citoplasma apresenta-se geralmente
baséfilo podendo, em algumas células, serem também observadas algumas manchas
eosinofilicas. O nucleo é redondo, ocupa cerca de metade do volume celular, sendo o nucléolo
bastante evidente. Esta célula ndo tem contato com o limen do tubulo (Fig. 3F).

O hepatopancreas proveniente de fémeas F. brasiliensis com gonadas desenvolvidas
apresenta-se organizado, com as células F, B, R, E e M com morfologia e distribuicdo como
anteriormente descrito (Fig. 3).

Ja os tubulos hepatopancreaticos de fémeas com a gdnada em estagio esgotado
apresenta uma morfologia diferenciada. O epitélio é escamoso ou cubico, exceto as células E
que se mantém cilindricas e localizadas na por¢do distal do tubulo (Fig. 4A). As demais
células tendem ao formato cubico (Fig. 4D). Além disto, o revestimento epitelial, de modo
geral, € mais acidofilo e o lumen do tdbulo mais calibroso quando comparado aquele
observado nas fémeas com gobnadas desenvolvidas, sendo este preenchido por contetdo
proveniente dos vacuolos das células B, bem como de parte das células R e B (Fig. 4B, D-F).

Fémeas com gbnadas esgotadas apresentam o hepatopancreas com muitas diferencas
morfologicas nos diferentes tipos celulares. A grande maioria das células B ja sofreu ou esta
em processo de extrusdo de seus vacuolos (Fig. 4B-F). As células R, de maneira semelhante,
perdem parte de seu citoplasma apical, restando apenas poucos vacutolos e o nucleo imerso na
porcao citoplasmaética basal, podendo, entretanto ocorrer secre¢do do tipo holécrina (Fig. 4C).
As ceélulas F, quando presentes, sdo identificadas pela maior basofilia quando comparadas as
demais células. Ja as M tornam-se bastante evidentes, entretanto, o ndcleo apresenta-se menor
e muitos pontos de acidofilia sdo vistos no citoplasma antes muito basofilo, junto aos
pequenos vacuolos (Fig. 4D, E).

De maneira geral, os nucleos destas células possuem morfologia semelhante as
respectivas células observadas nas fémeas com gbnadas desenvolvidas, porém com
localizacdo alterada devido a perda de parte do citoplasma o que também dificulta a

observacdo da borda em escova.
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Em alguns tubulos, o epitélio apresenta-se desorganizado ou retraido, com células ndo
identificadas e desprendidas da lamina basal com dobras, delimitando um lamen irregular
(Fig. 3C, D).



FIGURAS
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regido distal regiao media regiao proximal

Figura 1: Representacdo esquematica da organizacdo de um tubulo
hepatopancreatico em vista longitudinal. Observe a distribuicdo de cada tipo celular
ao longo do tdbulo: célula E (E) na regido em fundo cego; célula R (R) e célula M
(M) ao longo de todo o tabulo; célula F (F) localizada principalmente na regido
média-distal enquanto a célula B (B), na regido média-proximal; F-B= célula F se
diferenciando B, F/M= célula F voltada para o limen e célula M periférica.



Figura 2. Eletromicrografia do hepatopancreas de fémeas adultas de Farfantepenaeus
brasiliensis. A. Observe o revestimento de tecido conectivo (cm) dotado de poros (seta), a
auséncia de lobacdo e os tubulos hepatopancreaticos (ht) do 6rgdo. B. Detalhe dos tabulos
hepatopancreaticos, tecido conectivo e poros. C. Os circulos destacam os tubulos
transversalmente seccionados com lumens (lu) de diferentes morfologias e delimitados por
células vacuolizadas (v). i= intestino; ps= espaco peritubular. Barras: A= 1mm; B-C=

0.1mm.
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Figura 3. Seccdes histologicas do hepatopancreas de fémeas de Farfantepenaeus brasiliensis
com gonadas desenvolvidas. A. Regido distal com as células R (R), F (F) e E (E) do epitélio
hepatopancreatico (he) delimitando um lamen (lu). B. Seccdo transversal dos tdbulos
mostrando lumens com diferentes morfologias. C. Detalhe da regido distal do tubulo
evidenciando as células E e células no espaco intertubular (seta). D- E. Detalhe do epitélio
hepatopancreatico. Observe a basofilia das células F que € perdida conforme estas se
diferenciam em células B (B) e o grande vacuolo apical (**) com contetdo acidéfilo na célula
B. No citoplasma das células R podem ser vistos vacuolos (*) de varios tamanhos. F. Note a
célula M (M) localizada na regido periférica do tubulo. h= hemdcitos; ponta da seta= borda

em escova.



Capitulo 1 “




Figura 4. Hepatopancreas de fémeas adultas de Farfantepenaeus brasiliensis com gbnadas
esgotadas. A. Observe a presenca de um epitélio mais baixo e a célula E (E) na porcéo distal
do tubulo (he). B-D. Note o grande lumen (lu) preenchido com parte do citoplasma das
células B (B) e R (R), a retracdo de membrana (mr). E-F. epitélio hepatopancreatico
mostrando a predominancia das células M (M) cubicas e a intensa acidofilia (seta) conforme
ocorre a extrusdo do contedo das células R e B (*). va= grande vacuolo da célula B; ponta

da seta= vacuolos das células R; is= espaco intertubular.
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DISCUSSAO

O hepatopancreas dos crustaceos passa por modificacbes morfofuncionais
respondendo a diversos fatores como alimentacdo (STORCH; WELSH, 1977), variacdes de
temperatura, estagio de muda (CHAVEZ-CROOKER et al., 2003) ou reproducdo (PETERLE,
2011), contaminacéo por pesticidas ou metais pesados (PAPATHANASSIOU; KING, 1984),
etc.

Os resultados do presente estudo ultramorfoldgico, entretanto, ndo evidenciaram
modificagdes no tamanho e na constituicdo desta glandula digestiva quando se comparou as
fémeas com gbdnadas desenvolvidas aquelas com gbnadas ja esgotadas. Isso indica que, por
ser fonte de reservas, esta glandula encontra-se sempre desenvolvida, seja para participar dos
processos da ovogénese, formagédo e endurecimento da carapaga ou para 0 suprimento de
energia nas fases em que a alimentacdo ndo ocorre. Entretanto, Ribeiro (2006) encontrou
diferencas nos indices hepatossomaticos (peso médio do hepatopéancreas em relacdo ao peso
corporeo total) de acordo com o0s estagios de maturacdo ovariana em fémeas de
Macrobrachium amazonicum, sendo maiores naquelas com ovarios em estagios I, Il e IV e
menores em fémeas com ovarios em estagios | e V.

A técnica de microscopia eletronica de varredura também demonstrou que a glandula
ndo se apresenta lobada, sendo um 6rgdo macico que faz contato com o estémago e intestino e
que possui um revestimento de tecido conjuntivo dotado de poros permitindo um contato
direto e trocas entre suas células e a hemolinfa circulante. A presenca de apenas um lobo em
cada metade do 6rgdo foi descrita para varias espécies, entre elas Penaeus spp. (VOGT, 1985;
LOVETT; FELDER, 1989), M. amazonicum (FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009) e
Caridina laevis (PILLAI, 1992), apesar de poder haver um numero variavel de lobos nas
diferentes espécies (ICELY; NOTT, 1992).

A glandula digestiva de F. brasiliensis apresenta tubulos em fundo cego constituidos
por um epitélio pseudoestratificado formado pelas células embrionarias (E), fibrilares (F),
reabsortivas (R), vesiculares (B) e basais (M). Resultados semelhantes foram descritos nos
trabalhos de Al-Mohanna e Nott (1989), Ramadevi et al. (1990), Vogt (1994); Ribeiro (2006),
Papa (2007), Franceschini-Vicentini et al. (2009). Entretanto, nas espécies Palaemonetes
argentinus (SOUSA et al., 2005), Penaeus vannamei (CACECI et al., 1988), Astacus astacus
(VOGT et al.,, 1989), Carcinus maenas (HOPKIN; NOTT, 1980) e Ucides cordatus
(VALENTIM-NETO, 2004; MARCOLIN et al., 2008), a célula M néo foi identificada.
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Comparando-se os dois estagios gonadais das fémeas de F. brasiliensis aqui
estudados, diferencas morfologicas foram detectadas no epitélio hepatopancreético, sendo nas
fémeas com gbnadas desenvolvidas observadas células colunares enquanto naquelas
esgotadas, epitélio mais baixo delimitando um limen mais calibroso, mantendo-se apenas as
células embrionarias com a forma cilindrica. Estas diferengas estariam relacionadas com a
atividade celular, uma vez que no estagio desenvolvido as células hepatopancreéaticas estariam
ativas na sintese da secrecdo para 0s processos digestivos, portanto mais altas, enquanto no
estagio esgotado, o epitélio mostrar-se-ia desorganizado e mais baixo devido a liberacdo de
materiais residuais para serem excretados ou ainda, para participar de atividades metabdlicas,
como por exemplo, a formagdo e desenvolvimento de novos ovdcitos. Esta relacdo dos
estagios de maturacdo gonadal com a glandula digestiva foi anteriormente apontada por
Ribeiro (2006) em estudos com M. amazonicum.

AlteracGes na altura do epitélio também foram apontadas por Marcolin et al. (2008),
em U. cordatus, que descreveram o epitélio como sendo colunar baixo na intermuda inicial e
pseudoestratificado colunar na pré-muda inicial, além de maior espaco intertubular,
hipertrofia das células R e B e preenchimento do limen pelo material secretado.

As mudancas na morfologia do limen dos tubulos hepatopancreaticos observadas
entre 0s estagios aqui estudados sdo explicadas pelas diferentes fases de atividade, estando
também relacionadas com a presenca de células mioepiteliais, as quais s@o as responsaveis
pela contracdo celular e consequente eliminacdo da secrecéo.

Alguns autores tém apontado que este 6rgao também pode alterar sua morfologia em
reacdo as mudangas ambientais. A perda dos limites celulares, dilatacdo dos tubulos,
descamacdo e atrofia epitelial foram observadas por Sousa e Petriella, em 2007, no
hepatopancreas de P. argentinus provenientes de ambiente poluido. Entretanto, como no
presente estudo os individuos de ambos os estagios gonadais foram provenientes de mesmo
ponto de coleta e mantidos sob as mesmas condigdes, as alteragcbes observadas nas fémeas
esgotadas, provavelmente ndo sdo decorrentes de contaminantes e sim, das atividades de
digestdo, reproducdo e/ou muda.

Como apontado por Icely e Nott (1992), a predominancia de cada tipo celular varia
ao longo do tabulo hepatopancreatico. As células E estiveram presentes e localizadas na
regido distal do tubulo secretor de todas as fémeas aqui estudadas, corroborando Marcolin et
al. (2008) e Franceschini-Vicentini et al. (2009) que analisaram, respectivamente, as
caracteristicas hepatopancreaticas nos estagios de intermuda e pré-muda iniciais de U.

cordatus e nos diferentes estagios gonadais de M. amazonicum. Entretanto, estes autores as
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observaram muito coradas pela hematoxilina-eosina e de formato cubico enquanto em F.
brasiliensis estas foram vistas fracamente coradas e colunares nas fémeas com gbnadas
desenvolvidas.

A manutencdo da morfologia das células E, independentemente do estagio de muda,
alimentacdo e/ou reproducdo poderia ser justificada pelo importante papel que estas células
desempenhariam na reposicdo do epitélio, funcionando como célula-fonte por terem a
capacidade de se dividir por mitoses. Entretanto, alguns autores apontam que estas células
originam apenas as células F e R, sendo a B proveniente da diferenciacdo daquelas F
(HOPKIN; NOTT, 1980; AL-MOHANNA et al., 1985a; ZILLI et al., 2003; RIBEIRO, 2006)
enguanto outros afirmam ainda que estas ddo origem a todos os tipos celulares (VOGT, 1994;
SOUSA; PETRIELLA, 2000). As caracteristicas morfoldgicas aqui observadas sao
indicativas que em F. brasiliensis apenas as células especializadas M, F e R originam-se
independentemente a partir das células embrionérias.

Apesar de ser capaz de sofrer mitoses, é provavel, segundo Icely e Nott (1992), que
as divisoes celulares ndo sejam observadas em alguns estudos, como este com F. brasiliensis,
pois estas ocorrem em periodos curtos do ciclo digestivo, até 24 horas apds a alimentacéo.

Ja as células reabsortivas (R) ou secretoras (B) foram principalmente observadas na
regido média-proximal do tdbulo, corroborando Ribeiro (2006) e Marcolin et al. (2008) que
destacaram a predominancia de células R nos estagios de intermuda final e de pré-muda
iniciais, principalmente na regido proxima ao ducto coletor. De forma semelhante ao
observado no hepatopancreas da espécie aqui estudada, Al-Mohanna e Nott (1989) apontaram
a restricdo das poucas células F a regido proximal da zona de diviséo celular no inicio da pré-
muda, devido a diferenciacao destas em células B.

Entretanto, segundo Dall et al. (1990), as fémeas das espécies de télico fechado,
como F. brasiliensis, copulam logo ap6s a muda (estagio A) e, em seguida, passam pelo
processo de maturacdo das gonadas e eventual desova. Sendo assim, infere-se que as fémeas
com gobnadas desenvolvidas aqui estudadas provavelmente estariam na pos-muda final ou na
intermuda, enquanto aquelas esgotadas, na intermuda final ou de pré-muda.

No presente estudo, vacuolos de diferentes tamanhos foram encontrados nas células
R do hepatopéncreas, estando estes em menor nimero nas fémeas com gbnadas esgotadas.
Isto se justifica pelo fato daquelas com gbnadas desenvolvidas estarem provavelmente na pos-
muda final ou intermuda, periodo em que a alimentagéo ocorre. Deste modo, as substancias de
reserva estariam sendo acumuladas em vacuolos para serem utilizadas nos periodos

subsequentes, quando o animal ndo se alimentaria e utilizaria o material nutritivo para a



49

Capitulo 1

reproducdo ou formacdo da nova carapaca rigida. Em U. cordatus, Marcolin et al. (2008)
também observaram que as células R se apresentaram multivacuolizadas e apontaram
aumento no tamanho celular entre os estagios de intermuda final (C4) e pré-muda-inicial
(DO0), assim como observado por Al-Mohanna e Nott (1989) em Penaeus semisulcatus.

Este importante papel das células R na reabsorgcdo de substancias de reserva é
também justificado pela presenca de borda em escova bem desenvolvida na regido apical,
responsavel por aumentar a capacidade de absorcdo dos elementos oriundos do limen do
tubulo hepatopancreatico.

De acordo com o observado em F. brasiliensis e também com o descrito para U.
cordatus (MARCOLIN et al., 2008), as células R liberam a secrecdo predominantemente por
via apdcrina, sendo possivel visualizar o limen repleto de material proveniente destas junto
aquele oriundo das células B. Entretanto, naquelas fémeas com gdnadas esgotadas também
foram vistas secrec¢des tipo holdcrina, provavelmente devido a degeneracdo que ocorre nestas
células conforme o vacuolo da célula B cresce, fato este notado por Al-Mohanna e Nott
(1989).

As células F aqui estudadas, as quais apresentaram manchas basoéfilas no citoplasma
e pequenos vacuolos na regido subapical e, as vezes, na regido basal, sinalizaram sua funcgéo
na sintese e secrecdo de proteinas, assim como ja apontado para outras espécies de crustaceos
(AL-MOHANNA; NOTT, 1989; VOGT, 1994; JOHNSTON et al., 1998; SOUSA;
PETRIELLA, 2000; SOUSA et al.,, 2005; RIBEIRO, 2006). Estas foram observadas
distribuidas por todo o tabulo, entretanto identificadas em maior numero na porcéo distal,
corroborando o encontrado para M. amazonicum por Ribeiro (2006) e contariando os dados
observados para algumas espécies de Penaeus (CACECI et al., 1988; AL-MOHANNA,;
NOTT, 1989).

As células B foram vistas principalmente na regido média-proximal do tabulo de F.
brasiliensis assim como o encontrado em P. semisulcatus por Al-Mohanna e Nott (1989) e em
M. amazonicum por Franceschini-Vicentini et al. (2009).

Comparando-se 0s estagios gonadais aqui estudados, estas foram uma das células
que mais sofreram alteracdes. Elas estdo envolvidas na digestao intracelular (AL-MOHANNA
et al., 1985a, AL-MOHANNA; NOTT, 1986) e sua presenca em grande quantidade com a
liberacdo de secre¢do indicaria intensa atividade digestdria. Segundo Sousa et al. (2005), as
celulas B possuiriam funcdes absortiva e de degradacdo e quando maduras, ou seja, com 0
vacuolo central repleto de “restos”, seriam descartadas como secrecao holdcrina para o lumen

tubular, assim como o aqui observado nas fémeas esgotadas. Ap6s o periodo de alimentacao



50

Capitulo 1

que ocorre no estagio de intermuda, segundo Al-Mohanna et al. (1985a), as células E
entrariam em intensa atividade mitdtica para renovacao do epitélio, tornando-se inativas antes
da ecdise (AL-MOHANNA et al., 1989).

Ribeiro (2006) e Franceschini-Vicentini et al. (2009) apontaram, ainda, que a
presenca de vesiculas pinociticas no citoplasma apical destas células em M. amazonicum
indicariam a funcdo na absorcdo de substancias do limen, seguida da digestdo intracelular e
posterior secrecdo apdcrina.

Como apontado por Icely e Nott (1992), a célula M foi o tipo menos numeroso no
hepatopancreas da espécie aqui estudada, marcado pela auséncia de microvilosidades e sem
contato com o limen. Segundo Al-Mohanna e Nott (1989), essas células sofrem mudancas na
frequéncia e estrutura durante o ciclo de muda, onde acumula material proteico dentro de um
vacuolo durante a intermuda para seu posterior uso durante a pré e pdés-muda. Isso explica a
intensa basofilia observada nestas células nas fémeas com gbnadas desenvolvidas e a sua
presenca em maior nimero naquelas esgotadas.

A desorganizacdo epitelial observada no hepatopancreas de fémeas esgotadas de F.
brasiliensis foi provocada pelo desprendimento das células do epitélio, 0 que ocasionou em
dobramentos da membrana basal e observagdo de um ldmen irregular. Sousa e Petriella
(2007) encontraram estas mesmas caracteristicas em P. argentinus na fase de pré-muda,
apontando também a ocorréncia de displasia nas células B da regido proximal, ndo sendo,
entretanto, possivel a distin¢do dos demais tipos celulares. De maneira semelhante, Marcolin
et al. (2008) observaram, no estégio inicial de pré-muda (D1) de U. cordatus, desorganizacdo
nos tubulos hepatopancreaticos, presenca de hemacitos nos espacgos intertubulares, dobras no
tecido de sustentacdo e reducdo na frequéncia de células B e F, sinalizando estresse
nutricional e sugeriram que neste estagio os animais deixariam de se alimentar.

Assim como sugerido anteriormente, é mais provavel que as fémeas esgotadas aqui
estudadas encontrar-se-iam em fase de intermuda final e inicio da pré-muda, portanto, a
morfologia encontrada pode estar relacionada tanto com o inicio da privacdo de alimento,
como com a preparacdo para a formagdo da nova carapaca e novos ovocitos. Ainda neste
estagio, a liberacdo holdécrina de secrecdo pelas células hepatopancreaticas levaria a
renovagéo celular que ocorre no fim do ciclo digestivo (HOPKIN; NOTT, 1980), pois, tanto
esse evento como a eliminagcdo de células senescentes e/ou alteradas ndo é um processo
continuo.

Segundo Sousa e Petriella (2001), o acumulo de substancias organicas neste 6rgédo

serve como sinalizador da regulacdo neuroenddcrina da muda. Desta forma, pelas
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caracteristicas hepatopancreaticas aqui observadas, pelas descri¢des encontradas na literatura
para outras espéecies e por meio dos estagios gonadais previamente conhecidos, pode-se
estimar as fases de muda nas quais as fémeas de F. brasiliensis se encontravam. Entretanto, €
sabido que o aumento da demanda energética na reprodugdo e muda € programado
fisiologicamente e pode diferir entre as espécies e/ou populagdo (MARCOLIN et al., 2008),
refletindo nas flutuacdes entre o 6rgdo que estoca e aquele que utiliza a energia e varia tanto

com o tempo como com o habitat do animal (KYOMO, 1988).
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CAPITULO 2

Caracterizacéo histoquimica do hepatopancreas de fémeas adultas do camarao-
rosa Farfantepenaeus brasiliensis (Crustacea, Decapoda, Penaeoidea) coletadas no litoral
sul do Espirito Santo.

Histochemical characterization of the hepatopancreas of the pink shrimps
Farfantepenaeus brasiliensis (Crustacea, Decapoda, Penaeoidea) adult females collected

in southern coast of Espirito Santo.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi obter informacédo sobre a histoquimica das células do
hepatopancreas de fémeas do camardo-rosa Farfantepenaeus brasiliensis. Para tal, fémeas
adultas com gbnadas desenvolvidas e esgotadas de F. brasiliensis foram coletadas em
Guarapari, Espirito Santo, Brasil, sendo a glandula digestiva retirada e submetida as técnicas:
PAS/ azul de Alcian, azul de bromofenol, von Kossa e Baker, para deteccdo de
polissacarideos, proteinas, célcio e lipidios, respectivamente. Em ambos o0s estagios
estudados, os glicoconjugados acidos foram encontrados com frequéncia, principalmente, no
interior de vacutolos nas células R, enquanto que os polissacarideos neutros, no interior das
células B e proximo as microvilosidades. Em fémeas com gdnadas esgotadas este elemento
também foi observado no espaco intertubular e no lumen tubular. As células F e M foram
intensamente marcadas pela presenca de grande quantidade de proteinas, aléem de ter sido
observada forte positividade para o corante azul de bromofenol nas células R e no interior dos
vacuolos das células B. O célcio foi marcado nas células F e M e pouco marcado ou ausente
nas células R e B, sendo esta marcacdo menos intensa nas fémeas com gbnadas esgotadas.
Quando submetido a técnica de Baker, o epitélio hepatopancreatico mostrou células F com
forte positividade para lipidio, bem como foi observada intensa marcacdo ao redor dos
vacuolos das células B, enquanto as células R reagiram fracamente ao teste. As células E ndo
reagiram a nenhum dos testes aplicados. Concluiu-se que apesar de haver diferenca
histoquimica entre as células que constituem os tubulos hepatopancreaticos de fémeas F.
brasiliensis, observou-se marcacdo semelhante para os testes aplicados nos dois estagios
gonadais aqui estudados. Isso devido ao acumulo constante de célcio, lipidios, proteinas e
carboidratos neste 6rgdo ser importante para o inicio do desenvolvimento dos ovocitos e,
também, para participacdo nas demais atividades metabolicas, estando, possivelmente,

relacionado com o ciclo da alimentacdo e/ou de muda.

KEYWORDS: Farfantepenaeus brasiliensis, hepatopancreas, glandula do intestino médio,

histoquimica.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to provide information about the histochemistry
of the hepatopancreas cells of the pink-shrimp Farfantepenaeus brasiliensis females. For this,
the F. brasiliensis females with developed and exhausted gonad were collected in Guarapari,
Espirito Santo, Brazil, being the digestive gland removed and submitted to the techniques:
PAS/Alcian blue, bromophenol blue, von Kossa and Baker, for polysaccharide, protein,
calcium and lipid detection, respectively. At both studied stages, acid glycoconjugates were
frequently found inside vacuoles in R cells while neutral polysaccharides inside B cells and
near to the microvilli. In females with exhausted gonads this element was also seen in
intertubular space and inside lumen of the tubule. The F cell and M cell were the most marked
by the presence of large amount of proteins besides the high positivity to bromophenol blue
stain observed in R and inside the vacuoles of B cells. The calcium was marked in F and M
cell and slightly marked or absent in R and B cells, being the marking less intense in females
with exhausted gonad. When submitted to Baker technique, the hepatopancreatic epithelium
showed F cells with strong positivity for lipid as well as observed strong marking around of
vacuoles of B cells while R cell react weakly to the test. The E cells did not react to any of
the applied tests. It was concluded that although there is histochemical difference among the
cells that constitute the hepatopancreatic tubules of F. brasiliensis females, it was observed
similar marking for the applied tests in both gonadal stages studied here. This is due to the
constant accumulation of calcium, lipids, proteins and carbohydrates inside this organ be
important to early development of oocytes and also to participate in other metabolic activities

being possibly related to the feeding and/or moult cycles.

KEYWORDS: Farfantepenaeus brasiliensis, hepatopancreas, midgut gland, histochesmistry.
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INTRODUCAO

O hepatopancreas € um 6rgédo que se destaca no intestino médio tanto por seu volume
como por sua complexidade (ICELY; NOTT, 1992), representando de 2 a 6% do peso
corporeo total (CECCALDI, 1989), sendo entdo considerado a maior glandula digestoria dos
crustaceos. Ele desempenha funcdo importante na assimilacdo de nutrientes e representa a
provisdo de reserva de energia que € utilizada para o crescimento e o metabolismo dos
animais (DALL; MORIATY, 1983). Esta localizado na cavidade cefalotoracica e também é
denominado de figado, pancreas, glandula do intestino médio, glandula gastrica, glandula
digestoria, cecos anteriores, diverticulo digestorio, 6rgao digestivo, glandula intestinal média
e hepatopancreas (GIBSON; BARKER, 1979).

O hepatopéancreas de decapodos é constituido por uma série de tubulos que terminam
em fundo cego e, de acordo com Jacobs (1928) e Hirsch e Jacobs (1928), tém sido
identificados quatro tipos de células no epitélio de revestimento deste 6rgdo: E (embrionaria),
R (reabsortiva), F (fibrilar) e B (vesicular), sendo a localizagdo destas, variavel ao longo do
tibulo (ICELY; NOTT, 1992). Alguns autores apontam ainda, a existéncia da célula M
(basal) (RIBEIRO, 2006; PETERLE, 2011).

O papel especifico dos diferentes tipos celulares tem sido inferido a partir da
morfologia das células e da localizacdo histoquimica das enzimas digestivas e assimilacdo de
nutrientes (HIRSCH; JACOBS, 1928; STORCH; WELSCH, 1977; BARKER; GIBSON,
1978).

Desta forma, uma vez estabelecido o balanco nutricional do crustaceo, as suas funcdes
fisioldgicas devem representar a assimilacdo de nutrientes e seu uso como produtor da energia
mecénica (locomocdo), reproducdo (especialmente na biossintese dos tecidos ovarianos ou
testiculos), crescimento (energia usada para muda, sintese de tecido muscular, producdo de
exuvia), sintese de membrana peritrofica, regulacdo osmotica e excre¢do (CECCALDI, 1989).

Sendo assim, o estudo da morfologia microscopica evidenciara os reflexos destas
mudancas metabolicas desencadeadas pela alimentacdo, principalmente quando se trata do
hepatopancreas, 6rgdo que responde as diversas demandas acima descritas como também ja
apontado por outros autores (VOGT et al., 1985; ICELY; NOTT, 1992; JOHNSTON et al.,
1998).

Buscando um melhor conhecimento a respeito da morfologia, constituicdo e funcéo
dos diferentes tipos de células que constituem o epitélio da glandula do intestino médio de

fémeas de Farfantepenaeus brasiliensis, este trabalho descreveu, histoquimicamente, cada



61
Capitulo 2

tipo celular procurando verificar sua relagdo com o desenvolvimento gonadal a fim de
colaborar com a compreensdo da fisiologia deste camardo e, consequentemente, auxiliar no

aprimoramento da aquicultura de crustaceos.

MATERIAL E METODOS

Camaroes

Camardes-rosa da espécie F. brasiliensis foram coletados em Guarapari, litoral sul do
estado do Espirito Santo, Brasil, (S 20°417259’) sendo separadas cerca de 15 fémeas com
gbnada em estagio esgotado (ES) e 15 com gbnada desenvolvida (DE).

A determinacdo sexual foi estabelecida de acordo com os padrBes descritos por Bauer
e Lin (1994).

Técnicas histoquimicas

Para a andlise histoquimica, fragmentos do hepatopancreas foram fixados, durante 24
horas, em solucdo especifica para cada técnica: solucéo de paraformaldeido 4% para detec¢do
de proteinas e célcio, formol célcio para deteccao de lipidios e Bouin aquoso para detecgdo de
polissacarideos. Apds a fixacdo, o material foi desidratado em banhos em série crescente de
alcool etilico 70, 80, 90 e 95%, com duracdo de 15 minutos cada e entdo, foi transferido para
resina de embebicdo. A inclusdo foi realizada em resina glicol metacrilato e os blocos, ap6s
polimerizacdo a 37°C, foram seccionados com navalhas de vidro em micrétomo Leica RM.
As seccOes de 5um de espessura foram coletadas, colocadas em laminas de vidro e

submetidas as técnicas de coloracao abaixo descritas:

Técnica Simultanea do Acido Periodico-Schiff (PAS) e do Azul de Alcian para detecc&o

de polissacarideos acidos e neutros, de acordo com Junqueira e Junqueira (1983):

As laminas foram coradas com azul de Alcian, pH 2.5, durante 30 minutos e lavadas

em agua destilada. Posteriormente, foram banhadas em &cido periédico 1% por 5 minutos e



62
Capitulo 2

lavadas em &gua. A seguir, foram colocadas em reagente de Schiff por 30 minutos, no escuro,
lavadas em agua sulfurosa por 1 minuto e, entdo, em agua corrente por 10 minutos. Estas
laminas permaneceram na hematoxilina por dois minutos e foram novamente lavadas em agua
para a reacdo. Depois de secas, foram diafanizadas em xilol e montadas em balsamo do

Canada.

Azul de Bromofenol para deteccao de proteinas, de acordo com Junqueira e Junqueira
(1983):

As laminas foram coradas pelo azul de Bromofenol por 2 horas, a temperatura
ambiente. Posteriormente, foram lavadas em acido acético 0.5% por 5 minutos, seguido de
banho em agua corrente por 15 minutos. A seguir, foram passadas rapidamente em solucéo

de 4cido butilico, diafanizadas em xilol e montadas em balsamo do Canada.

VVon Kossa para detec¢éo de célcio, de acordo com Junqueira e Junqueira (1983):

Apds um minuto em agua destilada, as laminas foram mantidas em nitrato de prata por
20 minutos, no escuro. Posteriormente, foram lavadas em &gua corrente, deixadas em
revelador D72 por dois minutos e, a seguir, em solucdo tiossulfato por cinco minutos. A
contra coloracdo deu-se em hematoxilina por seis minutos. Depois de lavadas em &gua

corrente, as laminas foram secas e montadas em balsamo do Canada.

Técnica de Baker para detec¢do de lipidio, de acordo com Baker (1946):

As laminas foram tratadas com bicromato de calcio por 18horas, lavadas vérias vezes
em agua destilada e mantidas em hemateina acida por cinco horas, a temperatura ambiente. A
diferenciacdo foi realizada em mistura de Weigert 1%. Depois de lavadas em &gua destilada,

as laminas foram montadas em gelatina glicerinada.

A seguir, todo o material obtido foi observado e fotografado em fotomicroscépio
Motic BA300 do Laboratério de Histologia do Departamento de Biologia do Instituo de
Biociéncias da UNESP — Rio Claro, SP, Brasil.
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RESULTADOS

Técnica do PAS/Azul de Alcian

Os hepatopancreas de F. brasiliensis provenientes de fémeas com goénadas DE,
apresentam glicoconjugados acidos principalmente concentrados no interior dos vacuolos das
células R (reabsortivas), localizadas tanto na regido média-proximal quanto na distal dos
tubulos (Fig. 1A, B).

Marcacdo intensa para polissacarideos neutros é encontrada no interior do grande
vaclolo apical presente nas células B (vesiculares) localizadas principalmente na regido
média-proximal (Fig.1A-C). A medida que se avanca para a regido proximal, as células B
diminuem a quantidade destes, provavelmente devido a liberacdo do material vacuolar para o
limen do tdbulo. Sendo assim, na regido luminal pode ser vista grande quantidade de
secrecao com marcacdes para polissacarideos (Fig. 1C). O citoplasma basal destas células, por
sua vez, mostra-se moderamente positivo ao teste.

Reacdo positiva moderada também é vista nas microvilosidades de todas as células
que atingem o lumen (Fig. 1B).

As células E (embrionérias), F (fibrilares) e M (basais) do epitélio hepatopancreatico
apresentam o citoplasma negativo ao teste (Fig. 1A-B).

O hepatopéncreas proveniente daquelas fémeas com gonadas ES mostra, na regido
distal: secrecdo granulosa no limen, células R com vactolos positivos para polissacarideos
acidos, células B moderamente positivas para polissacarideos neutros, sendo aquelas em
inicio de diferenciacdo e as células F, M e E, negativas ao teste. Proximo as microvilosidades
ha marcacéo positiva (Fig. 1D).

J& na regido média-proximal destas mesmas fémeas sdo observados os grandes
vacuolos na porcao apical das células B repletos de glicoconjugados neutros (Fig. 1E), além
da presenca de grande quantidade de secrecdo fortemente positiva para PAS no lumen, junto
aos polissacarideos &cidos provenientes dos vacuolos da célula R (Fig. 1E, F).

No espaco intertubular é encontrada secre¢do granulosa fracamente positiva para

polissacarideos neutros além de pouco daqueles acidos (Fig. 1D-F).
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Técnica do Azul de Bromofenol

Através desta técnica, na regido distal, as células F dos hepatopancreas provenientes
de fémeas com gonadas DE estdo positivas, enquanto que as células B e R reagem
moderadamente e as E sdo negativas ao teste (Fig. 2A-C).

Na regido média-proximal do tdbulo, as células M mostram citoplasma fortemente
corado; as ceélulas F apresentam forte marcacdo para proteinas assim como a porcao
citoplasmatica apical e o contetido do grande vacuolo das células B (Fig. 2B).

Também é observada a presenca de proteinas no espaco intertubular e na regido de
borda em escova (Fig. 2 A, B).

J& nas fémeas com gbnadas ES, as células F apresentam reacdo moderada, enquanto as
M sdo fortemente positivas; algumas células B apresentam contetdo vacuolar com média e
outros com forte marcacgdo para proteina, sendo o citoplasma basal moderamente positivo ao
teste; nas células R, marcacao proteica moderada é encontrada principalmente na regido basal
ou perinuclear (Fig. 2D-F).

Em ambos os estagios gonadais estudados as células F e M do hepatopancreas séo as

mais marcadas pelo teste aplicado (Fig. 2).

Técnica de Von Kossa

No hepatopancreas de fémeas DE, o citoplasma das células M reage fortemente ao
teste, principalmente naquelas da regido media-proximal (Fig. 3 B).

As células R e F, localizadas principalmente na regido media, tém citoplasma com
moderada marcacdo para calcio, enquanto aquelas da regido distal sdo fracamente positivas ao
teste. Ja as células B, tem citoplasma basal pouco positivo, assim como o conteudo do grande
vacuolo, enquanto que as células E mostram-se negativas ao teste (Fig. 3A, B).

Os hepatopéncreas provenientes de fémeas ES mostram-se semelhantes aqueles das
fémeas DE, sendo o contetdo vacuolar das células B negativo, as R e F negativas ou

fracamente positivas e as M, predominantemente, marcadas pelo teste (Fig. 3C, D).
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Técnica de Baker

Nos hepatopancreas das fémeas tanto DE como ES foram observados resultados
semelhantes quanto a constituicdo lipidica (Fig. 3C, F).

O citoplasma das células B é visto marcado, principalmente, ao redor do grande
vacuolo, sendo o material contido no interior desse, negativo. As células F apresentam-se
fortemente marcadas enquanto apenas uma leve marcacdo para lipidio é observada no

citoplasma das células R e M (Fig. 3C, F).

A tabela 1 apresenta a intensidade das reacdes das células hepatopancreaticas das

fémeas adultas de F. brasiliensis, quando submetidas aos testes histoquimicos.
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Tabela 1. Reacdo das celulas hepatopancreaticas de fémeas adultas de Farfantepenaeus
brasiliensis aos testes histoquimicos.

Estagio  Célula PAS/ Azul de VVon Kossa Baker
gonadal Azul de Alcian  bromofenol
E - - - -
— R + (regido distal)  ++ +/++ ++
Lu .
a + (_reglao _
p média-proximal)
.'g F - ++/+++ ++ +++
©
> 7
§ B +++ contelido ++ + ++
3 vacuolar
(48]
©
© M - +++ +++ +++
«©
Q)
Ldmen +++ - - 4
Borda em +++ +++ ++ ++
escova
Espaco ++ +/++ - +++
intertubular
E - - - -
R ++ (regido ++ (regido basal  -/+ +
distal) e perinuclear)
n
w F - ++ + +++
(4]
g
5 B +++ contelido +++ - ++
z vacuolar
[a¥]
©
i M - ++/+++ ++/+++ ++
«©©
O]
Ldmen +++ ++ -+ +
Espaco ++ - - ++

intertubular

- ndo reagiu + fraca reacao ++ moderada reagéo +++ intensa reacdo
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Figura 1: SeccBGes histologicas do hepatopancreas de Farfantepenaeus brasiliensis
submetidas ao teste histoquimico PAS - Azul de Alcian. A-C. Tubulos hepatopancreaticos de
fémeas com gbnadas desenvolvidas. Em A, observe a porg¢do distal do tabulo com as células E
(E), R (R) e F (F); em B, a regido media-distal com polissaccarideo (*) principalmente na
borda em escova (seta), no interior do lumen (lu) e na membrana basal (ponta da seta); em
C, note a presenca de polissacarideo acido na célula R (R) e de polissacarideo neutro no
vacuolo apical (v) da célula B (B). D-F. Tubulos hepatopancreéticos de fémeas com gbénadas
esgotadas. Note em D a predominancia de polissacarideo acido no interior de vacuolos das
células R; em E, é visto material polissacaridico neutro do vacuolo apical da célula; e em F, o
epitélio hepatopancreatico (he) mais baixo devido a liberacdo de material das células R e B.

M= célula M, is= espaco intertubular.
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Figura 2: Secc¢des histologicas do hepatopancreas de Farfantepenaeus brasiliensis
submetidas ao teste histoquimico do azul de bromofenol. A-C. Tubulos hepatopancreaticos de
fémeas com gbnadas desenvolvidas. Note a presenca de proteinas (*) principalmente no
espaco intertubular (is), na borda em escova (seta) e nas células M (M) e F (F). D-E. Tubulos
hepatopancreaticos de fémeas com gbnadas esgotadas. Observe a intensa marcacdo no
contetido vacuolar (v) da célula B (B) e no citoplasma basal (ponta da seta) das células R (R)

e B. lu= lamen.
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Figura 3. SeccOes histolégicas do hepatopancreas de Farfantepenaeus brasiliensis
submetidas a testes histoquimicos. A-B e D-E. Teste de von Kossa. Em A e B, observe os
tubulos hepatopancreaticos de fémeas com gbnadas desenvolvidas com reacdo negativa para
célula E (E), moderada marcacao nas células R (R) e F (F) e intensa positividade em células
M (M). Em D e E, destaca-se a presenca de calcio nas células M dos tabulos
hepatopancreaticos de fémeas com gbnadas esgotadas. C e F. Técnica de Baker. Note em C, 0
lipidio principalmente nas células F e M e no limen (lu) do hepatopancreas de fémeas com
gbnadas desenvolvidas. F mostra os tubulos de fémeas com gbnada esgotadas. Ponta da
seta= borda em escova, seta= secre¢do sendo liberada no lumen, v= vacuolo, is= espaco

intertubular.
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DISCUSSAO

Alteracdes na histologia e na histoquimica do hepatopancreas sdo observadas em
resposta a demanda fisioldgica exigida tanto nos estagios de muda, como de reprodugéo e
processos digestivos, sendo considerado entdo, um orgdo fisiologicamente dindmico com
intensa atividade secretora (FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009). Neste sentido,
alguns trabalhos foram desenvolvidos relacionando hepatopancreas as fases de muda de
crustaceos (AL-MOHANNA; NOTT, 1989; SOUSA; PETRIELLA, 2001; MARCOLIN et
al., 2008), porém poucos em relacdo ao estagio gonadal (PETERLE, 2011).

O hepatopancreas é o maior centro de reservas organicas e inorganicas em decapodos
e espera-se que ocorra uma mobilizacdo dessas reservas para a maturacdo das gonadas
(GIBSON; BARKER, 1979). Entretanto, comparando-se as espécimens fémeas de F.
brasiliensis, nos dois estagios gonadais aqui estudados, ndo foram encontradas diferencas
consideraveis quanto a histoquimica das diversas celulas encontradas nos tubulos
hepatopancreaticos. Muhlia-Almazédn e Garcia-Carrefio (2002), de maneira similar,
comparando o contetdo proteico do hepatopancreas entre os estagios de muda de Penaeus
vannamei também ndo observaram diferencas significativas, porém verificaram que as
alteracOes na atividade proteolitica deste 6rgdo séo influenciadas diretamente pela abstinéncia
de alimento.

Segundo Ceccaldi (1989), o processo de absor¢do ocorre nas células cilindricas e
alongadas com borda em escova. Estas contém goticulas associadas com pigmentos
carotenoides, glicogénio, cristais de fosfato de célcio, etc., ocorrendo o armazenamento do
material e seu reuso imediatamente apds a exlvia a fim de reconstituir novos tecidos. A
marcacdo pelo PAS da borda em escova das células que atingem o limen hepatopancreético
de F. brasiliensis aponta a ocorréncia da absorcdo de polissacarideos neutros diretamente da
alimentacédo e/ou liberagdo a partir destas células, entretanto, a presenca destes elementos no
espaco intertubular indica também seu acimulo na hemolinfa circulante.

Ramos e Zerbo-Tremacoldi (2006) em estudo histoquimico com hepatopancreas de
camardes Macrobrachium acanthurus do sul da Bahia, Brasil, verificaram a presenca de
glicogénio e de glicoproteinas livres no citoplasma de algumas células. Segundo Ceccaldi
(1989), carboidratos e enzimas digestivas foram detectados em todos crustaceos ja estudados:
amilases, sacarases, maltases, laminarases, quitinases e até celulases, em algumas espécies e
aponta, ainda, a presenca de vacuolos PAS positivos proximos ao nucleo das celulas F.

Entretanto, neste estudo, ficou evidenciada a secrecdo com propriedades polissacaridicas
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neutras no interior do grande vaclolo da célula B do hepatopancreas de F. brasiliensis,
enquanto as células reabsortivas tiveram principalmente os glicoconjugados acidos marcados
em seus vacuolos, corroborando Peterle (2011) que menciona, além disto, a presenca de
proteina nas celulas B. Segundo Icely e Nott (1992), alguns nutrientes e fluidos sao
absorvidos pelas células F e B por pinocitose e outros assimilados pelas células R pelo
contato com os microvilos, havendo posteriormente o transporte molecular na célula.

Rosas et al. (1995) fazendo uma correlacdo entre a taxa de consumo de oxigénio e a
concentracdo de glicogénio na glandula digestiva verificaram que, em Penaeus setiferus, a
assimilacdo dos nutrientes e a sintese de glicogénio inicia-se cerca de 2 horas ap6s a
alimentacdo, sendo apds 24 horas, seus niveis bem menores. Assim, nesta fase, as células ja
liberaram seu produto de secrecdo, podendo ser visto polissacarideo principalmente no limen
tubular, como evidenciado nas fémeas esgotadas de F. brasiliensis.

Ainda que polissacarideos sejam detectados no hepatopancreas de F. brasiliensis,
Johnston e Davies (1972) observaram que estes polimeros (incluindo glicogénio), no caso de
Carcinus maenas, predominam na hemolinfa sendo 75-80% dos carboidratos em circulagao,
entretanto, no hepatopancreas, estes correspondem a ndo mais de 10-20%.

Marcolin et al. (2008), em estudo realizado com Ucides cordatus nos estagios de
intermuda e pré-muda inicial, observaram uma intensa coloracdo ao azul de bromofenol
proxima a membrana plasmatica e no citoplasma dos quatro tipos celulares observados
(células E, F, R e B), sendo mais intenso nas células E e F, enquanto os vacuolos de R, F e B
foram negativos. Esta marcacdo histoquimica diferenciada entre os tipos celulares foi
discutida nos trabalhos de Momin e Rangneker (1972, 1975) que observaram a presenca de
fosfatases acidas e alcalinas, bem como de enzimas oxidativas, no hepatopancreas de Scylla
serrata, sendo geralmente as células R as que apresentaram maior concentracao.

Entretanto, neste estudo, o hepatopéancreas de F. brasiliensis teve o citoplasma das
células F fortemente marcado pelo teste, indicando o papel destas na sintese e/ou
armazenamento de proteinas, como também verificado por Johnston et al. (1998), Al-
Mohanna e Nott (1989), Ramadevi et al. (1990), Vogt (1994), Sousa e Petriella (2000) e
Peterle (2011) em decapodos Thenus orientalis, Ocypoda platytarsis, Palaemonetes
argentinus, Astacus astacus e Xiphopenaeus kroyeri, respectivamente. Tal marcacao pode ser
devida a sintese e secrecao, por estas células F, de numerosos granulos de zimogénio (ICELY;
NOTT, 1992), geralmente localizados na regido apical e encontrados apo6s a ingestdo de
alimento, para a digestdo extracelular. Além disto, Spindler et al. (1992) apontaram a

ocorréncia da sintese de hemocianina e de outras proteinas na glandula do intestino médio do
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lagostim Astacus leptodactylus, com mudancas pronunciadas nas taxas de sintese durante ao
ciclo de muda, sendo estas maiores no fim da intermuda e inicio do estagio de pré-muda, ou
seja, em periodo final de alimentacao.

Esta forte marcacao para proteinas em algumas celulas também se deve a presenca de
tripsina e quimotripsina, as mais abundantes enzimas proteoliticas da glandula digestoria de
camardes (DALL et al., 1990), responsaveis, segundo Galgani (1985), por mais de 60% das
proteinas de digestao presentes na glandula do intestino médio de peneideos.

Semelhantemente, as células M foram intensamente marcadas pelo azul de
bromofenol, corroborando Ceccaldi (1989) que aponta que estas sdo ricas em proteinas e
grandes vacuolos por possuirem funcdo de armazenamento, sendo sua existéncia, aparéncia e
reserva variavel de acordo com o ciclo do animal. Possivelmente, estas celulas obtenham
parte do material proteico da hemolinfa e, por meio de suas projecdes citoplasmaticas,
transferem para as células F que ao se diferenciarem em células B, acumulam certa
guantidade desta substancia nos grandes vacuolos. Entretanto, acredita-se que esta reserva do
hepatopéancreas pode também ter origem a partir da alimentagdo, via tubo digestério. Essa
capacidade da célula M de estocar material de origem proteica no hepatopancreas de
peneideos também foi citada por Al-Mohanna et al. (1985b) para P. semisulcatus e por
Peterle (2011) para X. kroyeri.

A marcacdo pelo azul de bromofenol principalmente na regido citoplasmatica
perinuclear e basal das células R, bem como no espaco intertubular, indica a possibilidade de
absorcdo de proteinas, por estas células, a partir da hemolinfa ou ainda, liberagéo destas para a
hemolinfa. Segundo Marcolin et al. (2008), a borda em escova também conferiu a alta
capacidade das células R de absorcdo de nutrientes a partir do Iimen tubular, estrutura esta
que apresentou, neste estudo, propriedades principalmente proteicas e polissacaridicas.

E relatado que o célcio é um elemento essencial para os crustaceos, pois sua absorgio
e liberacdo estdo relacionadas a formacao de uma nova carapaca (MARCOLIN et al., 2008).
Vijayan e Diwan (1996) observaram, em estudos com Penaeus indicus, mudancas nos niveis
de calcio na glandula do intestino médio quando comparadas antes e depois da ecdise e,
segundo estes autores, este elemento provavelmente seja reabsorvido do exoesqueleto velho
durante a pré-muda e transportado para o hepatopancreas para seu subsequente uso na
mineralizacdo p6s-muda.

Entretanto, Vijayan e Diwan (1996), ao verificarem as variacfes de calcio no
exoesqueleto, masculo, hemolinfa e hepatopancreas de P. indicus durante o ciclo de muda,

sugeriram que a maior fonte para mineralizacdo da cuticula é a absorcdo direta do ambiente
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marinho, sendo o célcio vindo dos tecidos apenas um suporte para a elevada demanda pds-
muda. Ao contrério, os crustaceos de agua doce tém como maior fonte para a calcificagdo do
exoesqueleto o célcio armazenado nos tecidos como: estdmago, glandula do intestino médio e
hemolinfa (STEVENSON, 1985).

Scott-Fordsmand e Depledge (1997) verificando o conteddo de célcio no
hepatopéncreas de Carcinus maenas entre os estadgios de muda observaram reducdo na fase de
ecdise, aumento na pds-muda e alteracfes nado significativas entre a intermuda e pré-muda; e
estes, quando submetidos a agua contaminada com cobre durante a ecdise e pos-muda,
apresentaram conteudo de calcio no hepatopancreas diminuido em 77%. Ja Chavez-Crooker
et al. (2003) observaram maior concentracdo de calcio intracelular nas células R e E na fase
de pré-muda que na intermuda de lagosta e sugeriram que a acumulacdo deste cation nestas
células ocorre antes da muda, sendo nas células E, essenciais para regulacdo da mitose.

Apesar da maioria dos trabalhos relacionarem a presenca de célcio aos estagios de
muda, este estudo ndo mostrou diferencas consideraveis, na marcagdo histoquimica para este
elemento, nas células M e F do hepatopancreas entre fémeas de F. brasiliensis com gbnadas
desenvolvidas e esgotadas. Estas células sdo as grandes responsaveis pelo armazenamento
deste elemento, uma vez que foram as que mais reagiram a técnica histoquimica de von
Kossa, caracteristicas estas também encontradas em X. kroyeri por Peterle (2011). Assim
como essa autora, Al-Mohanna e Nott (1987) e Paquet et al. (1993) observaram também, a
presenca de célcio entre os vacuolos citoplasmaticos das células R. O fato do hepatopancreas
das fémeas de F. brasiliensis com godnadas esgotadas terem apresentado marcagdo menos
intensa para o calcio, provavelmente indica que estas poderiam estar em fase de pré-muda ou
até a poés-muda inicial, quando o animal nao se alimenta e suas reservas sdo voltadas para a
formacé&o e endurecimento da nova carapaca.

Segundo a literatura, as células R absorvem nutrientes soltveis no limen do intestino e
estocam lipidios e glicogénio (AL-MOHANNA; NOTT, 1989), constituindo, segundo Icely e
Nott (1992), o principal local de estocagem destes materiais. Ceccaldi (1989) também afirma
que estas células contem multiplos vacuolos preenchidos com lipidios osmiofilicos, além de
pequenos depdsitos calcarios e glicogénio. Apesar das células R terem apresentando
numerosos vacuolos para o armazenamento destes elementos, neste tipo celular das fémeas de
F. brasiliensis aqui estudadas, o lipidio foi observado em pequena quantidade.

O camardo branco L. vannamei mostrou um decréscimo nos niveis de lipidios totais no
hepatopéancreas, associado a um aumento nos ovarios, durante os primeiros estagios de

desenvolvimento gonadal, ndo havendo, ao contrario de outras espécies, queda significativa



75
Capitulo 2

nos demais estagios e depois da desova (WOUTERS et al., 2001). Segundo estes autores,
esta caracteristica dos estagios iniciais parece ser resultado do decréscimo de triacilglicerol no
hepatopancreas e aumento deste nos ovarios durante a maturacdo. Sendo assim, 0s niveis
baixos de lipidio aqui observados tanto em fémeas com gonadas desenvolvidas como nas
esgotadas, pode ser devido ao uso destas reservas para fins reprodutivos com o
desenvolvimento de ovdcitos, sendo seu acumulo responsavel, ao menos em parte, pelo
aumento da massa ovariana durante os primeiros estagios de maturacgéo gonadal.

Apesar disto, Wouters et al. (2001), contrariando varios outros trabalhos, concluiram
que ainda que essa glandula seja o centro de armazenamento e processamento de lipidios,
alguns lipidios ovarianos sdo derivados de outras reservas corporeas e/ou da sintese de novo,
sendo sua maior parte adquirida a partir da dieta, assim como observado em M. rosenbergii
por Cavalli (2000) e em caranguejos Armases cinereum e Sesarma reticulatum por Hasek e
Felder (2005).

Em L. vannamei foi vista, inclusive, uma reducdo nos niveis de lipidios totais nos
ovarios de fémeas esgotadas, bem como nauplius com niveis maiores que 0S OVArios
completamente desenvolvidos, indicando que ocorre a transferéncia deste elemento para a
prole (WOUTERS et al., 2001).

Desta forma, a semelhanca quanto a composi¢do histoquimica das células do
hepatopancreas de fémeas com gonadas desenvolvidas comparadas aquelas esgotadas,
justifica-se pela transferéncia destes elementos para os ovécitos ocorrerem em quantidade
significativa apenas nos estagios iniciais do desenvolvimento gonadal de F. brasiliensis e/ou
ainda, estarem mais relacionadas com o estagio de muda, como no caso do calcio.

Além disto, vale salientar que, apesar de ser de conhecimento que durante a
reproducdo e muda a demanda energética aumenta, esta pode variar fisiologicamente e entre
as espécies, sendo reflexo, segundo Kyomo (1988), das flutuacdes entre o érgdo de estoque e
o de utilizacdo da energia que, por sua vez, é variavel com o tempo e habitat. Entretanto, neste
estudo, nenhuma diferenca histoquimica consideravel foi vista quando comparado 0 mesmo

tipo celular entre nos estagios analisados.
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Ultraestrutura das células R, F e B do epitélio hepatopancreatico de camardes-
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RESUMO

O hepatopancreas exerce importante papel no metabolismo dos crustaceos interagindo
nos processos fisiologicos como a reproducdo e muda, alem de responder rapidamente a
alteracbes ambientais ou endogenas. Este trabalho teve por objetivo caracterizar,
ultraestruturalmente, as células hepatopancredticas R (reabsortivas), F (fibrilares) e B
(vesiculares) de fémeas adultas de Farfantepenaeus brasiliensis provenientes de Guarapari,
litoral sul do Espirito Santo, Brasil. Para tal, fémeas foram coletadas e triadas, sendo
agrupadas aquelas com gonadas desenvolvidas (DE) e esgotadas (ES), para a posterior
disseccao de fragmentos do hepatopancreas. Apos a fixacdo em glutaraldeido, o material foi
submetido a rotina de Microscopia Eletronica de Transmissdo. As células R mostram
citoplasma escasso em organelas, com mitocondrias alongadas na regido apical, reticulo
endoplasmatico rugoso vesicular ou lamelar, além de vacuolos e corpos multivesiculares;
lisossomos primarios, autofagossomos e gotas lipidicas sdo vistos principalmente nas fémeas
ES. Dobras na membrana basal e uma ldmina basal fina e eletrondensa sdo também
observadas nestas células. As células F apresentam vesiculas de secrecdo proximas as
microvilosidades, bem como grandes mitocdndrias; o reticulo endoplasmatico rugoso é muito
desenvolvido, sendo algumas vezes encontradas em arranjo circular nas fémeas DE, ou ainda,
com cisternas dilatadas naquelas ES. As células B sdo marcadas pela presenca de vesiculas de
pinocitose que, gradativamente, se fundem na regido subapical, formando corpos digestivos
de conteldo eletrondenso; nas fémeas ES, este material é visto em extrusdo, com o
rompimento das microvilosidades. Juncbes septadas estdo presentes no contato entre as
células. As caracteristicas ultraestruturais sdo discutidas relacionando com as funcGes das

células hepatopancreéticas F, R e B e seu papel na biologia desta espécie de crustaceo.

PALAVRAS-CHAVE: Farfantepenaeus brasiliensis, hepatopancreas, ultraestrutura.
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ABSTRACT

The hepatopancreas plays important role in the metabolism of crustaceans since it
interacts in physiological processes such as reproduction and moult, and it responds quickly to
environmental or endogenous changes. This study aimed to characterize ultrastructurally, the
hepatopancreatic R cells (reabsorptive), F cells (fibrillar) and B cells (vesicular) of
Farfantepenaeus brasiliensis adult females from Guarapari, south coast of the Espirito Santo,
Brazil. To this, females were collected and grouped into those with developed gonads (DE)
and those with exhausted ones (ES) for further dissection of the hepatopancreas fragments.
After fixation in glutaraldehyde, the material was submitted for routine transmission electron
microscopy. R cells show scarce organelles in cytoplasm, elongated mitochondria in the
apical region, vesicular rough endoplasmic reticulum or in lamellar form, and vacuoles and
multivesicular bodies; primary lysosomes, autophagosomes and lipid droplets are seen mainly
in ES females. Folds in the basal membrane and a thin and electron dense basal lamina are
also observed in these cells. F cells have secretory vesicles near the microvilli as well as large
mitochondria; the rough endoplasmic reticulum is highly developed, being sometimes found
in circular arrangement in DE females or with dilated cisterns in those ES females. B cells are
marked by the presence of pinocytic vesicles that gradually merge in the subapical region,
forming digestive bodies of electrondense content; in ES females this material is seen in
extrusion with microvilli disruption. Septate junctions are present in the contact between cells.
The ultrastructural features are discussed relating with the functions of the F, R and B

hepatopancreatic cells and their role in the biology of this crustacean species.

KEYWORDS: Farfantepenaeus brasiliensis, hepatopancreas, ultrastructure.
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INTRODUCAO

O hepatopancreas, 0rgao que assimila nutriente e representa a provisao de reserva de
energia para o crescimento e metabolismo dos crustaceos (DALL; MORIATY, 1983), esta
associado ao intestino médio e apresenta diferentes niveis de complexidade entre as espécies
(GIBSON; BARKER, 1979).

Alem disto, é considerado um indicador do metabolismo, da fase de ecdise, da
condi¢do nutricional e da presenca de doencas em varias espécies de decapodos (AL-
MOHANNA; NOTT, 1989; BAUTISTA et al., 1994; ROSAS et al., 1995).

Quatro tipos celulares séo identificados no epitélio do hepatopancreas dos decapodos,
sendo a localizacdo destes tipos varidvel ao longo do tubulo: E (embrionéaria), R (reabsortiva),
F (fibrilar), B (vesicular), de acordo com o esquema proposto por Hirsh e Jacobs (1928) apud
Icely e Nott (1992) para o lagostim Astacus leptodactylus. Entretanto, algumas espécies de
peneideos, como o camarao-rosa Farfantepenaeus brasiliensis (NUNES, informacao pessoal)
e 0 camardo-sete-barbas Xiphopenaeus kroyeri (PETERLE, 2011), apresentam também, a
celula M (basal).

As células E sdo as responsaveis pela renovacdo celular do epitélio dos tubulos
hepatopancreaticos (ICELY; NOTT, 1992); as células F sintetizam e secretam zimogénio para
digestdo extracelular e, subsequentemente, se diferenciam em células B responsaveis pela
digestdo intracelular (AL-MOHANNA et al., 1985a); as células R absorvem metabolitos do
[imen e pequenas particulas da hemolinfa e os estocam como lipidio e glicogénio (AL-
MOHANNA; NOTT, 1987); enquanto as células M sdo as responsaveis pelo material de
origem proteica estocado no hepatopancreas (AL-MOHANNA et al., 1985b).

Estudos sobre o hepatopéncreas de Decapoda, sob microscopia eletronica de
transmissdao, foram desenvolvidos com algumas espécies de Dendrobranchiata: Penaeus
semisulcatus (AL-MOHANNA et al., 1985b), P. vannamei (CACECI et al., 1988), P.
monodon (VOGT, 1985), P. setiferus (LOVETT; FELDER, 1990c); carideos como Palaemon
serratus (PAPATHANASSIOU; KING, 1984) e Palaemonetes argentinus (SOUSA et al.,
2005); e Brachyura como Carcinus maenas (STANIER et al., 1968) e Ucides cordatus
(CORREA JR et al., 2002). Entretanto, sdo poucos os trabalhos sobre a ultraestrutura do
hepatopancreas de Farfantepenaeus e/ou que relacionem a influéncia do estagio de
desenvolvimento das gonadas neste 6rgao.

O camardo-rosa F. brasiliensis é encontrado desde o Atlantico Ocidental-EUA até o

Brasil (Amapa até o Rio Grande do Sul) (COSTA et al., 2003) e apresenta em seu ciclo de
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vida uma fase marinha, quando ocorre a reproducdo e o desenvolvimento larval, e outra
estuarina, quando ha o rapido crescimento dos juvenis que, posteriormente, migrardo para o
oceano a fim de completar o ciclo de vida no mar aberto (IWAI, 1978).

O presente estudo descreveu a ultraestrutura e a funcdo de trés principais tipos
celulares do hepatopancreas de fémeas de F. brasiliensis, como parte de um projeto que busca
caracterizar a estrutura hepatopancreadtica das fémeas desta espécie de camardo-rosa
estabelecendo uma relagdo com o estagio reprodutivo e seu papel como indicador de poluicado

ambiental.

MATERIAL E METODOS

Camaroes

Cerca de 30 camardes-fémea Farfantepenaeus brasiliensis, sendo 15 com gdnadas
desenvolvidas (DE) e 15 com gonadas esgotadas (ES), foram coletados em Guarapari (S
20°41°259™), litoral sul do estado do Espirito Santo, Brasil. Foram consideradas fémeas
esgotadas aquelas com gbnadas flacidas, localizadas no cefalotérax e de cor amarelo-claro, e
desenvolvidas, aquelas com gbnadas ocupando tanto o cefalotorax como o abdémen e de
coloracdo verde escura. Os animais, anestesiados a frio, tiveram o tegumento da regido

cefalotoracica removido e o hepatopancreas dissecado ainda no local de coleta.

Microscopia Eletronica de Transmissao

Fragmentos do hepatopancreas das fémeas de F. brasiliensis foram fixados em solucéo
de glutaraldeido 2.5% em tampdo cacodilato de sodio 0.1M (pH 7.2) durante 24 horas, a 4°C.
A seguir, passaram por duas lavagens de 15 minutos cada em solucdo tampdo cacodilato de
sodio 0.1 M. A péds-fixacdo foi realizada em tetroxido de dsmio 1% em solucdo tampéo
cacodilato de sédio 0.1 M, durante 2 horas, a temperatura ambiente, no escuro.
Posteriormente, o material passou por mais duas lavagens de 15 minutos cada em solugédo
tampé&o de cacodilato de sodio 0.1M e foi contrastado em solucdo de acetato de uranila 2%
com acetona 10%, por 2 a 4 horas, no escuro.

A desidratagdo foi realizada em série crescente de acetona 50% a 95% e 100% duas
vezes, com duracdo de 5 minutos cada. Logo ap6s, 0 material permaneceu em mistura de

acetona e resina na proporcao de 1:1, por 12 horas. O material foi incluido em resina pura
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com catalisador e colocado em estufa a 60°C durante 48 horas. Depois de polimerizados 0s
blocos, foram realizadas as seccOes ultrafinas; posteriormente, estas foram coletadas em
grades de cobre e contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo durante 45 e 10
minutos, respectivamente.

As analises foram feitas sob Microscopio Eletrénico de Transmissdo PHILIPS 100

TEM, seguida da documentacdo fotografica.

RESULTADOS

As analises, sob a microscopia eletrbnica de transmissdo, demonstraram as
caracteristicas ultraestruturais dos tipos celulares R, F e B encontrados no hepatopancreas dos
camardes-fémea da espécie Farfantepenaeus brasiliensis (Fig.1A). Entre estas células podem
ser observadas especializacdes na membrana plasmatica lateral, como jun¢des do tipo septada
(Fig. 1A, 1C).

As células F, R e B, em sua superficie apical, apresentam grande quantidade de
microvilosidades, principalmente no hepatopéancreas das fémeas DE, o que lhes confere uma
maior area de absorc¢do e/ou secrecdo (Fig. 1C, D).

As células R sdo as mais abundantes e encontram-se distribuidas ao longo de todo o
tubulo. Comparada as demais células, apresenta um citoplasma escasso em organelas, com
mitocondrias eletrondensas, predominantemente alongadas, assim como suas cristas, estando
localizadas principalmente na regido apical (Fig. 1C, 2A, 2D). O reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) apresenta-se sob a forma vesicular ou lamelar, esta Gltima geralmente préxima
a regido nuclear (Fig. 2B, 2F). Alguns vacutolos e corpos multivesiculares estdo presentes no
citoplasma (Fig. 1C, 2G).

No interior destas células, especialmente nas fémeas ES, sdo também encontrados
alguns lisossomos primarios e autofagossomos de varios tamanhos, além de corpos residuais
eletrondensos (Fig. 2D, 2G). Ainda nestas, as mitocondrias apresentam as cristas curtas e
desorganizadas (Fig. 2D, 2G), sendo também destacada a presenca de grandes gotas lipidicas
no citoplasma, observadas em tamanhos diversos e com conteddo homogéneo (Fig. 2E, 2F).

Quanto ao nucleo, este pode ser visto redondo, com nucléolo evidente e pouca
cromatina periférica, estando basal ou medialmente localizado e circundado por RER (Fig.
2B, 2 E, 2F).
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Estas células apresentam, na regido basal, reticulo endoplasmatico liso (REL) e
mitocondrias, além de dobras na membrana plasmatica. A lamina basal é fina e eletrondensa
(Fig. 2C).

As células F sdo observadas principalmente na regido médio-distal do tubulo, entre as
células R e B, destacando-se por estar em maior numero no hepatopancreas das fémeas DE.

No apice destas células, proximo as suas microvilosidades, podem ser vistas vesiculas
de secrecdo que se fundem com a membrana plasmatica apical para liberacdo de seu contetdo
no limen do tabulo (Fig. 3A). Grandes mitocéndrias arredondadas podem ser vistas
distribuidas por todo o citoplasma (Fig. 3B, 3C, 3E), possuindo, nas fémeas ES, curtas cristas
que se localizam perifericamente (Fig. 3E). Numerosos ribossomos livres e ligados a
membrana estdo presentes. O RER apresenta-se muito desenvolvido, espalhado por todo o
citoplasma, predominantemente sob a forma vesicular (Fig. 3). Nas fémeas ES as cisternas
desta organela aparecem mais dilatadas (Fig. 3F). Em alguns casos, ainda, o reticulo € visto
com suas cisternas concentricamente organizadas (Fig. 3D).Corpos multivesiculares e grandes
vacutolos podem estar presentes no citoplasma (Fig. 3A, 3B).

O nucleo das células F estd localizado na regido central ou basal e apresenta-se
redondo, com cromatina dispersa, além de nucléolo e poros evidentes no envelope (Fig. 1A,
3C, 3F).

As células B, frequentes na regido proximal do tdbulo hepatopancreéatico, apresentam
mitocondrias com cristas alongadas e RER desenvolvido na regido supranuclear. Lisossomos
e corpos multivesiculares também podem ser vistos no citoplasma deste tipo celular (Fig. 4A).

Nos dois estagios estudados, as células B sdo encontradas com diferentes aspectos
ultraestruturais, devido a fase de diferenciacdo que, por sua vez, tem inicio a partir das células
F.

Inicialmente, canais endociticos podem ser vistos a partir das microvilosidades, dando
origem a vesiculas de pinocitose de diferentes tamanhos (Fig. 1C, 4B). Estas, ja na regido
subapical se fundem para formar corpos digestivos com material eletrondenso em seu interior
e que, gradativamente, vdo aumentando de tamanho (Fig. 4C, D, E, F).

As células B maduras destacam-se pela presenca de um grande vacuolo supranuclear
que, quando muito expandido, provoca o deslocamento nuclear para a regido mais basal e fica
rodeado por uma pequena porcao de citoplasma (Fig. 4E, F). Posteriormente, ha extrusdo do
material deste vactolo em dire¢do ao limen, provocando o rompimento da membrana das
microvilosidades e o desprendimento da célula de sua ldmina basal. Esta configuracdo da

célula B madura é mais frequente nas fémeas ES.



FIGURAS



Figura 1: Hepatopancreas de fémeas adultas de Farfantepenaeus brasiliensis. A. Vista geral
das células R, F e B. Observe em B e C, as juncdes septadas presentes no contato entre as
células. C. D. Microvilosidades (mv) na regido apical dos diferentes tipos celulares e a
presenca de material no ldmen (lu) dos tdbulos. m= mitocdndria, mb= corpos
multivesiculares, B= célula B, R= célula R, F= célula F, seta= juncdo septada, vrer= reticulo
endoplasmaético rugoso vesicular, Irer= reticulo endoplasmatico rugoso lamelar, ser= reticulo
endoplasmatico liso, pv= vesiculas pinociticas, va=vacuolo, nu= nucléolo. Barras: A=5 um;
B-D=1 um.
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Figura 2. Detalhes ultraestruturais das células R do hepatopancreas de Farfantepenaeus
brasiliensis provenientes de fémeas com gbénadas desenvolvidas (A-C) e daquelas com
gbnadas esgotadas (D-G). Em C, observe a presenca de dobras na membrana basal (mi),
reticulo endoplasmaético liso (ser) e a fina ldmina basal (bl). Repare a diferenca quanto a
estrutura das mitocondrias (m) e o armazenamento de lipidios (li) entre os dois estagios.
Corpos multivesiculares (mb) e corpos digestivos (db) sdo vistos nas fémeas esgotadas. seta=
juncdo celular, mv= microvilosidades, lrer= reticulo endoplasmatico rugoso lamelar, ly=
lisossomo, n= nucleo, nu= nucléolo. Barras: A= 0.5 um; B=2 um; C, D, F, G=1 um, E=5

um.
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Figura 3. Detalhes ultraestruturais das células F do hepatopancreas de Farfantepenaeus
brasiliensis provenientes de fémeas com gobnadas desenvolvidas (A-D) e daquelas com
gbnadas esgotadas (E-F). Observe em A e B a secrecao (seta fina) sendo eliminada no lIimen
(lu) e detalhes do citoplasma apical rico em reticulo endoplasmatico rugoso. C. Regido
perinuclear. D. Note a presenca de reticulo sob a forma de membranas concéntricas (cm) na
regido basal e da espessa lamina basal (bl) E. F. Observe as cristas mitocondriais curtas e
cisternas dilatadas do reticulo endoplasmatico. mb= corpos multivesiculares, va= vacuolo,
vrer= reticulo endoplasmatico rugoso vesicular, Irer= reticulo endoplasméatico rugoso
lamelar, ser= reticulo endoplasmatico liso, m= mitocondria, n= nicleo, seta grossa= poro

nuclear. Barras: A,E=0.5um; B,C, D, F=1 um.
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Figura 4. Detalhes ultraestruturais das células B (B) do hepatopancreas de Farfantepenaeus
brasiliensis provenientes de fémeas com gbénadas desenvolvidas (A-D) e daquelas com
gbnadas esgotadas (E-F) A. Regido supranuclear com mitocondrias (m) e reticulo
endoplasmatico rugoso lamelar (Irer). B. Vesiculas pinociticas (pv) com material absorvido
do limen (lu) sdo vistas no citoplasma apical. C.-F. Observe a presenca de corpos digestivos
(db) contendo material eletrondenso e em D, a eliminacdo deste material no limen com o
rompimento das microvilosidades (mv). ly= lisossomo, mb= corpos multivesiculares, seta=

canais endociticos, n=nucleo, R= célula R. Barras: A= 1um, B, C, D, F=2um, E=5um.
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DISCUSSAO

As analises ultraestruturais das células epiteliais dos tabulos hepatopancreaticos de F.
brasiliensis revelaram, de maneira geral, similaridades com as células R, F e B descritas para
outras espécies de decapodos.

Nestas celulas foram observadas especializagdes da membrana plasmatica: na regiao
apical, as microvilosidades e, na lateral, as juncdes septadas. A presenca de microvilosidades
indica a funcdo de absorcdo muito bem descrita em decdpodos (CECCALDI, 1989).
Entretanto, Icely e Nott (1992) apontam que a parte luminal das células F apresenta estas
estruturas associadas a uma camada entérica, assim como observado nas células R de U.
cordatus por Corréa Jr et al. (2002), o que ndo foi evidenciado neste estudo.

Assim como Corréa Jr et al. (2002), desmossomos ndo foram observados na regido
basolateral das células aqui estudadas. Estes autores encontraram um sistema tubular bem
desenvolvido e juncdes septadas em U. cordatus, como também frequentemente visto em P.
vannamei (CACECI et al., 1988). Segundo 0s mesmos, estas junc¢des septadas sdo importantes
na manutencdo das membranas apicais e basolaterais e estdo relacionadas ao transporte
ibnico. Desta forma, as juncdes aqui observadas no contato entre as células adjacentes sdo as
responsaveis pelo transporte paracelular permitindo a passagem de pequenas moléculas e
ions.

Comparada aos demais tipos celulares, as células R de F. brasiliensis apresentaram
escassez de organelas. Assim como observado em Macrobrachium amazonicum por Ribeiro
(2006), este tipo celular apresenta caracteristicas absortivas, tais como mitocondrias proximas
as microvilosidades apicais bem desenvolvidas, bem como de reserva, como 0s vacuolos
supranucleares. Resultados semelhantes também foram encontrados nas mesmas células de P.
semisulcatus (AL-MOHANNA,; NOTT, 1987a).

Segundo Icely e Nott (1992), na assimilacdo e transporte de metabdlitos dentro da
célula R, ha também o envolvimento de enzimas hidroliticas, sendo, geralmente, as reacoes
associadas as microvilosidades e ao citoplasma apical, progredindo em direcdo a regido basal
nos estagios tardios (VOGT, 1988 apud ICELY; NOTT, 1992).

Sousa et al. (2005) apontam a existéncia de polarizacdo nestas celulas, divididas em
trés areas: apical, com a presenca de borda em escova, muitas mitocondrias, tabulos de
reticulo endoplasmatico liso e poucos vacuolos; medial, onde encontra-se o0 ndcleo rodeado
por reticulo endoplasmético rugoso; e basal, dominada por grandes mitocondrias e reticulo

endoplasmatico liso em sistema tubular. A ultraestrutura das células R de F. brasiliensis
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corroboram todos os resultados encontrados por estes autores para o carideo Palaemonetes
argentinus, até mesmo quanto & presenca de pequenos lisossomos primarios e
autofagossomos, presentes principalmente nas fémeas com estagio gonadal esgotado. De
acordo com Papathanassiou e King (1986), a perda da organizacdo da regido apical das
células R afetaria a transferéncia de fluido do e para o Ilimen.

Segundo Icely e Nott (1992), as cisternas do Golgi destas células sdo achatadas e
produzem vesiculas eletrondensas que se fundem em corpos multivesiculares e eventualmente
sdo acumuladas dentro de vacuolos supranucleares. Os corpos multivesiculares observados no
citoplasma nas células R do hepatopéancreas de F. brasiliensis também podem estar realizando
permuta de substancias e biomembranas com as organelas celulares antes de associar-se a
lisossomos primérios e transformar-se em lisossomo secundério, para entdo, dar-se inicio ao
processo digestivo de seu contetdo, fungdo esta apontada por Lothhammer et al. (2009).

Além desta funcdo na assimilacdo de nutrientes, as células R estdo envolvidas no
armazenamento de lipidio, glicogénio e metais, produtos influenciados pelo jejum e ciclo de
muda (ICELY; NOTT, 1992). Ceccaldi (1989) aponta, além das esferas de glicogénio, a
presenca de pequenos depoésitos de calcério e de vacuolos que progressivamente formam
inclusdo supranuclear com cobre, zinco e enxofre. Apesar de o glicogénio ser uma substancia
de reserva caracteristica destas células, neste estudo, ndo foi evidenciada sua presenca, assim
como observado em P. argentinus por Sousa et al. (2005) que interpretaram a auséncia deste
nutriente devido ao constante suprimento via alimentagdo que ocorre na intermuda.

Apesar disto, as fémeas com gonadas ES aqui analisadas destacaram-se pela presenca
de gotas de lipidios de diferentes tamanhos no citoplasma, importante para os estagios de
privacdo de alimento e/ou reposicdo lipidica para o desenvolvimento de novos ovocitos.

Neste estudo, o REL foi visto principalmente proximo as invaginacdes da membrana
plasmaética basal, entretanto, também pode ocorrer na regido apical em estagios especificos do
ciclo digestivo (ICELY; NOTT, 1992), como apontado por Sousa et al. (2005). Estes autores
afirmaram que, assim como o observado em outros decapodos, o sistema tubular do REL
apical, em associacdo com as mitocéndrias apicais, esta envolvido na absor¢do de nutrientes
e, quando basal, estd envolvido na passagem destes para outros 6rgaos, via hemolinfa. A
proximidade desta organela as mitocondrias pode indicar, ainda, a cooperacdo no
metabolismo lipidico, sendo, algumas vezes, identificada a continuidade fisica entre suas
biomembranas. Assim, as dobras na membrana observadas na regido basal das células R de F.

brasiliensis, junto a fina [amina basal, facilitariam as trocas com a hemolinfa. Papathanassiou
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e King (1984) indicam que estas dobras estdo envolvidas no transporte de ions quando
associadas ao RER e mitocondrias.

As células R, de acordo com Al-Mohanna e Nott (1987), podem absorver materiais
sollveis e particulas da hemolinfa por pinocitose, havendo nesta regido da lamina basal,
inclusdes eletrondensas, provavelmente corpos ricos em metais, que serdo transportados da
hemolinfa para as células, a fim de serem, posteriormente, eliminados (MANISSERI;
MENON, 2006). Tal caracteristica justificaria a eletrondensidade observada na lamina basal
deste tipo celular no hepatopancreas de F. brasiliensis.

Estas células de F. brasiliensis apresentaram, ainda, pequena quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso, mais frequente sob a forma vesicular, assim como observado por
Papathanassiou e King (1986) que o encontraram com cisternas curtas e finas, sendo esta
configuracdo principalmente encontrada na regido apical das células R do camardo Palaemon
serratus.

As células F do hepatopancreas de F. brasiliensis, mais frequentes nas fémeas com
gbnadas DE quando comparadas aquelas com gbénadas ES, apresentam formato cilindrico,
borda em escova apical e mitocondrias distribuidas ao redor do nlcleo, além de reticulo
endoplasmatico muito desenvolvido, o que corrobora Sousa et al. (2005).

No apice deste tipo celular foram encontradas muitas vesiculas de secrecdo. De acordo
com Icely e Nott (1992), as células F sdo especializadas na sintese e secrecdo de enzimas
digestivas em algumas fases do ciclo alimentar, o que justifica o citoplasma com extenso RER
e com numerosos ribossomos aderidos a membrana, bem como dispersos no citoplasma.
Peterle (2011), em seu estudo histoquimico do hepatopancreas de Xiphopenaeus kroyeri,
também observou intensa marcacdo para proteina neste tipo celular.

Alguns autores apontam a presenca de granulos de zimogénio na regido apical
(ICELY; NOTT, 1992). Este é sintetizado no RER, empacotado no Golgi e secretado para a
digestdo extracelular, posteriormente, material é captado para a digestdo intracelular com a
diferenciacdo em células B (AL-MOHANNA et al., 1985a). Entretanto, neste estudo, nédo
ficou evidente a presenca de granulos de zimogénio e semelhantemente a Sousa et al. (2005)
ndo foram encontradas reservas nas células F de P. argentinus.

Neste tipo celular, o reticulo apresentou-se principalmente sob a forma vesicular, e,
algumas vezes, com cisternas muito dilatadas. Em trabalho com M. amazonicum, Ribeiro
(2006) afirmou que as cisternas dilatadas do RER e do Golgi sdo devidas a intensa sintese de
substancias, sendo 0s vacuolos supranucleares observados possivelmente associados a

liberacdo destas substancias no lumen. A dilatacdo das cisternas pode, tambem, ser devido ao
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acimulo de calcio que ocorre nesta organela durante algumas fases do ciclo de muda
(CHAVEZ-CROOKER et al., 2003). Nunes et al. (dados ndo publicados) em estudo
histoquimico com F. brasiliensis, apontaram esta presenca de célcio em grande quantidade
nas células F do hepatopancreas tanto em fémeas com gobnadas desenvolvidas como
esgotadas.

Além disto, a forma do RER com curtas cisternas, em associagdo com menor nimero
de mitocondrias, poderiam indicar, segundo Papathanassiou e King (1986), inibicdo dos
mecanismos de secrecdo de proteinas causada por ions cadmio. Porém, esta inferéncia é
improvavel no caso de F. brasiliensis que apresentou, além do RER desenvolvido,
mitocondrias arredondadas e niveis ndo detectaveis deste elemento nesta espécie de camarao-
rosa (NUNES, informacéo pessoal).

Algumas vezes, 0 RER apresentou suas cisternas dispostas em formas concéntricas.
De acordo com Lothhammer et al. (2009), esta seria uma forma espacialmente econdémica
para uma célula com RER abundante e com necessidade de acimulo temporario de grande
namero de granulos secretérios, entretanto, nas células F deste estudo, nenhuma granulacdo
foi evidente.

Alguns trabalhos verificaram os efeitos da abstinéncia de alimento no hepatopancreas
de decapodos (STORCH; WELSCH, 1977; STORCH et al., 1982; PAPATHANASSIOU;
KING, 1984), apontando algumas mudancas como: reducdo de tamanho celular, condensacéo
de cromatina, rompimento de microvilosidades, reducdo de nUmero, expansdo ou
condensacdo de mitocéndria, diminuicdo de lipidio e glicogénio armazenados, rompimento de
reticulo e grande nimero de corpos residuais, principalmente em células F. Apesar de corpos
multivesiculares poderem ser encontrados nas células F do hepatopancreas de F. brasiliensis,
ndo foram observadas as demais alteracGes citadas, indicando que os espécimens estudados
provavelmente ndo sofreram estresse nutricional.

Caracteristica observada, tanto nas células hepatopancreéaticas do tipo F como nas R
das fémeas esgotadas de F. brasiliensis, foi a presenca de curtas cristas mitocondriais, e ainda,
em algumas vezes, em quantidade reduzida. Papathanassiou e King (1986), analisando P.
serratus, observaram mitoc6ndrias em menor nimero e com menor quantidade de cristas,
além de algumas em degeneracdo ou inchadas, quando 0s animais eram expostos a
concentragdes de cadmio. Segundo estes autores estas mudancas afetariam a energia da célula
pelo fato do cddmio combinar com algumas enzimas e inibir o sistema ATPase da membrana
mitocondrial. Manisseri e Menon (2006) também observaram mitocondrias estruturalmente

afetadas por exposicdo a mercurio, com cristas circulares ou ausentes em camardes
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Metapenaeus dobsoni. Entretanto, analises espectrofotométricas realizadas com estes
camar@es-rosa, ndo apontaram niveis detectaveis de cddmio nem grandes quantidades de
outros elementos, sendo entéo esta caracteristica ndo devida & contaminagdo ambiental por
metais pesados (NUNES, informagéo pessoal).

A lamina basal destas células F apresenta-se mais espessa que aquela encontrada nas
células R. De acordo com Ashhurst (1968) apud Abdalla e Cruz-Landim (2005), a lamina
basal, nos insetos, consiste em uma ou varias camadas de uma estrutura acelular constituida
principalmente de glicosaminoglicanas e proteoglicanas, cuja funcdo geral € constituir uma
barreira de isolamento entre o epitélio e a hemolinfa. Sendo assim, devido a sua funcéo
tipicamente secretora, as células F apresentam-na mais espessa, enquanto as R, mais delgada,
por realizar trocas com a hemolinfa e armazenar nutrientes.

O acumulo de vesiculas pinociticas nestas células F leva a denomina-las de células B
(RIBEIRO, 2006), assim como ocorre em P. semisulcatus (AL-MOHANNA; NOTT, 1989).
Considerando isso e que, segundo modelo de Hirsch e Jacobs (1930), as células F se
diferenciam nas células B, vérias configuracBes ultraestruturais foram encontradas neste
estudo.

Sousa et al. (2005) também observaram este tipo celular em varios estagios: o inicio
da diferenciacdo marcado pela presenca de um complexo apical constituido de canais
endociticos e vesiculas que invaginam a partir da borda em escova; estas se fusionariam com
vesiculas do Golgi originando os vacuolos subapicais. J& na célula madura, o nucleo e as
demais organelas encontram-se deslocados para a regido basal devido expansdo do vacuolo
que ocupa quase todo o citoplasma e que, posteriormente, € eliminado por secrecdo holécrina.

A presenca de vacuolos supranucleares e vesiculas pinociticas apicais, assim como
aqui observado em F. brasiliensis, foram detectadas em M. amazonicum por Ribeiro (2006),
confirmando a ocorréncia da absor¢cdo de substancias a partir do lumen por estas células,
responsaveis pela digestao intracelular (ICELY; NOTT, 1992). Entretanto, como no trabalho
de Sousa et al. (2005), aqui ndo foram observados nutrientes no citoplasma, sendo as células
B responsaveis por degradar enzimas e produtos ndo Uteis presentes nos tubulos (VOGT,
1994).

Segundo Al-Mohanna e Nott (1986b), o avanco da digestdo intracelular leva ao
surgimento de inclusdes com material amorfo envolto por corpos circulares e estruturas
membranosas no citoplasma, podendo formar um grande vacutolo com esferas densas. Sendo
assim, além dos lisossomos e corpos multivesiculares, vactolos digestivos foram frequentes

nas células B de F. brasiliensis. Durante sua maturacdo, também foi frequentemente
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observada a liberacdo de material amorfo e Itcido para o limen, corroborando Corréa Jr et al.
(2002).

Icely e Nott (1992) apontam que, apesar de ndo serem observadas particulas trago nas
celulas F, as células transicionais F-B as acumulam nas vesiculas pinociticas e
subsequentemente, em corpos digestivos, vacuolos subapicais e vacuolos digestivos que se
desenvolvem progressivamente depois de 12h apoOs alimentacdo rica em proteina. As
particulas inertes sao retidas dentro de inclusdes limitadas por membranas e eliminadas por
secrecdo holdcrina para o limen para ser defecado aproximadamente 24 horas depois da
alimentacéo.

Como as fémeas ES do camardo-rosa aqui estudadas provavelmente encontram-se em
estagio de intermuda final a inicio de pré-muda (NUNES, informacéo pessoal), ou seja, em
fase final de digestdo, as células B apresentaram materiais acumulados no grande vacutolo
apical prestes a ser ou ja sendo eliminados para o limen. Al-Mohanna e Nott (1986b)
observaram que nesta fase, ou seja, apos aproximadamente 12 horas de alimentacdo, o
vacuolo digestivo de P. semisulcatus apresentaram esferas de enxofre, havendo, na fase de
extrusdo, poucas mitocondrias e RER no citoplasma marginal e ndcleo achatado, como
também observado no presente estudo.

Icely e Nott (1992) apontam que as enzimas hidroliticas estdo esparsas nas 12
primeiras horas do ciclo digestivo, havendo nos ultimos estagios, fortes reacdes para
fosfatases &cida e alcalina, amilase, tripsina e lipase, estas, particularmente no vacuolo
supranuclear das células B. Algumas destas sdo produzidas pelo RER das células jovens ou
obtidos dos vacuolos supranucleares das células F. Al-Mohanna e Nott (1986b) afirmam,
ainda, que outras enzimas também séo obtidas, por endocitose, junto aos nutrientes a partir do
lumen, sendo os produtos da digestdo intracelular transferidos para a hemocele ou para as
células R vizinhas. Uma vez armazenados como lipidio e glicogénio nas células R, também
poderdo atingir outros 6rgdos, via hemolinfa.

Os nucleos dos trés tipos celulares aqui analisados conferem com as descri¢des feitas
por Icely e Nott (1992), sendo nas células F, os poros bastante evidentes; o nucléolo destacado
e a cromatina periférica das células R presente em menor quantidade que nas demais células;

e na celula B madura, achatado e deslocado para o polo basal.
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RESUMO

O estado do Espirito Santo (Brasil), nos ultimos anos, vem sendo marcado por
atividades mineradoras, principalmente proximas a regifes litoraneas e o beneficiamento
desses minérios pode gerar residuos, na maioria das vezes, descartados de forma inadequada
no ambiente marinho. Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar os niveis de cadmio
(Cd), cobre (Cu), chumbo (Pb), cromo (Cr) e zinco (Zn) nas aguas provenientes de dois
diferentes pontos do litoral sul capixaba, assim como as concentra¢des destes elementos e do
manganés (Mn) nas espécies Xiphopenaeus kroyeri (camardo-sete-barbas) e Farfantepenaeus
brasiliensis (camardo-rosa), camardes peneideos economicamente importantes, buscando
identificar a presenca de metais pesados em quantidade capaz de causar danos ao equilibrio
tréfico e/ou riscos a saude humana. Para tal, amostras de dgua e camardes-rosa e sete-barbas
foram coletados em Guarapari (P1) e Marataizes (P2), respectivamente, e processadas para a
analise por espectrofotometria de absorcdo atdmica. A sequéncia das concentracdes médias
obtidas nas aguas de P1 foram Cd< Zn < Cu, ndo sendo detectada a presenca de Pb nem Cr; j&
em P2, Cu=Zn < Cd=Cr < Pb. Os camardes-rosa apresentaram, em média, concentracao de Pb
< Zn < Cu, enquanto que sete-barbas, Pb < Mn < Cu < Zn. N&o foi detectada a presenga de Cd
nem Cr em ambas espécies e 0 Mn ndo encontrado em F. brasiliensis. As aguas dos dois
locais apresentaram niveis de metais acima do recomendado pela legislacao brasileira e ambas
as espécies de camar@es bioacumularam alguns elementos em altas concentragdes, porém sem

comprometer 0 seu consumo por possuirem mecanismos de detoxificacao eficientes.

PALAVRAS-CHAVE: Farfantepenaeus brasiliensis, Xiphopenaeus kroyeri, camarao sete-

barbas, camardo-rosa, metais pesados, litoral sul do Espirito Santo.
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ABSTRACT

In recent years the state of Espirito Santo (Brazil) has been marked by mining
activities, mainly near the coastal areas and the processing of these can generate waste in most
of the time improperly discarded in the marine environment. Therefore, this study aimed to
assess the levels of cadmium (Cd), copper (Cu), lead (Pb), chromium (Cr) and zinc (Zn) in
water from two different points of the southern coast of Espirito Santo, as well as
concentrations of these elements in Xiphopenaeus kroyeri species (seabob shrimp) and
Farfantepenaeus brasiliensis (pink-shrimp), economically important penaeid shrimps, in
order to identify the presence of heavy metals in amounts capable of causing damage to the
balance trophic and/ or risks to human health. For this, samples of water and pink-shrimp and
seabob shrimps were collected in Guarapari (P1) and Marataizes (P2), respectively, and
processed for analysis by atomic absorption spectrophotometry. The sequence of the average
concentrations obtained in water of P1 were Cd< Zn < Cu, not being detected the presence of
Pb neither Cr; in P2, Cu=Zn < Cd=Cr < Pb. The pink-shrimp showed an average
concentration of Pb < Zn < Cu, while seabob shrimps, Pb < Mn < Cu < Zn. The water from
the two locations showed levels of metals above recommended by Brazilian legislation and
both species of shrimp bioaccumulate high concentrations of some elements, but without

compromising their consumption since they possess efficient detoxification mechanisms.

KEYWORDS: Farfantepenaeus brasiliensis, Xiphopenaeus kroyeri, seabob shrimp, pink-
shrimp, heavy metals, southern coast of Espirito Santo.
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INTRODUCAO

A pesca de camardes nas regibes sudeste e sul do Brasil é desenvolvida,
principalmente sobre os estoques de camardo-rosa (Farfantepenaeus brasiliensis e F.
paulensis) e de camardo sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri), espécies amplamente extraidas
para 0 consumo humano.

O trecho sul da costa do Estado do Espirito Santo, Brasil, compreende uma area de
2.346 Kmz, com litoral de 156 Km de extensdo, correspondendo 38,04% da costa capixaba
(410 Km) (IDES,1999). Nos ultimos anos, as atividades antropoldgicas, juntamente com a
grande expansdo industrial, tem acarretado grande degradacdo ambiental, causando prejuizos,
principalmente, nos recursos hidricos devido a geragdo e despejo de residuos, comprometendo
a manutenc¢do da biodiversidade aquatica bem como do proprio ser humano.

Os principais contaminantes de sistemas fluviais e marinhos sdo os chamados metais
pesados, termo empregado com frequéncia para elementos como chumbo (Pb), cadmio (Cd),
cromo (Cr), cobre (Cu), mercurio (Hg), arsénio (As), niquel (Ni), zinco (Zn), entre outros,
sendo sua toxicidade dependente da concentracdo e da sua biodisponibilidade.

Os metais pesados sdo introduzidos naturalmente no sistema aquatico através do
intemperismo e da desagregacdo das rochas (origem litogénica) ou ainda, por fontes
antropogénicas, destacando as fontes industriais e urbanas como causa primaria da poluicédo
por metais toxicos (LACERDA, 1998 apud TORRES, 2009).

Dentre os metais de interesse ambiental, 0 Cu e o Pb destacam-se por representarem
problemas particulares para 0 ambiente aquatico, visto que apresentam ao mesmo tempo
toxicidade, persisténcia e bioacumulagdo na cadeia alimentar (MARCOVECCHIO, 2000 apud
TORRES, 2009; MARINS et al. 2002 apud TORRES, 2009). Os efeitos dos metais pesados
sobre 0s organismos aquaticos incluem altera¢fes no crescimento, na reproducao e na distribuicao
das populagdes (ESTEVES, 1998).

Segundo Rainbow (2002), todos os animais invertebrados acumulam em seus tecidos
metais provenientes tanto do meio aquatico como dos alimentos, sendo ou nao estes
essenciais para 0 metabolismo, entretanto, em caso de acumulagdo superior a estimativa
tedrica necessaria para o corpo, tém o potencial de ser tdxico.

Um ponto a ser considerado é o potencial dos metais traco acumulados serem

transferidos ao longo da cadeia alimentar. Estes ndo sao, como regra, bioacumulados ao longo
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das cadeias, sendo a concentracdo de cada nivel tréfico determinada pelo padrdo de
acumulagdo de uma espécie particular neste nivel tréfico (RAINBOW, 2002).

Estudos sobre biomonitoramento utilizando espécies de decapodos sao raros. Martins
et al. (2006) analisaram a acdo de detergentes domésticos na glandula digestdria, na
embriogénese e na biologia reprodutiva do camardo de agua doce Macrobrachium olfersi e
demonstraram que tais produtos freqientes nos efluentes urbanos influenciam o repertério
comportamental, a reproducdo e o desenvolvimento embrionério das espécies nativas de
palemonideos.

Alguns outros trabalhos relacionados a exposicdo de invertebrados a metais foram
desenvolvidos, tais como os de Gregory et al. (2002) com Perna perna, de Frias-Espericueta
et al. (2008, 2009) com Litopenaeus vannamei, Alves-Costa e Costa (2004) com
Farfantepenaeus brasiliensis e Mantelatto et al., (1999) com Xiphopenaeus kroyeri. Além
disto, Torreblanca et al. (1987), Patil e Kaliwal (1989) e Soegianto et al. (1999a) verificaram
os efeitos histopat6logicos em algumas espécies de crustaceos expostos a concentracfes
diferentes de chumbo, zinco e cddmio. Ruelas-Inzunza et al. (2004) também analisaram a
concentracdo de mercurio em hepatopancreas, musculo e exoesqueleto de cinco espécies de
peneideos adultos (F. californiensis, L. stylirostris, F. brevirostris, X. kroyeri e L. vannamei)
provenientes de uma regido do México que recebe efluentes contaminados.

Os crustaceos tém sido, com sucesso, utilizados em estudos para indicar a exposicao a
contaminantes em sistemas aquaticos (FOSSI et al., 1996, 1998; GOWLAND et al., 2002;
OOSTEROM et al., 2010), apontando algumas espécies indicadoras da qualidade de agua e
ideais para programas de monitoramento de ecossistemas.

Considerando os diversos fatores acima expostos e a caréncia de estudos na regiao
litoranea do sul do Espirito Santo ndo s6 sobre a qualidade da agua, como também, utilizando
0os decapodos no biomonitoramento, o presente trabalho buscou, por meio da
espectrofotometria de absorcdo atdmica, verificar a qualidade do ambiente por meio de
analise da concentracdo dos niveis de metais pesados em amostras de agua das regides de
Guarapari e Marataizes, litoral sul do Espirito Santo, Brasil, bem como em duas espécies de
camarBes peneideos comercialmente importantes: camardo-sete-barbas (Xiphopenaeus
kroyeri) e camardo-rosa (Farfantepenaeus brasiliensis), para avaliar sua capacidade de

bioacumulacéo e os riscos para a saude de seus consumidores.
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MATERIAL E METODOS

Coleta dos camardes e avaliacdo da concentracao bioldgica de metais pesados

As coletas dos camarfes Farfantepenaeus brasiliensis e Xiphopenaeus kroyeri foram
realizadas nos meses de agosto e fevereiro de 2009, respectivamente, em Guarapari (P1)
(S520°41°259”) e Marataizes (P2) (S20°59’377”), pontos estes localizados no litoral sul do
Espirito Santo (Fig. 1). Para tal utilizou-se uma embarcacdo modelo saveiro médio equipada
com rede de arrasto do tipo “otter trawl” que percorreu uma extensdo de aproximadamente
dois quildmetros e com duracdo de cerca de 30 minutos cada arrasto.

Apoés triagem, alguns exemplares foram acondicionados em sacos pléasticos,
etiquetados para serem transportados em caixa de isopor contendo gelo picado.
Posteriormente, foram levados para o Laboratério de Anéalise Mineraldgica do Departamento
de Solos da Universidade Federal de Vicosa- UFV, MG, Brasil, para analise sob
Espectrofotometria de Absorgao Atdmica por Chama (FAAS).

No laboratério, 15 camardes inteiros de F. brasiliensis e 25 de X. kroyeri foram
divididos em 5 subamostras, sendo cada uma submetida a secagem em estufas de circulacédo
forcada, durante 72horas, a temperatura de 68-72°C. A seguir, as amostras foram pesadas em
balangas de precisdo, moidas em moinho de facas de aco inox para homogeneizagéo.

Posteriormente, 0.5 g de cada subamostra foi submetida a digesté@o acida por 10 mL da
mistura de acido nitrico e acido perclorico na proporcdo 4:1, para determinacdo dos teores de
Mn, Zn, Cu, Cr, Cd e Pb. Posteriormente, as amostras foram deixadas sobre chapa quente pré-
aquecida a 80°C, até atingir, gradativamente, 200°C, sendo apds o esfriamento, completado o
volume para 25 mL com &gua deionizada.

As amostras padrdes utilizadas para calibracdo deste equipamento foram produzidas a
partir de solucbes estoques com concentragdes da ordem de 1000 (+0.3%) ppm, sendo,

posteriormente, realizada a leitura da concentragéo de cada um dos elementos.

Coleta e avaliacdo da contaminacédo quimica da agua por metais pesados

As amostras de &gua foram obtidas em cada transecto utilizando-se uma garrafa de

Van Dorn, sendo a coleta e preservagdo das amostras realizadas de acordo com a
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recomendacdo do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo (2008), para verificacdo da presenca de
metais pesados. Posteriormente, foram preservadas em HNO3; com pH de aproximadamente 2
e mantidas em garrafas plasticas tipo PET de 2000mL, sob refrigeracéo a 4°C. A verificacdo
dos niveis de metais pesados (Cu, Zn, Cd, Cr e Pb) sob Absor¢do Atémica GBC 932B Plus
foi realizada no Centro de Pesquisas de Aguas subterraneas (CEPAS) do Instituto de
Geociéncias da Universidade de Sdo Paulo (USP), SP, Brasil. A leitura de cada amostra de

agua foi realizada em triplicata, sendo determinada a média das leituras.

A comparacao entre os niveis de metais pesados encontrados nas amostras de agua das
duas localidades, assim como entre estas e 0s camardes provenientes de cada ponto, foi
realizada mediante ao teste F, completada com o teste T, ao nivel de significancia de 5% de
probabilidade (a=0.05) (ZAR, 1996). As médias dos elementos analisados (Zn, Cu e Pb)

foram transformados em In (x+1) para homocedasticidade dos dados.

Figura 1. Pontos de coleta no litoral sul do Espirito Santo, Brasil. (Guarapari —-P1 e
Marataizes — P2).
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RESULTADOS

Nas analises da presenca de metais pesados nos individuos F. brasiliensis bem como
X. kroyeri ndo foram detectadas a presenca de cromo e cadmio, enquanto os niveis de cobre,
manganés, zinco e chumbo mostraram-se elevados (Tabela 1).

Observa-se, na figura 2, que ndo houve diferenca significativa entre os niveis dos
metais pesados analisados para as duas espécies, excetuando-se para 0 manganés que ndo foi
detectado em F. brasiliensis, porém esteve presente em X. kroyeri, em concentracdo média de
6.87ppm (Tabela 1).

O resultado da andlise por espectrofotometria indicou, ainda, a presenca de cobre,
chumbo, cadmio, cromo e zinco nas amostras de agua coletadas em Marataizes, enquanto
naquelas de Guarapari, ndo foram detectados o chumbo nem o cromo, podendo se observar
uma diferenca estatistica dos niveis de metais pesados encontrados nas duas regides (p> 0,05)
(Figura 2).

Comparando-se os valores médios, em ppm, encontrados nas amostras de dgua e nos
individuos estudados, verificam-se concentragdes significativamente maiores nos camardes,

indicando que ocorre a acumulacdo destes elementos por estas espécies.

Tabela 1. Valores médios (ppm) e desvio padrdo referentes as concentracdes de metais pesados
encontrados nos camardes F. brasiliensis e X. kroyeri e nas &guas dos pontos de coleta
amostrados.

Cr Cd Cu Mn Zn Pb
Subamostra
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
F. brasiliensis 0,00+0,00  0,00+0,00 36,69+ 1598 0,00+0,00 35,98+4,83 4,80+4,90
Guarapari (P1) 0,00+0,00  0,009+0,0 0,04+0,01 - 0,02+0,007  0,00+0,00
X. kroyeri 0,00+0,00  0,00+0,00  22,83+1,67 6,87+2,25  40,65+2,44 5514393
Marataizes (P2) ~ 0,13+0,013  0,13+0,05 0,1+0,007 - 0,1+0,004  0,91+0,02

(-) elemento ndo analisado
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Figura 2. Valores médios (ppm) referentes as concentragcdes de metais pesados encontrados
nas duas espécies de camardes e nas aguas dos pontos de coleta amostrados. (FB- F.
brasiliensis; XK- X. kroyeri; P1- Guarapari; P2 -Marataizes). Média com letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste T, para a = 0,05.

Os apéndices A e B apresentam, respectivamente, os valores absolutos obtidos para as
concentragdes de cada um dos metais analisados, em cada subamostra dos camardes-rosa e

camardes-sete-barbas, bem como as concentracdes medias e desvios-padrdo referentes.

DISCUSSAO

Os metais pesados como cadmio, chumbo, zinco, niquel, cobre e cromo Il ou seus
componentes sdo, geralmente, usados em processos quimicos industriais, em revestimentos ou
em mineracdo (GONCALVES, 2008). Sendo assim, além dos metais traco, componentes
naturais presentes no ambiente em baixas concentracdes, uma variedade de elementos de
origem antropogénica podem ser encontrados nos sistemas aquaticos afetando o crescimento,
reproducédo e desenvolvimento dos seres vivos. Neste sentido, animais tém sido estudados na

tentativa de se descobrir espécies bioindicadoras de condi¢cGes ambientais.
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Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente- CONAMA (2005), o teor maximo
de cobre e cadmio dissolvido na agua salina deve ser 0.005mg/L, enquanto de cromo total,
zinco e chumbo, 0.05mg/L, 0.09mg/L e 0.01mg/L, respectivamente. Os resultados obtidos na
agua de Guarapari mostraram que o cobre e cadmio aparecem em concentragdes superiores
aos limites recomendados, enquanto em Marataizes todos os elementos analisados estiveram
em quantidades elevadas, regido essa, localizada mais ao sul do litoral capixaba e,
provavelmente, a mais afetada devido a proximidade aos principais locais de despejos das
atividades urbanas e industriais.

Apesar disto, elementos como o Zn, Cu e Pb presentes nas amostras de agua estiveram
em niveis relativamente baixos quando comparados aos teores encontrados nos camardes
provenientes dos pontos de coleta correspondentes. Isso pode estar relacionado com o fato de
que quase 100% dos metais pesados encontram-se associados a particulados, especialmente
aos sedimentos, ou seja, poucos metais encontram-se totalmente solubilizados na agua
(ZAGATTO; BERTORETTI, 2006), sendo estes a principal fonte dos metais acumulados nos
camaroes.

Jackson et al. (2005) apud Alves-Costa e Costa (2004) afirmaram que é geralmente
encontrada uma alta concentragdo de Mn nos crustaceos devido a ingestdo de sedimento.
Neste sentido, Rainbow (1988) observou cerca de 5-50 pg/g deste elemento na espécie
Systellaspis debilis enquanto neste trabalho, encontrou-se 6.87mg/kg, para o camardo sete-
barbas X. kroyeri. Esta diferenca na acumulacdo de elementos entre estas espécies de
decapodos pode ser justificada pelos habitos alimentares, uma vez que, os camarfes sete-
barbas por serem consumidores de detritos de fundo lodosos (BRANCO; MORITZ JR., 2001)
podem apresentar concentracdes nao recomendadas de metais pesados, além disso, esta
espécie apresenta o habito de se enterrar (FREIRE et al. 2011), o que provavelmente ocasiona
uma maior concentragcdo de metais pesados em sua carcaca, diferentemente do encontrado em
F. brasiliensis, onde ndo foi detectada a presenca deste elemento, provavelmente relacionado
ao fato deste camardo viver proximo a cascalhos.

Similarmente, Alves-Costa e Costa (2004) estudando F. brasiliensis juvenis coletados
em Ubatuba/SP, encontraram baixas concentracGes de metais na carcaca, sendo justificado
pelos autores, por ser esta espécie, nesta fase, normalmente encontrada em ambiente estuarino
e em associacdo com algas e/ou gramineas, uma vez que se alimentam de pequenos
organismos ali associados. Entretanto, Ruelas-Inzunza et al. (2004) verificando a presenca de
Hg em cinco outras espécies de peneideos adultos apontaram que aquelas com habitos

estuarinos, como o camarao-branco (Litopenaeus vannamei) e o camardo-azul (L. stylirostris),
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estdo em contato com niveis mais elevados de contaminantes e, consequentemente, devem
apresentar maiores concentragdes destes.

Nunes-Nogueira et al. (2006) inferem que seja altamente provavel que a assimilacéo
de certos metais como 0 Zn e Cd ocorra a partir de alimentos, desempenhando um papel
importante no corpo de Penaeus indicus, particularmente nos estagios estuarinos do ciclo de
vida. Segundo estes autores, 0s estuarios, que sdo particularmente propensos a poluicdo por
metais, podem oferecer dietas ricas em metal, como aquelas derivadas de algas verdes
macrofitas, ou ainda, os camardes podem adquiri-los dos tecidos musculares de cefalépoda.
Sendo assim, Brouwer e Lee (2007) afirmam que os xenobioticos podem ser obtidos a partir
da agua, sedimento ou alimento, via branquias ou estdbmago, e acumular no hepatopancreas,
para dai ser excretado ou acumulado nos musculos ou tecidos gonadais e nervosos.

Mantelatto et al. (1999) estudaram a concentracdo de Cd, Cr, Pb, Cu e Zn em X.
kroyeri da enseada de Ubatuba, SP, Brasil, e verificaram relacdo entre a concentracdo de
metal pesado, a sazonalidade e o peso corpdéreo de machos e fémeas. Estes autores apontaram
que Zn, Cu e Pb foram os elementos mais abundantes nos exemplares estudados enquanto Cd
e Cr os menos abundantes, durante todo o ano, como aqui observado nesta mesma espécie e
em F. brasiliensis. J& Nimmo et al. (1977), ao contrario, encontraram acumulo significativo
de Cd no hepatopancreas dos camarbes P. suorarum, Palaemonetes pugio e Palaemon
vulgaris, assim como Manuela et al. (2003), no caranguejo de agua de doce Potamonautes
warreni. Estes Gltimos autores apontaram que as concentracfes elevadas de cadmio foram as
responsaveis por alteracdes celulares no hepatopancreas, como também observado nas células
F e R de Palaemon serratus por Papathanassiou e King (1986).

Virga et al. (2007), realizando medidas dos teores de Pb, Cd, Cr, Cu e Zn nas partes
moles de siris azuis, encontraram o Cr em niveis elevados, enquanto todos os demais
elementos tiveram seus valores médios abaixo dos estabelecidos para alimentos pela
legislacdo brasileira, considerando-0s como ndo-contaminados e apropriados para 0 consumo.
Estas elevadas concentracGes de metais como o cromo, cadmio e chumbo em ecossistemas
marinhos ndo s6 oferecem riscos aos animais la viventes, como também aos consumidores
desses organismos, incluindo humanos, visto que os camardes ocupam um nivel final da
cadeia alimentar, sendo importantes acumuladores de metais. Segundo as recomendacdes da
legislacdo brasileira (BRASIL, 1998), o limite maximo em alimentos € 2 ppm para o chumbo,
1 para o cadmio e 0.1 para o cromo total. J& White e Rainbow (1982) afirmaram que, para

Decapoda, foi determinada a concentracdo de cadmio equivalente a 1-2 ppm de peso fresco.
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Neste estudo, a média de concentracdo do Pb em F. brasiliensis e X. kroyeri esteve
acima dos valores recomendados (4.8mg/Kg e 5.51mg/Kg, respectivamente), enquanto o Cd e
Cr, ainda que detectados nas aguas de Marataizes, estiveram ausentes nos camardes de ambas
as espeécies. Considerando que o hepatopancreas dos camardes peneideos € um alvo para
acumulagéo de metais (RUELAS-INZUNZA et al., 2004), que geralmente é descartado e que
a concentracdo aqui encontrada refere-se a analise do espécimen inteiro, o teor de Pb ndo
oferece riscos a seus consumidores. De maneira semelhante, Frias-Espericueta et al. (2009)
verificaram o conteddo de alguns destes metais pesados (Zn, Cd, Cu e Pb) tanto no
hepatopancreas como nos musculos de L. vannamei e afirmaram que, ainda que as
concentracdes principalmente de Zn fossem maiores no hepatopancreas, o consumo destes
camardes de Sinaloa, México, ndo ofereceriam riscos a satide humana.

J& a auséncia de Cd e Cr nos espécimens viventes em aguas contaminadas por estes
elementos apontou para a possibilidade destes serem detoxificados e/ou excretados, ainda que
Rainbow (1985) afirme que nenhum Crustacea é capaz de regular a concentracdo de metais
ndo—essenciais como o cadmio.

Ao contrario, os decapodos tém a habilidade de regular a concentracdo dos metais
ditos essenciais como o0 Zn e o Cu, porém esta caracteristica ndo se estende aos outros
crustaceos (RAINBOW, 1985). Em camardes, 0 Zn geralmente apresenta-se em concentracao
de 50-120ug/g do peso seco, sendo adquirido em taxas crescentes durante a exposicdo e o
excesso eliminado pela excrecdo (RAINBOW, 1988). Nos espécimens de F. brasiliensis aqui
estudados, o teor médio de Zn foi de 35.98 mg/kg, enquanto naqueles X. kroyeri, este
elemento, como sendo o de taxa mais elevada, esteve presente em niveis de 38 a 43.5 mg/kg;
portanto, dentro dos 50ppm permitidos para consumo pela FAO/WHO (1997). Mantelatto et
al. (1999) verificaram, em individuos maduros e em fase de intermuda desta Ultima espécie,
25 a 171 ng/g de Zn e associaram estes niveis com a atividade de aproximadamente 100
enzimas envolvidas no metabolismo de lipidios, proteinas, carboidratos e acido nucléico
(ELINDER, 1986).

Ja o Cu, nos camarfes adultos de F. brasiliensis, apresentou a maior concentracao
média (36.69 mg/kg) e, em X. kroyeri, foi 0 segundo elemento mais abundante (22.83 mg/kg).
Esta grande quantidade justifica-se pela importancia deste elemento para as atividades da
maioria das enzimas relacionadas ao crescimento e ao desenvolvimento dos crustaceos. Além
disto, de acordo com WHO (1992) e com Paez-Osuna et al. (1995), os crustaceos e moluscos

possuem hemocianina, pigmento respiratorio presente em grande quantidade nas branquias e
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que contém Cu como seu principal carregador de oxigénio, portanto, concentracfes notorias
desse metal podem ser resultantes, em parte, dessa capacidade de se ligar a hemocianina.

Considerando estas afirmacdes e que o limite de Cu em alimentos determinado pela
legislagdo brasileira (BRASIL, 1998, apud VIRGA et al., 2007), assim como pelas normas
internacionais (FAO/WHO, 1997 apud VIRGA et al., 2007), é de 30ppm, 0s teores
encontrados nos espécimens de ambas espécies de peneideos estudadas, de maneira geral, ndo
oferecem risco a populacdo, podendo ser consumidos por estarem dentro da média permitida.
Entretanto, é toxico quando em excesso e afeta muitas funcGes em nivel molecular e celular,
causando danos a organelas como mitocdndria, reticulo endoplasméatico e membrana nuclear
(YANG et al., 2008).

Apesar de, no presente estudo, apenas as fémeas terem sido analisadas, Mantelatto et
al. (1999) encontraram diferencas nos niveis de Cu entre os sexos de X. kroyeri, sendo as mais
elevadas concentracGes detectadas em fémeas e associaram ao fato destas, durante o
desenvolvimento de suas goOnadas, apresentarem metabolismo acelerado promovendo a
somatizacdo da absorcdo deste metal. Neste sentido, outros trabalhos com peneideos também
apontaram niveis diferentes de metais entre individuos de sexo oposto, relacionando isso ao
processo de gametogénese ou as taxas de crescimento (PAEZ-OSUNA; RUIZ-FERNANDEZ,
1995a; PAEZ-OSUNA; TRON-MAYEN, 1996).

Ja Rainbow (1988) observou diferencas na concentracdo deste elemento entre
individuos jovens e adultos de S. debilis, sendo, encontrados aproximadamente 30ug/g e
100ug/g, respectivamente. Alves-Costa e Costa, em 2004, estudando juvenis da espécie F.
brasiliensis da enseada de Ubatuba, Ubatuba/SP, Brasil, encontraram concentracdes dos
metais Cd, Zn, Mn e Cu abaixo das concentracdes letais e toleraveis pré-estabelecidas e
sugeriram uma possivel relacdo com a fase de vida destes animais. Segundo estes mesmos
autores, Mantelatto et al. (1999) e Jeckel et al (1996) ja afirmaram que a concentracdo de
cobre aumenta proporcionalmente a maturacéo gonadal.

Embora o cobre, zinco, manganés, ferro, magnésio, cobalto, molibdénio e boro sejam
essenciais para os seres vivos (ANDRADE, 2003; ESTEVES, 1998), Pais e Jones (1997) e
Esteves (1998) afirmaram que concentragdes elevadas de boro, cobre, manganés e zinco
podem causar sérios danos aos organismos vegetais e animais. Isto foi comprovado por Frias-
Espericueta et al. (2008) que verificaram em seus estudos com juvenis de L. vannamel,
alteracGes histoldgicas quando estes eram expostos a diferentes teores de Cu. Esses autores
apontaram que as concentracdes elevadas desse metal sdo toxicas para os camardes, causando

danos estruturais como necroses nas branquias e no hepatopancreas, infiltracdo de hemaocitos
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nos tecidos branquiais e alteracBes no epitélio hepatopancreatico. Entretanto, apesar das
fémeas de F. brasiliensis terem apresentado Cu em taxas elevadas, estas altera¢fes no tecido
hepatopancreatico ndo foram observadas (NUNES, informag&o pessoal).

De acordo com Ceccaldi (1989), as celulas F imaturas do hepatopancreas séo
caracterizadas pela presenca de vacuolos que formardo, progressivamente, uma incluséo
supranuclear contendo metais como o cobre, zinco e enxofre, entretanto, Ramos e Tremacoldi
(2006) nao observaram reacdo positiva ao teste histoquimico de Mallory-Parker (deteccdo de
chumbo e enxofre) no hepatopancreas do camardo de agua doce Macrobrachium acanthurus
do Rio Cachoeira, sul da Bahia, Brasil. Segundo Coutinho (2008), o hepatopancreas sempre
apresenta altas concentracdes de contaminantes por possuir funcdo de figado, estbmago e
intestino e ainda ser o primeiro 6rgdo a ser exposto a quaisquer substancias obtidas pela dieta.

Apesar de alguns trabalhos da literatura apontarem que o hepatopancreas é um 6rgédo
que reage a mudancas ambientais, alterando sua morfologia (FRIAS-ESPERICUETA et al.,
2008; SOUSA; PETRIELLA, 2007; ABDELMEGUID et al., 2009), outros como os de
Severo (1999) e Corréa Jr et al. (2002) mostram auséncia de alteracfes celulares e teciduais
neste 6rgdo de animais submetidos a acdo de poluentes. Assim, Severo (1999) levantou a
hipotese de que os crustdceos possuem um sistema de auto-regulacdo, promovendo uma
relacdo de equilibrio com o ambiente. Além disto, Corréa Jr. et al. (2002), apontaram o
hepatopancreas, como 06rgdo que apresenta uma elevada taxa de renovacdo celular,
minimizando os efeitos negativos da exposi¢ao a substancias nocivas.

A concentracdo dos metais pesados encontradas nas duas localidades de coleta deste
estudo, apesar de significativa, ndo influenciaram na sanidade destas espécies de camardes,
mostrando que estes desenvolveram mecanismos eficientes de detoxificacdo, possivelmente,
desempenhado pelo hepatopéncreas. Entretanto, diante do acima exposto, a literatura aponta a
possibilidade de haver variacGes quanto a sensibilidade e resisténcia das diferentes espécies
animais e populacdes a esses metais, ou mesmo, em relacdo ao tamanho, habitos alimentares e
de vida, sexo e os estagios de muda e de reproducéo, visto que, segundo Rainbow (1990), as
taxas de absorcdo e excrecdo sdo afetadas pelas caracteristicas biologicas dos organismos.
Além disto, Nendza et al. (1997) apud Virga et al. (2007) sugerem que a variabilidade intra-
especifica pode ocorrer em funcdo da localidade, exposicdo a contaminantes e resposta
individual para a detoxificacdo.

Assim, o presente trabalho demonstrou que os espécimens de F. brasiliensis e X.
kroyeri aqui estudados, vivendo em ambiente aquético com a presenca de metais pesados,

acumularam estes elementos, muitas vezes, em niveis mais elevados devido aos seus habitos
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bentdnicos, porém, sem afetar seus consumidores, visto que as concentracdes estdo de acordo
com os valores maximos recomendados pelas principais organizacdes de saude (BRASIL,
1998; FAO/WHO, 1997).

As trocas experimentais entre siri-azul Callinectes sapidus provenientes de um local
contaminado com outros de ambiente limpo mostraram que esta ndo é uma espécie
biondicadora de poluicdo muito confiavel, por ter sido observado aumento (Cu, Hg, Zn) ou
diminuicdo dos elementos (Cu e Zn) entre os tratamentos, mas com diferencas muito sutis
para outros metais (Cr, Pb), ndo permitindo assim, o estabelecimento de um padrdo
(REICHMUTH et al., 2010).

Um monitoramento, em laboratério, para 0 acompanhamento das variacdes na
acumulacdo de metais pesados de acordo com os estagios de muda, reproducédo, alimentacéo e
concentracdo de contaminantes, em diferentes 6rgdos, auxiliaria no melhor entendimento das
reacbes metabdlicas envolvidas nestes animais e possivelmente, auxiliariam em futuros

estudos sobre monitoramento ambiental, principalmente nesta regido do litoral sul capixaba.
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V. DISCUSSAO GERAL

O hepatopéancreas dos Crustacea é uom orgao que desempenha fungdes essenciais na
sobrevivéncia e no sucesso evolutivo destes animais. Considerando sua complexidade, raros
trabalhos foram até agora desenvolvidos descrevendo as alteracfes morfoldgicas que ocorrem
neste 6rgdo de camarbes peneideos, principalmente com relacdo a sua participacdo no
desenvolvimento gonadal.

O presente estudo trouxe informacdes inéditas, em nivel de microscopias de luz e
eletronica, sobre o hepatopancreas do camardo-rosa Farfantepenaeus brasiliensis proveniente
de fémeas em dois diferentes estagios de desenvolvimento das gonadal, mostrando que este é
um 6rgdo complexo que sofre modificacGes durante ndo sé o periodo de reprodugdo, mas
também pode ser fortemente influenciado pelos estagios de muda, de alimentacdo e pelas
condi¢des ambientais.

A microscopia eletrénica de varredura demonstrou que o hepatopancreas desta espécie
é um drgao macico, confirmando a ocorréncia de variagBes entre as espécies de crustaceos
quanto a lobacdo (ICELY; NOTT, 1992), quando comparado com trabalhos descritos na
literatura para outras espécies de peneideos (VOGT, 1985; LOVETT,; FIEDLER, 1989;
PETERLE, 2011) e carideos (PILLAI, 1992; FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009).
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Desta forma, a ultramorfologia mostrou ser uma importante ferramenta para estudos sobre
esta glandula digestiva e suas implicacbes filogenéticas. Apesar das diferencas
interespecificas, este 6rgdo, no presente estudo, ndo apresentou alteracdes ultramorfolégicas
significativas quando provenientes de fémeas em distintas fases do desenvolvimento das
gbnadas, semelhantemente ao encontrado por Hasek e Felder (2005) que também néo
registraram diminuicdo mensuravel na massa hepatopancreatica durante o desenvolvimento
ovariano de Armases cinereum e Sesarma reticulatum.

Diferentes tipos celulares sdo encontrados no hepatopancreas de crustaceos, incluindo
as células E, F, R e B (HIRSH; JACOBS, 1928; ROBINSON; DILLAMAN, 1985; AL-
MOHANNA; NOTT, 1986; CACECI et al., 1988; LOVETT; FELDER, 1990c), e alguns
trabalhos, ainda apontam a existéncia de um quinto tipo celular, as células M (AL-
MOHANNA; NOTT, 1985b; VOGT, 1985, RAMADEVI et al., 1990; RIBEIRO, 2006;
PAPA, 2007; FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009), assim como observado na glandula
digestiva de F. brasiliensis.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, principalmente no que diz respeito a
distribuicdo e caracteristicas citoldgicas, considera-se que as células F, R tem origem a partir
das células E (HIRSH; JACOBS, 1930; HOPKIN; NOTT, 1980; AL-MOHANNA et al.,
1985a; ZILLI et al., 2003) enquanto que as células B sdo derivadas das F, como um estagio
avancado de desenvolvimento.

Nas andlises histologicas pode-se observar que as células F e M destacam-se pela
intensa basofilia por apresentarem um reticulo endoplasmético desenvolvido (ICELY; NOTT,
1992), como também observado por meio da microscopia eletrénica de transmissao; ja 0s
testes histoquimicos demonstram intensa marcacdo pelo azul de bromofenol. Tais
caracteristicas confirmam o papel destas células como sendo as grandes responsaveis pela
sintese proteica: as células F, pela producdo de enzimas digestivas que acumulam nos
vacuolos supranucleares, além da producdo de zimogénio; e as células M, caracteristicamente
sem contato com o lumen do tdbulo hepatopancreatico, com enzimas provavelmente
envolvidas na condensagéo e mobilizacdo do material de reserva absorvido (ICELY; NOTT,
1992).

Em seu estudo imunohistoquimico, Vogt et al. (1989) mostraram que os vacuolos das
celulas F contém a protease astacina, enzima ausente nas células B ou R e que é transportada

para o estbmago no aguardo do proximo alimento (ICELY; NOTT, 1992).
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A presenca de granulos de calcio e fésforo foram observados durante o estagio de pré-
muda no hepatopancreas dos braquitros Callinectes sapidus (BECKER et al., 1974 apud
BROUWER; LEE, 2007) e Carcinus maenas (HOPKIN; NOTT, 1979). Alguns autores,
ainda, apontaram a ocorréncia de mudancas profundas no contetido de célcio durante o ciclo
de muda em espécies de decadpodos (GREENAWAY, 1985; SCOTT-FORDSMAND;
DEPLEDGE, 1997). Apesar disto, entre as fémeas de F. brasiliensis ndo foram detectadas
diferencas quanto a marcacdo de célcio no citoplasma das células F e M, em ambos os
estagios estudados.

O calcio é importante para a imediata recalcificacdo do exoesqueleto apds a ecdise,
apesar de seu armazenamento no hepatopancreas representar apenas uma pequena fracdo do
conteudo total de calcio existente no estagio da intermuda (SCOTT-FORDSMAND;
DEPLEDGE, 1997). Chavez-Crooker et al. (2003) sugerem que, ainda que organelas como 0s
lisossomos e mitocdndrias sejam conhecidas por armazenar o calcio, o reticulo
endoplasmatico é o maior local das células hepatopancreaticas onde este elemento do
exoesqueleto é temporariamente armazenado durante a pré-muda, sendo liberado na pés-muda
e intermuda. Isso justifica a presenca destas organelas em grande quantidade nas células F,
estando, nas fémeas esgotadas, as cisternas dilatadas provavelmente pelo acumulo deste
elemento.

Apesar de este estudo indicar que, em F. brasiliensis, as células B tém origem a partir
da diferenciagdo das celulas F, assim como ocorre em Penaeus semisulcatus (AL-
MOHANNA et al., 1985a), sendo possivel, inclusive, observar as diferentes configuracdes
ultraestruturais que ocorrem durante esta transicao, elas diferem consideravelmente entre si
guando submetidas as reagdes histoquimicas. As células B demonstraram reacgdo
principalmente para polissacarideos neutros no grande vacuolo apical, havendo sua posterior
extrusdo no lumen apos a digestdo intracelular.

As células R, cilindricas e com borda em escova apical, corroboram dados da literatura
que as apontam como sendo uma célula com funcdo de absorcdo e de armazenamento de
nutrientes (VOGT et al., 1989; ICELY; NOTT, 1992). Estas se apresentam como o principal
tipo celular distribuido pelo epitélio do hepatopancreas de crustaceos e destacam-se pelos
inimeros vacuolos que ocupam seu citoplasma, locais de acimulo de substancias de reserva
(lipidios e glicogénio) (ICELY; NOTT, 1992). Segundo Hasek e Felder (2005), a demanda
lipidica para a maturagcdo ovariana parece ser obtida mais através da dieta do que dos estoques

pré-existentes no hepatopéancreas, talvez por isso, histoquimicamente, ndo tenham sido
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encontradas grandes diferencas na marcagdo para lipidios entre 0s estidgios gonadais
estudados. Entretanto, ultraestruturalmente, nas fémeas esgotadas ficou evidente a presenca de
maior quantidade de gotas lipidicas, importante para o desenvolvimento de novos ovocitos.
Além desta moderada marcacdo histoquimica para lipidios, foi encontrado material com
propriedades polissacaridicas acidas no interior dos vacuolos, metabolitos estes absorvidos
diretamente do Iimen ou da propria hemolinfa, sob a forma de pequenas particulas.

Alguns estudos ultraestruturais com as células epiteliais do hepatopancreas de
crustaceos em diferentes periodos de alimentacdo durante o ciclo de muda ilustram a
localizacdo de metais dentro dos vacuolos supranucleares das células R (AL-MOHANNA,
NOTT, 1987 apud CHAVEZ-CROOKER et al., 2003). De acordo com Chavez-Crooker et al.
(2003) € provavel que a distribuicdo de calcio e de metais encontrada por ocasido do estudo
com a lagosta Homarus americanus, reflita as atividades lisossomais e mitocondriais das
células R, células estas, assim como as F, conhecidamente armazenadoras de alguns tipos de
metais (ICELY; NOTT, 1992).

As células E, localizadas na porcdo mais distal do tubulo hepatopancreético, sdo as
responsaveis pela renovacdo do epitélio; apresentam durante a intermuda, alta atividade
mitotica apds a alimentacdo do animal, cessando-a antes da ecdise (AL-MOHANNA; NOTT,
1989). Ainda que as células E destaquem-se apenas pela capacidade de gerar os demais tipos
celulares, Chavez-Crooker et al. (2003) sugeriram que estas, bem como as R, desempenham
papéis significativos na homeostase do célcio e de metais pesados, uma vez que encontraram
altas concentracOes destes elementos no hepatopéancreas de H. americanus. Neste caso,
segundo estes autores, o calcio poderia estar envolvido na regulacdo dos eventos mitoticos
calcio-dependentes das células E, enquanto a metalotioneina sintetizada ligar-se-ia aos metais
para a detoxificagdo. Entretanto, estas células, em F. brasiliensis, ndo reagiram aos testes
aplicados, pelo fato de particulas trago ou enzimas hidroliticas ndo serem detectadas nas
células E (ICELY; NOTT, 1992) e, provavelmente, pelos individuos estudados estarem em
estagio em que ndo ha ocorréncia de mitoses.

Em geral, em F. brasiliensis, sob o ponto de vista histoquimico, os diferentes tipos
celulares do hepatopéncreas apresentaram diferencas quanto a constituicdo de proteinas,
carboidratos, lipidios e célcio, apesar disto, comparando-se ambos 0s estagios estudados os
resultados foram semelhantes, o que corrobora os estudos de Peterle (2011) com X. kroyeri.

Entretanto, o estudo histoldgico desta glandula de F. brasiliensis evidenciou

diferengas estruturais nos tubulos quando se comparou aquelas provenientes das fémeas nos
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estagios de gbnadas desenvolvidas com aquelas esgotadas, sendo nestas Ultimas, observada a
presenca de um epitélio escamoso, devido a secrecdo holocrina das células
hepatopancreaticas. Odewndaal e Reinecke (2003) também encontraram estas mesmas
mudancas epiteliais no hepatopéancreas do crustaceo Porcellio laevis (LATREILLE, 1804),
porém em dose dependentes da exposi¢do ao Cd, e sugeriram que a presenca deste elemento
obtido atraves da alimentacdo, quando na luz do tabulo, poderia afetar a membrana apical das
células, resultando na reducdo destas. Diminuicdo na espessura da camada epitelial da
glandula digestiva apds contato com contaminantes também foi observada no peneideo L.
vannamei (WU et al., 2008) e em moluscos (SUNILA, 1986). Apesar disto, neste estudo, é
improvavel que as alteragdes morfoldgicas sejam devido a contaminacdo por Cd, visto que 0s
individuos dos dois estagios foram provenientes de um mesmo ponto de coleta e as analises
por espectrofotometria indicaram auséncia deste elemento naqueles F. brasiliensis analisados.

Considerando que a maioria dos trabalhos relaciona a morfologia do hepatopancreas
com estagios da muda e de alimentacdo e que sdo raros os trabalhos relacionados a fase
reprodutora, neste trabalho, inferiu-se que as fémeas com gonadas desenvolvidas estdo
provavelmente na fase final da pds-muda ou no inicio da intermuda, quando reservas serao
transferidas para os ovdcitos que entrardo em maturacdo; engquanto aquelas com gbdnadas
esgotadas, no final da fase de intermuda, pré-muda ou inicio da p6s-muda, quando havera a
liberacdo de secrecdo das células do hepatopancreas destinadas a formacédo e endurecimento
da nova carapaga.

Segundo Al-Mohanna e Nott (1989), durante o inicio da pré-muda, quando a
alimentacdo cessa, as células B estdo em maxima frequéncia, estando, na porcdo distal,
envolvidas na digestdo e assimilagdo, enquanto na regido proximal, absorvem material
luminal provavelmente derivado das células R para, nos ultimos estagios da pré-muda, 0s
residuos serem eliminados por extrusdo do grande vacuolo (ICELY; NOTT, 1992). J& na p0s-
muda, o epitélio € dominado pelas células R e F, enquanto as B, confinadas a regido proximal
apresentam um vacuolo que néo libera seu contetdo para o Iumen, refletindo a condicéo de
jejum do estagio. Tais descri¢fes conferem com as caracteristicas histoldgicas, ultraestruturais
e ultramorfoldgicas aqui observadas nas células estudadas, confirmando as inferéncias quanto
aos provaveis estagios de muda em que as fémeas estudadas se encontravam.

De acordo com Dall et al. (1990), as fémeas de peneideos que possuem télico fechado,
como F. brasiliensis e X. kroyeri, copulam logo apds a muda, tendo inicio a maturacdo dos

ovacitos. Entretanto, € dificil definir precisamente os estagios deste ciclo em camarfes
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peneideos obtidos in situ, visto que estes sofrem ecdise em tempos curtos e variaveis,
tornando complicado estabelecer uma relacdo precisa com as caracteristicas do
hepatopancreas, como apontado para o0 palemonideo Macrobrachium amazonicum
(MARCOLIN et al., 2008). Assim sendo, aqui apenas inferiu-se sobre a possivel fase do ciclo
de muda em que estas se encontravam.

O presente estudo verificou, também, o teor de metais pesados como o zinco, cobre,
chumbo, cadmio e cromo nas amostras de agua marinha das cidades de Marataizes e
Guarapari, ambas as regides fortemente atingidas pelas atividades antropicas no litoral sul do
Espirito Santo.

A poluicdo marinha constitui um problema crescente, especialmente em estuarios e
areas costais adjacentes a regides densamente povoadas ou industrializadas (BROUWER,;
LEE, 2007) e os metais, como poluentes persistentes no ambiente, torna-os mais ainda
perigosos (VIARENGO, 1989). Um dos aspectos mais preocupantes é que alguns elementos
como o Al, Ar, Ba, Be, Cd, Pb, Hg e Ni alteram as estruturas celulares e substituem metais
cofatores de atividades enzimaticas (MINDELL; MUNDIS, 1996 apud VIRGA, 2007).

Desta forma, além de analisar as amostras das &guas destes dois locais, por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica, foram realizadas as leituras dos metais pesados
presentes nos individuos das espécies F. brasiliensis e X. kroyeri |4 encontradas, na tentativa
de se estabelecer uma relacdo destes animais com o ambiente em que vivem.

Sabe-se que alguns metais-trago como o cobalto, cobre, ferro, manganés, molibdénio,
niquel, selénio e zinco sdo essenciais para a funcdo de uma ampla variedade de proteinas,
incluindo enzimas, proteinas ligadas a oxigénio, transportadoras de elétrons e que se ligam ao
DNA. Entretanto, estes metais, quando presentes em excesso também se tornam poluentes
ambientais (BROUWER; LEE, 2007).

Como apontado no trabalho de Brower e Lee (2007), estes xenobidticos podem atingir
animais via agua, sedimento ou alimento, via branquias ou estbmago e acumular no
hepatopancreas rico em lipidios. Em diversos estudos com crustaceos, tem-se visto que o
hepatopancreas é 6rgdo onde geralmente mais se acumulam metais (RUELAS-INZUNZA et
al. 2004; NORUM et al., 2005; METIAN et al., 2010), sendo crucial nos processos de
detoxificacdo (GIBSON; BARKER, 1979, ICELY; NOTT, 1992; VOGT, 1994; RAINBOW,
1998).

De acordo com Lee (1989), compostos xenobidticos que ndo sdo prontamente

eliminados s&o primariamente armazenados nos lipidios das células R, enquanto aqueles mais
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extensivamente metabolizados, vao diretamente para o citoplasma das células F. Sendo assim,
acredita-se que inicialmente estes componentes entram nos lipidios das células R e depois sdo
transferidos e metabolizados pelas F, sendo os produtos conjugados resultantes soltveis em
agua para serem, posteriormente, eliminados. Andersen e Baatrup (1988) localizaram, em
estudo sob microscopia eletronica, as maiores concentragcdes de mercdrio no hepatopancreas
do camardo-marrom Crangon crangon, predominantemente localizado na regido basal das
células R e também no interior das células F e B. Apesar disto, Papathanassiou e King (1986)
afirmam que no caso de Palaemon serratus expostos ao Cd mudancas sdo observadas na
ultraestrutura das células hepatopancreaticas R e F, afetando processos como transporte
ibnico, absorcdo e sintese de proteinas no interior destas; entretanto, ndo sdo encontradas
diferencas nas células B.

Ainda que alguns trabalhos considerem que a maioria dos crustaceos responda de
maneira similar a xenobiéticos (BROUWER; LEE, 2007), o acimulo de metais pesados pode
variar em quantidade entre as diferentes espécies (RUELAS-INZUNZA et al. 2004; NUNES
et al., dados ndo publicados), com o sexo (MANTELATTO et al., 1999; MARTIN-DIAZ et
al., 2006), nos diferentes 6rgdos de um mesmo individuo (GOULD, 1980; NUNES et al.,
dados nédo publicados) e até mesmo de acordo com o estagio do ciclo de muda (NORUM et
al., 2005) ou de reproducdo (BONDGAARD et al., 2000), ou ainda, com a salinidade
(HUTCHESON, 1974) e sazonalidade (MANTELATTO et al., 1999).

Neste sentido, a literatura aponta que, durante o periodo pdés-muda, quando o
exoesqueleto recém-formado precisa ser calcificado, pode haver um aumento simultaneo do
acimulo de Cd via proteinas transportadoras de calcio (PEDERSEN; BJERREGAARD,
2000). Norum et al. (2005) em estudos com o caranguejo Carcinus maenas verificaram um
maior acimulo deste elemento na fase de p6s-muda, tanto na hemolinfa, branquias, masculo e
principalmente na glandula digestiva, porém observaram que isso ndo interferiu no acumulo
de calcio ou na distribuicdo deste em nenhum dos estagios do ciclo de muda. Apesar disto,
Andersem e Baatrup (1988) afirmaram que a acumulacdo de mercurio no corpo do carideo C.
cangron independe da ocorréncia da muda.

Neste estudo, ainda que elementos como o Cd e Cr tenham sido encontrados nas
aguas, adultos inteiros das espécies F. brasiliensis e X. kroyeri analisados ndo apresentaram
estes elementos em quantidades detectaveis, possivelmente, devido aos eficientes processos
de detoxificagdo. Metian et al. (2010), em estudos como o camardo-azul L. stylirostris da

Nova Caledonia, verificaram queda brusca nas concentragOes elevadas de Cd e Cr no
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hepatopancreas, apds 43 dias de depuracdo, confirmando a capacidade de detoxificacdo do
6rgdo. Isso pode ocorrer devido a transferéncia do excesso de Cr do hepatopancreas para o
musculo, como inferido por Reichmuth et al. (2010).

Outro fator que pode influenciar na biodisponibilidade de metais ¢ a salinidade, sendo
estes inversamente proporcionais (LEE et al., 1998) como apontado por Hutcheson (1974)
que observou maior absorcdo de Cd nas branquias quando a salinidade foi baixa. Assim, ainda
que ndo verificado este fator ambiental, a salinidade pode ter sido a causa da auséncia deste
elemento nos individuos das espécies estudadas.

H& evidéncias crescentes de que o0s crustaceos decapodos também sdo capazes de
regular os teores de cobre do corpo para limites estreitos (BROUWER; LEE, 2007), como
ocorre com Carcinus maenas e Palaemon elegans que mantem os niveis deste abaixo dos
niveis dissolvidos. Apesar disto, dos elementos aqui estudados, este esteve presente em maior
concentracdo nos individuos F. brasiliensis e o foi segundo mais abundante nos X. kroyeri,
ainda que nas amostras de agua dos respectivos pontos de coleta, esteve em niveis pouco
acima do estabelecido pelo Conselho Nacional do Meio Ambeinte- CONAMA (2005).

Isto pode ser explicado pela existéncia de diferenca inata entre as espécies de
camardes quanto aos limites de tolerancia (FRIAS-ESPERICUETA et al., 2008). Além disto,
os teores elevados encontrados podem estar relacionados com o fato de que o Cu ¢é
armazenado no hepatopancreas por ser essencial para a sintese de hemocianina logo apés a
muda (AL-MOHANNA; NOTT, 1989).

O cobre ou os produtos da degradacdo pela metalotioneina- proteina de baixo peso
molecular que é expressa em muitos tecidos e celulas depois da exposicdo ao metal-
acumulam no hepatopancreas do camardo Penaeus semisulcatus na fase em que se alimentam
(intermuda), sendo evidenciado pela presenca de derivados lisossomais densos e granulos de
cobre e enxofre nas células R. Apesar da espectrofotometria ter indicado a presenca deste
elemento nos individuos estudados, nas analises sob MET, ndo foram observados estes
granulos de Cu nem muitos lisossomos densos. A presenca deste metal, assim como o Cd e
Hg podem inibir o crescimento de embrifes e reduzir a sobrevivéncia de juvenis de siris azuis
(BROUWER; LEE, 2007).

O Zn e o Cu foram os elementos que estiveram em maior concentracao nos adultos de
ambas as espécies de peneideos aqui estudadas. Estes podem ter se destacado por, alem de
serem considerados elementos trago, assim se apresentarem em individuos sexualmente
maduros (PAEZ-OSUNA; RUIZ-FERNANDEZ, 1995). Apesar disto, Santos et al. (2000)
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observaram também que, em F. paulensis, a exposicao a estes elementosprovoca a reducao
significativa do consumo de alimento possivelmente devido a seus efeitos nos mecanismos
quimiosensitivos das pos-larvas, além de haver queda de consumo de oxigénio e consequente
reducdo da taxa de crescimento.

As analises de metais em F. brasiliensis e X. kroyeri foram realizadas utilizando-se
individuos adultos inteiros, sem dissecacdo dos varios orgdos, porém Kouba et al. (2010)
observaram que em lagostim, o Cd, Zn, Cu, Pb e Cr é principalmente acumulado no
hepatopancreas, enquanto os musculos e o exoesqueleto acumulam, especificamente, Hg e Ni,
indicando a ocorréncia de varia¢bes quanto ao principal local de acumulo de cada um dos
metais pesados.

Virga et al. (2007) realizando as medidas dos teores dos mesmos metais nas partes
moles de siris azuis, encontraram também, o Cr em niveis elevados, enquanto todos os demais
elementos tiveram seus valores médios abaixo dos estabelecidos para alimentos pela
legislacdo brasileira, considerando-os como ndo-contaminados e apropriados para 0 consumo.
Frias-Espericueta et al. (2009), verificaram que estes mesmos elementos, em L. vannamei,
estiveram em niveis inferiores aos determinados para crustaceos, assim como os dados
encontrados neste estudo e por Alves-Costa e Costa (2004) para F. brasiliensis.

Os crustaceos sdo animais capazes de se tornareme tolerantes a contaminantes quando
expostos por muito tempo e que possuem mecanismos eficientes para a eliminacao do excesso
de metais pesados (via excrecdo pela glandula antenal, exdvia) ou degradacdo via
metalotioneina. Neste estudo, F. brasiliensis e X. kroyeri se mostram espécies
bioacumuladoras, por apresentarem alguns elementos em concentragcdes acima das presentes
nas aguas da regido sul do Espirito Santo. Reichmunth et al. (2009) afirmaram que apesar do
siri-azul Callinectes sapidus refletir as concentragdes ambientais dos metais, existe um alto
grau de variabilidade dentro de uma populacdo, podendo haver o acimulo sob diferentes
formas e concentracdes devido a ampla variedade na dieta destes animais.

Kouba et al. (2010) consideraram o lagostim, de ambos sexos, bioindicadores de
contaminagdo por metais pesados de ecossistemas de agua-doce, devido a rapida
bioacumulacdo e longo tempo de retencdo, afirmando ser o tecido hepatopancreatico
especifico para o acumulo de Cd, Zn, Cu, Pb e Cr.

Desta forma, Rainbow (1996) afirmou que existe uma relagdo complexa entre a
quantidade de metais nos tecidos e o estado fisiologico dos invertebrados, havendo variagdes

entre fisiotipos individuais, no caso dos crustaceos.
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Diante dos resultados obtidos, o presente trabalho deixa clara a importancia de estudos
de o6rgdos-chave para a sobrevivéncia dos camardes, como o hepatopancreas, uma vez que
trazem esclarecimentos a respeito de seu comportamento diante de sua interagdo com o
ambiente, permitindo o sucesso adaptativo. Entretanto, por ser um érgdo extremamente
complexo por estar envolvido em muitas reacbes metabdlicas, seria de extrema importancia
um monitoramento “ex-situ” destes animais, para o estabelecimento da influéncia dos estagios
de muda e de reproducédo, assim como da alimentacdo e dos diferentes contaminantes em
varias concentracdes, na morfofisiologia do hepatopancreas e, consequentemente, auxiliar nos
estudos de monitoramento ambiental e/ou cultivo destas espécies economicamente

destacaveis.
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V1. CONCLUSOES

Por meio da aplicacdo de técnicas morfoldgicas e andlises da presenca de metais
pesados em amostras da agua e camardes do litoral sul do Espirito Santo, o presente

estudo demonstrou que:

» A estrutura histolégica do hepatopancreas das fémeas de Farfantepenaeus
brasiliensis assemelha-se a de outras espécies de peneideos, sendo o epitélio

hepatopancreatico composto por cinco tipos celulares: células E, F, R, B e M;

» As células F e M mostraram-se ricas em proteinas e célcio, enquanto as
células B e R destacaram-se pela presenca de polissacarideos neutros e

acidos, respectivamente;

» As caracteristicas ultraestruturais, histoldgicas e histoquimicas corroboraram
as descricdes de varias outras espéecies de decapodos, confirmando o papel do
hepatopéancreas na sintese e na secrecdo de enzimas digestivas, bem como na

absorcdo de nutrientes, excrecdo de metabdlitos e reserva energética para 0s
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processos reprodutivos; todas estas atividades sdo influenciadas pelo estagio

de desenvolvimento gonadal, além da muda e alimentacao;

» As duas espécies de camardes aqui estudadas bioacumulam teores de alguns
metais pesados, ndo necessariamente apenas aqueles essenciais, em niveis
superiores aos encontrados nas amostras de agua, provavelmente devido a
estes elementos, possivelmente, terem origem a partir de outro fator abi6tico

(sedimento);

» As espécies F. brasiliensis e X. kroyeri desenvolveram mecanismos de
detoxificacdo eficientes, desempenhados pelo hepatopancreas, visto que estes
animais mantem as concentracfes corpoOreas de metais pesados dentro dos
limites de sobrevivéncia e para consumo humano, ainda que no meio aquético

de Guarapari e Marataizes/ES haja niveis superiores aos pré-determinados;

» F. brasiliensis e X. kroyeri ndo se mostram espécies adequadas para a
representacdo das condicGes ambientais de um determinado momento por
poderem acumular os elementos contaminantes do ambiente (&dgua e
sedimento) ao longo do tempo, além de possuirem varios mecanismos de

detoxificacdo;

» A experimentacdo, em laboratorio, com estas espécies seria ideal para o
controle de pardmetros como alimentacdo, fases de muda, estagio de
desenvolvimento gonadal, salinidade e concentragdo de metais pesados
dissolvidos e particulados, a fim de apontar resultados mais precisos sobre os
efeitos da contaminacdo sobre o hepatopancreas e suas atividades

metabdlicas.
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Apéndice A. Concentracdo de metais pesados encontradas em cada subamostra de camardes-
rosa Farfantepenaeus brasiliensis coletados em Guarapari, Espirito Santo, Brasil.

Subamostra Cr Cd Cu Mn Zn Pb
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
1 0,00 0,00 60,95 0,00 41,85 9,50
2 0,00 0,00 19,19 0,00 31,40 10,68
3 0,00 0,00 27,55 0,00 30,95 2,54
4 0,00 0,00 42,35 0,00 39,55 1,28
5 0,00 0,00 33,40 0,00 36,15 0,00
Média
Desvio- 0,00+0,00  0,00+0,00 36,69 +1598  0,00+0,00 35,98+4,83  4,8+4,93

padrao
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Apéndice B. Concentracdo de metais pesados encontradas em cada subamostra de camardes-
sete-barbas Xiphopenaeus kroyeri coletados em Marataizes, Espirito Santo, Brasil.

Subamostra Cr Cd Cu Mn Zn Pb
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
1 0,00 0,00 23,20 9,25 41,25 1,75
2 0,00 0,00 24,65 4,60 43,50 2,51
3 0,00 0,00 20,15 9,15 38,00 7,16
4 0,00 0,00 23,50 6,50 42,25 11,44
5 0,00 0,00 22,65 4,85 38,25 4,68
Média
Desvio- 0,00+0,00  0,00+0,00 22,83+1,67 6,87+2,25  40,65+2,44  551+393

padrao
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ANEXO A

Portaria n © 685, de 27 de agosto de 1998
(Republicada no DOU. DE 24/09/98)

ANEXO: LIMITES MAXIMOS DE TOLERANCIA PARA CONTAMINANTES INORGANICOS EM

ALIMENTOS
ARSENIO
Gorduras vegetais 0,1 marka
Gorduras e emulsoes refinadas 0,1 ma/ka
Gorduras hidrogenadas 0,1 ma/ka
Aclcares 1,0 ma/kg
Caramelos e balas 1,0 ma/kg
Bebidas alcodlicas fermentadas 0,1 ma/ka
Bebidas alcodlicas fermento-destiladas 0,1 ma/ka
Cereais e produtos a base de cereais 1,0 ma/kg
Gelados comestiveis 1,0 ma/kg
Ovos e produtos de ovos 1,0 ma/kg
Leite fluido, pronto para o consumo 0,1 ma/kg
Mel 1,0 ma/kg
Peixe e produtos de peixe 1,0 ma/kg
Produtos de cacau e derivados 1,0 ma/kg
Cha, mate, café e derivados 1,0 ma/kg
COBRE
Oleos e gorduras virgens 0,4 ma/kg
Oleos, gorduras e emulsdes refinadas 0,1 ma/kg
Caramelos e balas 10 ma/ka
Bebidas alcodlicas fermentadas 10 ma/ka
Frutas, hortalicas e sementes oleaginosas in natura e industrializadas 10 ma/ka
Gelados comestiveis 10 ma/ka
Lactose 2,0 ma/kg
Mel 10 ma/ka
ESTANHO

Sucos de frutas citricas (enlatados)

150 ma/kg
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CHUMBO
Oleos, gorduras e emulsdes refinadas 0,1 ma’ka
Caramelos e balas 2,0 ma/ka
Cacau (exceto manteiga de cacau e chocolate adocado) 2,0 marka
Chocolate adocado 1,0 ma/ka
Dextrose (alucose) 2,0 marka
Sucos de frutas citricas 0,3 ma/ka
Leite fluido, pronto para consumo 0,05 ma/kg
Peixes e produtos de pesca 2,0 ma/kg
Alimentos para fins especiais, preparados especialmente para lactentes e criancas até trés 0,2 ma/kg
Partes comestiveis cefalopodes 2,0 ma/kg

CADMIO
Peixes e produtos da pesca 1,0 mg/kg

MERCURIO
Peixes e produtos da pesca (exceto predadores 0,5 ma’ka
Peixes predadores 1,0 ma/ka

(*) Retificada por ter saido com incorre¢des do original no D.O. n® 165-E, de 28/08/98, Secéo I, pags. 28 e 29.

FONTE: BRASIL. Portaria n° 685/98. Aprova o Regulamento Técnico: “Principios Gerais para o
Estabelecimento de Niveis Maximos de Contaminantes Quimicos em Alimentos” e seu Anexo: “Limites
méaximos de tolerancia para contaminantes inorganicos”, complementa e faz algumas modificacdes no Decreto
Lei n°. 55.871, de 26 de marco de 1965. Disponivel em <
http://www.anvisa.gov.br/legis/portarias/685_98.htm#>. Acesso em: 22 de junho de 2011.

Valores médios (em ppm de peso Uumido) obtidos no trabalho de Virga et al. (2007),
comparados com os limites maximos recomendados pelas principais organizagdes de
saude.

VIRGA et al.(2007)

FONTE: VIRGA, R. H. P.; GERALDO, L. P.; SANTOS, F. H. Avaliacdo de contaminacdo por metais pesados
em amostras de siris azuis. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos., v. 27, n. 4, p. 779-785, 2007.
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ANEXO B

Padrdes de Qualidade de Agua salina, segundo Resolugdo CONAMA n° 357 de 2005.

(Publicada no DOU n° 53, de 18 de marco de 2005, secdo 1, paginas 58-63).

TABELA IV - CLASSE 1 - AGUAS SALINAS

Parfimetros inorginicos Valor méximo
Aluminio dissolvido 1,5 mg/L Al
Arsiénio total 0,01 mg/L As
Bédrio total 1,0mg/L Ba
Berilio total 5,3 pg/LBe
Boro total 5,0 mg/LB
Cadmio total 0,005 mg/T. Cd
Chumbo total 0,01 mg/L. Ph
Cianeto livre 0,001 mg/L. CN
Cloro residual total (combinado + livre) 0,01 mg/1.Cl
Cobre dissolvido 0,005 mg/L Cu
Cromo total 0,05 mg/l.Cr
Ferro dissolvido 0,3 mg/L Fe
Fluoreto total 14 mg/LF
Fdsforo Total 0,062 mg/LP
Manganés total 0.1 mg/L Mn
Merciirio total 0,0002 mg/T. g
Niquel total 0,025 mg/1. Ni
Nitrato 040 mg/L. N
Nitrito 0,07 mg/LN
Nitrogénio amoniacal total 0,40 mg/LN
Polifosfatos (determinado pela diferenca entre fisforo dcido 0,031 mg/LP
hidrolissvel total e fdsfore reativo total) '
Prata total 0,005 mg/L Ag
Selénio total 0,01 mg/L Se
Sulfetos (H,5 ndo dissociado) 0,002 mg/L 5
Tilio total 0,1 mg/LTl
Urdnio Total 0.5 mg/LU
Finco lotal 0,09 mg/LZn
Parametros organicos Valor maximo
Aldrin + Dieldrin 00019 pg/L
Benzeno 700 pg/L
Carharil 0,32 pg/l
Clordano (cis + frans) 0,004 pg/L
2,4-D 30,0 ug/L
DDT (p,p-DDT+ p,p'-DDE + p,p'-DDD) 0,001 pg/L
Demeton (Demeton=0 + Demeton-5) 0,1 pgil
Dodecacloro pentaciclodecano 0,001 pg/L
Endossulfan (o + 5 + sulfato)™ 0,01 pg/L
Endrin 0,004 pg/lL
Erilbenzeno 25 pg/L
Fendis totais (substincias que reagem com 4-aminoantipirina) 60 pe/L C H OH
Gution 0,01 pg/L
Hepracloro epdxido + Hepracloro 0,001 pg/l.

72 Retificado no DOU n® 87, de 9 de maio de 2005, pdg. 44.
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Lindano (y-HCH)™ 0,004 pg/L
Malation 0,1 pg/L
Metoxicloro 0,03 pg/L
Monoclorobenzeno 25 pg/L
Pentaclorofenol 7,9 ug/L
PCBs - Bifenilas Policloradas 0,03 pg/L
Substéncias tensoativas que reagem com o azul de metileno 0,2mg/L LAS
2,4,5-T 10,0 pg/L
Tolueno 215pg/L
Toxafeno 0,0002 pg/L
2,45-TP 10,0 pg/L
Tributilestanho 0,01 pg/LTBT
Triclorobenzeno (1,2,3-TCB + 1,2,4-TCB) 80 pg/L
Tricloroeteno 30,0 pg/L

FONTE: CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE. Resolu¢gdo CONAMA N° 357/17 de marco de
2005. Disponivel em <http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre.cfm?codlegi=459>. Acesso em: agosto,

2011.
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Rio Claro, 14 de Dezembro de 2011.

Orientada:

Erika Takagi Nunes

Orientadora:

Profa. Dra. Maria Izabel Souza Camargo

Co-orientadora:

Profa. Dra. Adriane C. Araujo Braga
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