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RESUMO

O figado é considerado um drgdo béasico da coordenacdo fisioldgica devido as suas
maultiplas funcGes. Em teledsteos, as alteracdes histologicas nesse orgdo sdo utilizadas
para deteccdo do status metabdlico e alteracbes da qualidade da &gua nos rios. Deste
modo, este estudo teve por objetivo caracterizar a morfologia hepatica de fémeas da
espécie carnivora, Plagioscion squamosissimus, além de determinar altera¢cdes sazonais
nesse 0Orgdo, disponibilizando caracteres que possam auxiliar no entendimento
fisiologico da espécie bem como na sua possivel utilizagdo como um bioindicador. Para
tal, 44 exemplares fémeas de P. squamosissimus foram coletados bimestralmente no
periodo de abril de 2015 a dezembro de 2016, no corrego Bosque (50°51'58.94"W e 20°
0'13.71"S), tributario do rio Grande (SISBIO n° 42229-1) e eutanasiados de acordo com
protocolo aprovado pela CEUA n° 001/2014. Apos esse procedimento, foram aferidas
as massas (Q) totais, do figado e da gbnada, a fim de calcular os indices hepatossomatico
(IHS) e gonadossomatico (IGS). O indice hepatossomatico (IHS) foi correlacionado
com dados de precipitacdo (mm) e IGS. Para a analise histologica, fragmentos do figado
de 30 exemplares foram fixados em solucéo de paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a
2% e processados para microscopia de luz. Em P. squamosissimus os valores do IHS
sofreram alteragdes com relacdo aos indices pluviométricos, pois nos meses com 0S
menores niveis de chuva registrados, foram obtidos os maiores valores de IHS. N&o
houve diferenca estatistica nos valores de IHS entre as fases reprodutivas, ja no 1GS
houve diferenca na fase Apto & desova, porem ndo houve correlagdo entre esses dois
indices. Entretanto, os menores valores de IHS estdo relacionados a fase de
Regeneracdo e os maiores valores de IGS a fase, Apto a desova. O epitélio do figado de
P. squamosissimus € composto por estruturas basicas como hepatdcitos, ductos biliares,
pancreas intra-hepatico, vasos sanguineos, sinusoides hepéticas e a particularidade na
formacdo da triade portal. As alteracbes hepaticas, quando presentes (vactolos
citoplasmaticos e degeneracdo citoplasmatica) foram associadas a fase do ciclo
reprodutivo, principalmente com o avan¢o do desenvolvimento ovariano, reduzindo nos
aptos a desova. A presenca de vacuolos citoplasmaticos nos hepatécitos foi classificada
como ausente nas fases de Regeneragdo, raros em Desenvolvimento 1, presentes em
Desenvolvimento 2 e raros em Aptos a desova. A degeneracdo citoplasmatica so foi
observada em animais que estavam aptos a desova, classificados como raros. Deste
modo podemos concluir que em P. squamosissimus, alteracGes hepaticas quando
presentes, estdo associadas as fases do ciclo reprodutivo e hd uma correlagdo do IHS
com os niveis pluviométricos, mas ndo em relagdo aos meses do ano.

Palavras-chave: Morfologia hepaética, indice hepatossomatico, sazonalidade, peixe, rio

Parana.



ABSTRACT

The liver it is considered a basic organ of physiological coordination due to it is
multiple functions. In teleosts, histological changes in this organ are used to detect
metabolic status and changes in water quality in rivers. Thus, this study aimed to
characterize the liver morphology of females of the carnivorous species, Plagioscion
squamosissimus, in addition to determining seasonal changes in this organ, providing
characters that can help in the physiological understanding of the species as well as it is
possible use as a bioindicator. Thus, 44 female specimens of P. squamosissimus were
collected bimonthly from April of 2015 to December of 2016, in the Bosque creek
(50°51'58.94"W and 20°0'13.71"S), tributary of the Rio Grande ( SISBIO No. 42229-1)
and euthanized in accordance with protocol approved by CEUA No. 001/2014. After
this procedure the total, liver and gonad masses (g) were measured in order to calculate
the hepatosomatic (IHS) and gonadosomatic (IGS) indexes. The indexes were correlated
with each other and with precipitation data (mm). For histological analysis, liver
fragments from 30 specimens were fixed in 4% paraformaldehyde and 2%
glutaraldehyde solution and processed for light microscopy. In P. squamosissimus, the
IHS values suffered changes with regard to the pluviometric indexes, because in the
months with the lowest registered rain levels, the highest IHS values were obtained.
There was no statistical difference in the IHS values, whereas in the 1GS there was a
difference in the stage, Suitable for spawning, but there was no correlation between
these two indexes. However, the lowest IHS values are related to the Regeneration
phase and the highest IGS values to the Suitable spawning phase. The liver epithelium
of P. squamosissimus it is composed of basic structures such as hepatocytes, bile ducts,
intrahepatic pancreas, blood vessels, hepatic sinusoids and the particularity in the
formation of the portal triad. Liver alterations, when present (cytoplasmic vacuoles and
cytoplasmic degeneration) were associated with the phase of the reproductive cycle,
mainly with the advancement of ovarian development, reducing those able to spawn.
The presence of cytoplasmic vacuoles in hepatocytes was classified as absent in the
Regeneration phases, rare in Development 1, present in Development 2 and rare in
switable to spawning. Cytoplasmic degeneration was only observed in animals that
were able to spawn, classified as rare. Thus, we can conclude that in P. squamosissimus,
liver alterations, when present, are associated with the phases of the reproductive cycle
and there is a correlation between the IHS and rainfall levels, but not in relation to the
months of the year.

Keywords: liver morphology, hepatosomatic index, seasonality, fish, Parana river
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1 INTRODUCAO GERAL

AlteracGes ambientais podem ser detectadas utilizando analises quimicas, fisicas e
bioldgicas (FOSSI; MARSILI, 1997; FOSSI, 1998; JORDANOVA et al., 2012). O uso
de bioindicadores é caracterizado como uma espécie ou grupo de espécies que reflete o
estado bidtico ou abiodtico de uma area ambiental (YANCHEVA et al., 2016). Diversos
biomarcadores, como alteracdes histoldgicas nos rins, branquias, musculos e figado sdo
utilizados para deteccdo de impactos aquaticos e status metabdlico de peixes, pois esses
Orgdos tendem a acumular substancias toxicas a niveis mais elevados (YANCHEVA et
al., 2016)

Estudos voltados para a compreensdo dos mecanismos relacionados ao
metabolismo do figado sdo amplos. O interesse por esse Orgdo se da devido as
caracteristicas, como respostas fisioldgicas em nivel tecidual a estimulos internos e
externos. Tornando-se com isso uma ferramenta eficaz na identificacdo de alteracdes no
mesmo (JORDANOVA et al., 2009; JORDANOVA et al., 2013; SAYED; YOUNES,
2016; CAPKIN et al., 2017; GILTRAP et al., 2017; KLIEMANN et al., 2018; LEE et
al., 2019).

O figado é considerado a maior glandula do corpo, esta localizada na regido
abdominal e é dividido por fissuras em lobos que variam em numeros dependendo da
espécie, a exemplo de quatro lobos em ruminantes, seis lobos em caninos e suinos e
cinco lobos em equinos (STALKER, 2016). No caso dos peixes é mais comum que
possuam trés lobos (MOHKTAR, 2018), a exemplo de Hoplias malabaricus (LEMES;
BRACCINI, 2004), Leporinus macrocephalus (BOMBONATO et al., 2007) e Astyanax
lacustris (BERTOLUCCI et al., 2008), porém ha excec¢des pois em algumas ocorrem
somente dois lobos a exemplo de Hemisorubim platyrhynchos (FACCIOLI et al., 2014)
e Oreochromis niloticus (VINCENTINE et al. 2005).

A condigdo morfométrica desse Orgdo varia em tamanho, forma, volume e cor
(COSTA et al. 2012). A cor marrom- avermelhada é indicativa de bom status
nutricional e saude do animal, pois demonstra a rica vascularizagdo, fundamental para o
processo de metabolismo das células do figado (FACCIOLI et al., 2014).

A vascularizacdo do figado é composta por uma dupla circulagdo eferente, a
artéria porta e a veia porta. A veia porta recebe de 70% a 80% do sangue advindo do

trato digestivo (MENDONCA, 2017) e gracas & intensa vascularizagdo € possivel a
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execucdo das funcgdes de filtracdo e detoxificacdo do sangue advindo da absorcéo de
nutrientes pelo intestino (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Além da filtracdo do sangue, o figado também executa fungdes metabdlicas como
a estocagem e sintetizacdo de nutrientes, — principalmente acidos graxos e glicogénio
— biotransformacdo de substancias, producao de sais biliares e, a exemplo nas fémeas
de peixes, a producdo de vitelogenina, uma proteina muito importante no processo de
vitelogénese (COSTA et al., 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Histologicamente, seu parénquima é formado, em sua maioria, por hepatdcitos,
células que sdo as principais responsaveis pela execucdo das fungdes hepaticas
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; BUZATO; ARANA; CARVALHO, 2016;
MOHKTAR, 2018). Considerando as funcbes dos hepatécitos, € visto que a sua
integridade é de extrema importancia para o funcionamento desse 6rgdo. Algumas
alteracdes causadas a essas celulas sdo indicativos de processos fisiologicas naturais ao
organismo animal, a exemplo da reproducdo de Salmo letnica, no qual as fémeas
apresentaram 0s hepatécitos mais vacuolarizados no periodo reprodutivo do que nos
demais meses, indicando variagdes nas reservas nutricionais dentro dessas células ao
longo do ano (JORDANOVA et al., 2013).

Contudo, alteracfes nos hepatocitos também podem ser causadas por influéncias
externas. Estudos tém demonstrado que a poluicdo de mares e rios desencadeia a
formacdo de adenoma hepatico, alteracbes no plasma e degeneracao lipidica em Clarias
gariepinus, Common dab e European plaice (MARCHAND et al., 2009; GILTRAP et
al., 2017). Contaminacdo por metais pesados foram capazes de evidenciar necrose dos
hepatdcitos em Hoplias intermedius e Hypostomus affinis (WEBER te al., 2020) e, no
caso de infeccBes parasitoldgicas e mudancgas na oferta de alimentos, foi evidenciado o
aumento de esteatose hepatica e alteraces no arranjo do nucleo de Piaractus
mesopotamicus, Prochilodus lineatus, Pseudoplatystoma fasciatum e Geophagus sveni
(CAMPOS et al., 2008; KLIEMANN et al., 2018).

Os sais biliares produzidos nos hepatdcitos sdo drenados por ductos biliares que
ficam disperso no paréngquima hepatico e muitas vezes se associam aosS Vvasos
sanguineos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; BUZATO; ARANA; CARVALHO,
2016; MOHKTAR, 2018). O ducto biliar, veia e arteria hepética, quando encontradas
juntas, — como e mais comum em mamiferos — sdo chamadas de triade portal ou
espaco porta, e todo o processo de distribui¢do sanguinea para as células e a drenagem

do sangue metabolizado acontece gragas a presenca das sinuséides hepéticas, que se
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entremeiam nos hepatocitos e fazem essa distribuicio (BUZATO; ARANA;
CARVALHO, 2016; MOHKTAR, 2018).

Distdrbios nos componentes circulatorios também podem ser biomarcadores de
comprometimento da vascularizacdo desse 0rgao. Dentre as alteracdes relatadas, estéo:
hiperemia, congestdo vascular e infiltracdo de leucdcitos, que geralmente sao
indicadores de processos inflamatdrios na regido de ocorréncia (YANCHEVA et al.,
2016).

Localizada nas sinusoides, também se encontram as células fagocitarias chamadas
de Células de Kupffer ou macrofagos, que formam os agregados de melanomacrofagos
quando estdo em atividade fagocitaria e sdo responséaveis por eliminar células
necréticas, além de serem elementos criticos para o sistema imune dos peixes
(HARTLEY et al.,1996; AGIUS; ROBERTS,2003; MELA et al., 2007). Essas células
possuem diversas caracteristicas, por isso sofrem influéncias de diversos fatores, como
doencgas, condigfes ambientais, idade e status nutricional (HARTLEY et al., 1996,
GILTRAP et al., 2017).

Os macrofagos sdo comumente usados como biomarcadores da sadde do peixe e
da poluicdo do ambiente aquatico (AGIUS; ROBERTS, 2003; CAPKIN et al., 2017).
Modificacbes em seu nimero e tamanho ja se mostraram associados a Vvarios tipos de
modificagdes, como intoxicacdo por metais (SAYED; YOUNES, 2016) e agentes
antimicrobianos (CAPKIN et al., 2017), além de estarem associados a lesdes mais
graves do parénquima hepatico e a processos inflamatorios leves (CAMPOS et al.,
2008; MARCHAND et al., 2009; GILTRAP et al., 2017; KLIEMANN et al., 2018
WEBER et al., 2020). Outros fatores importantes que influenciam na atividade de
macrofagos no figado sdo infeccBes por bactérias, virus e protozoarios (CAMPOS et al.,
2008; STECKERT et al., 2018; WIDDICOMBE et al., 2020).

Em fémeas de Salmo letnica o aumento de macréfagos esta ligado ao periodo pos-
desova, devido a remodelacéo do figado, que ocorre por causa da perda de massa nesse
periodo (JORDANOVA et al., 2008). Alguns indicativos das fases reprodutivas de
peixes muito utilizados para fémeas sdo o indice hepatossomatico (IHS), que mostra a
condicdo morfologica do figado, e o indice gonadossomético (IGS), que mostra a
condicdo morfologica das gonadas, pois € considerada no seu calculo a massa desses
orgdos e a massa do animal (VAZZOLER, 1996).

Os maiores picos de IHS em fémeas de peixes sdo observados nos periodos que

antecedem a desova e 0s maiores niveis de IGS estdo relacionados aos periodos em que
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0S peixes estdo aptos a espermiacdo (apto a reproducdo) (CASTRO; PIORSKY, 1998;
QUEROL et al., 2002; NAHRGANG et al., 2010; WUNDERLICH et al., 2015).

Isso mostra 0 acimulo de reservas energeéticas que ocorrem no figado durante a
preparacdo para a desova (QUEROL, 2002). Com variacdes enzimaticas no o6rgéao ja
relatadas para a espécie, evidenciando que, em fémeas, as variagdes nesse 0rgao sao
mais expressivas e estdo relacionadas ao periodo reprodutivo (WUNDERLICH et al.,
2015).

O desenvolvimento do ciclo ovariano estd relacionado a incorporacdo de
vitelogenina sintetizada através do figado, que refletird em alteracdes histologicas de
acordo com a fase reprodutiva (JORDANOVA et al. 2008; ROCHA et al. 2010;
JORDANOVA et al., 2013). Em espécies de vertebrados, a vitelogenina é classificada
como uma proteina associada a moléculas de célcio (CALLARD; HO, 1987), e tem sua
producdo estimulada no figado a partir da liberacao de estrogénio (HECK, et al. 1997).

Com isso, essa proteina desempenha um papel essencial no processo de
vitelogénese (QUEROL et al., 2002). Pois as condi¢des morfologicas do figado
influenciam diretamente no epitélio ovariano, principalmente durante a maturacao
oocitaria e consequentemente na eficiéncia da reproducdo durante o periodo
reprodutivo.

A alimentacdo do animal indica qual a fonte energética existente para 0 processo
de maturacdo ovocitaria e desencadeamento da reproducdo nos peixes (VAZZOLLER,
1996). Portanto, sua capacidade de mobilizacdo depende muito do estado nutricional do
individuo (BAZZOLI et al., 1996).

Como exposto, as funcdes desse 6rgao e suas variagdes histoldgicas sdo inimeras,
assim como a organizacdo das estruturas hepaticas. Ao contrario dos mamiferos, que
possuem o parénquima hepatico bem organizado (BUZATO; ARANA; CARVALHO,
2016), nos peixes ndo ocorre nenhuma padronizacdo, o que significa que cada espécie
possui suas proprias caracteristicas (AKIYOSHI; INOUE et al., 2004; MOHKTAR,
2017). Por isso a descri¢do morfoldgica de cada espécie é de fundamental importancia
para os estudos desse 6rgao como bioindicador.

A bacia do Parana é alvo de diversos estudos sobre biodiversidade de peixes
nativos e ndo nativos, porém ainda sdo escassos trabalhos utilizando alteracfes
histologicas do figado, havendo apenas um com a espécie onivora Geophagus sveni,
que investiga o impacto da piscicultura nessa populacdo (KLIEMANN et al., 2018). A

partir disso, € visto como sdo necessarios trabalhos que promovam a base de
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conhecimento para a utilizacdo do 6rgdo como um bioindicador aquatico em outras
espécies e niveis troficos.

Levando em conta a escassez de trabalhos, a espécie modelo escolhida foi a
Plagioscion squamosissimus, popularmente conhecida como Corvina, uma
representante da familia Sciaenidae (CASATTI, 2003; SHIBATTA,; DIAS, 2006), que
se encontra distribuida nas bacias da América do Sul, e tem como parte da sua historia a
introducgdo de sua espécie em reservatorios de agua doce, como, por exemplo, na Bacia
do rio Parana (TORLONI et al., 1993; CASATTI, 2005; LANGEANI et al., 2007), onde
se encontra o maior aporte de trabalhos sobre a espécie em questdo (QUEIROZ-SOUZA
et al.,, 2018). E, por esse motivo, suas populagdes nesta regido ocupam em sua
totalidade, canais de rios influenciados por reservatorios (QUEIROZ-SOUZA et al.,
2018).

A periodicidade e preferéncia alimentar diferem entre os ambientes e regides,
mas, no geral, seus habitos alimentares sdo carnivoros, incluindo insetos, peixes e
crustaceos (HAHN et al., 1999; QUEIROZ-SOUZA et al., 2018). No caso do rio
Parana, essa espécie tem na sua vida adulta preferéncia pelo crustaceo Macrobrachium
amazonicum, apresentando mudancas nas diversidades alimentares entre o0s estagios de
vida e a disponibilidade de alimento no ambiente (NEVES et al., 2015).

A espécie apresenta reproducdo o ano inteiro, com fatores como precipitacao,
temperatura, fotoperiodo e sitios de alimentacdo como gatilhos reprodutivos, assim
como as caracteristicas da agua influenciam diretamente nesses estimulos (NEVES et
al., 2015). No entanto, ainda sdo escassos os trabalhos que utilizam o figado dessa
espécie como um bioindicador do ambiente aquatico, 0 que mostra a necessidade desse
tipo de estudo, principalmente na descricdio da sua morfologia hepatica e nas
modificacdes existentes frente as variacdes como periodo do ano.

Considerando a importancia dessa espécie na regido de estudo, seus habitos
alimentares e as varia¢fes enzimaticas que o figado de fémeas sofre de acordo com a
sazonalidade, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar a morfologia hepatica
de fémeas de P. squamosissimus em ambiente natural e identificar varia¢fes naturais na

morfologia ao longo do ano.
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Concluséao

Em concluséo, o trabalho permitiu descrever o figado de P. squamosissimus e de
suas particularidades e isso poderd ser utilizada como base para outras pesquisas.
Também foi visto que o figado de fémeas de P. squamosissimus sofre mudancas
sazonais em sua massa e a nivel tecidual ao longo do ano. O IHS sofreu variagdes entre
0S meses e esse comportamento € relacionado aos periodos de chuva, que também
possivelmente influenciaram nas mudancas da dindmica do periodo reprodutivo entre 0s
dois anos de estudos. Histologicamente, pode ser constatada a influéncia das fases
reprodutivas nos aspectos dos vacuolos citoplasmaticos dos hepatdcitos, indicando
mudancas metabdlicas relacionadas ao armazenamento de lipideos ao longo do

desenvolvimento gonadal de fémeas dessa espécie.
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