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RESUMO

O Pantanal esta localizado na bacia do rio Paraguai, e tém por uma de suas caracteristicas
0s eventos sazonais bem marcados. Por estas caracteristicas, € uma area com diferentes
recursos que propicia um ambiente diverso para peixes. Pygocentrus nattereri Kner, 1858,
conhecida popularmente como piranha-vermelha, € abundante no Pantanal e € reconhecida
facilmente por suas caracteristicas morfoldgicas e habito alimentar. Além disso, o0 ambiente
sazonal pantaneiro influencia em sua dindmica alimentar e reprodutiva. Diferentes tipos e
disponibilidade de alimentos podem resultar em alteracdes nos parametros bioquimicos do
sangue, que geralmente, tém repostas mais instantaneas. Consequentemente, essas
alteracdes refletem no figado, que funciona como um biomarcador, pois esse 6rgao, dentre
suas funcles, realiza o metabolismo, faz a sintese de alguns aminoacidos e a
biotransformacdo de nutrientes. Além disso, € responsavel pela reserva de glicogénio e
lipidios. Alteragcdes no parénquima hepatico, bem como densidade de estruturas podem ser
guantificadas através de técnicas estereoldgicas, que permitem medir a area, o volume ou a
guantidade de determinada substancia. Com isso, o objetivo do presente estudo é descrever
e correlacionar as caracteristicas morfolégicas hepaticas com o perfil bioquimico sérico em

Pygocentrus nattereri em diferentes sexos e estacdes.

Palavras-chave: Bioquimica sanguinea; Figado; Metabolismo; Piranha - vermelha;

Sazonalidade.
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ABSTRACT

The Brazilian Pantanal is located in the Paraguay River basin with well-marked seasonal
events, so it is an area with different resources that provides a diverse environment for fish.
Pygocentrus nattereri is a fish from the Serrasalmidae family, popularly known as red piranha.
It's abundant in the Pantanal and is easily recognized by its morphological characteristics and
feeding habit. In addition, the seasonal environment influences feeding and reproductive
dynamics. Different types and food availability can result in changes in blood biochemical
parameters, which generally have more instantaneous responses. Consequently, these
changes are reflected in the liver, a central organ for nutritional metabolism. Furthermore, it is
responsible for the storage of glycogen and lipids. Changes in the liver parenchyma and the
density of structures can be quantified through histometric techniques, which allow estimating
the area, volume, or amount of a given substance. Thus, this study aimed to describe and
correlate hepatic morphological characteristics with the serum biochemical profile in

Pygocentrus nattereri in different sexes and seasons.

Keywords: Blood biochemistry; Liver; Metabolism; Red - piranha; Seasons.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Area de estudo

O Pantanal brasileiro possui cerca de 140.000 km2 e esta localizado na bacia do rio
Paraguai. E conhecido como a maior area alagavel do planeta em consequéncia de sua
altitude variar entre 60 a 150 metros acima do nivel do mar, e, as &reas em seu entorno serem
mais altas (Alho & Silva, 2012; Alho et al., 2019).

A precipitagdo no Pantanal tem influéncia sazonal, tendo picos maiores nos meses entre
outubro a margo (1.600mm), periodo considerado como cheia, e chegando a valores menores
nos meses de abril a setembro (800mm) periodo de seca (Alho, 2005). A temperatura pode
variar de 1 a 41°C, mas geralmente tem uma média de 24°C (Marengo et al., 2015).

Devido a eventos de incéndios e seca, a precipitacdo no Uultimo ano foi
significativamente menor, onde o Rio Paraguai chegou a 14 cm, sendo o menor valor ja
registrado, pois, nessa época, o nivel médio do rio é de 273 cm (Marengo et al., 2021).

Além da flora e fauna terrestre, o Pantanal possui uma fauna aquatica diversa (Pott et
al., 2011; Tomas et al., 2017; Guimarées et al., 2014), contando com aproximadamente 260
espécies de peixes segundo Britski et al. (2007), mas dados recentes apontam para mais de
300 espécies (F. R. Carvalho, com. pess.), em consequéncia do complexo sistema hidroldgico
de rios, corixos, vazantes, além de pocas perenes e permanentes, resultantes do ciclo de
cheias e secas caracteristicos da regido.

O Rio Miranda é um dos principais afluentes do Rio Paraguai, nascendo na regiao da
Serra de Maracaju. Possui cerca de 765 km de extensdo e pertence a Bacia Hidrogréfica do
Rio Miranda (BHRM). Uma de suas caracteristicas é a sinuosidade média a alta (Merino et
al., 2013; Pott et al., 2014). A qualidade de suas aguas é considerada dentro dos padrdes
estabelecidos pelo CONAMA, o que pode ser um importante fator para a diversidade de peixes

(Oliveira & Ferreira, 2003; Resende, 2000).
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1.2 Sazonalidade em peixes

A sazonalidade de um ambiente afeta tanto a biologia dos peixes, seus padrdes
reprodutivos, como seu comportamento. Além disso, tém efeitos também na dinamica
alimentar (Ferreira et al., 2014; Novakowski et al., 2008). Existem associa¢bes da
sazonalidade do ambiente com a maturacao das gbnadas e com a época de desova (King et
al., 2003; Pereira & Suarez, 2018).

Durante a cheia dos rios as paisagens se conectam, ha maior diversidade de alimentos
e maior espaco de forrageamento para os peixes (Alho, 2008). Por outro lado, na estacdo
seca 0 espaco é mais limitado o que favorece a interacao predador-presa, propicio a peixes
carnivoros (Wantzen et al., 2002). Neste contexto, na estacao seca, o peso do estbmago das

piranhas e a diversidade de alimentos encontrada é maior (Ferreira et al., 2014).

1.3 Pygocentrus nattereri

Pygocentrus nattereri Kner, 1858, familia Serrasalmidae, apresenta ampla distribuicdo
na regiao Neotropical e foi introduzida na Italia e Turquia (Fricke et al., 2022). No Brasil, €
reconhecida como piranha, piranha-vermelha, piranha-de-barriga vermelha, piranha-amarela
ou piranha verdadeira (Britski et al., 2007; Froese & Pauly, 2017).

As piranhas-vermelhas sao boas bioindicadoras do ambiente aquético em virtude de
suas caracteristicas, e.g., abundancia, facil identificacdo e época de reproducdo bem
marcada. (Chovanec et al., 2003; Burger, 2006). Sua reproducéo geralmente ocorre em dois
periodos marcados principalmente pela variacdo sazonal, realizam a desova total e h&a
registros na mudanca da coloracao dos individuos adultos (Queiroz et al., 2010).

No Pantanal sdo facilmente encontradas possivelmente por conta da heterogeneidade
do ambiente que propicia diferentes tipos de alimentos a essa espécie (Ferreira et al., 2014;
Costa - Pereira et al., 2017), além da abundancia de presas disponiveis.

As piranhas possuem o hébito alimentar carnivoro/piscivoro, sendo bastante
reconhecidas pelos seus comportamentos predatorios, que incluem desde a ingestdo de

insetos a partes de peixes e peixes inteiros (Piorski et al., 2005; Ferreira et al., 2014). Sendo
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assim, utilizam com mais eficiéncia fontes de energia lipidicas, apresentando também uma

maior atividade das proteinas em relagcéo a peixes de outros habitos (Krogdahl et al., 2005).

1.4 Figado

O figado € um importante 6rgéo cuja principal funcao € o acumulo, biotransformacao e
excrecdo de biomoléculas relacionadas a diversas fun¢cdes homeostaticas organicas. Nos
peixes, o figado reune funcdes hematopoiéticas, imunolégicas e enddcrinas, além do
metabolismo nutricional (Bruslé & Anadon,1996).

Devido as diversas fungbes que esse 6rgdo apresenta, dentre elas a biotransformacao
dos nutrientes, o figado tem sido utilizado com um biomarcador para higidez dos peixes em
resposta as variagdes ambientais (Health, 1995; Hinton et al., 2001). Sua estrutura €&
constituida pelo parénquima hepatico que possui hepatdcitos poliédricos com citoplasma
eosinofilico e nlcleos centrais basofilicos com nucléolos proeminentes (Bombonato et al.,
2007). Tanto o parénquima quanto o estroma hepatico possuem caracteristicas gerais que
podem variar de acordo com a espécie, sendo que a suas densidades estruturais podem variar
de acordo com o sexo e estado nutricional (Rocha et al., 1997; Faccioli et al., 2014). Técnicas
como a densidade e a histomorfometria nos permitem descrever a composi¢ao e a variacao
do tamanho e dimenséao das estruturas do 6rgado, obtendo assim uma analise mais completa
de processos adaptativos morfolégicos (Monfared & Salati, 2012; Raskovic et al., 2016).

Os peixes carnivoros possuem capacidade limitada para digerir e metabolizar
carboidratos, uma vez que esses nutrientes ndo fazem parte da sua dieta, e, podem ser
considerados de baixa toleréncia a glicose (Moon, 2001; Enes et al., 2009). Seus niveis no
sangue variam de acordo a alguns fatores como a taxa de utilizacao por tecidos periféricos e
pela remocao e liberacao realizadas pelo metabolismo hepatico, sendo regulado por meio da
acao da insulina e do glucagon (Nordlie et al., 1999; Lehninger et al., 2006). O figado
armazena o excesso de glicose na forma de glicogénio como fonte de reserva energética para
periodos de escassez de alimentos, além de realizar a lipogénese quando ha uma baixa

ingestdo de lipideos na dieta (Hemre et al., 2002; Tocher, 2003). O armazenamento do
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glicogénio e lipideos é realizado em parte pelos hepatécitos, e a presenca dessas moléculas
pode ser estimada através de coloracdes histologicas especificas, como o acido periddico de

Schiff (PAS) que evidencia o glicogénio (Segner & Braunbeck, 1988).

1.5 Biomarcadores bioquimicos

Os parametros bioquimicos do sangue fornecem informacbes importantes sobre a
fisiologia de um organismo e sua interdependéncia com o ambiente aquatico. Embora a
maioria dos estudos relatam esses biomarcadores para o estudo de certas patologias, outras
respostas sao identificadas, com destaque a adaptacdo metabdlica frente ao ambiente
aquatico e as variagdes entre sexo (Folmar, 1993; Borges et al., 2007; Oner et al., 2008).

No figado, séo sintetizadas diversas enzimas importantes para o metabolismo
nutricional. A alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotranferase (AST), por
exemplo, sdo enzimas de extravasamento presentes em grandes concentracdes no
citoplasma e mitocéndrias dos hepatécitos, e podem ter seus niveis séricos alterados em
funcéo da qualidade e composicao da dieta dos peixes (Galeb, 2010; Meto6n et al., 1999). A
acao da ALT também se relaciona ao metabolismo de carboidratos, sendo um dos precursores
mais importantes para a realizacdo da neoglicogénese, a partir do ciclo da glicose-alanina
(Silveira et al., 2009). A AST participa da regulagdo do metabolismo de aminoacidos e no
transporte da malato—aspartato, e pode ter seus niveis aumentados de acordo com a época
reprodutiva e de desova (Srivavstava et al., 1999). Outro importante processo que ocorre no
tecido hepético, especificamente no hepatécito, das fémeas oviparas durante o periodo
reprodutivo, € a sintese e excrecdo de vitelogenina, uma proteina precursora dos
componentes do ovo (Wallace, 1985; Van der Ven et al., 2003). Mudancas metabolicas
ocorrem nas fémeas durante a sintese da vitelogenina, bem como o aumento do peso do
figado (Arukwe & Goksoyr, 2003).

Variagbes nos niveis de alguns marcadores como os triglicerideos e enzimas
transaminases sugerem aumento na ingestao alimentar ou, pelo menos, maior disponibilidade

de fontes nutricionais (Halver & Hardy, 2002). Peixes carnivoros precisam de uma fonte
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constante de aminoacidos para a sintese de proteinas teciduais, que formam um elo
importante entre aminodacidos, carboidratos e energia para o metabolismo basal. Assim, a
disponibilidade dessas fontes afeta os niveis circulantes assim como a atividade das
transaminases (Dabrowski & Guderley, 2002; Tocher, 2003). Em experimentos controlados, o
aumento da ALT e AST esta associado ao conteludo de proteinas / carboidratos em resposta
a via da gliconeogénese (Meton et al., 1999; Fernandez et al., 2007). Outros biomarcadores
como a ureia, creatinina e bilirrubinas, embora tenham sido referenciados nos peixes, ainda

séo pouco estudados em associagdo as adaptacdes metabdlicas (Halver & Hardy, 2002).

1.6 Técnicas estereoldgicas

As técnicas histométricas, atualmente, baseiam-se em metodologias digitais que
permitem a quantificagéo e aplicagéo de diferentes medidas a fim de estabelecer padrdes
geométricos, dimensionais e morfolégicos. Em geral, essas técnicas dividem-se em
morfometria quando a andlise se refere as medidas lineares em planimetria (2D); e
estereologia, quando as medidas sédo estimadas para campos tridimensionais (3D), permitindo
estimar o volume e a densidade das estruturas teciduais (Weibel et al., 2007; Marcos et al.,
2012). No figado, ambas técnicas tém sido usadas para o estudo de varios processos
intrinsecos fisiopatolégicos teciduais em diferentes espécies (Ledo et al., 2020; Ulubay et al.,
2020).

Nos peixes, essas técnicas foram empregadas para andlise da densidade das
estruturas hepaticas, do glicogénio e a morfometria de hepatocitos de sorubim hibrido criados
em sistemas intensivos de psicultura (Rodrigues et al., 2017). Também foram utilizados
métodos estereoldgicos para descrever os componentes citoplasmaticos dos hepatocitos de
Salmo trutta fario (Rocha et al., 2010) e caracterizacéo histometrica das estruturas do rim de
tuviras (Fernandes et al., 2019). Em andlises intestinais, auxilia na detec¢éo dos efeitos de
dietas experimentais a partir da densidade volumétrica de células caliciformes e enterdcitos,

além de possiveis alteracdes na altura e largura dos vilos (Hamidian et al., 2018).
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Essas técnicas sdo utilizadas tanto para conhecer o padrdo morfométrico de
determinado 6rgdo em condi¢des naturais, além de possibilitar o efeito de diferentes agentes
estressores sobre determinados tecidos-alvo. Além disso, com a estereologia € possivel
estimar quantitativamente determinada estrutura ou tecido. Por isso, estudos utilizando essas
técnicas tém sido cada vez mais empregados, jA que sdo mais precisos para descrever
morfologicamente um 6rgdo, detectar alteracdes ou quantificar as mudancas em diferentes

niveis de organizacao (Reid, 1980; Barbosa et al., 2019; Saravan et al., 2017).
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Abstract

Pygocentrus nattereri Kner, 1858, popularly known as piranha, is an environmental
bioindicator piscivorous fish with wide distribution in the Neotropical region. In the Brazilian
Pantanal, where there is a marked seasonal effect on river dynamics, diet variations can be
expected between the dry and rainy seasons and possibly between sexes. Serum responses
in glucose, triglyceride, urea, and creatinine, among others, determine metabolic profiles and
may be related to hepatic morphological changes. However, studies of this nature are still
scarce, and these associations can help us understand the hepatic adaptive phenomena to
changes in environmental conditions. This study aimed to describe liver morphology at
different times of the year and between sexes, associating it with serum biochemical profiles
in P. nattereri. Forty specimens (20 males and 20 females) were used in dry and wet periods.
Glucose (mg/dL) triglycerides (mg/dL), alanine aminotransferase (ALT, U/L), aspartate
aminotransferase (AST, U/L), urea, creatinine, direct bilirubin and total bilirubin (mg/dL) values
were determined. The hepatosomatic index (HSI), volumetric structural density (%), liver
glycogen density, and hepatocellular nuclear and cytoplasmic measurements were measured.
Weight, length, and IHS did not vary between sex and season. Triglycerides showed
differences between sex and season. ALT and AST showed a difference only between sex.
Total bilirubin and creatinine showed no differences, while direct bilirubin did for sex and
season. Urea was significantly higher in males in the wet season. In the rainy season, males
showed a higher hepatocytes density than in the dry season. The other structures and liver
glycogen density did not differ between seasons. The volume of hepatocytes showed a
significant difference between the sexes and the seasons, higher in the rainy season. Males

of both periods exhibited higher hepatocyte and nuclear volumes than females. Hepatocyte
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volume correlated with serum triglyceride levels only in males. The results demonstrate that in

addition to the seasonal effect, sex is a biotic factor that affects metabolism in P. nattereri.

Keywords: Aquatic environmental, Histometric techniques, Liver, Metabolism, Red — piranha.

Resumo

Pygocentrus nattereri Kner, 1858, conhecida popularmente como piranha, € uma
bioindicadora ambiental de ampla distribuicdo no territorio brasileiro. No Pantanal, onde ha
marcado efeito estacional sobre a dindmica fluvial, variacées na dieta podem ser esperadas
entre as estacdes secas e chuvosas e possivelmente entre sexos. Respostas séricas na
glicose, triglicerideo, ureia, creatinina entre outros determinam perfis metabdlicos podem estar
relacionados a mudancgas morfoldgicas hepéticas. No entanto, estudos desta natureza ainda
Sa0 escassos e essas associagbes podem nos auxiliar na compreensdo dos fendmenos
adaptativos hepéticos as mudancas das condicbes ambientais. O objetivo deste estudo foi
descrever a morfologia hepética em diferentes épocas do ano e entre sexos, associando-a
aos perfis bioquimicos séricos em P. nattereri. Foram utilizados 40 espécimes (20 machos e
20 fémeas) em periodos de seca e cheia. Determinou-se os valores de glicose (mg/dL™?)
triglicerideos (mg/dL), alaninoaminotransferase (ALT), aspartatoaminotransferase (AST) (U/L
1), uréia, creatinina, bilirrubina direta (BD) e bilirrubina total (BT). Foi mensurado o indice
hepatossomatico (IHS) a densidade estrutural volumétrica (%), a densidade de glicogénio
hepatico e medidas hepatocelulares nucleares e citoplasmaticas. Peso, comprimento e IHS
ndo variaram entre sexo e estagao. Triglicerideos apresentou diferencas entre sexo e estacao.
A ALT e a AST apresentaram diferengca entre apenas entre sexo. BT e creatinina nao
apresentaram diferencas, enquanto BD apresentou para sexo e estacdo. A ureia foi
significativamente maior nos machos na estacdo chuvosa. Na estacdo chuvosa, machos
apresentaram maior densidade de hepatdcitos em relagcdo a seca. As demais estruturas e a
densidade de glicogénio hepatico ndo diferiram entre ambas estacdes. O volume dos
hepatdcitos apresentou diferenca significativa entre os sexos e entre as estacfes, sendo
maior na chuvosa. Machos de ambos os periodos exibiram volumes de hepatdcitos e volumes
nucleares superiores em relacdo as fémeas. O volume dos hepatécitos correlacionou-se com
0s niveis de triglicerideos séricos somente nos machos. Os resultados demonstram que além

do efeito estacional, o sexo € um fator bidtico que afeta o metabolismo em P. nattereri.

Palavras-chave: Biomarcadores, Histometria, Morfologia hepatica, Figado, Piranha —

vermelha.
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INTRODUGCAO

Pygocentrus nattereri Kner, 1858, € uma espécie de peixe com ampla distribuicdo e esta entre
os principais predadores dos ecossistemas de agua doce neotropicais (Saint-Paul et al., 2000;
Machado, 2003). Devido suas caracteristicas serem bem definidas, ha diversos estudos em
torno dessa espécie, quanto ao seu comportamento social (Queiroz, Magurran, 2005),
relacbes parasitarias (Vicentin et al., 2013), estratégias reprodutivas (Uetanabaro et al., 1993),
alimentacdo (Behr, Signor, 2008), contudo estudos fisiolégicos desta espécie em seu

ambiente natural ndo estdo descritos.

O Pantanal possui uma diversa fauna aquatica, contando com mais de 300 espécies de peixes
(Rotta, 2005; Britski et al., 2007; F. R. Carvalho, com. pess.). Em consequéncia dos seus
periodos sazonais, esse ambiente tem uma disponibilidade de alimentos bastante variada, o
que pode resultar em diferencas metabdlicas nos individuos entre as esta¢cfes (Alho, 2005;
Costa-Pereira et al., 2017). Além desse fator, peixes carnivoros tém uma dinamica inversa
dos demais (e.g., herbivoros, ili6fagos, onivoros) entre os periodos estacionais (Ferreira et al.,
2014).

O figado exerce um papel central em diversas fun¢fes do organismo, especialmente naquelas
relacionadas ao metabolismo nutricional, armazenamento de glicogénio e lipidios, sintese e
regulagdo de moléculas enddégenas e um sistema eficiente de excre¢do pelas vias biliares
(Hinton et al., 2001; Genten et al., 2009). Além disso, a morfologia do tecido hepatico tem sido
considerada como biomarcador do estado nutricional dos peixes (Raskovic et al., 2011).
Qualidade da dieta, frequéncia alimentar e privagdo de alimentos podem causar alteracdes
importantes no parénquima hepatico (Gisbert et al., 2008; Bolla et al., 2011). Por exemplo,
peixes sem restricdes na dieta, tendem a apresentar hepatdcitos maiores com aumento das
reservas energeéticas na forma de lipideos (Taddese et al., 2014), diferente de peixes sujeitos

a privacoes alimentares (Strissmann, Takashima, 1990).

Por outro lado, a diversidade de comportamentos e habitats selecionados pelos peixes, assim
como o efeito de diferentes fatores abibticos, resulta em variagbes nos parametros
bioquimicos séricos, que incluem enzimas, nutrientes, metabdlitos, ions inorganicos,
hormdnios, entre outros. Alguns parametros estdo se tornando uma pratica rotineira para
determinar a higidez dos espécimes assim como o impacto ambiental (Zhou et al., 2009; Latif
et al., 2015).

Biomarcadores como glicose, triglicerideo, alanina transaminase (ALT), aspartato
transaminase (AST), ureia, creatinina e bilirrubina determinam perfis metabdlicos em funcdo
das variacdes na dieta, além do sexo, grau de desenvolvimento corporal, comportamento

reprodutivo, além da qualidade do ambiente aquatico em diferentes espécies de peixes
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(Hochachka, Momssen, 1995; Congleton, Wagner, 2006; Gattani et al., 2016). No entanto,
ainda sdo escassos estudos abordando certas caracteristicas morfoldgicas hepéticas
associadas ao perfil bioguimico sérico em espécies sob condi¢des naturais na regido

neotropical.

Em peixes de cativeiro, o padrdo morfolégico hepéatico modela-se de acordo com o
desenvolvimento corporal e requerimentos metabdlicos, sendo um processo relativamente
bem conhecido (Power et al., 2000; Gisbert et al., 2014; Rodrigues et al., 2017). Porém, em
peixes silvestres, acredita-se que o ambiente natural exer¢ca um efeito semelhante aos peixes
em ambiente de cativeiro sobre a funcdo hepética, mas com caracteristicas morfofuncionais
diferentes. Ou seja, 0 ambiente modela a dieta e essa, a morfologia hepética. Neste sentido,
os perfis bioquimicos séricos tornam-se uma ferramenta importante no estudo dessas
relagdes, uma vez que respondem rapidamente aos fendmenos adaptativos as variagcdes
metabdlico-nutricionais (Hemre et al., 2002; Wagner, Congleton, 2004). Portanto,
considerando a ampla distribuicao, caracteristicas biol6gicas e ecologia da P. nattereri, esta
espécie podera ser um bom bioindicador ambiental para estudos da funcao hepatica em
peixes carnivoros sob condi¢des naturais (Schartl et al., 2019). Assim, o objetivo do presente
estudo foi descrever e correlacionar as caracteristicas morfoldégicas hepaticas ao perfil

bioquimico sérico em P. nattereri de ambos os sexos e em diferentes estagdes.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e ambiente. Espécimes de Pygocentrus nattereri (n = 40; voucher ZUFMS-PIS
05267) de ambos os sexos foram obtidos por meio de pesca com anzol no rio Miranda, na
Base de Estudos do Pantanal (19°34'37"S, 57°00'42"W), da Universidade Federal de Mato

Grosso do Sul (UFMS), localizada no Passo do Lontra, municipio de Corumb4a, MS.

Os periodos de seca e chuvoso, foram atribuidos conforme as variagbes ambientais da
temperatura (°C) e do indice pluviométrico (mm), segundo Alho (2005). Valores médios dos
trinta dias anteriores a data das capturas dos espécimes, obtidos nos municipios de Miranda
e Corumbd, foram registrados com base no Centro de Monitoramento de Tempo, do Clima e
dos Recursos Hidricos de Mato Grosso do Sul (CEMTEC/MS). A altura linimétrica do Rio
Miranda (cm) foi obtida com régua previamente calibrada e adaptada a jusante do rio. Na Fig.
1, estdo apresentados os valores médios linimétricos, indices pluviométricos e temperatura

ambiental.
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Para cada periodo foram utilizados 20 individuos (10 machos e 10 fémeas). Apés captura, 0s
peixes foram aclimatados em jejum em tanques de 1.000L, com agua corrente a temperatura
de 22-27 °C e sob aeracdao atrtificial (4,8 £2,0 OD mg/L) por 12—-15 h até a colheita do sangue.

Biometria e bioquimica sérica. Apos o periodo de aclimatacdo os peixes foram
anestesiados em solucdo de eugenol (50 mg/L) para determinacdo do peso corporal (g) e
comprimento padrédo (cm). Uma amostra de sangue total (500 uL) foi colhida por puncao da
veia caudal com seringas e agulha (21Gx1"), previamente banhadas em EDTA 3%. A glicemia
(mg/dL) foi determinada digitalmente utilizando-se uma gota de sangue em um glicosimetro
digital portatil (Accu-Chek Active®).

Para as demais analises bioguimicas, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 20
min e congeladas a -18 °C até a analise. Os valores de triglicerideos (mg/dL), ALT (U/L), AST
(U/L), ureia (mg/dL), creatinina (mg/dL), bilirrubina direta (mg/dL) e bilirrubina total (mg/dL)
séricas, foram estimados em sistema automatizado COBAS C111 SYSTEM® (Roche
Instrument Center), segundo Schumann et al. (2002a; 2002b).

Sexagem, colheita do figado, determinacdo do indice hepatossoméatico e andlise
histologica. Apos a colheita de sangue, 0s espécimes foram eutanasiados com solucdo de
eugenol (500 mg.I'*), e necropsiados para determinacéo do sexo e do peso do figado (g), para
calculo do indice hepatossomatico (IHS = peso do figado (g)/ peso corporal (g) X 100). O
figado foi seccionado transversalmente e fixado em solugdo de formalina tamponada 10%

durante 24 horas e transferido para solu¢éo de alcool 70°.

Dois fragmentos transversais do figado foram processados rotineiramente e incluidos em
parafina, com cortes em 3 um. As secc¢des histologicas foram coradas em hematoxilina e
eosina (H&E) para analise da densidade volumétrica estrutural e descricdo da arquitetura
tecidual, e em Acido Periddico de Schiff (PAS) para identificacdo de glicogénio hepatocelular.
A reacao de Perls foi utilizada para auxiliar na descricdo, quanto a localizacéo e distribuicdo
da hemossiderina (Carson, Hladik, 2009).
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Andlise dadensidade de glicogénio e Densidade Volumétrica Estrutural — DVE. Imagens
(n = 5) das seccbes histoldgicas do figado de cada espécime foram capturadas em sistema
OptiCam LOPT14003, acoplado a um microscépio de campo claro (Zeiss Primo Star), na
magnitude de 400x (RGB 4096 x 3286 pixels). Para analise da densidade do glicogénio
hepatico foram utilizadas imagens coradas em PAS. A area total da imagem (8824,30 um?)
foi determinada e, a partir do contraste de cores, foi estimada a area marcada positivamente
por PAS. Este célculo foi obtido pela formula: DG (%) = (area marcada por PAS/area total da
imagem x 100), adaptado de Santos et al. (2014). O software Image-Pro Plus foi utilizado para

essa analise.

Para andlise da DVE (%) foi utilizada uma gradicula com 252 intersecc¢des sobreposta a 5
imagens coradas em HE (400x de magnitude), compreendendo hepatdécitos, sinusoéides
hepaticos, ductos biliares e vasos sanguineos. A densidade foi calculada pela férmula: DVE
(%) = (contagem da estrutura/total de interseccdes obtidas x 100), de acordo com Rodrigues

et al. (2017). O software ImageJ 1.48v foi utilizado para essa analise.

Histomorfometria hepatica. Para morfometria dos hepatdcitos foram capturadas dez
imagens em magnitude de 1000x (RGB 4096 x 3286 pixels), no mesmo sistema previamente
descrito, para mensuracédo da area (Um?) e perimetro (um) celular, e area (um?), perimetro

(um) e didametro (um) nucleares de cinco hepatécitos aleatdrios por imagem.

A razao nucleo-citoplasma (RNC) foi determinada pela formula (RNC = area do ndcleo / area
do citoplasma x 100). O volume nuclear dos hepatdcitos foi estimado usando a seguinte
equacao: Vn = (4/3 1 r¥), onde V, € o volume nuclear (um?) e r é o raio nuclear (Freere, Weibel,
1967). O volume do hepatécito foi calculado usando a formula: Viep = (Arep X Viue) / Anue, Onde
Vuep € 0 volume do hepatdcito (um3), A ey € a area do hepatdcito (Um?), Ve € 0 volume
nuclear (um?3), e Anuc € a area nuclear (um?) segundo Rodrigues et al. (2017). O software Motic

2.0 (Motic Asia, Hong Kong) foi utilizado para essa analise.
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Andlise estatistica. Os dados foram previamente verificados quanto a normalidade e
homogeneidade da variancia usando o teste de Kolmogorov-Smirnov e o teste de Levene,
respectivamente. Um modelo linear generalizado ANOVA unidirecional foi usado para
comparar o efeito da estacdo e do sexo para as medidas biométricas. Para os valores
bioguimicos, DVE (%) e morfometria hepatocelular empregou-se modelo linear misto
bidirecional ajustado para o IHS (ANCOVA). Correla¢gBes entre variaveis hepaticas (DVE e
morfometria hepatocelular) e os valores bioquimicos, foram estimadas pelo modelo binomial

de Pearson. O software SPSS 23.0 (IBM®) foi usado para estas andlises.

Todos os procedimentos com 0s animais foram aprovados pela comisséo de ética no uso de
animais/CEUA da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (protocolo 801/2016) e
Sistema de Informacéo e Autorizagéo sobre Biodiversidade (SISBIO, projeto n° 51270-1).

RESULTADOS

Biometria. Os resultados biométricos estdo descritos na Tab. 1. O peso e comprimentos dos
espécimes ndo variou entre 0s sexos e as épocas estudadas. O IHS também nao diferiu entre

sexo e estagdo do ano.

Bioquimica sérica. Os resultados dos indicadores bioguimicos séricos estdo descritos na
Tab. 2. A glicose néao foi diferente de acordo com o sexo e estacédo do ano. Triglicerideos
variaram entre sexo e estacdo. As fémeas apresentaram valores superiores na estacao
chuvosa e inferior na estagédo seca em relagdo aos machos. Em relagdo as transaminases, a
ALT foi superior nos machos, enquanto nas fémeas foi superior na estacdo chuvosa em

relacdo a seca. A AST diferiu entre sexo e estacdo, mas nao apresentou efeito interativo.

A bilirrubina total ndo apresentou diferencas e nem interagdes significativas. No entanto,
espécimes na estacao chuvosa apresentaram valores superiores em relagdo aos da seca. A
ureia foi diferente entre sexos somente na estacdo chuvosa e, entre estacdes, somente 0s
machos apresentaram diferencas. Porém houve interacdo entre estacao e sexo. A creatinina

nao sofreu efeito de sexo e estacao.
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Andlise anatdbmica e histoldgica. O figado de Pygocentrus nattereri localiza-se na regido
ventral, lado esquerdo da cavidade celomatica. Possui trés lobos (esquerdo, direito e ventral)
de coloracdo avermelhada varidvel e tamanhos distintos, ricos em veias e artérias que
adentram o parénquima cranial e ventralmente. O érgédo situa-se acima do ceco pilérico (Fig.
2a). O lobo ventral € menor em relacdo aos demais, a vesicula biliar esta localizada abaixo

ao lobo direito (Fig. 2b). Entre o lobo direito e esquerdo encontra-se o esodfago (Fig. 2c).

Histologicamente, o tecido hepatico apresentou-se composto por hepatécitos, sinusodides,
artérias, arteriolas, veias, vénulas, ductos biliares, hepatopancreas e canaliculos biliares (Fig.
3). Artérias e veias segmentaram-se e distribuiram-se difusamente no parénquima, irrigando-
o ou drenando-o (Fig. 3a, b). Nao se observou arquitetura na forma de triade, envolvendo um
ramo arterial, venoso e ducto biliar. Em geral, artérias e veias apresentaram-se juntas ou
separadas sem que haja um padrdo determinado. Ambas, no entanto, conectam-se em toda
rede sinusoidal e foram de fécil distingdo, devido a diferenca da matriz colagenosa junto a
camada adventicia (Fig. 3b). Ao redor dos vasos sanguineos mais periféricos ao parénquima,
foi possivel observar uma ou duas camadas de células acinares poliédricas, com citoplasma
granular eosinofilico, compondo o hepatopéncreas (Fig. 3c). Os ductos biliares mostraram-se
de didmetro variado nos cortes transversais. Eram constituidos por espessa camada de tecido
conectivo e fibras musculares (leiomibcitos) que revestiam as células prismaticas com
citoplasma colunar e nucleos basais. Os ductos biliares foram encontrados de forma isolada

Ou junto a um ramo venoso portal (Fig. 3d).

O parénguima hepdtico apresentou-se homogéneo com hepatdcitos em formato poliédrico,
nacleos centralizados ou periféricos, com arranjo cordonal predominante de um ou duas
laminas celulares. Paralelamente a duas ou trés camadas de hepatdcitos, observou-se a rede
sinusoidal, formada por células endoteliais com nucleos achatados. Por vezes, foi possivel
identificar a presenga de canaliculos biliares (canaliculi) ao qual faziam anastomose com 0s
ductos biliares. Além dessas estruturas, identificou-se a presenca de células mononucleares
(linfécitos e macréfagos) entre os hepatécitos ou localizadas junto ao epitélio sinusoidal (Fig.
3e). Nas reacdes de PAS e Perls, pode-se observar a presenca de depositos
intracitoplasmaticos relativos ao armazenamento de glicogénio e ferro, respectivamente (Fig.
4).

A caracteristica morfolégica do parénquima hepético entre sexo e estacbes estudadas pode
ser observada na Fig. 5. Enquanto na estacéo seca houve similaridade entre a organizacdo e
aspectos celulares de acordo com o sexo, na estacdo chuvosa ambos diferiram. Fémeas
mostraram hepatdécitos com citoplasma eosinofilico e moderadamente granulares, sem nitida
formacdo cordonal (Fig. 5b). Ao contrario, machos apresentaram hepatdcitos maiores,

globulares, vacuolados e nacleos usualmente periféricos (Fig. 5d).
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Densidade de glicogénio e Densidade Volumétrica Estrutural (DVE). Os resultados das
densidades estédo descritos na Tab. 3. Em relacdo a DVE, houve efeito interativo entre sexo e
estacdo. Os machos da estacdo chuvosa apresentaram maior percentual de hepatécitos em
relacdo aos da seca. A densidade das demais estruturas hepéticas ndo diferiram entre sexo

e estacdo. A densidade de glicogénio hepético nado foi diferente entre os grupos de individuos.

Histomorfometria hepatocelular. Das variaveis analisadas, todas foram ajustadas pelo IHS,
porém apenas a RNC ndo mostrou efeito interativo (Tab. 3). O volume dos hepatécitos
apresentou diferenga significativa entre os sexos e entre as estagfes, sendo maior na chuva.
Machos de ambos os periodos exibiram volumes de hepatdcitos e volumes nucleares
superiores em relacdo as fémeas. Porém, em comparacéo as esta¢des, o volume nuclear foi
maior nos espécimes da estacdo seca. A relagdo nucleo-citoplasma (RNC) foi

significativamente diferente entre as estagdes, sendo maior na seca.

Houve correlacdo positiva, entre os valores médios do volume dos hepatdcitos com os de

triglicerideos séricos nos machos, mas nao nas fémeas (Fig. 6).

DISCUSSAO

Pygocentrus nattereri tém sua atividade reprodutiva influenciada pela sazonalidade. A medida
que o nivel linimétrico dos rios aumenta, as condigdes ambientais se tornam propicias para a
desova e reproducdo que se inicia durante periodos chuvosos (Bailly et al., 2008). Esse
incremento constitui-se em aspecto central que afeta os padrdes ictiolégicos e estrutura a
biodiversidade assim como a disponibilidade de dieta para espécies piscivoras (Hamilton et
al., 1997; Calheiros & Oliveira, 2005). Juntamente com 0 sexo dos espécimes, constituiu a
base das diferencas encontradas tanto nos perfis bioguimicos quanto nos morfolégicos

hepaticos.

Neste estudo, ndo foram observadas diferencas na biometria dos peixes, especialmente para
o indice hepatossomatico (IHS), usado frequentemente como biomarcador de saude em
populacdes de peixes, bem como de estoques energéticos individuais (Ando et al., 1993;
Okamura et al., 2019). Assim, os resultados baseiam-se em subgrupos populacionais
homogéneos, compostos por espécimes adultos e maduros do ponto de vista reprodutivo
(Duponchelle et al., 2007; Queiroz et al., 2010). Por outro lado, o IHS foi utilizado como

covariavel no modelo de analise uma vez que permite-nos controlar o efeito direto do peso
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corporal e do figado sobre os perfis bioquimicos séricos e o conjunto de medidas histométricas
hepéaticas (Queen et al., 2002; Kahan et al., 2014).

Os parametros bioquimicos do sangue fornecem informacdes sobre a fisiologia do organismo
além de serem interdependentes ao ambiente aquético. Os parametros aqui avaliados, estao
envolvidos na regulacdo do metabolismo intermediario e, portanto, variaram entre as
estacdes. Os valores observados estdo de acordo com outros estudos, mas algumas
diferencas podem ser encontradas devido as metodologias utilizadas, o préprio ambiente e a
espécie (Nicula et al., 2010). Neste sentido, os resultados aqui apresentados sao originais
para esse ambiente e podem ser futuramente utilizados como parametros de referéncia para

P. nattereri.

O efeito sazonal foi diferente para triglicerideos, ALT e AST, sendo superiores na estacao
chuvosa. Triglicerideos séricos relacionam-se ao conteudo da dieta. Peixes carnivoros
necessitam de uma fonte constante de aminoacidos para a sintese proteica, a qual é
determinante para as reacdes do metabolismo basal incluindo os &cidos graxos e sua
utilizagdo hepética (Tocher, 2003). Assim, a maior ou menor disponibilidade de aminoacidos
na dieta afeta diretamente os niveis circulantes de triglicerideos (Halver & Hardy, 2002). Tanto
machos quanto fémeas apresentaram maiores niveis de triglicerideos na estacdo chuvosa,
sugerindo que nesta estacdo ha diferentes condi¢cbes alimentares. Este resultado foi
corroborado pelo aumento dos niveis observados na estacdo chuvosa para a aspartato
aminotransferase (AST) e ureia nos machos. A AST catalisa a transaminacao reversivel entre
a L-aspartato e 2-oxoglutarato, e entre o glutamato e o oxalacetato, estando envolvida
diretamente com o metabolismo de aminoacidos ndo essenciais nos peixes (Srivastava et al.,
1999). A ureia, por sua vez, corresponde ao gasto energético, varia sazonalmente e pode
representar até 8% da excrecdo relacionada ao metabolismo nitrogenado nos peixes
carnivoros (Anderson, 1995; Ballantyne, 2014). Portanto, os resultados indicam que durante

o periodo chuvoso o metabolismo energético € superior em comparacao ao periodo seco.

As caracteristicas anatomo-histolégicas do figado, foram as mesmas encontradas para
piranhas do género Serrasalmus (Andrade, 2013). Em P. nattereri, os trés lobos hepaticos
além de serem distintos em tamanho, apresentaram variacdes quanto a coloracéo,
possivelmente devido a particularidades na irrigacdo vascular. No geral, a arquitetura
parenquimatosa e estromal do tecido hepatico é semelhante as demais espécies de peixes
carnivoros (Bombonato et al., 2007; Bruslé & Anadon, 1996). Hepatdcitos, sinuséides, vasos
sanguineos portais, ramos arteriais, arteriolas, metarteriolas, hepatopancreas, ductos e
canaliculos biliares constituem as estruturas mais evidentes. Os hepatdcitos sdo organizados
em corddes, tém formato poliédrico com nucleos centralizados ou periféricos, semelhante ao

descrito para Hemisorubim platyrhynchos (Faccioli et al., 2014) e para Astyanax altiparanae
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(Bertolucci et al., 2008). A organizacao e estrutura dos ductos biliares estdo de acordo com o
descrito para outras espécies de piranhas, bem como a auséncia de triade portal (Vicentini et
al., 2005; Bombonato et al., 2007; Andrade, 2013).

Diferencas quanto as caracteristicas pigmentares e de textura citoplasmaticas foram
observadas entre estacdes e sexo, especialmente devido a presenca de vacuolizacdo
hepatocelular, sugestiva de armazenamento lipidico observada durante o periodo seco com
predominio nos machos. Na estacdo chuvosa, as fémeas apresentaram hepatocitos ricos em
granulos, menos vacuolados e de conformacdo mais poliédrica com menor tamanho em
relacdo aos machos. Estas diferencas podem ser devido a variagbes na sintese de
vitelogenina nas fémeas, uma proteina sintetizada nos hepatocitos durante a atividade
reprodutiva no periodo chuvoso e que apresenta, fungdes imunes, antioxidantes e envolvida
no metabolismo lipidico e na sintese de aminoacidos embrionérios (Van der Ven et al., 2003;
Menke et al., 2011; Li & Zhang, 2017).

As analises quantitativas da estrutura hepética incluiram a densidade volumétrica, o
percentual de hepatécitos positivamente marcados para o glicogénio assim como a
morfometria hepatocelular. Os valores obtidos foram préximos aos previamente reportados
em hibridos de sorubim (Rodrigues et al., 2017), e em Salmo trutta (Rocha et al., 1997). Essas
estruturas ndo apresentaram variagdes de acordo com sexo e estacdo, demonstrando serem
estaveis e independentes dos fatores bidticos e abidticos estudados. Da mesma forma, ndo
foram encontradas diferencas nos percentuais de glicogénio, o que sugere que essa seja uma
fonte de energia metabolizada rapidamente ou com baixo potencial de armazenamento
hepatico (Tocher, 2003; Rios, 2006).

As medidas histomorfométricas revelaram diferengas significativas no volume citoplasmatico
e no volume nuclear dos hepatdécitos, demonstrando efeito interativo entre sexo e estagdo. No
entanto, machos na esta¢do chuvosa apresentaram hepatdcitos maiores, correlacionando-se
com os valores de triglicerideos, conforme anteriormente descrito (Schneider et al., 2014). Em
contraste, na estacdo seca, houve reducdo do volume citoplasmatico. Isso possivelmente
esteja associado a mudancas no contetdo da dieta ou a fatores adaptativos metabdlicos.
Embora P. nattereri seja predominantemente piscivora em ambas estacdes, durante a
estacdo seca ha maior diversidade de itens na dieta (Ferreira et al., 2014). Além disso,
variacfes nas caracteristicas do ambiente aquatico durante o periodo seco também podem

estar implicitas (Hamilton et al., 1997; Assine et al., 2015).

Em conclusdo, os biomarcadores bioquimicos fornecem respostas relacionadas ao
metabolismo, que podem servir de parametro para entender as relagdes de sazonalidade e

sexo, associadas ou ndo a 6rgdos-alvo como o figado. Por outro lado, o efeito estacional em
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P. nattereri afeta os padrbes histométricos hepdaticos, fornecendo novos subsidios para o

estudo das relacBes entre essa espécie e 0 meio ambiente.
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ambiental (°C) no periodo de janeiro/2016 a dezembro/2017 destacando as estacdes
amostradas (barras cinza).
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TABELA 1 Peso, comprimento e indice hepatossomatico em machos e fémeas nas duas estacdes

de estudo.
Estacao
Biometria Sexo Chuvosa Seca
223,46 +64,66 334,17 £144,76
Macho
(145,60 - 356,10) (113,20 -524,20)
Peso ()
" 285,20 +164,84 261,25 +92,96
Fémea
(145,20 -593,50) (147,20 -439,30)
16,85 +1,73 18,99 +3,06
Macho
_ . (14,00 - 19,50) (14,00 - 23,00)
Comprimento padréao (cm)
17,74 +2,37 17,69 +2,16
Fémea
(15,00 - 21,50) (15,00 - 21,00)
+ +
Macho 1,30 £0,27 1,33+0,41
Co L (0,92 -1,70) (0,74 - 2,06)
Indice Hepatossomatico (IHS)
n 1,43 +0,62 1,54 +0,39
Fémea
(0,86 - 3,03) (0,83-2,07)

Estacéo = 20; Sexo =10
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TABELA 2 Resultados das variaveis bioquimicas sérica em machos e fémeas nas duas estacdes de

estudo.
Estacao
Bioquimico Sexo Chuvosa Seca Estacdo X Sexo IHS
aA aA
Glicose (mgdL) Macho  98.78 ﬂ?,oagA 98,30 115,85aA 0,368 0.162
Fémea 97,81 +887 92,30 +17.31
aA aB
Triglicerideos (mgidL) Macho 197,58 117’84DA 11591 ﬂ5’36b8 0738 0,009
Fémea 20140 +2659°" 107,69 +15 45
aA aA
ALT (UL Macho 12,97 14,4::,A 13,37 13,6ZB 0,096 0.703
Fémea 9.79+1.64 4,95 +1.30
aA aB
asTUL Macho 24913 ﬂGDObA 179.30 149,558 0,545 0.812
Fémea 15154 +3595"A 8921 +2826
aA aA
Relacio AST/ALT ~ Macho 204 J"Z’GOaA 155 iZ,QOaA 0973 0,829
Fémea 17.9+2.80 18,2 +2.50
aA aA
BT (mg/dy Macho 0,09 10,01aA 0,09 10,01aA 0,244 0,034
Fémea 0,09 +0,01 0,07 +0,01
aA aB
8D (mg/dL) Macho 0.8 iO,OObA 0,04 J_ro,oobB 0,145 0,026
Fémea 0,05 +0,00 0,03 +0,00
aA aB
Ureia (mg/dLy Macho 411 iO,??bA 220 10,49aA 0,035 0,930
Fémea 2,00 +0,33 228 +0.25
aA aA
Creatinina (mgidL) Vacho  0.28 iO’O6aA 0,31 iO’O7aA 0171 0,979
Fémea 0,25 +0,03 0.21 +0,05

Letras minusculas distintas indicam diferenca significativa entre sexo; letras mailsculas distintas indicam diferenca
significativa entre estagdes (P<0,05). IHS= indice Hepatossomatico, modelo ajustado com IHS = 1,38%.
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FIGURA 2 Plano anatémico ventral da cavidade celomatica de Pygocentrus nattereri. a. feixes

vasculares (setas) formados por artérias e veias adentrando o parénquima hepatico na regiao
cranial da cavidade; LE, lobo esquerdo; LD, lobo direito; LV, lobo ventral; CP, ceco pilérico; barra
de escala = 4 cm; no detalhe observa-se variagdo na coloracao hepética entre os lobos LE e LD;
LV apresenta vasos sanguineos superficiais dilatados; barra de escala =2 cm. b e c, 6rgéo pos-
fixacdo. b. vista caudo-cranial; LV apresenta-se menor em relacéo aos demais; VB, vesicula biliar;

esOfago (asterisco); barra = 1 cm. c. vista cranio-caudal; barra de escala = 1 cm.
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FIGURA 3 Seccdes histolégicas do figado de Pygocentrus nattereri. a. menor aumento evidenciando
ramos arteriais (a) e venosos (v) portais dispostos em conjunto; arquitetura sinusoidal é evidente
compondo arranjo cordonal tipico; hepatdcitos apresentam-se com citoplasma claro e parcialmente
vacuolados; HE, barra de escala = 100 um. b. evidente arranjo cordonal dos hepatécitos, evidenciando o
trajeto do epitélio sinusoidal, um ramo venoso portal (v) e uma arteriola (a) sdo demonstrados; note a
presenca de metarteriolas (m) adjacentes a arteriola a qual é revestida por uma camada colagenosa
corada em azul; TM, barra de escala = 100 pm. c. segmentos arteriolares (a) revestidos por uma camada
de células acinares poliédricas (em destaque, barra de escala = 10 um) compondo o hepatopancreas
(asterisco), este apresenta-se no espaco entre dois lobos hepéticos; HE, barra de escala = 100 um. d.
ducto biliar junto a um ramo venoso portal (v); ductos biliares apresentam uma espessa camada muscular
lisa periférica (leiomiécitos) que revestem o epitélio prismatico com ndcleos celulares basais (asterisco);
HE, barra de escala = 50 um. e. epitélio sinusoidal evidenciando leucdcitos (I), macréfagos (m), eritrocitos
(e); além das células endoteliais (ce) com nulcleos achatados; canaliculos biliares (cb). HE, barra de

escala = 20 pm.
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TABELA 3 Resultados da densidade volumétrica estrutural (DVE) e morfometria hepatica em
machos e fémeas nas duas estacdes de estudo

Estacéo
DVE (%) Sexo Chuvosa Seca Estacdo X Sexo IHS
+ aA + aB
Hepatécitos Mcho 868 _0,39aA 82,5 —0’68aA 0,010 0,239
Fémea 85,2 +0,55 83,7 £0,55
aA aA
Sinuséides Macho 12,1 1“0,36aA 14,7 iO,S?aA 0,194 0,333
Fémea 12,8 +0,44 14,3 +0,42
aA aA
Vasos sanguineos Macho 1,0 tO,l4aA 2.3 iO,SOaA 0,135 0,902
Fémea 1,5+0,31 1,7 +0,27
aA aA
Ducto biliar Macho 0,02 iO,Ol{le 0,54 iO,ZSaA 0,110 0,190
Fémea 0,50 +0,33 0,35+0,19
+ aA + aA
Glicogénio hepatico Macho 31,6 _1’46aA 211 _1’3OaA 0,080 0,512
Fémea 31,3+1,33 31,8+1,44
Morfometria hepatocelular
Macho 30,1+0,37* 31,2 +0,39%®
Volume nuclear (um®) bA bB 0,016 0,001
Fémea 25,9 +0,34 28,8 +0,38
Macho 193,7 +2,44* 162,3 +1,88%°
Volume dos hepatdcitos (um?) oA bE 0,001 0,001
Fémea 175,2+2,39™" 158,8 +2,37
aA aB
RNC (%) Macho 15,8 J_r0,15bA 19,6 10,16bB 0,381 0,010
Fémea 15,1 +0,14 18,6 +0,17

Letras mindsculas distintas indicam diferenca significativa entre sexo; letras mailsculas distintas indicam diferenca
significativa entre estagdes (P<0,05). DVE = Densidade Volumétrica Estrutural; IHS = indice Hepatossomatico,
modelo do DVE ajustado com IHS = 1,39%; modelo da morfometria hepatocelular ajustado com IHS = 1,40%.
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FIGURA 4 Secc0es histologicas do figado de Pygocentrus nattereri mostrando a presenca de depésitos

de glicogénio e hemossiderina. a. visdo geral do parénquima hepéatico marcado positivamente para o
glicogénio intracitoplasmatico; regides mais escuras demonstram predomindncia do armazenamento
desse polissacarideo; notar presenca de veias portais (v); PAS; barra de escala = 200 um. b. nota-se
hepatdcitos periféricos a um ramo portal marcados para o glicogénio; PAS; barra de escala = 50 um c.
visdo mais ampla do glicogénio positivo nos hepatocitos (H) e no epitélio sinusoidal (S); PAS; barra de
escala = 10 um. d. aspecto morfolégico de hepatdcitos periféricos a uma veia portal (v) demonstrando a

presenca de ferro intracitoplasmatico (cor azul); reacé@o de Perls; barra de escala = 50 pm.
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FIGURA 5 Seccbes histologicas do figado de Pygocentrus nattereri; HE; barra de escala = 50 um. a.

hepatdcitos apresentam-se discretamente vacuolados sem definicdo do arranjo cordonal e com sinusoides
pouco destacados; fémea, estacdo seca. b. hepatdcitos apresentam-se com citoplasma mais eosinofilico
e granular em comparacdo a estacdo seca, embora haja presenca moderada de vacuolos
intracitoplasmaticos; (v) segmento venoso portal; em maior aumento vaso sinusoidal; barra de escala = 10
pm; fémea estagdo chuvosa. c. hepatécitos apresentam vacuolos intracitoplasmaticos, com evidente
arranjo cordonal seguindo o trajeto sinusoidal (setas) ao qual mostra-se com endotélio espesso e bem
evidente (cabeca de seta) em direcdo a um capilar portal (c); macho, estacdo seca. d. hepatécitos
nitidamente vacuolizados (em destaque, barra = 10 um), de aspecto globular, arranjo cordonal e
sinusoides preservados e espesso (cabeca de seta) similarmente aos espécimes da estagédo seca; macho,

estacdo chuvosa.
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Autorizacio para atividades com finalidade clentifica

Mimera: §1270-1 Data da Emisslio: X8/082015 1418 Data para Revalidacdo®: 28MO02018&

" De acondo com O a. 28 da IN 032014, esia aulonmcio e prazo de valdade squivakente oo previsln no oonogramas de sividaecdes oo projels,
s dessend ser revakidada anualmenie mediarie a apresen@acio oo reabine o alvidscdess & ser emviado por mes 8o SEbio no praco de ate 30 dixs
a conlar da data 90 anivErsano e Sa Smissao.

Dados do tibwlar

BMome: Carlos Femandes CFPF: 41 1BT.410-81

Thubo do Propefor Pardmeincs hemaboibgicos, bioguimioos & hisiomeina do sziema hemalopoiélico de Pygocenirus raferen (Charachonmmes:
‘Sgmazaminae ) do Panianal sul-malo-grossense.

Mo da Insiiugao | FUNDACAD UNNERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSS0 O SUL CMPL: 15461 B NDO0r-23
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anotacio. O material bioldgico coletado de forma imprevista, deverd ser desfingdo 4 instituiglo clentifica e, depositado,
preferencisiments, em colegio mm-jglc:n cientifica raglalrada o Cedastro Macional de Colegles EIIZI-IIfI-EIl:'.-EIH- (CCBID)
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Esie documenio (Aulonzagdo para atividades com finalidade centifica) fol expedido com base na Instrugio Mommatva n® 032014, Adravés do oddigo
de aaferficaflo abaixn, qualquer ddaddo poderd verticar a autenticdade ou regulandade desie dooumenio, por meio da pagina do SsbinCMEBo na
Irernial (W ICmibso gov. brsishio)
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Autorizacio para atividades com finalidade cientifica

Himeros: 81270-1 I Data da Emissio: 28/052018 14:18 I Data para Revalidagio®: ZMOZ018

" D& @cordo com o ant. 28 da IN 032014, i avlonmacio tem praco de valdade equivalenis a0 previslo no oonograma de aividades do projets,
s deverd ser revabdada anualmenle mediarie a apresentagio do relatbno de atridades. a ser enviado por meio o Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversano de sia emssdo.

Dados do titular

Mome: Canas Femandes IE-F'F: B 1BT. 49021

Thuly do Projetor Pardmeiros hemalolitgions, bisquimioos & hisiomeina do ssiema hemalopoiético de Pygocenirus ra@eren (Craracionmmes:
Semasalminae ) do Pant@anal sul-malo-grossense.

Mo da Instiuicdo © FUNDACAD UNNERSIDADE FEDERAL DE MATD GROSS0 D0 SUL CHPJ 15461 B 0D00a-33

* Identificar o espécime no nivel uondmioco posskel.

Esie doocumenio IwﬂammiMmﬂHcl]MWM bass na Instrugdo Hormadva n® 032014, Adraeés do oddigo
de auferfcagdo abaino, qualquer ddaddo poderd verticar a autenticidade ou reguiandade desis dooumenio, por medo da pagina do SsbioBCMEBD na
Irfernel (wyew . icmbdogoy. brisishio).
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