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RESUMO

A utilizacdo de tanques de piscicultura vém aumentando no Brasil, e na regido
norte, 0 peixe mais cultivado € o Tambaqui (Colossoma macropomum) devido a
sua facil adaptacdo ao cativeiro. Os rins constituem a principal rota de excrecao
de metabdlitos aos quais os peixes tenham sido eventualmente expostos. E
formado por duas regifes distintas: a excretora (contendo a capsula de Bowman,
tubulos proximais, distais e coletores), e a hematopoiética (contendo células
hematopoiéticas, vasos sanguineos e 0os melanomacréfagos). Animais juvenis
(massa~50g) foram separados em dois tratamentos (controle e nitrito) com cinco
animais cada e mantidos em cacapas supridas com fluxo continuo de agua.
Adicionou-se 0,04 mg/L de nitrito de soédio (NaNO;) no tratamento nitrito por
um periodo de 96 horas. Concluiu-se que o nitrito ndo causou mudancas nas
densidades volumetricas dos componentes renais nos animais expostos ao

nitrito, contudo a proporc¢éo do estado patolégico foi aumentada.

Palavras-chave: Rim, teleosteos, estereologia, nitrito, tambaqui.
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1. INTRODUCAO

Os peixes ocupam 0s mais diversos ambientes aquaticos (VAZZOLER, 1996; LOWE-
MCCONNELL, 1999) e séo de grande importancia comercial, ja que fazem parte da dieta em
muitos paises e, em varios outros, sdo a principal fonte de proteina animal, sais minerais e
acidos graxos, principalmente do 6mega3 (SILVA FILHO et al., 2000). A demanda por esse
alimento vem crescendo nas Gltimas décadas, mas uma combinacgdo entre o desmatamento e a
sobrepesca ameagam 0s estoques naturais a longo prazo. Como tentativa de contornar esse
problema, a piscicultura vem sendo bastante disseminada, principalmente pelas regifes de

clima quente do Brasil.

Na criagdo em cativeiro, estdo em contato direto com agentes estressores, substancias
cujos efeitos ameacam ou perturbam o equilibrio homeostatico do organismo, desencadeando
um conjunto de respostas fisioldgicas. A habilidade de reagir a presenca de um agente
estressor é de extrema importancia pois as respostas geradas a eles sao fundamentais para a
sobrevivéncia do animal, permitindo assim uma melhor adaptacdo as variagcbes ambientais
(LAPPIVAARA & OIKARI, 1999). A curta exposi¢cdo a qualquer agente estressor ambiental
pode resultar em alteracGes que, mesmo ndo sendo letais, prejudicam a habilidade do peixe
em realizar suas funcgBes fisioldgicas (RAND & PETROCELLI, 1985; JOBLING, 1995).
Vaérios trabalhos vém sendo publicados fazendo uso destes animais para avaliar o efeito do
estresse causado por variacbes no ambiente aquatico (OVERSTREET, 1988; TEH et al.,
1997; GUNDERSEN et al., 2000; SCHWAIGER, 2001).

O nitrito (NO2") é um dos principais agentes estressores encontrados no meio em cultivo
intensivo, e dependendo de sua concentracdo, pode resultar em elevada mortalidade dos
peixes. Os niveis de NO2  podem ser elevados em tanques de piscicultura devido a
desequilibrios nos processos de nitrificacdo e desnitrificacdo da aménia (LEWIS & MORRIS,
1986; JENSEN, 2003; KROUPOVA, 2005). Dentre os fatores que favorecem a acumulacdo
de nitrito na agua estdo o pH, a temperatura, os niveis de Oz dissolvido, a quantidade de
bacterias nitrificantes e a contaminagé@o por excretas nitrogenadas (RUSSO & THURSTON,
1991; AGGERGAARD & JENSEN, 2001). Desse modo, 0 NO>™ torna-se toxico aos peixes e
seus efeitos sobre a fisiologia desses animais ja se encontra bem documentado (JENSEN,
1995; 2003; KROUPOVA et al., 2005; SVOBODOVA et al., 2005). Além da formacéo de



elevados niveis de metahemoglobina, 0 NO.>" se acumula nos tecidos alterando vérios
processos fisiolégicos (MARGIOCCO et al., 1983).

Por receber grande fluxo sanguineo, o rim pode ser considerado, tal como as branquias,
orgdo alvo de agentes estressores (HINTON et al., 1992; EVANS, 1993), sendo de extrema
importancia nos peixes teledsteos por estarem diretamente envolvidos na resposta do

organismo a essas substancias.

O sistema excretor dos peixes, como dos outros vertebrados, regula o contetido de 4gua do
corpo, mantém o equilibrio salino adequado e elimina os residuos nitrogenados resultantes do
metabolismo proteico no caso a amoénia (NHz). O rim funcional dos peixes é do tipo
mesonéfrico, formado por uma série de tubulos renais. Cada tabulo é enrolado, tanto na
porcdo proximal como na distal, e dirige-se para um ducto coletor longitudinal comum, o
ducto arquinefrico, que se comunica com o meio exterior pela cloaca. A por¢do proximal de
cada tabulo termina na capsula de Bowman que contém um enovelamento vascular do sistema
circulatério, chamado de glomérulo. A capsula e o glomérulo juntos formam o corpusculo
renal por onde passam a agua 0s sais e produtos de excrecdo, da corrente sanguinea para fora

do corpo.

Os rins constituem a principal rota de excrecdo de metabdlitos aos quais 0 peixe tenha
sido eventualmente exposto (HINTON et al.,1992). O rim elimina produtos quimicos durante
o curso de formacdo da urina, alguns através da filtracdo glomerular, outros por reabsor¢do ou
ainda pelos processos de secrecdo tubular (JOBLING, 1995; EVANS, 1993).

O rim dos peixes teledsteos localiza-se dorsalmente, acompanhando a coluna vertebral, e é
divido em duas porcdes: anterior ou rim cefalico e a posterior ou rim caudal. A porcao
anterior do rim é homdloga a adrenal de mamiferos e apresenta dois tipos especiais de células:
as células interrenais e as células cromafins. A porcdo posterior do rim dos teledsteos, em
associacdo com as branquias e intestino, realiza a excrecdo e a manutencdo da homeostase dos
fluidos corporais (EVANS, 1993).

Em peixes dulcicolas a principal funcéo do rim é a excrecdo de uma grande quantidade de
urina diluida. Assim, a urina dos peixes de dgua doce é abundante e com baixa concentracao
de eletrolitos (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995). Por receber grande fluxo sanguineo o rim
pode ser considerado, tal como as branquias, 6rgao alvo para os poluentes (HINTON et al.,
1992; EVANS, 1993).



Cada estrutura do rim dos teledsteos realiza uma funcdo especifica na producgdo de urina,
regulacdo osmotica e hormonal no animal. Nos teledsteos dulcicolas, os glomérulos,
responsaveis pela ultrafiltracdo do sangue, estdo mais concentrados na porcdo posterior do
rim, onde ocorre extensa reposic¢do de ions durante o fluxo do filtrado ao longo dos tubulos
renais, produzindo fluido filtrado que daré origem a urina (JOBLING, 1995; TAKASHIMA
& HIBIYA, 1995; EVANS, 1993).

Pouca importéncia tem sido dada ao estudo da agé@o de substancias nocivas aos quais 0s
peixes ja estdo em contato num meio de cultura intensivo, como por exemplo o NO2. A
determinacdo de como os rins sdo afetados por essa substancia e como ela ira afetar a
fisiologia do animal é fundamental pra a implantacdo de medidas preventivas em sistema de

cultivo intensivo.

Conhecer a acdo responsiva dos rins de peixe em exposicdo ao NO2™ é uma das metas
deste estudo. Altas concentracdes de NO, fazem com que o ferro ligado ao grupo Heme da
hemoglobina (Hb) seja oxidado de ferroso para férrico, formando assim a
metahemoglobina(MetHb), incapaz de transportar oxigénio (COSTA et al 2004). Estudos
sobre os efeitos de agentes poluentes encontrados no meio demonstraram que os rins foram os
mais sensiveis, apresentando glomerulonefrite, hiperemia, degeneracao hidrépica e congestdo
glomerular (BENLI et al. 2008).

O tambaqui, Colossoma macropomum, é de longe uma das espécies mais conhecidas da
bacia Amazénica, e vem sendo bastante difundida em sistemas intensivos de cultivo nédo
apenas por ser uma das mais conhecidas da regido amazbnica, mas também por sua
rusticidade, o que possibilita uma rapida adaptacdo a alimentacdo por racdo e elevada
capacidade de digerir proteina animal e vegetal.

O rim é um 0rgdo chave em estudos toxicoldgicos e seu estudo tém sido voltado
principalmente para alteracdes causadas por agentes xenofobicos. Nesses estudos notou-se
diversas mudancas patolédgicas na capsula de Bowman, como proliferacdo anormal das células
epiteliais e o0 espessamento da lamina basal, além do rompimento de vasos no espaco de
Bowman. Essas lesdes podem vir a prejudicar a filtracdo glomerular e refletem condicdes
andmalas do corpusculo renal. Sendo assim constatou-se que, comparado com as branquias e

o figado, as alteracBes renais sdo as mais severas, causando danos irreparaveis ao tecido,



comprovando que o0 6rgdo é o mais sensivel a acdo dos poluentes. Apesar disso, sua utilizacdo
como sitio bioindicador tem sido pouco aproveitada.

Sendo assim, o presente projeto se propGe em investigar os efeitos causados pela

exposicdo ao NO™ sobre a morfologia dos rins do tambaqui apds uma exposic¢éo aguda.

2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Realizar um estudo histopatolégico dos rins do tambaqui, Colossoma macropomum
(Curvier, 1818) em condi¢des normais de cativeiro e apds exposicao ao NO-".

2.2 Objetivos Especificos

) Descrever as alteracdes histopatoldgicas nos componentes renais causadas pela
exposicdo aguda ao NO2;

i) Aplicar técnicas estereologicas para a quantificagdo dos componentes renais
alterados;

i) Comparar os resultados entre o grupo controle e 0 exposto ao nitrito.

3. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
3.1 Experimentacéo

Exemplares juvenis de tambaqui, oriundos da Estacdo de Piscicultura de Balbina
(Presidente Figueiredo — AM) vinculada a Secretaria de Producdo Rural (SEPROR) foram
utilizados neste estudo (massa aprox. 100 g). Apos a coleta, os peixes foram mantidos por, no
minimo, 4 semanas antes do inicio dos experimentos em cacapas supridas com fluxo continuo
de &gua fresca e aerada (tensdo de oxigénio, pO2 > 130 mmHg) no laboratorio de
Aquicultura, na Universidade Federal do Amazonas - UFAM. A composic¢ao quimica da agua
foi determinada durante este periodo. Os peixes foram alimentados diariamente com ragéo
comercial, porém, a mesma foi suspensa dois dias antes do inicio dos experimentos.

Verificagcbes diarias no estado de saude dos animais foram realizadas (condicdo das
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nadadeiras, branquias e pele quanto a presenca de erosdes, parasitas e sintomas de infestacdo

por bactérias) e somente animais aparentemente saudaveis foram utilizados nos experimentos.
3.2 Protocolo experimental

Os experimentos foram conduzidos em cagapas de 80 Litros com fluxo continuo de agua
aerada e com a mesma composi¢do quimica utilizada na aclimatacdo. O seguinte protocolo

experimental foi adotado:

1. Tratamento 1: grupo controle (N=5), &gua isenta de NO".

2. Tratamento 2: grupo exposto ao NOz" (N=5), adigdo de nitrito de sodio
(NaNO2; MERCK) até a concentragdo de 0,04 mM NOy". Essa concentragdo
representa 31% da LCso 96 h NO; estimada para o tambaqui (0,13 mM) no
estudo de COSTA et al.,, (2000). A concentracdo de NO2 serd ajustada
segundo o método colorimétrico da sulfanilamida-naftalenodiamino
(STRICKLAND & PARSONS, 1972).

Em cada tratamento as condi¢des foram mantidas por 96 horas com monitoramento

constante das condigdes fisico-quimicas.
3.3 Coleta dos tecidos

Apos o periodo de exposicdo, os peixes foram anestesiados por imersao em um banho
gelado (MITTAL & WHITEAR, 1978). Os animais foram pesados e medidos (comprimento
total e relativo) antes da coleta dos tecidos e, em seguida, sacrificados através de contusdo na
regido cefalica. Os rins foram coletados e fixados in situ por imersdo em solucdo de formol
aldeido tamponado (pH 7,8; osmolaridade, aproximadamente 300mOsmol). Sec¢des de
historesina foram cortadas a espessura de 3um por meio de um micrétomo Leica (RM 2145) e
coradas com fucsina e azul de toluidina (para o estudo da organizacdo renal geral). As laminas
foram examinadas através de um microscépio Olympus BX-41 equipado com uma camera
digital Nikon Coolpix-5400 (Jap&o).

3.4 Estereologia

3.4.1 Densidade de volume dos componentes renais
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Um sistema teste de contagem de pontos sera sobreposto sobre as se¢des histologicas
segundo HOWARD & REED (2005). pontos serdo computados ao coincidirem com: vasos,
células hematopoiéticas, tubulos renais, corpusculo renal e melanomacrofagos. O volume

relativo de cada componente serd determinado como:

> P comp renal
V=
> P total rim

onde: XPcomp renal €Quivale a soma dos pontos sobre determinado
componente renal e XPiotal rim €quivale a soma de pontos sobre o rim em sua totalidade.
3.4.2 Determinacdo do volume absoluto do rim de acordo com Cavalieri

A imagem dos fragmentos do rim vista através do bloco de resina foi medida
(comprimento total) com a ajuda de uma lupa Leica EZ4D e o valor aferido foi dividido por
seis (numero de se¢des pretendidas). A primeira posic¢do de corte foi determinada ao acaso e

as seguintes acrescidas do correspondente valor de espessura entre cada secao.

O volume do tecido renal foi determinado usando uma lupa Leica EZ4D. Fotos foram
tiradas no menor aumento (8x) e sistemas teste de contagem contendo pontos serviram como
parametros de determinacdo (PERRY, 1978). O volume de referéncia (Vt) do rim foi
calculado por contagem de pontos (HOWARD & REED, 1998) de acordo com a seguinte
formula: YXp x a /p x t, onde Zp é o nimero total de pontos sobre o tecido renal, a/p € a area
representada por cada ponto e t é a distdncia entre as secGes sequenciais (HOWARD &
REED, 1998). Um coeficiente de erro de 5% e desvio de 15% serdo considerados aceitaveis
(GUNDERSEN & JENSEN, 1987).

3.5 Anélise estatistica

O coeficiente de erro (C.E) serd usado para avaliar a variancia do volume relativo dos

componentes e foi baseado de acordo com GUNDERSEN et al. (1987), sendo calculado de

Var noise » (P)+Var SURS ) (a
acordo com C-E-=\/ Z( Z):P Z( ) , onde: Varnoise(XP), a inexatidéo

do sistema teste é descrita por: 0,0724 x (b/\/a)quanP , onde (b/\/a) ¢ a forma do

perfil médio, n é o ndimero de secbes e XP é a soma de todos os pontos contados;
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Var SURS Z(a) € a variancia das somas das areas através de uma amostragem aleatoria

sistematica uniforme (HOWARD & REED, 2005).

Os resultados serdo apresentados como media + erro padrdo da media, E. P. M. Diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos sera detectada por meio de t-teste de
maltiplas comparacBes de Bonferroni. Diferenca significativa serd considerada quando P <
0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Morfologia Renal
O rim de peixes teledsteos € um érgdo misto que compreende elementos hematopoiéticos,
fagocitarios, endocrinos e excretores. Nos adultos ele é do tipo mesonéfrico, contendo

estruturas citoldgicas distintas como glomérulos e tdbulos, além da presenca de vasos

sanguineos (Fig. 1).

Fig. 1 Imagem de secdo transversal do rim mostrando sua organizacdo geral. Nota-se a
presenca de tGbulos renais (setas), corpusculos (circulos) e vasos sanguineos (asterisco).
Fucsina e Azul de toluidina em aumento de 200X.
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Nos teledsteos de agua doce as capsulas de Bowman tendem a ser maiores das
encontradas no peixes marinhos pelo fato de seus organismos serem hiperbaricos em relacéo
ao ambiente, levando a uma maior entrada de agua. Essa estrutura contém um enovelamento
vascular do sistema circulatério, chamado de glomérulo. A capsula e o glomérulo juntos
formam o corpusculo renal (Fig. 2) por onde passam a agua 0s sais e produtos de excrecédo, da

corrente sanguinea para fora do corpo.

» L&ﬁl

Fig. 2 Corpusculos no rim de C. macropomum sob microscopia Gtica. A - fucsina e azul
de toluidina 400X; B - fucsina e azul de toluidina 1000X.

Os tObulos proximais (Fig. 3) contém células epiteliais do tipo cuboide/colunar,
apresentando uma borda em escova proeminente (microvilosidades), abundantes vacuolos
apicais, mitocondrias e um nucleo basal. Ja os tabulos distais (Fig. 3) sdo caracterizados por
células epiteliais do tipo colunar, com um citoplasma sem vactolos ou borda em escova,

apresentando assim um limen mais definido.
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Fig. 3 Tuabulos proximais (seta larga) e tabulos distais (seta fina) no rim de C.
macropomum sob microscopia 6tica. A - fucsina e azul de toluidina 400X; B - fucsina e azul
de toluidina 1000X.

Os ductos coletores (Fig. 4) sdo histologicamente distintos dos outros tubulos por conterem
células epiteliais colunares cercando um limen amplo, além de serem cercados por espessos

feixes de tecido conjuntivo.

Fig. 4 Ductos coletores (seta) no rim de C. macropomum sob microscopia 6tica. A -
fucsina e azul de toluidina 400X; B - fucsina e azul de toluidina 1000X.

Apesar da sua funcdo excretora e osmorreguladora, os tubulos sdo envoltos por um tecido

intersticial hematopoiético
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Os vasos (Fig. 5A) encontrados nos teledsteos sdo similares aqueles encontrados no
vertebrados superiores. Nos peixes, como em qualquer outro vertebrado ndo mamifero, os
eritrocitos tem forma oval e sempre contém um nicleo e o citoplasma é saturado de
hemoglobina. O numero de eritrocitos varia de acordo com a espécie como também de acordo

com a idade do individuo, a estacéo e a condicdo ambiental.

Os melanomacrofagos (Fig. 5B) sdo unidades caracteristicas do sistema imune dos
teleosteos. Os centros de melanomacrofagos sdo estruturas de vigilancia imunitaria nos
vertebrados inferiores, equivalentes as células assassinas (killers cells, NK) dos mamiferos.
Exames histoldgicos revelacdo que esses tipos celulares sdo compostos de macrofagos e

pigmento (principalmente melanina).

Fig. 5 Vasos sanguineos (asterisco) e melanomacréfagos (setas) no rim de C.
macropomum sob microscopia 6tica. A - fucsina e azul de toluidina 400X; B - fucsina e azul
de toluidina 1000X.

Neste trabalho serdo considerados estado patoldgico aqueles representados na Fig. 6.
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Fig. 6 Patologias encontradas no rim de C. macropomum sob microscopia oOtica. A e B -
Corpusculos renais (seta fina); C, D, E, F, H, | e J - Tabulos e ductos renais (seta larga); G -
Células cefalicas (asterisco); A-J Fucsina e azul de toluidina 1000X.
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4.2 Estereologia
O volume total do rim determinado pelo principio de Cavalieri esta apresentado na Fig. 7.

Embora haja uma tendéncia de aumento no volume renal nos animais do nitrito, ndo houve
diferenca estatistica. Contudo, quando os valores sdo vistos de forma alométrica

(volume/massa), 0s animais expostos ao nitrito apresentaram maior volume renal.

VOLUME DO RIM
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CONTROLE NITRITO

Fig. 7 Densidade de volume do rim de C. macropomum do grupo controle e exposto ao
NO: . A - Volume absoluto; B - Volume massa-especifico. (* indica diferenca significativa

em relacéo ao controle, p< 0,05)

Nesse projeto consideramos que o rim é formado por duas regides distinta: a excretora e a
hematopoiéetica. Ndo houve diferenca na densidade de volume dessas regides em ambos 0s

tratamentos. (Fig. 8).
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Fig. 8 Densidade de volume das regiGes excretora e hematopoiética do rim de C.
macropomum do grupo controle e exposto ao NO2 . (* indica diferenca significativa em
relacdo ao controle, p< 0,05)

Considerou-se como componentes da regido excretora os corpusculos e tubulos renais,
classificando-os em estado normal ou patolégico de acordo com o dano celular identificado.
Como visto na Fig.. 9 , comparamos os valores total (normal+patolégico), estado normal e
estado patoldgico dos dois componentes acima citados de acordo com o tratamento. Em
relacdo aos corpusculos renais (Fig. A) houve uma diminui¢do dos corpusculos normais no
grupo nitrito. J& nos tubulos renais (Fig. B) encontramos diferenca significativa tanto no

estado normal quanto no patoldgico.
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COMPONENTES DA REGIAO EXCRETORA

1000 1 Corpusculos renais
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CONTROLE NITRITO

Fig. 9 Densidade de volume dos componentes da regido excretora do rim de C.
macropomum do grupo controle e exposto ao NO> . A - Corpusculos renais; B - Tubulos
renais. (* indica diferenca significativa em relagcdo ao controle, p< 0,05)

Na regido hematopoiética os componentes considerados foram as células hematopoiéticas,
0S vasos sanguineos e os melanomacréfagos. As células hematopoiéticas, assim como 0s
componentes da regido excretora, foram classificadas em estado normal ou patolégico de
acordo com o dano celular identificado, enquanto que as duas outras categorias tiveram

apenas a classificacdo de estado normal.
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Comparando-se os dois tratamentos quanto & densidade de volume das células

hematopoiéticas (Fig. A), houve uma diminuicdo das cél. hematopoiéticas normais e um

aumento das cel. hematopoiéticas patoldgicas (consideradas assim devido a um aumento

consideravel em seu volume celular) nos animais expostos ao nitrito. Quanto as categorias

vasos (Fig. B) e melanomacréfagos (Fig. C) ndo houve diferenca.

COMPONENTES DA REGIAO HEMATOPOIETICA

100 +
Células hematopoiéticas
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100,0 1
Melanomacroéfagos
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01+
0.0

C

CONTROLE NITRITO

Fig. 10 Densidade de volume dos componentes da regido excretora do rim de C. macropomum
do grupo controle e exposto ao NO2™ . A - Células hematopoiéticas; B - Vasos sanguineos; C-
Melanomacrofagos. (* indica diferenca significativa em relagdo ao controle, p< 0,05)
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Quanto a patologia, foi comparado somente o estado patoldgico dos seguintes
componentes: células hematopoiéticas, corpusculos e tabulos renais. Dentre estes ocorreu um

aumento das cél. hematopoiéticas e dos tabulos com danos no grupo exposto ao nitrito.

Patologia do Rim de Tambaqui
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Fig. 11 Densidade de volume dos componentes patolégicos do rim de C. macropomum do
grupo controle e exposto ao NO,". (* indica diferenca significativa em relagcdo ao controle, p<
0,05)
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5. DISCUSSAO

O nitrito afeta a morfologia do sistema renal. O volume renal é afetado em funcdo das
alteracdes (aumento) na porcentagem de células hematopoiéticas e tubulos renais. Nao ha
alteracdo no sistema de filtracdo renal (corpusculos), contudo, é no componente relacionado a
reabsorcao (tUbulos) onde as alteracfes sdo detectaveis e podem contribuir para os efeitos

toxicos e letais do nitrito.

Em sistemas aquéaticos a amonia € produzida como residuo do metabolismo de proteinas
DOS animais ou pelo despejo de grandes quantidades de produtos de processos industriais. O
nitrato presente em fertilizantes agricolas também é uma potencial fonte de amdnia e nitrito.
A amoénia ¢é oxidada a nitrato via nitrito por meio de bactérias e quando o segundo estagio da
nitrificacdo é inibido por qualquer motivo, os niveis de nitrito tendem a se acumular até se
tornar toxico para os peixes. Atualmente sabe-se que a entrada do nitrito d&-se por tomada
ativa por meio das células cloreto presente nas branquias dos peixes. Dentre os efeitos
fisioldgicos e toxicoldgicos do nitrito encontram-se uma rapida conversdo de hemoglobina em
metahemoglobina no sangue, que a longo prazo reage com certas aminas para formar um
potencial composto carcinogénico. A curto prazo, a formacdo da metahemoglobina leva a
uma reestruturacdo espacial do eritrdcito, causando uma perda da flexibilidade de sua
membrana plasmatica, tornando-a mais fragil. Isso dificulta sua passagem por pequenos
capilares (como os sinusoides e elipsoides presentes no figado e no baco, respectivamente), o
que causa a lise de suas membranas, levando a diminuicdo do numero de eritrocitos
circulantes e, consequentemente, anemia hemolitica. O rompimento dos eritrécitos leva a
liberacdo de ferro na corrente sanguinea, metal esse que costuma reagir com "espécies
reativas de oxigénio" (EROs), como por exemplo o peréxido de hidrogénio (H202), levando
ao chamado estresse oxidativo que sabe-se estar relacionado a faléncia renal (SILVA, 2013).
Outros efeitos fisiologicos sdo: a vaso dilatacdo e a inducdo de hipoxia em diversos 6rgaos

vitais podendo resultar em morte.

Os tipos de lesbes histopatoldgicas observadas neste projeto (Fig.6.) indicam que o peixe
responde morfologicamente a agentes toxicologicos presentes na agua, estando assim de
acordo com a literatura (SCHWAIGER et al, 1997; VEIGA et al, 2002). Dentre as lesdes

observadas notou-se um alargamento do espaco intercapsular com presenca de atrofia
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glomerular, além da hipertrofia das células dos tubulos renais que apresentaram pequenos
granulos em seu citoplasma e alguma alteracdo em seu nucleo. Também notou-se um
extravasamento de sangue dos capilares, o que em muitos casos dificultou a visualizacdo da
delimitacdo dos mesmos. Outro tipo de leséo foi a presenca de areas necrosadas com nucleos
picnoticos e vacuolos no citoplasma. Em alguns casos houve uma expansdo glomerular, o que
impossibilitou a visualizacdo do espago intercapsular assim como o limite citoplasmatico de

varias células.

Apesar de haver um aumento no volume renal dos animais do grupo nitrito (Fig. 7B), ndo
envolve o0 aumento de suas regides (excretora e hematopoiética - Fig. 8) ou de seus
componentes (Fig. 9 e 10) ja que ndo houve mudancas na densidade total dos corpulsculos,
tubulos e células hematopoiéticas, nem mesmo nos componentes restantes (vasos e
melanomacroéfagos). Ainda nas figuras 9 e 10 constatamos que apesar de ndo haver um
aumento nas densidades totais de seus componentes, 0 nitrito causou um rearranjo de suas
regides através da alteracdo dos estados das mesmas. 1sso se deve a diminuicdo da populacéo
de corpusculos normais e dos tubulos normais devido ao aumento das populacGes de tabulos
patoldgicos (Fig. 9), além da diminuicdo da populacdo de células hematopoiéticas normais e
do aumento nas patogénicas (Fig. 10).

Se nos direcionarmos apenas aos danos celulares causados pelo nitrito, a Fig. 11 reafirma o
que ja foi visto nas Figuras 9 e 10, demonstrando que o nitrito aumentou a densidade de
volume dos estados patolégicos das células hematopoiéticas e dos tdbulos renais. Como ja
mencionado anteriormente, o ferro liberado pela lise da membrana dos eritrocitos é
extremamente danosa aos rins. A sua associacdo com os EROs permite se difundir pelos
tecidos, danificando as estruturas presentes nas duas regifes renais como células
hematopoiéticas e tabulos renais. No caso das células hematopoiéticas, o aumento da
patologia pode estar relacionado a anemia hemolitica jA que, em condi¢fes anémicas, 0s
peixes se valem de duas estratégias morfolégicas para aumentar o nimero de eritrécitos
circulante: contracdo esplénica (curto prazo) e hematoploeise de novo (longo prazo). Outra
possivel justificativa para esse aumento de dano seja a utilizagdo da hematopoiese como acéo
direta do ferro ou o resultado da super regulacdo dessa regido em uma tentativa do animal em
repor 0s eritrocitos previamente perdidos ou danificados & circulagdo numa tentativa de

contrabalancear a anemia hemolitica tipica desses quadros. O aumento dos estado patoldgico
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dos tubulos renais esté relacionado com a propriedade nefron-téxica do ferro e também pela
hipoximia ocasionada pela deficiéncia do transporte de oxigénio para os tecidos devido a

queda do namero de eritrécitos no sangue.

Os dados discutidos acima estdo de acordo com o conhecimento de que o tecido renal tém
a capacidade de sofrer uma grande variagdo em sua estrutura quando exposto a situagoes
especificas como o contato com agentes toxicos (SCHWAIGER et al, 1997) ou mudancas
sazonais (CASOTTI, 2001). E por ser um importante o0rgdo na elaboracdo da resposta
imunolégica (ZAPATA & COOPER, 1990) mudancas morfoldgicas nesse 6rgao podem
induzir alteragdes no sistema de defesa que lesam a homeostase do animal e,

consequentemente, sua saude.

Diversos estudos com peixes tem se voltado para a determinacdo de alteragdes
morfolégicas em diferentes 6rgaos-chave causadas por agentes estressores presentes no meio.
Em trabalhos onde se comparou as alteracGes causadas por poluentes nas branquia, no figado
e nos rim (SANTOS, 2010; SILVA, 2002), o rim foi o que apresentou a maior quantidade de

alteracdes e as mais severas.

Sendo assim, conclui-se neste estudo que o nitrito ndo causa um aumento volumétrico dos
componentes renais, contudo a proporcao dos estados patoldgicos foram aumentadas. E por
ser uma importante fonte de alimento humano o peixe interfere na qualidade de vida do
homem, por isso torna-se necessario um estudo mais amplo de como o seu organismo pode
ser afetado por substancias nocivas presentes em seu meio ambiente afim de se determinar
medidas a serem utilizadas para que se evite qualquer tipo de dano que possa ocorrer nesses

individuos.
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N° | Descri¢éo Ago |Set |Out [Nov |Dez |Jan |Fev [Mar |Abr |Mai |Jun |Jul
2012 2013
Aclimatacdo e manutencdo |R R
dos animais em laboratoério
Coleta R |R
Experimentos R |[R |R
Andlise quimica da 4gua R |[R |[R |R
Processamento de amostras R |[R |R [R
Andlise estereol6gica R |[R |[R |R
(Volumes relativos)
Andlise dos resultados R IR [R |R R
Revisédo bibliografica R IR IR IR |[R |[R |[R |[R |[R |[R |R
- Elaboracdo do Resumo e R |R

Relatério Final (atividade
obrigatéria)
- Preparacéo da

Apresentacdo Final para o
Congresso (atividade

obrigatéria)




