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RESUMO: Granulos intracitoplasmicos (Gl) ocorrem em organismos de todos
os niveis tréficos. A formacéo dessas estruturas estd associada aos processos
de manutencdo da homeostase nos organismos. No figado de peixes
teledsteos, alguns autores tém descrito a ocorréncia de IG em hepatécitos e
em agregados macrofagicos (AM), entretanto estudos sobre a relacdo entre a
ocorréncia e a composicdo destas estruturas nesses tipos celulares sdo raros
na literatura. Neste trabalho analisamos os Gl de fémeas de Prochilodus
argenteus em repouso gonadal por técnicas de microscopia de luz e eletronica.
Foram analisados materiais processados para histologia de rotina,
Hematoxilina-Eosina (HE) e histoquimicas (Perls e von Kossa), microscopias
eletrdnicas de transmissédo (MET) e varredura (MEV) e microscopias analiticas
com a deteccao de elétrons retro-espalhados (BE) e raios-x (EDXA). Em cortes
de figado corados por HE e técnicas histoquimicas, os Gl presentes nos
hepatécitos e nos AM apresentaram estrutura circular contendo depdsitos de
hemossiderina, lipofuscina e célcio. Os dados ultra-estruturais evidenciaram
gue os Gl possuem sub-compartimentos contendo produtos de degradacéo
celular, floculados elétronrdensos similares a ferritina e agregados de
bicamadas lipidicas. As regiées com maior elétron-densidade determinadas
pela deteccdo de BE mostraram ser compostas principalmente por ferro,
fésforo e célcio conforme demonstrado pelos espectros obtidos pela EDXA.
Esses resultados sugerem que os Gl do figado de P. argenteus possuem
dindmica metabdlica similar em ambos os tipos celulares, entretanto diferencas
na distribuicdo nos dominios desses granulos podem ser um indicativo de que
essas estruturas possuam fun¢des metabolicas distintas.
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INTRODUGCAO: Granulos intracelulares (GI) ocorrem em organismos em todos
0s niveis troficos sendo estruturas relacionadas aos processos metabdlicos de
armazenagem, retencéo, transporte e detoxificacdo. Esses granulos podem ter
sua origem mediada por vias anabdlicas e/ou catabolicas (GEORGE, 1982;
TAYLOR & SIMKISS, 1989). No figado de peixes teledsteos, alguns autores
tém demonstrando a maior ocorréncia de Gl em hepatdcitos e em agregados
de macréfagos (AM), associando-os ao sucesso reprodutivo, exposicao
metélica e exposicao a agentes patogénicos (ROCHA et al., 2003, RABITTO et.
al., 2005). Adicionalmente os Gl possuem afinidades seletivas a uma série de
elementos metdlicos ja tendo sido utilizados no estudo de exposicdo de
organismos de diferentes grupos filéticos a xenobidticos no meio ambiente.



(TAYLOR & SIMKISS, 1989; CORREA-JUNIOR et al., 2003). Na regido a
jusante da represa de Trés Marias, a literatura relata que o insucesso
reprodutivo da espécie Prochilodus argenteus ocorre em funcao das condi¢cbes
ambientais desfavoraveis (SATO et al., 2005). Essa espécie de alta importancia
ecoldgica representa 50% de todo o pescado na regido da represa de Trés
Marias-MG (NAKATANI et al.,, 2001). Todavia, o conhecimento quanto a
composicao e dinamica dos Gl em teledsteos, bem como suas potenciais
utilizacdes como elementos adjuvantes na avaliacdo da qualidade ambiental é
escasso. Assim, 0 objetivo desse estudo foi a caracterizacdo estrutural e
composicional dos granulos através das microscopias: de luz, eletrbnica de
rotina e analitica.

MATERIAIS E METODOS: Espécimes medindo 37,86 + 0,8 foram capturados
com o auxilio de tarrafas a jusante da barragem de Trés Marias na cidade de
Trés Marias — MG. Esses foram sacrificados via transecg¢do cranial e
dissecados para a obtencdo de fragmentos hepdaticos. Partes das amostras
foram destinadas ao processamento de microscopia de luz (ML) e microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e outra parte foi processada para microscopia
eletrbnica de transmissao (MET). Para o processamento em ML os fragmentos
hepaticos obtidos foram imediatamente fixados por imersdo em liquido de
Bouin por 24 horas. Apos esse periodo foram desidratados em concentracdes
crescentes de etanol, impregnados e incluidos em parafina. Os blocos foram
seccionados a 6um de espessura. Um conjunto dos cortes obtidos foram
corados pelos seguintes métodos: a) Hematoxilina-Eosina (HE); b) Perls; c) von
Kossa. Para MEV outro conjunto de cortes foi posicionado sobre laminulas de
vidro ou sobre laminula de carbono (Termanox®), desparafinado, desidratado e
metalizado com carbono (JUNDT et al., 1974). Essas amostras foram
analisadas por elétrons retro-espalhados (BE) e micro analise de raio-x (EDXA)
utilizando-se da micro sonda Jeol 8900. Para MET os fragmentos foram fixados
em Karnovisky em tamp&o cacodilato de sédio pH 7,4 e 0,1 M. Apos fixacéo
foram lavados no mesmo tampéo e pos-fixados em tetréxido de 6smio a 1%.
Apoés lavagem no mesmo tampdo, os espécimes foram desidratados em
concentragdes crescentes de acetona e emblocados em resina Polybed 812.
Os blocos foram piramidados e seccionados obtendo-se cortes ultrafinos com
80 nm de espessura que foram contrastados com solugdes de acetato de
uranila e citrato de chumbo, observados e fotografados ao microscépio
eletronico de transmisséo Zeiss-EM10 a 80 keV.

RESULTADOS E DISCUSSAO: De modo geral, os hepatdcitos de P. argenteus
apresentaram granulos intracitoplasmaticos (GI). Nesses espécimes, os Gl ndo
apresentaram afinidade distinta a corantes acidos ou basicos, revelando uma
coloracdo amarelo-acastanhada caracteristica quando os cortes eram corados
por Hematoxilina-Eosina (Fig. 1a) Caracteristicas de coloracdo e morfolégicas
similares também foram observadas nos Gl dos agregados macrofagicos (AM,
Fig. la). Através da histoquimica de Perls constatou-se a presenca de
hemossiderina e lipofuscina e a de von Kossa evidenciou também o célcio,
(Fig. 1c e 1d). Trabalhos de revisdo (WOLKE, 1992; GIUS & ROBERTS, 2003)
relataram a ocorréncia dessas mesmas substancias em Gl de AM. Ainda
assim, ndo ha na literatura nenhum estudo conclusivo sobre a dindmica de
desses Gl nem em hepatocitos, nem nos AM. Em cortes oriundos de



fragmentos incluidos em parafina e analisados via BE, confirmou-se a presenca
dos Gl elétrondensos nos hepatdcitos e nos macrofagos (Fig. 2a e 2c) e
também mostrou-se que ha grande concentracdo de Fé, P e Ca nesses Gl. A
presenca majoritaria desses elementos quimicos foi confirmada pelos
espectros obtidos pela técnica de micro andlise de raios-x (Fig. 2b e 2d). Esse
resultado sugere um sincronismo metabdlico entre os granulos dos hepatécitos
e dos AM. Através da MET, os Gl dos hepatécitos e dos AM apresentaram
material floculado elétron-denso, material de baixa elétron-densidade além de
varias unidades de membranas compactadas, sendo delimitados por
membrana (Fig. 3a e 3b). Entretanto, também foram observadas diferencas
importantes entre os IG dos hepatdcitos e dos AM. Os Gl dos hepatécitos
apresentaram maior area contendo particulados elétron-densos, enquanto 0s
Gl presentes nos AM apresentaram menor elétrondensidade (Fig. 3b e 3d)
Esses ultimos, eram circundados por varias unidades de membrana. Isso indica
gue existe uma diferengca no processo de fusdo das membranas quando
comparados ao observado nos Gl dos AM. As diferencas estruturais entre os
dois tipos de GI sugerem que embora possa haver uma relacdo metabdlica
entre os Gl dos hepatocitos e dos AM, os mesmos possuem dinamicas
distintas. O conhecimento da dinamica destes granulos e sua relagdo com a
condicao metabdlica dos animais fornecera subsidios pra futuras aplicacdes no
campo da piscicultura bem como em atividades de monitoramento ambiental.

corada em Hematoxilina-Eosina mostrando o aspecto circular dos granulos
intracitoplasmaticos (Gl) dos hepatocitos (seta) e dos agregados macrofagicos
(AM) (cabeca de seta). Observe em b, corte corado pela técnica histoquimica
de Perls, evidenciando em azul marcagao para hemossiderina (cabeca de seta)
em castanho para lipofuscina (seta) presente nos Gl dos hepatéctios e Gl do
AM. Em C, note em corte corado pela histoquimica de von Kossa, a marcagao
para célcio associados aos Gl dos hepatécitos (seta) e os Gl dos AM (cabeca
de seta). Barra =11 pm.



Figura 2. Em a, micrografia de elétrons retro-espalhados evidenciando granulo
intracitoplasmatico (Gl) de hepatdcito (cabeca de seta). Note em b, espectro
gerado pela técnica de microanalise de raios-x de GI mostrado em a. Observe
picos evidentes de C, O, Fe, Na, Si, P, S, CI, K, Ca e Fe. Apenas os picos de P,
Ca, S e Fe sédo provenientes do Gl os demais sédo oriundos da laminula de
vidro.

Em C, Micrografia gerada por elétrons retro-espalhados mostrando granulo
dentro de agregado macrofagico (seta). Observe em d, espectro obtido por
microanalise de raios-x do granulo destacado em c, evidenciando picos
caracteristicos de C, O, Fe, P, S, K, Ca e Fe. Apenas os picos de P, S, Cae Fe
sao distintamente provenientes dos Gl analisados.
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Figura 3. Micrografias eletrbnicas de transmissao do figado de Prochilodus
argenteus. Em a, (GI) préximo ao nucleo hepatdcito (N). b, Em maior aumento
Gl envolvidos por unidade de membrana simples (setas) contendo particulados
elétron-densos compactados, unidades de membranas e regides menos
elétrondensas (PD). Em c, detalhes de agregado macrofagico caracterizado
pela presenca de nucleos de macréfagos (M) contendo grande numero de Gl
(G). Observar em d, detalhe de Gl envolvido por varias unidades de membrana
(setas brancas). Internamente o Gl apresenta grupos de particulados elétron-
densos (asteriscos), varias unidades de membranas compactadas (setas
pretas) e dominios tipicos de &reas contendo produto de degradacgdo (PD).
Notar a proximidade de um granulo de maior elétron-densidade (cabeca de
seta). Barra: Ae C=0,4um; Be D =0,13 um.
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