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RESUMO

O camardo de agua doce Macrobrachium carcinus possui notavel relevancia ecoldgica e
econdmica, contudo, enfrenta desafios de reducéo populacional em diversas regides do Brasil,
demandando estudos que subsidiem sua conservacdo. Nesse contexto, um orgdo excelente
biomarcador dessa sensibilidade nos crustaceos sdao as branquias, vitais para a respiracéo € a
osmorregulacdo, além de sensiveis quanto a qualidade ambiental. Entretanto, para identificar
as patologias, é imprescindivel reconhecer o tecido normal. Dessa forma, o presente trabalho
objetivou realizar a caracterizacdo histoldgica branquial desta espécie, estabelecendo
protocolos otimizados de fixacdo e processamento. Foram realizados testes comparativos
avaliando diferentes métodos de dissecacdo, tempos e fixadores, bem como descricdo da
composicdo estrutural branquial normal do animal. Os resultados demonstraram que a fixacdo
prévia do cefalotdrax em solucdo de Davidson por 24 horas, seguida da dissecagdo, promoveu
uma melhor preservacéo tecidual, minimizando aautdlise e danos na estrutura do tecido quando
comparados a Formalina Tamponada Neutra a 10%. Adicionalmente, a incorporacdo de cera de
abelha e estearina a parafina histoldgica conferiu maior plasticidade aos blocos, prevenindo
rupturas durante a microtomia. A analise microscopica, utilizando colora¢des de Hematoxilina
e Eosina e Azul de Toluidina, revelou que as branquias sdo constituidas por um eixo principal
e lamelas secundarias, compostas por cuticula do filamento, epitélio pavimentoso simples e
células pilares que delimitam o espaco hemocélico. Destacou-se a presenca de glandulas
tegumentares (células mucosas) associadas ao canal marginal, essenciais para a protecdo e
manutengdo da integridade osmotica, além de iondcitos (Células de Cloreto) na base das
lamelas. Conclui-se que o protocolo padronizado é eficaz para a espécie, preenchendo uma
lacuna no conhecimento biologico e fornecendo um padrdo de referéncia morfoldgica

fundamental para futuros estudos de monitoramento ambiental e estratégias de preservacao.

Palavras-chave: Padronizacdo, Protocolos histolégicos, Branquias, Camarao pitu.



ABSTRACT

The freshwater prawn Macrobrachium carcinus holds significant ecological and economic
relevance; however, it faces challenges regarding population decline in several regions of
Brazil, demanding studies that support its conservation. In this context, the gills act as excellent
biomarkers of this sensitivity in crustaceans, being vital for respiration and osmoregulation, as
well as sensitive to environmental quality. However, identifying pathologies requires
recognizing normal tissue. Thus, this study aimed to perform the branchial histological
characterization of this species, establishing optimized protocols for fixation and processing.
Comparative tests were conducted to evaluate different dissection methods, times, and
fixatives, alongside a description of the animal's normal branchial structural composition. The
results showed that prior fixation of the cephalothorax in Davidson’s solution for 24 hours,
followed by dissection, promoted better tissue preservation, minimizing autolysis and tissue
damage compared to 10% Neutral Buffered Formalin. Additionally, the incorporation of
beeswax and stearin into the histological paraffin provided greater plasticity to the blocks,
preventing ruptures during microtomy. Microscopic analysis, using Hematoxylin and Eosin and
Toluidine Blue staining, revealed that the gills consist of a main axis and secondary lamellae,
composed of filament cuticle, simple squamous epithelium, and pillar cells delimiting the
hemocoelic space. The presence of tegumental glands (mucous cells) associated with the
marginal canal was highlighted, which are essential for protection and maintenance of osmotic
integrity, as well as ionocytes (Chloride Cells) at the base of the lamellae. In conclusion, the
standardized protocol is effective for the species, filling a gap in biological knowledge and
providing a fundamental morphological reference standard for future environmental monitoring

studies and preservation strategies.

Keywords: Standardization, Histological protocols, Gills, Pitu prawn.
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1 INTRODUCAO

Os camarfes sdo organismos de extrema importancia para a cadeia tréfica, possuindo
habitos detritivoros, necréfagos e onivoros, desempenhando um papel importante como
trituradores em aguas tropicais, alimentando-se de restos de plantas e animais, sendo
componentes relevantes para dieta de peixes, répteis, aves e mamiferos (Rosemond et al., 1998;
Collins et al., 2006; Walker, 2009; Carnevali et al., 2012). Além da importancia ecoldgica, 0s
camardes representam uma parcela significativa da producéo global de pesca e aquicultura,
contabilizando certa de US$ 70 a 75 bilhdes conforma descrito pela Food and Agriculture
Organization (FAO) em 2024.

A espécie Macrobrachium carcinus (Linnaeus, 1758), amplamente conhecida no
Nordeste do Brasil como camardo pitu e em outras regiées como lagosta de Sao Fidélis, compde
esse grupo tdo relevante ecologicamente (Holanda, 2007). Valenti (1996), ao estudar 0s seus
habitos, observou que a espécie habita ambientes de agua doce e salobra, ocorrendo em rios,
lagos, represas, pantanos e estuarios, abrigando-se em pedras, troncos e na vegetacao, além de
deslocar-se apoiados no substrato, podendo em certos periodos emergenciais transitar por curtas
distancias em ambiente terrestre.

Quanto a sua morfologia, 0 M. carcinus apresenta um corpo robusto, com manchas
longitudinais pretas, amarelas e alaranjadas, podendo alcan¢ar um comprimento maximo de 30
cm (Murienne et al., 2022). No entanto, Machado et al. (2008) alertam para a existéncia de
registros de sobre-exploracéo e redugdo populacional, indicando que em algumas regides o M.
carcinus ja desapareceu localmente. Tal fato deve-se também & alta sensibilidade da espécie,
dessa forma, alterac@es na qualidade da dgua, no fluxo hidrico e no seu habitat podem afeta-los
significativamente (Ribeiro et al., 2022).

Nesse contexto, um 6rgao excelente biomarcador dessa sensibilidade nos crustaceos sdo
as branquias, por estarem em contato direto e continuo com o meio, sendo o principal local de
transferéncia de oxigénio e regulagdo osmaética na hemolinfa, fornecendo indicios da presenga
de agentes patogénicos, bem como de alteragdes fisicas e quimicas na agua (Carneiro et al.,
2018; Jesus et al., 2020). De acordo com Henry et al. (2012), quaisquer alteracdes no meio
podem ocasionar alteragbes na estrutura branquial, comprometendo estes animais.

Complementarmente, Barros et al. (2021) explicam que a histologia das branquias é uma
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ferramenta importante para a avaliacdo de impactos na salde, fisiologia e no desenvolvimento
que os animais podem sofrer em seus ambientes naturais.

Em contrapartida, Ross et al. (2019) destacam que para identificar as patologias, €
imprescindivel reconhecer o tecido normal, do qual os atlas histoldgicos de tecidos normais e
trabalhos de caracterizagdo surgem com o propdsito de auxiliar os pesquisadores nesse papel,
apresentando a estruturacdo normal do material, facilitando a identificacdo de anormalidades.
Bell e Lightner (1988) estabeleceram protocolos que servem de referéncia para histologia de
camardes, contudo, adaptacOes fazem-se necessarias, uma vez que cada espécie possui suas
peculiaridades, necessitando alteracdes metodoldgicas para obtencdo de melhores resultado,
como demonstrado por Cervellione et al. (2017).

Portanto, compreender a organizacdo histolégica das branquias do camardo
Macrobrachium carcinus, espécie ameacada de extingdo e pouco estudada, é fundamental. Essa
caracterizacdo pode estabelecer um padrdo comparativo para futuras analises de alteracOes

histoldgicas, além de subsidiar estratégias voltadas a conservagdo e preservacao da espécie.



16

2 OBJETIVOS

2.1. Geral

Caracterizar a histologia das branquias do camarao Macrobrachium carcinus.

2.2. Especificos

e Realizar a padronizacdo da metodologia para analise histol6gica das branquias do M.
carcinus;
e Descrever a morfologiageral dasbranquiasdo M. carcinus, destacando sua composi¢ao

histologica e organizagéo estrutural.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Familia Palaemonidae

A familia Palaemonidae pertence a infraordem Caridea e possui uma distribui¢éo global,
contemplando regiGes temperadas e tropicais, com representantes em aguas dulcicolas,
salobras, marinhas e subterraneas (Ashelby et al., 2018). Ferreira et al. (2010) apontam que 0s
camardes possuem uma morfologia com corpo alongado, lateralmente comprimido, e
exoesqueleto quitinoso, incluindo um cefalotérax com carapaca e um rostro serrilhado, além de
um abdémen articulado com seis segmentos, conforme figura 1. Espécies como Pontonia e
Conchodytes, revelam adaptacGes morfoldgicas, possuindo apéndices reduzidos, para viver nas
camaras branquiais de ascidias e bivalves, indicando a presenca de uma alta diversidade
morfoldgicada familia (De Gier; Fransen, 2023).

A anatomia interna dos camardes Palaemonidae revela sistemas especializados, como
seu sistema nervoso ganglionar, com ganglios cerebrais bem desenvolvidos, e o coracao,
localizado no cefalotorax, suportando a circulagdo em ambientes aquaticos (Prangnell et al.,
2019). Além disso, espécies da familia exibem adaptacbes fisioldgicas, como sistemas
antioxidantes que protegem contra estresse oxidativo em baixas temperaturas, influenciando a
sobrevivénciaem habitats variados (Ren et al., 2021).

No Brasil, Ramos et al. (2024) apontam que 0s géneros Macrobrachiume Palaemon
sdo 0s mais populares da familia Palaemonidae, sendo 9 representantes de Palaemon conforme
descrito por (Carvalho et al., 2020) e 17 espécies de Macrobrachium, sendo 2 introduzidas (M.
rosenbergii e Macrobrachium equidens) (Ramos et al., 2024).

Figura 1 — Representagdo ilustrativado camardo Macrobrachium carcinus.

Cefalotorax 7 Abdomem

Pleopodes

Peredpodes Uroépodes

Fonte: Autoral, 2025.
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3.2. Importanciaecoldgicados camardes

Os camarBes sdo organismos de grande relevancia na ecologia dos ecossistemas
aquaticos, influenciando na cadeia alimentar tanto em ambientes marinhos quanto dulcicolas
(Bauer, 2023). Quando abundantes, estes animais podem impactar as taxas de decomposic¢ao
da serrapilheira, bem como a quantidade e a qualidade de matéria organica bentonica fina e das
comunidades epiliticas — organismos que vivem em superficies rochosas ou substratos sélidos
(Crowl et al., 2001; Crowl et al., 2006; Greathouse et al., 2006). Adicionalmente, auxiliam na
exportacdo fluvial de nutrientes dissolvidos e particulados (Pringle, 1996).

Dessa forma, através da alimentacdo e da bioturbacdo, os camardes regulam a
densidade de outros consumidores de riachos, como o0s insetos bentonicos (Ramirez;
Hernandez-Cruz, 2004). Esse processo de bioturbacdo consiste na mistura e perturbacdo das
camadas superficiais do sedimento, influenciando a estrutura do substrato, facilitando a
incorporacdo de matéria organica e o desenvolvimento da comunidade microbiana (Callaham;
Stanturf, 2021). Além disso, os palaemonideos (Macrobrachium spp.) tendem a apresentar um
comportamento mais predadores do que outros grupos de camardes, embora também
consomam algas e recursos basais detriticos (March, Pringle, 2003; Mantel, Dudgeon, 2004).

Por fim, Schlenker et al., (2023) explicam que espécies, como alguns grupos de
camardes que possuem um ciclo de vida curto (anual), apresentam uma relacdo estreita entre
abundancia populacional e variacdo ambiental, tornando-se potenciais indicadores de variagdo
climatica. Um dos principais fatores que influenciam essa variabilidade é a temperatura da agua,
cuja as oscilacdes podem desencadear estresse abiético, impactando os processos bioquimicos
e fisioldgicos, podendo ocasionar um desequilibrio na homeostase de idnica e osmatica, assim
como uma perda da fungcdo neuromuscular, desidratacdo celular e alteracdes nas vias
metabdlicas (Ren et al., 2021).

3.3. Macrobrachium carcinus

O Macrobrachium carcinus (Linnaeus, 1758) (Figura 2), popularmente conhecido
como camardo-pitu, € nativo da América do Sul e habita ambientes de agua doce e salobra,
ocorrendo em rios, lagos, represas, pantanos e estuarios (Cruz et al., 2021), vivendo estocado
em pedras, troncos e na vegetacdo, além de caminharem apoiados no substrato, e, em certas
situacOes, podem deslocar-se em ambiente terrestre (Valenti, 1996).

A espécie apresenta um corpo robusto, com manchas longitudinais pretas, amarelas e

alaranjadas, com individuos alcancando comprimento maximo de 30 cm (Murienne et al.,



19

2022). O seu segundo par de pereiépodes é evidente, com quelas adaptadas para captura de
alimento, enquanto as pleuras do segundo segmento abdominal nas fémeas formam uma camara

incubadora para ovos, caracteristicatipicade espécies dulcicolas (Prangnell et al., 2019).

Figura 2 — Espécime de Macrobrachium carcinus (Linnaeus, 1758)

Fonte: Autoral, 2025.

O seu estdbmago € dividido em cadmaras cardiaca e pildrica, com ossiculos articulados
que processam uma dieta onivora (Lima; Garcia; Tavares, 2016). Cruz et al., (2021) explicam
que M. carcinus atua como uma espécie-chave nos ecossistemas aquaticos, influenciando a
estruturacao de comunidades bentonicas e processos ecoldgicos como a degradacdo de detritos
foliares. Contudo, atualmente hd poucas contribuicdes existentes a respeito da biologia e
ecologia da espécie (Santos, 2019).

Na aquicultura, M. carcinus tem apresentado uma relevancia, sendo apontado por
Valenti e Flickinger (2020) como alternativa ao cultivo da espécie introduzida M. rosenbergii.
Ademais, é recomendada a utilizacdo de dietas com um maior teor proteico para um bom
desempenho da espécie em sistemas aquapénicos (Lisboa et al., 2025). Em contrapartida,
Yamane (2017) aborda que hd uma escassez de publica¢des na literaturaquantoao cultivo, que
M. carcinus vem sofrendo uma alta caréncia de publicacdes na literatura quanto ao seu cultivo,
desenvolvimento e morfologia do M. carcinus. Além disso, o animal enfrenta desafios de
conservacao devido a degradacao dos seus habitats naturais (Viader-Salvado et al., 2020).

Atualmente, segundo Mantelatto et al. (2024), a espécie encontra-se na lista de
extin¢do categorizada com “Pouco preocupante”, no entanto, em algumas localidades do pais
como os estados de Espirito Santo, Par4 e Rio de Janeiro, 0 M. carcinus apresenta alta
vulnerabilidade. O autor ressalta que essa ameaca se deve a pesca predatoria e exploracéo
insustentavel desses ambientes, além da utilizacdo ilegal de venenos em rios para captura dos
animais, modificando e poluindo o ambiente, ocasionando um desequilibrio ecoldgico severo.
Apesar desses impactos locais, mundialmente ainda ndo se tem registrado ameacgas que

indiquem um risco iminente de extin¢do da espécie no futuro.
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3.4. Técnicas histolégicas aplicadas a crustaceos

As técnicas e padronizacdes histologicas se destacam como uma ferramenta de
avaliacdo da saude, fisiologia e desenvolvimento dos animais, especificamente na validacdo de
diagndsticos patologicos, ciclos reprodutivos e estudos de ecotoxicologia (Howard et al., 2004;
Ross et al., 2019). No entanto, Wild et al., (2025) afirmam que é fundamental uma preparacao
adequada na histologia de crustaceos para uma obtencdo de materiais de alta qualidade e que
permita diferentes analises teciduais.

Os autores ainda pontuam que uma das etapas principais para 0 processamento
histoldgico é a fixacdo, do qual os mais utilizados sdo solugdes de Davidson, Bouin e Formalina
Tamponada Neutra a 10% (FTN 10%), entretanto, é necessario padronizar qual o melhor
fixador ao grupo selecionado. Tomando como base o protocolo de referéncia para histologia de
camardes de Bell & Lightner (1988), diversas pesquisas tém incorporado adaptacdes
metodologicas para otimizar a preservacdo tecidual. Dentre essas modificacdes, destaca-se a
técnica de injecdo do fixador em mais de um local descrita por Cervellione et al. (2017),
utilizada com o objetivo de reduzir o tempo de penetracdo do fixador e prevenir a autdlise
(autodigestdo das células por suas proprias enzimas). Tal pratica evidencia que a reproducao
estrita de protocolos antigos nem sempre é eficaz, exigindo ajustes conforme a peculiaridade
de cada espécime.

A histopatologia se diferencia das técnicas moleculares pois permite a visualiza¢do do
dano tecidual, podendo diferenciar infeccdo de doenca ativa, todavia, para identificar as
patologias, é imperativo reconhecer o tecido normal. Ross et al., (2019) destacaram que o0s atlas
histologicos de tecidos normais auxiliam os pesquisadores a identificar as anormalidades de
maneira mais pratica, pois reconheceram melhor as patologias, respostas ao estresse e possiveis
doengas derivadas de fatores externos ndo infecciosos, como ambientais. Entretanto, atualmente
os guias amplamente citados e disponiveis sobre a histologia de crustaceos carecem de imagens
de alta qualidade.

Um estudo de andlises histolégicas do hepatopancreas e intestino anterior de
Macrobrachium carcinus feito por Ruiz et al. (2020), destacou como as técnicas histoldgicas
aplicadas de forma adequada permite descrever de forma precisa a disposi¢do estrutural do
tecido interno normal do animal, identificando de forma clara cada tipo celular e estruturas.
Com isso, a literatura demonstra que para produzir bons materiais na histologia de crustaceos é

fundamental adaptar os protocolos de acordo com a espécie, tamanho e érgdo estudado.
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3.5. Histologiade branquias nos crustaceos

As branquias dos camardes (Crustacea, Decapoda) sdo apéndices modificados dos
epipoditos, localizados na regido toréacica, formam projecGes delicadas e plumosas na camara
branquial, sendo protegidas pela carapaca, 0 que torna essas estruturas multifuncionais
essenciais para a respiracdo, osmorregulacdo e excrecdo (Magatdo et al.; 2020).
Histologicamente, o epitélio branquial é composto por células pavimentosas que aumentam a
area de contato com o meio aquatico, enquanto células pilares sustentam os filamentos e canais
hemocélicos, garantindo a circulacdo da hemolinfa (Jesus et al., 2020). No género
Macrobrachium, as branquias apresentam caracteristicas semelhantes, com um epitélio simples
e células especializadas, como células epiteliais, hemacitos e células pilares, envolvidas na
osmorregulacéo e excrecdo de compostos nitrogenados, como aménia (Dutra et al., 2017).

Barros et al., (2021) realizaram uma padronizacéo histologica na espéecie de camaréo
Atya scabra (Leach, 1815), na qual utilizaram para fixacdo uma solucéo de formol a 10% e os
cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE), permitindo a visualizac¢do precisa de
estruturas branquiais. Foi observada a presenca de células com um formato eliptico
denominadas de hemacitos, assim como uma cuticula espessa envolvendo toda a lamela, sendo
facilmente visivel no canal marginal. Em contraste, Magatdo et al. (2020) realizaram uma
caracterizacdo morfo-histologica do crustaceo Aegla castro (Schimitt, 1942), no qual as
branquias foram fixadas em ALFAC (Alcool 80%, Formol 40% e Acido Acético Glacial),
seguidas de diafanizacdo em seéries e inclusdo em parafina histoldgica a 60°C. A espécie
apresentou células pavimentosas, células pilares, células estriadas, nefrocitos e gliocitos.

Ademais, € importante ressaltar que as branquias sdo 6rgdos altamente sensiveis a
estressores ambientais, servindo como biomarcadores de poluicdo e mudancas ecologicas
(Dutra et al., 2017; EI-SiKaily & Shabaka, 2024). Na espécie Ucides cordatus, a exposicao a
contaminantes em areas portuarias provocou hiperplasia epitelial, fusdo de lamelas e necrose,
indicando impacto ambiental severo (Jesus et al., 2020). Por sua vez, Sponchiado (2016), exp0s
a espécie Macrobrachium amazonicum a altas concentracGes de amonia, observando danos
graves, como tumefagao celular, infiltracao de hemdcitos, descamagao da cuticula lamelar,
necrose, fusdo lamelar, hiperplasia e edema, reduzindo a capacidade respiratéria e
osmorregulatéria dos animais.

Essas alteragdes reforcam a sensibilidade das branquias as mudancas no ambiente,

tornando-as importantes indicadoras de impactos ambientais (Alsafy et al., 2025). Com isso, a
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integridade das branquias é crucial para a sobrevivéncia dos animais aquéaticos, como dos
camardes pertencentes ao género Macrobrachium, especialmente em ecossistemas aquéaticos
sujeitos a poluicdo, destacando a importancia de estudos histologicos para monitoramento
ambiental (Sponchiado, 2016; Jesus et al., 2020).

No entanto, ha uma notavel escassez de trabalhos dedicados a caracterizacdo
histologica de Macrobrachium carcinus (Linnaeus, 1758), sobretudo das branquias, pois a
maioria dos estudos com animais do mesmo género foca em espécies como o M. amazonicum
ou M. nipponense (Sun et al., 2015; Sponchiado, 2016; Dutra et al., 2022). Dessa forma,
destaca-se a necessidade de pesquisas especificas para preencher essa lacuna no conhecimento

sobre essa espécie.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencéo dos espécimes

Dez exemplares do camardo Macrobrachium carcinus (Figura 3) foram obtidos junto
ao Laboratorio de Experimentacdo em Organismos Aquaticos (LEOA), da Unidade Académica
de Serra Talhada UFRPE/UAST provenientes da Companhia de Desenvolvimento do Vale do
Sao Francisco e do Parnaiba (CODESVAF). Apds a coleta, os animais foram transportados para
o laboratério de Morfologia Celular da UFRPE/UAST, onde foram submetidos a eutanasia por

hipotermia (choque térmico em gelo), seguindo os protocolos éticos de bem-estar animal.

Figura 3 — Macrobrachium carcinus provenientes do Laboratdrio de Experimentacdoem Organismaos
Aquaticos.

Fonte: Autoral, 2025.

4.2 Delineamento experimental e Padronizagdo da Fixacao

Com o objetivo de determinar e padronizar a metodologia mais eficaz para preparacao
e preservacao histoldgica das branquias, foi realizado os seguintes testes: formas de dissecacéo
(remocéo do arco branquial antes e apds fixacdo) (Figura4 A e B), tipos de fixador (solucéo de
Davidson e Formalina Tamponada Neutra a 10%), e tempo de fixagdo (16h para arco branquial
e 24h para cefalotérax) (Figura 5 A e B). A escolha desses parametros baseia-se em
metodologias descritas na literatura para diferentes espécies de crustaceos (Frias-Espericueta et
al., 2008; Sponchiado, 2016; Santana, 2019; Magatdo et al., 2020; Barros, 2021).

O experimento de padronizacgédo foi conduzido conforme as etapas descritas a segulir:

12 Etapa
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1 — Os arcos branquiais foram retirados individualmente do animal, e fixados com a
solugdo fixadora de Davidson (33% alcool, 33% &gua destilada, 22% formol, 12% é&cido
acético) por um periodo de 16h.

2 — O cefalotdérax completo do animal foi removido, sendo este fixado com a solugéo
fixadora de Davidson por um periodo de 24h.

3 — Os mesmos procedimentos (1 e 2) acima detalhados foram realizados, com a
substituicdo da solucdo fixadora de Davidson por Formalina Tamponada Neutra a 10% (FTN
10%).

Figura 4 — Formas de dissecgdo. A. Antesda fixagdo; B. Apods fixacéo.

e

Fonte: Autoral, 2025.

Figura 5- Fixac&0. A. 16 horas, arco branquial; B. 24 horas, cefalotdrax.

Fonte: Autoral, 2025.

4.3 Processamento Histoldgico

Apos o periodo de fixacdo em cada solucdo, as foram transferidas para alcool 70% até

o inicio do processamento histoldgico. O material foi desidratado em série crescente de alcoois
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(80%, 90%, 100% I, 100% |1 por 20 minutos cada), seguida pela diafanizado em xilol (Xilol I,
Xilol Il por 20 minutos cada) e incluido em parafina histologica (Parafina I, Parafina Il por 40
minutos cada). Apds emblocagem do material, foram realizados cortes histologicos de 5 um
com uso do micrétomo, distendidos em banho-maria a 47°C (Figura 6 A) e aderidas as laminas
histolégicas previamente revestidas com uma fina camada de mucilagem de Aloe vera (Figura
6 B e C). Este procedimento foi adotado como agente adesivo natural, com a finalidade de

prevenir o descolamento das seccdes teciduais durante as etapas de coloragéo.

Figura 6 — A. Banho-maria; B. Camada finade mucilagem de Aloe vera; C. Laminas com as seccles
teciduais.

Fonte: Autoral, 2025.

4.4 Coloracgéao e Caracterizagao

Para a descricdo morfoldgica do material, as laminas foram submetidas & coloragao
padrdo com Hematoxilina e Eosina (HE), conforme as etapas descritas na tabela 1, sendo

finalizadas com montagem em balsamo e laminula (Figura 7).
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Tabela 1 — Etapas de coloracdo em Hematoxilinae Eosina.

Etapa Tempo
Xilol | 10 min.
Xilol 11 10 min.
Alcool-Xilol 5 min.
Alcool 100% 2 min.
Alcool 95% 2 min.
Alcool 70% 2 min.
Agua destilada 2 min.
Hematoxilina 6 min.

Lavagem em agua corrente -

Eosina 1 min.e meio
Agua destilada 30 s.
Alcool 70% 30s.
Alcool 95% 30s.
Alcool 100% 30s.
Xilol | 30s.
Xilol 11 30s.

Fonte: Autoral, 2025.

Figura 7 — A. Balsamo; B. Fixacdo da laminula.
(A) oy S (B)

5

Fonte: AutoraI;AZOZS.
Adicionalmente, ap6s a definicdo do melhor protocolo de fixacdo, cortes seriados
também foram submetidos a coloracdo em Azul de Toluidina, visando evidenciar componentes

celulares especificos e metacromasia. Utilizou-se uma adaptacdo do protocolo da Universidade
Estadual de Campinas (2011), descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 — Protocolo de coloracdo em Azul de Toluidina adaptado.

Etapa Tempo

Xilol 1 10 min
Xilol 11 10 min
Alcool-Xilol 5 min
Alcool 100% 2 min
Alcool 95% 2 min
Alcool 70% 2 min
Agua destilada 2 min
Azul de Toluidina 30 min

Lavagem em &gua destilada -

Fonte: Autoral, 2025.

4.5 Analise de Imagens

As laminas foram analisadas e fotografadas utilizando um microscopio éptico
acoplado a um sistema de captura de imagens, localizado no Laboratério de Biologia Pesqueira
(LAPEg) da UFRPE/UAST (Figura 8). As imagens obtidas foram utilizadas para a

caracterizacdo histologicadas branquias, identificando cada estruturae células presentes.

Figura 8 - Registros das micrografias no microscépio 6ptico do Laboratorio de Biologia Pesqueira da
UFRPE/UAST.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Formas de dissecacao

As branquias de Macrobrachium carcinus estdo localizadas na regido do cefalotorax
(Figura 9 A e B), do qual estdo inseridas em uma carapacga. Essa estrutura é responsavel por
proteger as branquias contra ferimentos ou agentes infecciosos externos, que podem ocasionar

rupturas na estrutura do 6rgdo (Barros et al., 2021).

Figura 9— A. Localizacdo do cefalotérax em representacdo esquematica do camarao M. carcinus. B.
Disposi¢do das branquiasno interior do cefalotorax.

Cefalotorax

Branquias

Fonte: Autoral, 2025.

As anélises demonstraram que a disseccao das branquias ap6s a fixacao do cefalotérax
por 24 horas foi 0 método mais eficaz. Este procedimento conferiu maior consisténcia e firmeza
ao tecido, facilitando o manuseio e preservando a integridade estrutural durante o preparo
histologico, conforme observado na Figura 10 A. Em contrapartida, na Figura 10 B, é possivel
visualizar danos decorrentes da manipulacdo a fresco; tal comprometimento deve-se a
fragilidade natural do material ndo fixado, que exige extrema delicadeza e dificulta a sua
remocao integra.

Este resultado é reforcado por Wild et al. (2025), que explicam que, em pequenos
crustaceos como os camardes, hd desafios para fixacdo e processamento devido ao corpo

pequeno, tornando suas estruturas mais delicadas e dificeis de manusear, evidenciando que a
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retirada da estrutura apds fixacdo pode ser mais eficaz. Tais achados corroboram com a
metodologia aplicada por Dutra et al. (2017), que avaliaram a exposicdo do camarao
Macrobrachium amazonicum a diferentes concentracbes de amodnia e nitrito, fixando o
cefalotorax do animal por 48 horas em ALFAC. Do mesmo modo, assemelham-se ao protocolo
de Barros et al. (2020), que fixam o animal inteiro em solucdo de formol a 10% por 24 horas,

realizando a remocdo do arco branquial posteriormente.

Figura 10— Comparacdo macroscopica das branquias de Macrobrachium carcinus apés diferentes
métodos de dissecacdo. A. Branquiadissecada ap6s fixagdo do cefalotorax por 24 horas; B. Branquia
dissecada a fresco e fixada por 16 horas.
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Fonte: Autoral, 2025.
5.2. Fixacao

Nos testes de fixacdo, a solugédo de Davidson promoveu uma preservacao tecidual
superior, mantendo uma boa disposi¢doestrutural do 6rgéo, conforme observado na Figura 11
A. Observa-se uma boa integridade e disposicdo das lamelas secundarias (LS) (Figura 11 B),
assim como preservacdo da cuticula do filamento branquial (CF) e do canal marginal da
hemolinfa (CNM) (Figura 11 C). A qualidade superior destas Iaminas pode ser atribuida devido
ao fixador de Davidson apresentar uma composi¢do, que, por conter acido acético e alcool,
destaca-se na preservacdo de tecidos moles em invertebrados (Howard et al., 2004). Tais
achados é reforcado nalliteratura, que aponta o fluido de Davidson como uma melhor alternativa
para crustaceos, possuindo resultados de fixacdo mais favoraveis, com uma aut6lise minima,
boa preservacdo do tecido, intensidade de coloracdo e contraste ideais, além do baixo custo
(Wild et al., 2025; Borges et al., 2009).

Em contrapartida, a fixacao do tecido branquial de M. carcinus apenas em Formalina
Tamponada Neutra a 10% revelou uma preservacao insatisfatoria, com comprometimento da

estrutura tecidual, conforme é evidenciado na Figura 11 D. Nota-se uma ma disposicdo das
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lamelas secundarias (Figura 11 E) e méa preservacdo da cuticula do filamento branquial,
especialmente do canal marginal da hemolinfa (Figura 11 F). Resultados semelhantes foram
encontrados por Wild et al. (2025), do qual explica que um fixador composto somente de
formalina é inadequado na preservagdo dos 6rgéos internos do camardo devido a lenta taxa de

reacdo do formaldeido com os grupos amino, facilitando o processo autolitico.

Figura 11 — Micrografias histolégicas das branquias de Macrobrachium carcinus fixadas em
diferentes soluges. (A-C) Amostras fixadas em solucdo de Davidson: A. Visdo geral das lamelas
branquiais; B. Lamelas secundarias (LS); C. Cuticulado filamento (CF) e Canal marginal (CNM). (D-
F) Amostras fixadas em Formalina Tamponada Neutra a 10%: D. Visdo geral das lamelas branquiais;
E. Lamelas secundarias (LS); F. Cuticulado filamento branquial (CF) e Canal marginal (CNM).
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Fonte: Autoral, 2025.

Mathias et al. (2024) reforcam que, para ser eficaz, o fixador deve interromper o
processo autolitico, sem ocorrer interferéncia na estrutura celular, preservando a morfologia
tecidual. Tais caracteristicas sdo evidentes no uso da solucéo de Davidson, que é rotineiramente
utilizado como uma alternativa a Formalina Tamponada Neutra para este grupo (Wild et al.,
2025). Os autores ainda pontuam que o fluido de Davidson apresenta uma melhor taxa de
penetracdo e reacdo no tecido ao comparado com FTN 10%, e que esse fixador é inadequado
para histologia de invertebrados que possuem carapaca. A ineficiéncia da formalina deve-se ao
fato de o formaldeido possuir baixa taxa de penetracéo nos tecidos de animais pequenos, como

os camardes, diferentemente do alcool etilico (Cabrera et al., 2017).
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5.3 Seccionamento

O material apos fixagdo em solugédo de Davidson ou Formalina Tamponada Neutra a
10% (FTN 10%) e inclusdo em parafina convencional, apresentou tendéncia de formacao de
dobras e rupturas na fita durante o processo de microtomia (Figura 12 A). Resultados
semelhantes foram apresentados por Wild et al. (2025), do qual o material durante amicrotomia
apresentaram alta tendéncia ao rompimento e dobras da fita de parafina. Os autores
relacionaram esta problemética aos fixadores, do qual os materiais fixados em FTN 10%
embebidos em parafina se desintegraram, diferentemente dos materiais fixados na solucéo de
Davidson, que apresentaram tendéncia minima de rupturae nao se desintegraram.

No entanto, visando mitigar a problemaética das rupturas das branquias de M. carcinus,
adotou-se uma modificagdo no meio de inclusdo, consistindo em uma mistura de parafina
histologica com cera de abelha (11,6%) e estearina (2,16%), conforme protocolo descrito por
Junqueira (1983). Tal alteracdo resultou em blocos com maior plasticidade e transparéncia,
possibilitando cortes mais integros e uniformes, na espessura de 5 um (Figura 12 B). Essa
adequacdo técnica melhorou significativamente a qualidade das sec¢des, permitindo uma

visualizacdo mais clara das estruturas celulares sem distor¢des excessivas.

Figura 12 — Comparagéo do processo de microtomia. A. Cortes realizados na parafina convencional.
B. Cortes realizados ap6s misturae adicdo de estearina e cera de abelha.

Fonte: Autoral, 2025.

5.4. Descricao e caracterizacao histologicadas branquias

Com base nos resultados da etapa de padronizacdo, procedeu-se a caracterizacdo
histol6gica das branquias de Macrobrachium carcinus submetidas ao protocolo de fixacdo em

solugéo de Davidson por 24 horas. Nas amostras analisadas neste estudo, observou-se que a
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estrutura branquial é composta por um eixo principal de onde partem diversas lamelas
secundarias (LS), separadas pelo espaco interlamelar (ES) (Figuras 13 A e B). Essa organizagdo
assemelha-se a descrita para outras espécies de crustaceos, como Atya scabra (Leach, 1815),
Macrobrachium amazonicum (Heller, 1862), Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) e Aegla castro
(Schimitt, 1942), estudadas, respectivamente, por Barros et al. (2021), Dutra et al. (2017), Jesus
et al. (2020) e Magatéo et al. (2020).

Nas lamelas secundarias (LS), sdo encontradas céelulas epiteliais pavimentosas simples
(EPT), dispostas ao longo de toda superficie branquial, juntamente com a cuticula do filamento
(CF), sendo responsaveis pela protecdo estrutural, prevenindo a perda de 4gua para o ambiente.
Seguida pelas células pilares (CP), posicionadas centralmente nas lamelas, atuando na
sustentacédo e separacdo do espaco hemocélico, apresentando um formato largo e caracteristico
em forma de “T” (Figura 15 B). Lee et al. (2022) explicam que essas células sdo de extrema
importancia no processo osmotico do animal, auxiliando no transporte de ions. Estruturas
similares encontradas em outros crustdceos como com Atya scabra (Barros et al., 2021) e
Ucides cordatus (Jesus et al., 2020).

No interior da lamela, visualiza-se o canal da hemolinfa (CH), permitindo a circulacéo
da hemolinfa (HM). Distribuidos ao longo de toda a estrutura encontram-se os hemacitos (H),
caracterizados pelo seu formato pequeno e eliptico. Estas células sdo de extrema importancia
aos crustaceos, pois estdo interligadas ao sistema imunoldgico do animal, realizando o processo
de fagocitose de agentes patogénicos (Cabrera et al., 2019).

Notou-se também a presenca de células secretoras com caracteristicas de glandulas
tegumentares, conhecida popularmente como células da mucosa (CM), apresentando uma
morfologia arredondada, com um citoplasma volumoso (Figura 15 D). Estas estruturas foram
observadas predominantemente associadas ao canal marginal (CNM) e adjacentes a cuticula do
filamento (CF). Howard et al. (2004) afirmam que essas células desempenham papel
fundamental na secrecdo de substancias mucosas, responsaveis por lubrificar toda a superficie
branquial. Essa camada mucosa atua na protecdo contra o desgaste mecéanico e acumulo de
substancias indesejadas, mantendo a integridade do epitélio para a eficiéncia da
osmorregulacédo, conforme discutido por Bauer (1998) e Freire et al. (2008).

O conjunto dessas estruturas destacam a multifuncionalidade das branquias saudaveis
do camardo Macrobrachium carcinus, adaptadas para compensar perdas de ions ao corpo
hidrico e atuando de forma ativa naregulacdo osmética. Lee et al. (2022) destacam que 0 género
Macrobrachium apresenta uma maior capacidade hiperosmorregulatéria, ou seja, consegue

manter a concentracao interna de sais e agua maior do que a do ambiente.
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Figura 13 — Estruturabranquial do camardo Macrobrachium carcinus. A. Visdo geral das Lamelas
secundarias (LS) (400x); B. Células pilares (CP), Canal da Hemolinfa (CNH), Hemacito (H) (1000x).
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Fonte: Autoral, 2025.

Figura 14 — Estrutura branquial do camardo Macrobrachium carcinus. A. Lamelas secundarias (LS);
B. Espaco interlamelar (ES), Cuticulado filamento (CF), Células do epitélio (EPT), Células pilares
(CP), Hemdcito (H); C. Disposi¢do das lamelas secundarias (400x); D. Canal marginal (CNM),
Hemolinfa (HM), Célula da mucosa (CM).
. . y .
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A partir da coloracdo em Azul de Toluidina, foi observado de forma mais evidente a
presenca da cuticula do filamento (Figura 15 A) e dos iondcitos, conhecidas popularmente como
células de cloreto (Figura 15 B). No M. carcinus essas células localizam-se no epitélio espesso
das branquias, na base das lamelas secundarias (Figura 15 C). Este tipo celular € de fundamental

importancia, pois atuam no transporteativo de ions, como Na+ (sodio) e CI- (cloro), mantendo
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uma 6tima hiperosmoticidade da hemolinfa em relagdo ao meio, facilitando a regulagédo
osmotica, sendo comumente encontradas nas branquias, glandulas antenais e maxilares de
crustaceos (Lee et al. 2022).

Figura 15 — Estruturabranquial do camardo Macrobrachium carcinus corada em Azul de Toluidina.
A. Cuticulado filamento (CF); B. londcitos/Células de Cloreto (CCIl); C. Eixo principal (EP).
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Fonte: Autoral, 2025.

Para fins didaticos e de reconhecimento estrutural, foi elaborada uma representacédo
esquematica evidenciando a disposicao espacial das células da mucosa, células pilares, células
do epitélio, hemdcitos, canal da hemolinfa, hemolinfa, cuticula do filamento e canal marginal
(Figura 16).

Figura 16 — Desenho esquematico de umalamela secundaria demonstrando a citoarquitetura das
branquias de M. carcinus.
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Fonte: Autoral, 2025.

Dessa forma, a caracterizacdo detalhada realizada estabelece o padrdo morfolégico
normal das branquias do camardo Macrobrachium carcinus, preenchendo uma lacuna
significativa na literatura e biologia da espécie. A identificacdo dos tipos celulares e da estrutura
tecidual fornece uma base comparativa indispensavel para futuros estudos. Este referencial é

crucial para validar diagnosticos em investigacdes ecotoxicoldgicas e patoldgicas, permitindo
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que pesquisadores distingam com seguranca entre a morfologia natural da espécie e possiveis
alteracOes decorrentes de estressores ambientais ou doengas.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o protocolo de fixacdo ideal para o camardo do Macrobrachium
carcinus consiste na fixacao prévia do cefalotérax em solucéo de Davidson por 24 horas antes
da dissecacdo, permitindo assim uma melhor preservacdo tecidual, a facilidade de corte e
qualidade da coloracdo. Além disso, utilizara misturade parafinahistoldégicacom cera de
abelha (11,6%) e estearina (2,16%) demonstrou ser umaalternativamais viavel paraa formagéo
das fitas e visualizacdo das estruturas, destacando pela transparéncia e plasticidade do material.

Quanto a caracterizacdo, a estrutura basica das branquias de M. carcinus é constituida
por um eixo principal, de onde surgem as lamelas secundarias, compostas por um canal
marginal repleto de hemolinfa e células da mucosa, disposto ao longo de toda a estrutura
branquial tem-se a cuticula do filamento e células epiteliais pavimentosas simples, além das
células pilares entre o canal da hemolinfa, do qual estdo dispostos 0s hemocitos.

Por fim, a padronizacdo dessas técnicas e caracterizagdo histoldgicas representa um
avanco significativo, pois contribui significamente para o conhecimento da biologia da espécie,
sendo util para potencializar seu uso em diferentes tipos de pesquisas que podem englobar
aspectos ambientais e econémicos, contribuindo assim para o aprimoramento de estratégias de

conservagéo de M. carcinus.
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