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RESUMO

A piscicultura no Estado do Amazonas tem apresentado um crescimento significativo
nos ultimos anos. Isto tem despertado interesse dos governos estadual e federal, além do setor
produtivo. Apesar do crescente interesse, h alguns fatores que podem afetar negativamente a
producdo: um sistema deficiente de recirculacdo de agua e remocéo de excretas nitrogenadas,
baixa oxigenacao, alta densidade de estocagem, dentre outros. Duas importantes desordens
advém da intoxicagdo pelo composto nitrogenado denominado nitrito (NO2") nos peixes. A
primeira e exaustivamente estudada se refere acdo direta do NO2 sobre a molécula da
hemoglobina (Hb) transformando-a em metahemoglobina (MetHb) incapaz de ligar e liberar
O> aos tecidos. Os experimentos foram desenvolvidos na Universidade Federal do Amazonas
— UFAM, no Laboratério de Aquicultura (FCA) e processados no Laboratério de Biologia
Celular (ICB). O volume total foi adquirido pelo método classico da estereologia descrito por
Cavalieri, que basicamente consiste em usar o material inteiro e de forma sistematica e
aleatdria foi retirada dez sec¢bes e em seguida no microscopio fora sobreposto um grid. A
densidade volumétrica dos diferentes elementos dentro do figado foi determinado segundo
(Freere & Weibel, 1967). Os dados estereoldgicos obtidos através da microscopia de luz
foram avaliados para cada animal e o estimador da varidncia serd determinado usando o
coeficiente de erro (C.E.) para cada parametro. A precisdo da estimativa do volume de
referéncia segundo Cavalieri fora determinada de acordo com Cruz-Orive (1993) e Howard &
Reed (1998): Vale ressaltar que o peixe ja passa por um grande estresse fisioldgico devido as
baixas concentracGes de oxigénio dissolvido na &gua ja causando a vasodilatacdo. Estudos
realizados por COSTA (2004) com animais de aproximadamente 100g corroboram com 0s
efeitos farmacoldgicos do Nitrito mostrando de forma qualitativa que o nitrito causa aumento
em vacuolos nos hepatécitos e também fora observado um aumento vascularizacdo, até

porque o nitrito € um vaso dilatador.

Todavia no presente estudo com animais entre 20 e 30g fora quantificado uma diminuicdo no
volume de vasos. Estudos realizados por Ainda Geumei (1969, 2012) mostram que o efeito do
Nitrito de Sodio faz com que aconteca uma insuficiéncia cardiaca, promovendo uma baixa

pressdo sanguinea ocasionando a vasoconstricao.



1. INTRODUCAO

A piscicultura no Estado do Amazonas tem apresentado um crescimento significativo nos
ultimos anos. Isto tem despertado interesse dos governos estadual e federal, além do setor
produtivo. Apesar do crescente interesse, hd alguns fatores que podem afetar negativamente a
producdo: um sistema deficiente de recirculacdo de agua e remocéo de excretas nitrogenadas,
baixa oxigenacao, alta densidade de estocagem, dentre outros. Duas importantes desordens
advém da intoxicacdo pelo composto nitrogenado denominado nitrito (NO2") nos peixes. A
primeira e exaustivamente estudada se refere acdo direta do NO2" sobre a molécula da
hemoglobina (Hb) transformando-a em metahemoglobina (MetHb) incapaz de ligar e liberar
O2 aos tecidos. Em consequéncia, varios orgdos enfrentam periodos de severa hipdxia apos
exposicdo ao NO, (Margiocco et al., 1983). A segunda desordem se refere agédo direta do
NO-" sobre o funcionamento de 6rgdos vitais para a homeostase dos animais. Dentre esses,
destaca-se o figado por sua grande importancia em varios processos metabolicos e também
por que esse 6rgdo recebe drenagem que ja possui baixa oxigenacdo naturalmente. Qualquer

situacéo g diminua o Oz (ex. NO?) s6 vem a piorar o estado hipoxico hepatico.

O figado pode ser um 6rgdo altamente vulneravel a intoxicacdo pelo NO2™ por dois
motivos. Primeiro, esse 6rgdo desempenha importante papel na detoxificagdo de substancias
nocivas. Segundo, devido a dupla irrigacdo sangliinea (0 sangue venoso desoxigenado
representa grande porcentagem do suprimento neste 6rgdo), qualquer fator que agrave esta
"condicdo hipoxica fisioldgica" pode resultar em sérias conseqiiéncias sobre a morfologia
hepética (Arillo et al., 1984).

Condic0es estressantes séo facilmente observadas em condicdes de cultivo intensivo e ndo
ha informacdes sobre os efeitos toxicos do NO2™ sobre a organizacdo hepéatica em tambaqui,
embora esta espécie seja amplamente utilizada em programas de aquicultura.

O tambaqui, Colossoma macropomum, € uma espécie pertencente a familia Serrasalmidae
(Serrasalminae). Nativo das bacias dos rios Solimbes, Amazonas e Orinoco é amplamente
distribuido na zona tropical da América do Sul e na Amazbnia Central. Sua carne é
importante fonte de proteina animal (Aradjo-Lima & Goulding, 1998). Sua criagdo em
cativeiro se torna praticavel em grande parte por sua rusticidade, rapida adaptacdo a

alimentacdo por racdo e elevada capacidade de digerir proteina animal e vegetal. Sua criacéo



esta disseminada pelas regifes de clima quente do Brasil e é a primeira espécie sobre a qual se
conhece o suficiente para promover sua criagdo em cativeiro (Nunes et al., 2006).

Portanto, o presente projeto se propde a executar uma anélise morfométrica através da
estereologia do figado de tambaqui. A estereologia segundo Rocha (2012) é uma potente
ferramenta matematica e estatistica na qual se quantifica estruturas como, hepatdcitos, vasos,
hepatopéancreas que estdo presente no figado do tambaqui e assim conseguimos produzir com
precisdo informagdes tridimensionais (volume, desnsidade) a partir de dados bidimensionais
(Laminas histologicas). Para tal, as ferramentas mais atuais propostas pela ISS (International
Society for Stereology) serdo empregadas na 6rgdo ja citada em um ambiente controlado com

indug&o direta de nitrito.



2. JUSTIFICATIVA

O estresse aos animais oriundo das praticas de cultivo intensivo de peixes pode resultar
em elevada mortalidade por alterarem a morfologia hepatica a ponto de interferirem no
metabolismo normal dos peixes. E de conhecimento que tais alteracdes pesam negativamente
sobre o ganho de massa dos animais levando a baixa na produtividade, tendo em vista a
grande importancia da espécie para a aquicultura na regido. Conhecer a morfologia hepatica
e determinar valores morfométricos para os componentes tissulares ¢ fundamental para um

melhor entendimento da prevencao de doencas nos animais.

O presente projeto tem a finalidade de executar uma analise morfométrica do figado de
exemplares de tambaqui submetidos a exposi¢do por NO>™ durante o cultivo intensivo. Vale
ressaltar que sdo escassas as informac@es sobre a histologia quantitativa nesta espécie.



3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Realizar um estudo estereoldgico no figado de tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier,
1818) ap0s exposicao ao nitrito dissolvido na dgua

3.2.  Objetivos especificos
i) Aplicar técnicas estereoldgicas para a determinacdo do volume total figado,

volume do parénquima e estroma hepéatico, bem como ductos biliares, veias,

artérias;

i) Comparar os resultados obtidos entre controle (isento de NO7) pelo agente

estressor aplicado (NO2)

iii) Correlacionar os dados obtidos & biologia da espécie.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. METODO:
4.1.1. Local
Os experimentos foram desenvolvidos na Universidade Federal do Amazonas —
UFAM, no Laboratério de Aquicultura (FCA) e processados no Laboratério de

Biologia Celular (ICB).

4.1.2. EXPERIMENTACAO

Exemplares juvenis de tambaqui, oriundos da Estacdo de Piscicultura de Balbina
(Presidente Figueiredo — AM) vinculada a Secretaria de Producdo Rural (SEPRO) foram
utilizados neste estudo (massa aprox. 30 a 60 g). Ap0s a coleta, os peixes foram mantidos
por 6 semanas em cagapas de 80L supridas com continuo fluxo de agua fresca e aerada
(tensdo de oxigénio, pO2 > 130 mmHg). A composicdo fisico-quimica da agua foi
determinada durante este periodo. Os peixes eram alimentados diariamente com racao
comercial, porém, a mesma fora suspensa 3 dias antes do inicio dos experimentos.
VerificacGes didrias no estado de salde dos animais foram realizadas (condicdo das
nadadeiras, branquias e pele quanto a presenca de erosfes, parasitas e sintomas de
infestacdo por bactérias) e somente os animais aparentemente saudaveis foram utilizados

nos experimentos.
4.1.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos em cacapas de 80 Litros com fluxo continuo de agua
aerada e com a mesma composicdo quimica utilizada na aclimatagdo. O seguinte protocolo

experimental foi adotado:
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1. Tratamento 1: grupo controle (N=6), agua isenta de NO>".

2. Tratamento 2: grupo controle (N=6), agua isenta de NO2 - Replica do
tratamento 1

3. Tratamento 3: grupo exposto ao NO2 (N=6), adicdo de nitrito de sodio
(NaNO; Merck) até a concentracdo de 0,04 mM NO". Essa concentragdo
representa 31% da LC50 96 h NO estimada para o tambaqui (0,13 mM) no
estudo de Costa et al., (2000). A concentracdo de NO>™ sera ajustada segundo o
método colorimétrico da sulfanilamida-naftalenodiamino (Strickland &
Parsons, 1972). E a agua contaminada com nitrito ficou em duas cacgapas
alimentando as cacapas em que estavam 0s animais como mostra a figura 1.

4. Tratamento 4: grupo exposto ao NO2" (N=6) — Replica do tratamento 3

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

constante das condigdes fisico-quimicas.

Figura 1: Mostra como fora montado o
experimento para 0s peixes que iriam ser expostos

ao nitrito, duas cacapas contendo o sal nitrito de

sddio abasteciam a cagapa contendo o tratamento.

v
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4.1.4. COLETA DOS TECIDOS

Apo6s o periodo de exposicdo, os peixes foram anestesiados (MS-222 tamponado) e
imediatamente sacrificados através de contusdo na regido ceféalica. Apés esta etapa, todos os
animais serdo pesados e medidos (comprimento total) antes da coleta dos tecidos. Sera posto
uma canula na artéria hepéatica fazendo com que o 6rgdo se irrigado pela solucdo de
glutaraldeido 2,5% + solucdo tampdo de fosfato de Na“ (pH 7,8; osmolaridade,

aproximadamente 300mQOsmol).

Figura 2: momento da coleta de tecido, na qual
fora feia a necropsia para retirada do érgdo na
qual foi 0 nosso obejeto de estudo.

12



4.1.5. ESTEREOLOGIA

O volume total foi adquirido pelo método classico da estereologia descrito por Cavalieri,
que basicamente consiste em usar o material inteiro e de forma sistematica e aleatéria foi
retirada dez secc¢des e em seguida no microscopio fora sobreposto um grid figura 3.2 e 3.3. O
volume referencial sera dado inicialmente pelo método descrito por Scherle (1970). Que
consiste na imersdo do orgdo no fluido na qual fora fixado em uma balanca analitica. A
diferenga do peso sem 0 6rgdo e 0 peso com o 6rgdo, o valor apresentado foi transformado

para cm® como mostra a figura 3.1.

Figura 3.1: mostra 0 método de Scherle onde W1 é 0 Figura 3.2: método descrito por Cavalieri que definiu a
valor do fliido sem o 6rgdo e W, é o valor com o obtengdo do volume pelo fracionamento do material e
figado completamente imergo e sem tocar na parede do retirando sec¢Bes de forma sistemdtica e ao acaso, em
recipente. O resultado da diferenca de W»,-W; foi seguida feita uma contagem de pontos feita por um grid

considerado o volume que foi sobreposto no material histolégico

T

D e T S S S S S

O

Figura 3.3. Microscopio usado para realizar uma das
estapas do método de Cavallieri, que seria a
sobreposicdo do grid que esta na camara clara, entdo a
imagem virtual dos pontos se “funde” com campo de

Visdo no microscopio.
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A densidade volumétrica dos diferentes elementos dentro do figado foi determinado
segundo (Freere & Weibel, 1967). O material foi fracionado e serdo escolidos aleatoriamente
cinco fragmentos do material, duas se¢Bes por fragmento, e 6 campos de visdo aleatorios e
sisteméticos por secdo, usando uma técnica classica estereoldgica baseado em contagem de
pontos. Os volumes absolutos foram obtidos atraves de relacdo direta entre os volumes
relativos e o volume total do figado.

O parénquima e estroma hepéaticos serdo analisados. O estroma serd subdividido
operacionalmente em ductos biliares (lumens e paredes), vasos venosos e arteriais (lumens e
paredes - excluindo sinusdides), tecido conjuntivo periadventicial dos ductos biliares e vasos
sanguineos e melanomacréfagos; outros componentes do figado, consequentemente, foram
considerados como parénquima, como anteriormente aplicado em estudos de teledsteos
(Hampton et al, 1989;. Rocha et al, 1995.) e do figado de mamiferos (Weibel, 1979). Para
contagem de pontos, foi usado um microscopio Olympus BX-41 conectado com uma camera
fotografica (Olympus U-DA) e em seguida fotografados 6 campos, as imagens obtidas foram

usadas no programa Imod® que automaticamente pdem um grid (figura 4) virtual sobre a

imagem onde os sistemas teste de contagem nos serviram como parametros de determinacéo
(Perry, 1978).

Figura 4: corte histologico do material com a
sobreposicdo do grid usado para determinacdo de
densidade e volume de parénquima, que é o conjunto
de células funcionais do érgdo (hepatdcitos — P); e
estroma que é tecido que da sustentacdo do drgéo

(vasos — E).
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5. ESTATISTICA

Os dados estereoldgicos obtidos através da microscopia de luz foram avaliados para cada
animal e o estimador da variancia serd determinado usando o coeficiente de erro (C.E.) para
cada parametro. A precisdo da estimativa do volume de referéncia segundo Cavalieri fora
determinada de acordo com Cruz-Orive (1993) e Howard & Reed (1998):

vvar P
>P

CEQQ_P)=

A varP depende do “noise” (acuracia do sistema teste) e a variancia da soma das areas
(Varsarea): VarP = noise + varsarea (Gundersen & Jensen, 1987; Howard & Reed 1998). O
“noise” indica o quanto a estimativa poderia mudar se o sistema teste fosse disposto de modo
diferente. A variancia da area ¢ uma funcdo do nimero de secbes e € calculada baseada na

analise de covariograma dos dados sobre as areas transversais (Howard & Reed, 1998).

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média, E. P. M. Diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos foi detectada por meio de andlise de
variancia one-way ANOVA seguida pelo t-teste de multiplas compara¢Ges de Bonferroni.

Diferenca significativa foi considerada quando P < 0,05.

15



6. RESULTADOO/DISCUSSAO
6.1. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DA AGUA E BIOMETRIA

As condicdes fisico-quimicas da dgua foram monitoradas a cada 24 horas durante o tempo
de exposigédo de 96 horas e estdo apresentadas na Tabela 1. As condigdes se mantiveram nos
padrdes ideais para cultivo (Kubitza, 1997)

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas da agua durante o experimento com valores maximos e minimos, e
a média de variacao.

PARAMETROS CONTROLE NITRITO
pH Min: 6,70 Min: 6,21
Max: 7,46 Max: 7,26
Temperatura (°C) Min: 25,80 Min: 26,0
Max: 27,90 Max: 27,2
Oz (ppm) Min: 7,52 Min: 7,35
Max: 8,90 Max: 8,24
Condutividade (€2.cm) Min: 17 Min: 2
Max: 46 Max: 12

Tabela 2. Biometria dos animais da unidade experimental.

TRATAMENTO PESO COMP COMP Scherle — Volume do
(9) TOTAL PADRAO Figado (mL)
(cm?) (cm?)
#1 37,20 13,9 12,60 0,4186
#2 46,25 14,2 13,20 0,4577
#3 33,81 13,0 11,60 0,4018
#5 18,30 10,0 9,70 0,4788
#5 22,70 11,0 10,50 0,2541
#6 24,33 11,5 10,90 0,2493
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Tabela 3. Biometria dos animais do grupo controle

TRATAMENTO PESO COMP COMP Scherle — Volume do
) TOTAL PADRAO Figado (mL)
(cm?) (cm?)
#1 44,55 15,0 1,2 0,4460
#2 30,08 12,0 11,0 0,3639
#3 3303 12,6 12,0 0,1908
#4 29,83 12,2 11,6 0,3096
#5 47,15 15,1 13,9 0,3900
#6 34,77 13,4 12,4 0,2076

6.2. MORFO-FISIOLOGIA HEPATICA

A unidade morfofuncional do figado é o l6bulo hepatico, que se agrupa formando

lobos. Cada l6bulo hepatico acha-se representando por um parénquima de células hepaticas

(hepatdcitos) e um estroma conjuntivo-vascular. Os hepatocitos estdo dispostos em placas

orientadas radialmente como um muro de tijolos e 0s mesmos estdo separados por capilares

sanguineos denominados sinusoides, ricos em células fagocitarias que recebem o nome de

células de Kupffer, pertencentes ao sistema macrofagico. O figado desempenha numerosas

funcdes metabdlicas tais como sintese de lipideos, proteinas e carboidratos. E no figado do C.

macropomum encontra-se mergulhado um hepato-pancreas que tem por funcdo a mesma de

outros vertebrados (regulacdo endocrina e enzimas pancreaticas exocrinas).

6.3. ESTEREOLOGIA

6.3.1. VOLUME

Fora realizado com dois animais, sendo um controle e outro nitrito, com método de

Cavalieri adquirindo volume total do érgdo através do processamento histoldgico para que

fosse comparado com o método de Scherle, também usando controle e nitrito. Podendo assim

ilustras a diferenca e o poder de cada método para se aferir volume (Gréafico 1).

17



VOLUME VIA SCHERLE(em’)

VOLUME DO FIGADO DE TAMBAQUI: SCHERLE X CAVALIERI

0,70 4

0.60 4

0,50 4

0.40 4

0.30 4

0.20 4

0.10 A

0.00

* NITRITO
& CONTROLE

VALOR CAVALIERI 0,267 cm®

o1 J

VALOR CAVALIERI: 0,613 cm®

ANIMAIS

Grafico 1: Mostra a comparacao de
dois modos de se aferir volume —
Scherle X Cavalieri. Isso ilustra o
grande poder de ambos, porém o
Cavalieri se torna mais elegante pela

sua riqueza de detalhesas técnicas.

5.3.2 DENSIDADE DOS COMPONENTES HEPATICOS

Vale ressaltar que o peixe ja passa por um grande estresse fisioldgico devido as baixas

concentracdes de oxigénio dissolvido na agua ja causando a vasodilatagdo. Estudos realizados

por COSTA (2004) com animais de aproximadamente 100g corroboram com os efeitos

farmacoldgicos do Nitrito mostrando de forma qualitativa que o nitrito causa aumento em

vacuolos nos hepatdcitos e também fora observado um aumento vascularizagdo, até porque o

nitrito é um vaso dilatador.

Todavia no presente estudo com animais entre 20 e 30g fora quantificado uma

diminuicdo no volume de vasos. Estudos realizados por Ainda Geumei (1969, 2012) mostram

qgue o efeito do Nitrito de Sodio faz com que aconteca uma insuficiéncia cardiaca,

promovendo uma baixa pressao sanguinea ocasionando a vasoconstricao.

Gréfico 2: ilustra as diferencas em porcentagem do volume de componentes hepaticos

18



VOLUMES ABSOLUTOS DOS COMPONENTES HEPATICOS
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Por tanto concluo que o nitrito afeta a funcdo hepética por reduzir a porcentagem de
vasos no parénguima, isso pode ser danoso ao animal por que este 6rgdo, em condicdes
normais, ja experimenta uma condicdo hipoxica como caracteristica de sua irrigacdo. O nitrito
sO vem a piorar tal condicdo e propiciar outras alteragdes como dano renal, cardiaco, etc que

tem o potencial de conduzir a morte do animal.
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6. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

N° Descrigéo Ago | Set | Out | Nov | Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul
2011 2012
Coleta NR |NR X X
Experimentos NR [NR [NR | X |X
Anélise quimica da 4gua NR |NR X X
Processamento das amostras NR [NR (X | X [ X [|X [X
Anélise estereoldgica — volume NR [ X | X X
Andlise estereolégica — NR [ X | X X
densidade de volume
Andlise dos resultados NR [ X X [X [ X |X
Preparacédo apresentacao oral
Revisdo bibliografica X | X [ X [ X [ X |[X | X |[X |X |[X [X
- Elaboracéo do Resumo e X | X
Relatério Final (atividade
obrigatdria)
- Preparagéo da Apresentagdo X X

Final para o Congresso
(atividade obrigatoria)
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