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Objetivou-se nesse estudo avaliar o tecido hepatico de espécimes de Colossoma macropomum Cuvier, 1818 (tambaqui)
cultivados em lago sob influéncia de atividade mineradora. Exemplares de tambaqui foram capturados, anestesiados e
necropsiados, sendo seus figados mantidos fixados em formol 10% até a execugdo da técnica histolégica usual para
inclusdo em parafina. Cortes de 5um de espessura foram corados em hematoxilina e eosina (HE) e analisados em
microscopio dptico. Foram encontradas alteragdes nos figados como: Congestio, deslocamento do nucleo, infiltrado
leucocitario, esteatose, vacuoliza¢do, desarranjo de estrutura cordonal, hemossiderose e necrose. A andlise da agua
apresentou alto teor de metais. Os resultados indicam que essas respostas biolégicas podem ser caracterizadas como
biomarcadores de contaminagdo aquatica.

RESUMO

Palavra-chave: Alteracoes, hepatodistrofias, peixe.

Histopathology of liver Colossoma macropomum Cuvier, 1818 from the area of mining
influence in eastern Amazonia, Brazil

This study aimed to evaluate the liver tissue specimens of Colossoma macropomum Cuvier, 1818 (tambaqui) grown in lake
under the influence of mining activity. Tambaqui specimens were captured, anaesthetized and necropsied, and their livers kept
fixed in 10% formalin until the execution of the usual histological technique for paraffin. Cuts of 5um thick were stained with
Hematoxylin and Eosin (HE) and examined under an optical microscope. Changes were found in the livers as: Congestion, core
displacement, leukocyte infiltration, steatosis, vacuolization, derangement cordonal structure, hemosiderosis and necrosis. The
water analysis showed a high metal content. The results indicate that these biological responses may be characterized as water

ABSTRACT

contamination biomarkers.

Keywords: Changes; hepato dystrophies; fish.

Introducio

As alteracdes provocadas pelo homem no meio ambiente
superam a compreensao das implicagdes que estas causam sobre
o0s organismos vivos dentro de um ecossistema, e isto se torna um
desafio para a conservagdo dos recursos hidricos, visto a impor-
tancia, principalmente que os sistemas de agua doce tém para
todos os seres vivos, desde o seu uso pela biota aquatica até o
consumo humano (SOUZA, 2012).

Alguns seres servem como bioindicadores de qualidade de
agua, como as plantas aquaticas, crustaceos, mamiferos, aves,
peixes, entre outros, que para deterem essa caracteristica
necessitam ndo apenas sobreviver em ambientes limpidos, mas
também deter resisténcia a ambientes que apresentem certa
contaminagao (LINS etal,, 2010).

Segundo Oliveira (2013, p. 1), o figado dos peixes possui
caracteristicas semelhantes a de outros vertebrados, constituindo-
se em “uma glandula reticulo-tubular recoberta por uma
membrana serosa, que desempenha intiimeras fungdes vitais do
metabolismo basico dos vertebrados”

Para realizar o diagndstico tanto direto quanto indireto de
possiveis efeitos toxicos que podem afetar os tecidos animais
utiliza-se a histopatologia (LINZ at al,, 2010). Porém os mesmos
autores sugerem associar a esse método de estudo a outros
métodos uma vez que ele isoladamente apenas mostra lesées a
nivel tecidual, ndo pontuando a causa da lesdo, mostrando que
para que isso ocorra existe a necessidade de escolha de 6rgaos que
estejam em contato direto com o causador da intoxicagao, como é
o caso do figado.

Conforme Zelikoff (1998, apud REZENDE, 2011, p. 19), “os
hepatdcitos podem ser considerados o primeiro alvo da toxicidade
de uma substancia, o que caracteriza o figado como um érgao
biomarcador da poluigdo ambiental”.

Na Amazonia quando chega ao fim a exploragdo industrial de

algumas minas, como a de manganés no municipio de Serra do
Navio, situada no estado do Amap4, torna-se necessario examinar a
histéria do minério na regido, refletindo acerca da relagdo entre essa
atividade e os ambientais relacionados a esta (MONTEIRO, 2004).

No municipio de Serra do Navio, apds o encerramento das
escavagodes, em algumas areas, a agua represou, tornando-se um
lago de barragem perene. A partir dessa formagio, alguns
moradores locais passa-ram a estabelecer nessa area a pratica da
piscicultura, utilizando a espécie Colossoma macropomum Cuvier,
1818 (tambaqui).

A insipiéncia de estudos relacionados a organismos aquaticos
na area incentiva a busca de informacgdes neste contexto pds-
mineracdo. Dessa forma, o presente estudo buscou fazer a avalia-
¢do histopatoldgica destes efeitos sobre o figado dos peixes dessa
area.

Material e Métodos

Coleta e processamento de material biolégico

Os peixes utilizados neste estudo foram capturados no
Municipio de Serra do Navio, em uma propriedade privada
constituida por um lago perene, formado a partir de uma area
escavada, onde houve extracdo de minério (manganés) (0°55'
32.70" N e 51°59' 33.36” W). Neste local, atualmente, foi
estabelecida a pratica da piscicultura do tambaqui, sendo estes
comercializados em larga escala no mercado local.

Foram realizadas coletas mensais de abril a julho de 2012,
sendo capturados a cada coleta 10 individuos, totalizando 40
espécimes. Os animais foram anestesiados com Tricaina Metano
Sulfonato (MS222 SIGMA) na concentracdo de 50 mg/l. Em
seguida os peixes foram submetidos a uma incisao ventral do poro
urogenital até o opérculo, para facilitar a retirada das visceras. Os
figados eram separados e fixados em formol a 10% por 24 horas e
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transportados ao Laboratério de Morfofisiologia e Sanidade
Animal (LABMORSA) na Universidade do Estado do Amapa
(UEAP).

Ap0s a fixacio, os drgdos coletados foram seccionados e entdo
desidratados, passando-os por concentracdes crescentes de
alcoois, em seguida diafanizados com a utilizacdo de xilol,
infiltrados e incluidos em blocos de parafina. Em seguida foram
encaminhados ao laboratério de Pesquisa Carlos de Azevedo na
Universidade Federal Rural da Amazonia (LPCA/UFRA), obtendo-
se cortes de 5 pm de espessura, corados com hematoxilina-eosina,
analisados e fotografados em microscépico 6ptico.

Variaveis fisico-quimicas

0 oxigénio dissolvido (OD) e a temperatura foram obtidos in
loco com equipamentos portateis apropriados para esta
finalidade (oximetro e termOmetro). Para andlise de pH e dureza
total foi utilizado o kit de andlise de piscicultura de agua doce
Alfakit®.

Para a andlise de metais, amostras de agua foram coletadas em
frascos de vidro, adicionando-se duas gotas de acido nitrico. Estas
foram posteriormente encaminhadas ao Laboratério de
Espectrofotometria e absor¢ao Atomica da Universidade Federal
do Amap3a, onde foram analisadas pelo método espectrofoto-
métrico.

Para a analise dos resultados obtidos dos parametros fisico e
quimicos, os dados foram comparados com resolu¢do n2 357, de
17 de margo de 2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA). De acordo com essa Resolugdo, as aguas destinadas
ao cultivo de organismos aqudticos para alimentacdo humana
pertencem a Classe 2, que deve apresentar, entre muitos outros,
os parametros quimicos e bioldgicos especificados.

Resultados

Macroscopicamente, os figados dos exemplares analisados
apresentaram aumento de volume, bordas arredondadas e
manchas amareladas, com colora¢io variando de marrom clara a
amarelada, em alguns casos com lesdes puntiformes de coloragdo
escurecida. O exame histopatoldgico revelou que 100% das amos-
tras apresentaram algum tipo de alteragdo morfolégica, ndo
sendo observada a presenca de centros melanomacrofagicos.

Foram encontradas varias alteracdes no tecido hépatico,
sendo que a patologia mais evidenciada foi a degeneracdo
gordurosa, que esteve presente em todos os exemplares, durante
todo o periodo de coleta. As alteracdes teciduais que mais se
destacaram foram: congestdo, necrose, hemossiderose, esteatose,
vacuolizacdo e deslocamento do ntcleo dos hepatdcitos, como
demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Percentual de alteragdes hepdticas encontradas em tambaquis distribuidos por
meses. / Table 1. Percentage of liver abnormalities found in tambaquis spread over months.

PATOLOGIA ABRIL MAIO JUNHO JULHO
Congestdo 20% 10% 10% 30%
Deslocamento do ntcleo 40% 40% 50% 70%
Infiltrado leucocitario 10% 30% 20% 20%
Esteatose 100% 100% 100% 100%
Vacuolizagdo 90% 80% 80% 90%
Desarranjo de Estrutura Cordonal  80% 90% 90% 90%
Hemossiderose 30% 40% 40% 60%
Necrose 20% 20% 20% 40%

A esteatose hepatica foi caracterizada pela presenca de
vacuolos citoplasmaticos arredondados e claros, sendo que em
alguns casos os hepatdcitos apresentaram-se aumentados e com
nucleo deslocado para a periferia da célula (Figura 14, B).

Nos figados em principio de necrose, prevaleceram hepatdcitos
com o citoplasma claro, vacuolizados, nucleo deslocado para a

periferia da célula e desarranjo da estrutura cordonal. Em tecidos
com necrose severa, destacou-se regides do tecido em que os
nucleos exibiam picnose e/ou caridlise, com membranas celulares
descontinuas (Figura 1C).

Nos figados com congestdo, os capilares sinuséides
mostraram-se bem delimitados e as veias dilatadas. Nesses figa-
dos, foram observadas células pancreaticas em torno de arteriola,
vénula e do ducto biliar. Em alguns animais, o tecido hepatico
apresentou infiltrado leucocitario com localizagdo difusa e
multifocal (Figura 1D). Observou-se também, a presenca de
pigmentos de hemossiderina (Figura 1E, F) dispersos no parén-
quima hepatico, que se destacavam ao microscdopio dptico como
granulos de cor marrom escura, tamanho variavel e aspecto
refringente.

0 manganés estava acima da concentragdo permitida ao atingir
0,3 mg/L. O ferro também apresentou uma concentragao elevada
de 2,3 mg/L. O cobre e o cromo apresentaram-se dentro do padrdo
permitido. Com relacdo ao oxigénio dissolvido, pH e dureza total,
os resultados demonstraram que os niveis estavam bem inferiores
ao recomendavel segundo a resolugdo 357 CONAMA para cultivo
de organismos aquaticos.

Figura 1. A- Aspecto geral do figado de C. macropomum com esteatose, onde se observa
um aspecto esponjoso, presenga de vactolos de gordura, destacando-se a presenc¢a do
tecido pancredtico exdcrino (TP). HE. Objetiva 20X. B-Esteatose (setas) nos hepatocitos
de C. macropomum. HE. Objetiva 40X. C- Parénquima hepdatico com presenca multifocal
de necrose (n). Além disso pode-se observar a congestdo dos capilares sinusoides (linha
tracejada) e pigmentos de hemossiderina (setas). HE. Objetiva 100X. D- Fotomicrografias
de figadoem que se observa a presenca de infiltrado leucocitario. HE. Objetiva 100X. E, F-
Tecido hepatico de C. macropomum, em que se observa o desarranjo cordonal e a
presenca de pigmentos de hemossiderina (hemossiderose) (setas). HE.Objetiva 10X. (E)
Objetiva 40X.(F). / Figure 1. A- General aspect of C. macropomum liver with steatosis,
which is observed a spongy appearance, presence of fat vacuoles, highlighting the
presence of exocrine pancreatic tissue (TP). HE. Objective 20X. B- Steatosis (arrows) in C.
macropomum hepatocytes. HE. Objective 40X. C- Hepatic parenchyma with multifocal
presence of necrosis (n). Furthermore it can be seen congestion of the capillary sinusoids
(dashed line) and hemosiderin (arrows). HE. Objective 100X. D- Photomicrographs liver
where there is the presence of leukocyte infiltrate. HE. Objective 100X. E, F- Liver tissue C.
macropomum, in which there is a breakdown cordonal and the presence of hemosiderin
(hemosiderosis) (arrows). HE.Objetive 10X. (E) Objective 40X. (F).
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Discussao

Anatomicamente, o figado dos tambaquis analisados apresen-
tou caracteristicas semelhantes a de outros teledsteos em
condi¢des normais (BRUSLE; ANADON, 1996; VICENTINI et al,,
2005) sendo a maior glandula observada dentro da cavidade
celomatica com as divisbes de trés lobos hepaticos (direito,
esquerdo e lobo ventral) (COSTA et al., 2012).

No presente estudo, foram evidenciadas alteragdes estruturais
no figado, que sdo conhecidas como hepatodistrofias (hipertrofia
de hepatdcitos, congestdo esteatose e necrose), que, em parte,
foram determinadas pelo acimulo de gorduras, caracterizando a
esteatose, bem como pela presenca de células sanguineas do
parénquima hepatico, sendo diagnosticada como congestdo
(HIBIYA, 1982).

Segundo Coelho (2002) essas alteracdes ocorrem quando a
gordura transportada para o figado ndo é oxidada e fica retida,
podendo ocorrer devido intoxicagdo por arsénio, cloroférmio,
tetracloreto de carbono e micotoxinas e também por insuficiéncia
de fatores lipotroficos como colina e metionina. Estas hepato-
distrofias também foram descritas por Rodrigues et al. (2010) em
Leporinus elongatus Valenciennes, 1850 (piapara) e Eugerres
brasilianus Cuvier, 1830 (carapeba).

A esteatose observada pode ser consequéncia de distdrbios
metabolicos decorrentes da acio de produtos toxicos e, em varios
processos antecede a necrose (ROBBINS; COTRAN, 2005) esse
distirbio se da pelas altas concentragdes de metais na agua
(manganés e ferro). Esta patologia também foi observada por
Francisco (2006) e Campos et al. (2006) em peixes mantidos em
locais contaminados por pesticidas agricolas, mas diferem dos
achados por Thomas (1990), Silva (2004), Santos et al. (2004) e
Camargo e Martinez (2007), que mesmo em ambientes poluidos
os peixes ndo desenvolveram esse tipo de lesao.

Neste estudo a prevaléncia de necrose variou de 20% a 30% e
a presenca de infiltrado leucocitario de 10% a 30%. Bernet et al.
(1999) e Azevedo (2008), em seus estudos histopatolégicos de
figado também encontraram prevaléncias destas patologias em
organismos zonas estuarinas sendo estas: necrose (71%) e
infiltrado de leucocitario (41%). A mesma prevaléncia foi descrita
por Rocha (2009) na ictiofauna do sistema estuarino de Santos
(SP). Além das diferencas entre as espécies, provavelmente isso
seja um indicativo de que os contaminantes responsaveis por estas
lesdes sejam comuns, se tornando uma reposta fisioldgica a eles.

A ocorréncia de necrose também foi observada por Silva
(2004) e Camargo e Martinez (2007) em peixes do ribeirdo Cambé
(RN) poluido por esgotos domésticos e efluentes rurais, e por
Francisco (2006) e Campos et al. (2006) em peixes de locais
contaminados por pesticidas agricolas.

Rocha et al. (2010) destaca que a necrose pode ter varias
causas, como a conversio de um contaminante em um metabdlito
toxico que pode incluir radical livre ou oxigénio reativo. Estes
levam a lesdo peroxidativa dos lipidios da membrana e
consequentemente a necrose.

Chang et al. (1998) ao monitorarem linguado (Pleuronectes
americanus Walbaum, 1792) nos estudrios da costa nordeste dos
Estados Unidos, estimaram alta associagdo positiva entre lesées
necroticas no figado e contaminantes, como alguns congéneres de
PCBs (bifenilaspolicloradas) e alguns metais como arsénio, zinco,
niquel e mercurio. Também, lesdes inflamatérias tiveram
associagdo positiva com hidrocarbonetos policiclicos aromatico
(HPAs) PCBs, pesticidas e elementos como cromo, chumbo e
selénio.

Souza et al. (2001) e Fujimoto et al. (2008) descreveram
alteragdes nos hepatdcitos de Piaractus mesopotamicus Holmberg,
1887, que estavam revestidos com células endoteliais, e

apresentavam citoplasma claro com o nucleo central, no entanto,
em outras regides se pode observar que havia deslocamento do
nucleo para a periferia das células. Estas descri¢des também foram
realizadas por Grizzle e Rogers (1985) em Ictalurus punctatus
Rafinesque, 1818.

Em relacdo ao infiltrado leucocitario pode-se dizer que é uma
resposta inespecifica, produzida tanto por agentes quimicos como
por patdgenos. Sua fungdo é manter a integralidade do tecido
infectado quando estimulos fisicos, quimicos ou por parasitos,
afetam fortemente o tecido (ROCHA et al, 2010). Portanto a
presenca de uma extensa area de infiltracio leucocitica nos figados
analisados indica que o tecido em questio estava sofrendo grande
influéncia de um agente externo, neste caso comparando com os
resultados obtidos a partir da andlise de metais, proveniente das
elevadas concentragdes de manganés e ferro.

Rocha et al. (2010) relata que em Dicentrarchus labrax
Linnaeus, 1758 o ferro também aparece equitativamente distri-
buido por todo o drgio. Além disso a acumulacdo de granulos
férricos observada nos hepatdcitos, provavelmente esta sob a
forma de ferritina intracelular. Apds ser transportado na corrente
sanguinea, o ferro deposita-se nos orgdos com capacidade
armazenadora (PEREIRA et al, 1999).

Rocha (2010) destaca, assim como neste estudo que embora o
figado de robalo ndo apresente Centros melanomacrofagicos
(CMM), foi observado que este tecido apresentava sobrecarga de
ferro. Os CMM sio elementos criticos do sistema imune de peixes,
sendo descritos em intimeros peixes teledsteos, sendo
responsaveis pela resposta imune contra materiais de origem
externa (BOMBONATO et al.2007; HARTLEY et al,, 1996; LEKNES
2002; MANERA etal, 2000).

Segundo Rocha et al. (2010) os CMMs foram pouco evidenciados
nos figados de Brachyplatystoma rousseauxii Castelnau, 1855. E
relatado que as variagdes do tamanho e do nimero de CMM podem
estar relacionadas com a idade, o estado nutricional, a doenca e as
condicdes ambientais. O pigmento melanina pode ter um efeito
protetor contra os poluentes, e niveis elevados de melanina e
lipofucsina presente nestas estruturas podem proteger contra
danos celulares, pois absorvem radicais livres (BOMBONATO et al,
2007; HARTLEY etal, 1996).

Pereira (2004) relata que estas estruturas ndo foram observa-
das em D. labrax em seus estudos provenientes de instalacdo
aquicola localizada no norte de Portugal, semelhante ao observado
no presente estudo.

O fato de nio se ter encontrado CMM nos figados analisados,
especialmente os figados mais alterados, sugere um dano tecidual
agudo, que segundo Rocha et al. (2010), compromete o
mecanismo de defesa e pode até levar a morte do peixe.

A qualidade da 4gua é um dos fatores mais importantes para o
sucesso do cultivo de organismos aquaticos (PROENCA;
BITTENCOURT, 1994; VINATEA ARANA, 2003). De todos os fatores
quimicos indicadores da qualidade da agua, o oxigénio é o mais
importante. Ele é essencial a vida dos organismos aquaticos
(KUBITZA, 2003; ROCHA et al, 2004) e, quando em baixa
concentracdo, pode atrasar o crescimento, reduzir a eficiéncia
alimentar e aumentar a incidéncia de doencas e de morte. Segundo
Boyd (1990) valores de OD acima de 4 mg/L sdo adequados para o
cultivo de peixes. Sendo assim, o ambiente estudado apresentou
concentragdes improprias para o cultivo de peixes.

Sipauba-Tavares (1995) afirma que as variagoes de pH podem
ser mais acentuadas caso ndo haja estabilidade no teor de
carbonato no meio. Tem sido reportado que os pontos letais de pH
alto e pH baixo sdo de 4 e 11, respectivamente. Valores abaixo de
6,0 e acima de 9,5 atrapalham o crescimento e a reprodugdo dos
organismos aquaticos (KUBITZA, 2003). O pH exerce um profundo

Biota Amazonia

76



Histopatologia do figado de Colossoma macropomum Cuvier, 1818 proveniente de area sobre influéncia
de mineracdo na Amazonia Oriental, Brasil

efeito sobre o metabolismo e os processos fisiolégicos de peixes,
camardes e outros organismos aquaticos, além de exercer forte
influéncia sobre a toxicidade de certos parametros quimicos, pois
as aguas acidas apresentam maior concentracdo de metais
(WOYNAROVICH, 1988; VINATEA ARANA, 2004).

Nas aguas naturais, os metais podem se apresentar na forma
de fons hidratados de complexos estaveis que se mantém em
suspensdo, absorvidos em particulas em suspensio que se
mantém na massa liquida, ou se misturam nos sedimentos do
fundo, podendo também ser incorporados por organismos vivos
(PIVELL KATO, 2005).

Gul et al. (2004) relatam que caminhos preferenciais pelos
quais os metais sdo transportados na agua dependem de diversos
fatores de naturezas fisicas, quimicas e biolégicas.

Os dados encontrados ndo confrontam a literatura e
demonstram que os peixes de ambientes de exploracdo de minério,
embora aparentemente sadios, podem ter a satide comprometida
particularmente pelo alto grau poluentes quimicos encontrado na
regido. No caso das hepatodistrofias o problema é de certo modo
prejudicial uma vez que o efeito no peixe colabora para alarmar a
presenca de metais, pois a intoxicacdo pode colocar em risco a
sauide dos consumidores mediantes os dados apresentados nessa
pesquisa.

Conclusao

As alteragoes apresentadas pelos espécimes de tambaqui sdo
compativeis a intoxicacdo por metais como o ferro e o manganés
sendo similares a outros teledsteos, levando-se em consideracdo
que os mesmos habitam uma zona de influéncia mineradora,
inclusive por estes elementos estarem difusos no meio aquatico,
podendo sofrer efeitos cumulativos, sendo bons bioindicadores
ambientais.

Faz-se necessario estudos posteriores da concentragio desses
e de outros metais nos musculos desses peixes para que se possa
verificar a influéncia de doengas em decorréncia do consumo
humano, ja que este produto é muito comercializado na regiao,
sendo este um dado importante a saide publica.
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