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Resumo

SATURNIO, K.C. Biometria e histomorfologia de figado, baco e rim de pirarucu (Arapaima
gigas) produzidos em piscicultura semi-intesniva. 2016. 86 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2016.

Arapaima gigas (pirarucu) é um peixe caracteristico da bacia Amaz6nia e tem tido sua produgéo
muito valorizada em fungédo do seu alto rendimento de carcaca e rusticidade. Sua producéo em
cativeiro tem aumentado nos Ultimos anos, porém muitos aspectos relacionados a fisiologia e
desenvolvimento corporal ainda apresentam algumas lacunas. Neste contexto, o sistema
hematopoiético assume um papel preponderante considerando suas fun¢des homeostéticas,
metabolicas e de defesa. O presente estudo busca oferecer subsidios sobre diferentes aspectos
associados ao desenvolvimento hepatico, do baco e do rim, a partir de técnicas biométricas
histomorfométricas em espécimes provenientes de um sistema semi-intensivo de criacdo.
Foram conduzidos dois experimentos. O primeiro experimento baseou-se no estudo do figado,
cujos objetivos foram avaliar o desenvolvimento macro e microscopico, a relacdo
hepatossomatica, aspectos histomorfométricos, assim como a densidade volumétrica percentual
da sua estrutura em diferentes fases de crescimento. Foram considerados 27 espécimes de A.
gigas de uma unidade produtora comercial. Os espécimes foram divididos em seis categorias:
Alevinos (n=4), Juvenil 5 cm (n=4), Juvenil 10 cm (n=4), Juvenil 20 cm (n=4), Juvenil 80 cm
(n=4) e Abate (n=7). Os resultados mostraram que ndo ha variacdes morfologicas biométricas
e teciduais associadas ao desenvolvimento corporal. Triades portais foram observadas a partir
de individuos com cinco centimetros de comprimento. O figado ndo apresenta organizacao
lobular nesta espécie. O percentual de hepatdcitos predomina em todas as categorias, seguido
do percentual dos espacos sinusoidais. A analise morfométrica revelou que nos animais com
vinte centimetros os hepatdcitos sdo maiores. No segundo experimento, avaliou-se o
desenvolvimento do bago e rim, suas relacdes somaticas, assim como diferentes aspectos
histométricos. Foram utilizados 15 espécimes distribuidos em trés categorias: Juvenil 20 cm
(n=4), Juvenil 80 cm (n=4) e Abate (n=7). Houve varia¢des na densidade da polpa vermelha e
polpa branca conforme o desenvolvimento corporal. Tubulos contornados proximais e o tecido
linfoide renal foram as estruturas mais prevalentes e os glomérulos desempenham importante

papel excretor no rim desta espécie. Conclui-se com esse estudo que Arapaima gigas possui



caracteristicas em comum com demais espécies de teleGsteos, mas particularidades especificas

que diferenciam a espécie e seu sistema de criacao.

Palavras-chave: pirarucu; histologia; peixe; morfometria.



Abstract

SATURNINO, K.C. Liver, spleen and kidney biometry and histomorphology of pirarucu
(Arapaima gigas) semi-intensive fish-farming. 2016. 60 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2016.

Arapaima gigas, characteristic fish of the Amazon, popularly known as pirarucu, has highly
valued production because of high carcass yield and hardiness kind. Farmed production has
been achieved through the development of rummage in production area, but many gaps on
health and development are present. In this context, the haematopoietic system plays an
important role considering homeostatic, metabolic and defense functions. This study aims to
provide insight about different aspects associated with the development of the liver, spleen and
kidney, from histomorphometric techniques in specimens from a semi-intensive fish-farming
system. Two experiments were conduct. The first experiment was based in liver study whose
objectives were to assess the development macro and microscopical, the hepatosomatic
relationship, histomorphometric aspects, as well as the percentage volume density of the
structure at different stages of growth. Twenty-seven specimens of A. gigas of a commercial
unit production were consider. The specimens were divid into six categories: Fry (n = 4),
Juvenile 5 cm (n = 4), Juvenile 10 cm (n = 4), Juvenile 20 cm (n = 4), Juvenile 80 cm (n = 4)
and Slaughter (n = 7). The results showed that no biometric and morphological variations
associated with body tissue development. Portal triads were observe in individuals with five
centimeters long. The liver has no lobular organization in this species. The percentage of
hepatocytes predominates in all categories, followed by the percentage of sinusoidal
whitespace. The morphometric analysis revealed that in animals with twenty centimeters
hepatocytes are higher. The second experiment evaluated the development of the spleen and
kidney, their somatic relations, as well as different histometric aspects. Fifteen specimens were
used divided into three categories: Juvenile 20 cm (n = 4), Juvenile 80 cm (n = 4) and Abate (n
= 7). There were variations in the density of red pulp and white pulp as the body development.
Proximal convoluted tubule and renal lymphoid tissue were the most prevalent structures and
glomeruli play an important role in excretory kidney in this species. This study concludes that
Arapaima gigas has features in common with other species of teleost, but specific
characteristics that differentiate the species and its breeding system.

Keywords: pirarucu; fish; histology; morphometric.
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INTRODUCAO

Arapaima gigas

O pirarucu (Arapaima gigas, Schinz, 1822), como € conhecido no Brasil, ou paiche em
outros paises, pertence a classe Actinopterygii, ordem Osteoglossiformes (maior membro desta
ordem) e familia Arapaimidae. A familia caracteriza-se pela existéncia da lingua 6ssea, pouco
movel, cabega rolica; escamas grandes em forma de mosaico; nadadeiras anal e dorsal
alongadas, contornando grande parte da porcdo posterior do corpo e quase se unindo a caudal.
Nela estdo incluidos dois géneros e duas espécies, sendo uma da Africa, Heterotis niloticus

(Fig. 1), e outra da Amazonia, Arapaima gigas (Fig. 2) (Piazza, 2012).

Figura 1. Heterotis niloticus em desenho ilustrativo e forma natural.
Fonte: www.wikipedia.org e www.phase.com

Figura 2. Arapaima gigas. (A) Amostra de cultivo em tanques escavados em Ronddnia.
(B) Detalhe da cauda com as nadadeiras de um exemplar macho, comprovado
pela necropsia. Fonte: autor

O espécime tem o corpo moderadamente cilindrico, apresentando-se um pouco mais
largo depois da cabeca, considerada pequena em relacdo ao corpo, que fica progressivamente
mais comprido a partir da origem da nadadeira dorsal. A boca superior é grande e obliqua,
contendo lingua 6ssea e dentes conicos em ambas as maxilas. A partir do oitavo ou nono més
de idade a coloracdo do corpo ganha tons castanho-claro, onde, nos adultos, a regido caudal
apresenta coloracdo avermelhada mais intensa durante o periodo reprodutivo. As escamas sdo
do tipo cicléides grandes, espessas, estriadas e granulosas. A nadadeira dorsal fica situada na
parte posterior do corpo, sendo os Ultimos raios mais longos, ultrapassando a origem da caudal.

A nadadeira anal é comprida, iniciando apds a nadadeira dorsal, e a ventral € curta estando


http://www.wikipedia.org/

localizada proxima a anal. A nadadeira caudal Fig. (2B) é arredondada, caracteristica da familia

a que pertence (Soares et al. 2008).

Peixe endémico da Bacia AmazOnica, habita, principalmente, lagos de varzeas e
florestas inundadas (Castello 2008), com aguas pretas e tranquilas, ndo sendo encontrado,
portanto, nas zonas de forte correnteza e nas &guas ricas em sedimentos (Bard & Imbiriba,
1986).

Considerado um dos maiores peixes de dgua doce da América do Sul, pode atingir até
trés metros de comprimento e pesar mais de 200 kg (Imbiriba, 2001). Anteriormente, era obtido
na natureza pela pesca com arpdes e redes, sendo atualmente produzido gracas a sua boa
adaptacdo ao adensamento, alta tolerncia ao déficit de oxigénio e crescimento muito rapido
(Bard & Imbiriba, 1986).

Apresenta significativo desenvolvimento ponderal (Ono & Kehdi, 2013) e superior
rusticidade em ambiente tropical, quando comparado a outros peixes de cultivo, o que viabiliza
sua producdo (Bard & Imbiriba, 1986). Possui habito alimentar carnivoro comecando a se
alimentar de outros peixes por volta do sexto més de vida, mantendo em sua dieta moluscos,
insetos, vermes d’agua e até caranguejos, quando em seu habitat natural (Pereira-Filho et al.,

2003; Pereira-Filho & Roubach, 2010).

Com respiracdo aérea obrigatoria gracas a peculiaridade de sua bexiga natatoria
(Almeida et al., 2011), atinge maturidade sexual no quarto ou quinto ano de vida, alem de
apresentar processo reprodutivo com formacdo de casal, construcdo de ninho e desovas
parceladas que ocorrem durante o ano, se concentrando no periodo mais chuvoso na Amazénia
(Ono et al., 2004). Este comportamento reprodutivo o torna vulneravel para sua pesca, Vvisto
gue os machos, enguanto cuidam de sua prole, sdo alvos faceis para pescadores ribeirinhos
artesanais (Castello, 2008).

Popularmente é considerado o "bacalhau brasileiro™ pela forma de sua comercializagdo
artesanal, possuindo valor nutritivo superior ao do verdadeiro (Gadus mohrrua) (Imbiriba et
al., 1994), com rendimento de carcaca de até 57% (Imbiriba, 2001), carne de coloracédo
levemente rosada, textura firme, ausente de espinhas e baixo teor de gordura. Estas
caracteristicas conferem a espécie grande interesse comercial na sua producdo pelo valor

agregado de sua carne (Galvao de Lima & Batista, 2012).



Aspectos econdmicos da criagdo do pirarucu

O Brasil saltou de uma producdo de pescado de 273.268 toneladas em 2003, para
707.461 toneladas em 2012 (FAO, 2013). Rondonia tem uma producdo estimada de 64.833
toneladas de pescados por ano, segundo estatisticas da Secretaria de Desenvolvimento
Ambiental, resultantes do cultivo em 10.805 hectares de ldmina de agua doce. Possui 3.250
propriedades licenciadas, sendo que 80% correspondem a producdo de tambaqui (Colossoma
macroporum), pirarucu (Arapaima gigas), jatuarana (Brycon sp.) e pintado (Pseudoplatystoma
sp.). O sistema de producdo mais utilizado é o intensivo com a média de 6 a 10 toneladas de
pescado por hectare, ao ano, em tanques escavados (Sedam, 2014). Na safra 2012/2013, apenas
uma empresa frigorifica, beneficiou 1.100 toneladas de pirarucu, produzidas na regido central
deste estado, sendo uma parte comercializada no mercado interno e outra exportada. Neste
contexto, Ronddnia € o maior produtor de pirarucu em cativeiro no pais possuindo estimativa
de producéo de 80 mil toneladas de pescado para 2015 (SEAGRI, 2015).

Parametros corporais

A abordagem de avaliacdo da saude de ecossistemas aquaticos por meio da utilizacao
de indicadores biologicos abrange objetivos e praticas da pesquisa ecologica, como a
identificacdo de padrdes espaciais e temporais (Scrimgeour & Wicklum, 1996). Neste contexto,
um estudo das caracteristicas biométricas externas e dos diferentes 6rgdos em animais sadios,
possibilita encontrar informacGes sobre caracteristicas de espécies em seu habitat de cultivo, e
suas relacBes, na busca pela compreensdo de possiveis desequilibrios que possam ocorrer

durante o crescimento, assim como em processos patologicos (Tavares-Dias et al., 2000).

A relacdo peso-comprimento € uma importante ferramenta matematica utilizada
frequentemente nos estudos de biologia pesqueira e ecologia de diferentes espécies de peixes
(Le Cren, 1951; Gomiero & Braga, 2003; Lemos et al., 2006). Esta relacdo € util para determinar
0 peso e a biomassa, quando apenas as medidas de comprimento sdo avaliadas, indicando
condicdes e permitindo comparacdes entre o crescimento de diferentes espécies (Tavares-Dias
et al., 2006; Tavares-Dias et al., 2008) e populacdes diferentes de uma mesma espécie, tanto
em ambiente natural como em cativeiro (Tavares-Dias et al., 2006). As medidas de
comprimento e peso de espécies de peixe tém sido usadas também para transformar dados
coletados a campo em indices apropriados (Gomiero & Braga, 2003; Lemos et al., 2006;
Tavares-Dias et al., 2006). No ciclo reprodutivo esta relacdo tem sido usada também como uma

maneira de estimar o fator de condicdo, indicador quantitativo do bem estar do peixe em sua



interacdo com o meio (acumulo de gordura, suscetibilidade as mudancas ambientais,
desenvolvimento gonadal, etc) (Aradjo et al., 1999). Por exemplo, durante as pesquisas de
campo o comprimento pode ser medido mais facil e acuradamente que o peso, assim as
informacGes sobre o peso do peixe podem ser estimadas a partir do comprimento, quando a
relacdo peso-comprimento € conhecida para aquela determinada populacdo (Tavares-Dias et
al., 2006; Tavares-Dias et al., 2010).

A equacdo da relagdo peso-comprimento pode fornecer informagdes sobre o
crescimento relativo de uma determinada espécie, usando a curva de poténcia, representada
pela equagdo W = a . L°, onde W ¢ o peso total em gramas e a variavel dependente; e L é 0
comprimento total em centimetros e a variavel independente (Navarro et al., 2006). Os valores
de a e b séo constantes, que sao estimadas pela regressdo linear da equacao transformada W =
log A + B . log L. Finalmente, estima- se os valores de a e b da curva de poténcia, sendo a = e*
e b = B (Aragjo et al., 1999; Tavares-Dias et al., 2010). Os valores estimados da constante de
regressao (b) podem variar de 2,50 a 3,50 (Le Cren, 1951), de acordo fatores bidticos e abioticos
(Gomiero & Braga, 2003; Lemos et al., 2006). Quando o crescimento € isométrico (b=3,00)
sugere-se incremento do peso e comprimento na mesma proporcéo (Tavares-Dias et al., 2006;
Rego et al., 2008), ou seja, 0 peso aumenta com o comprimento elevado ao cubo, o que
teoricamente é o ideal para peixes (Gomiero & Braga, 2003; Tavares-Dias et al., 2010). Por
outro lado, quando b < 3,0 o incremento € devido ao peso, e quando b > 3,0 o incremento é
devido ao comprimento (Rocha et al., 2005). Rego et al. (2008) sugerem que estudos de
alometria devem ser usados para caracterizar as diferentes estratégias de crescimento dos peixes

associados aos fatores ecoldgicos, comportamentais e fisiologicos das espécies.

O fator de condicao (K) é um importante indicador do grau de higidez de um individuo
e seu valor reflete as condigcdes nutricionais recentes e/ou gastos das reservas em atividades
ciclicas, sendo possivel relaciona-lo as condi¢cGes ambientais e aos aspectos comportamentais
das espeécies (Gomiero et al., 2010). Pode ser utilizado para avaliar o uso da fonte alimentar, as
diferentes condi¢bes de alimentacdo em espécies distintas, assim como interferéncias da
densidade populacional, do clima e de outras condicdes (Souza et al., 2000; Lizama &
Ambrasio, 2002). Portanto, nos peixes, o fator de condicdo é um indice corporal que reflete as

interacdes entre o peixe e 0 ambiente em que se encontra (Tavares-Dias et al., 2008).

O fator de condicdo de Fulton (Kf), assume que a relacdo peso-comprimento é

isométrica, enquanto o fator de condi¢do alométrico (Ka) que as vérias espécies de peixes



podem ter diferentes relagdes de peso-comprimento (Rocha et al., 2005) e o fator de condicéo

relativo (Kn) considera a relagéo entre o peso observado e o peso esperado (Le Cren, 1951).

Estudos histoldgicos e anatémicos

Andlises laboratoriais como citologia, analises bioquimicas, histologia e
histomorfometria tém sido empregadas com o objetivo de avaliar os efeitos toxicos nos tecidos
dos seres vivos, apesar destes ndo averiguarem as substancias em si, mas as lesdes causadas por
elas (Ferguson, 1989).

A histologia ainda é uma ferramenta de pouco uso na aquicultura, devido a escassez de
informagdes, pois estas se encontram dispersas. Porém, o maior objetivo desta técnica tem sido
esclarecer o funcionamento dos tecidos quanto as células e suas correlagdes, para que a
histopatologia possa ser utilizada como ferramenta para o diagnéstico de doencas, por meio do
uso deste conhecimento na compreensao das alteracdes patoldgicas teciduais, se inflamatorias,
degenerativas, necroticas ou neopléasica, por exemplo. Ainda assim, existe a necessidade de que
se tenha um bom conhecimento das estruturas normais, possiveis alteracdes e variacdes
sazonais que normalmente possam ocorrer nos Orgdos dos peixes (Rocha et al., 1997;
Cavichiolo, 2009).

A histologia é considerada um excelente método de avaliacdo de respostas as agressoes
em bioindicadores causados por agentes toxicos sobre uma determinada fauna em situacGes de
impacto ambiental. Quando associada a histomofometria, possibilita quantificar as
transformacdes teciduais em diferentes tecidos responsivos a agentes toxicos (Ferguson, 1989).
Estas técnicas, e consequentemente a histopatologia, sdo ferramentas que quando utilizadas
como biomarcadores, além de serem métodos rapidos na detecgdo de agressdes, especialmente
as subletais, apresentam importantes caracteristicas bioldgicas organizacionais (Bernet et al.,
1999).

Existem, atualmente, programas de monitoramento que buscam estudar 0s ecossistemas
marinhos e a influéncia da poluicdo ambiental sobre as caracteristicas histoldégicas em peixes
(Bernet et al., 1999). Alguns estudos, por exemplo, correlacionam o aparecimento de lesdes
neoplasicas e pré-neoplasicas com o contato dos animais com substancias nocivas como
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), bifenilos policlorados (PCB), dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT), entre outros. Os resultados indicam que ha indicios que peixes jovens
estdo mais susceptiveis a lesdes ndo neoplasicas, e adultos a neoplasicas, havendo forte

correlacdo entre os graus de poluicdo e presencga de lesdes nestes animais (Myers et al., 1992).



As padronizag@es das técnicas que descrevem as lesdes histoldgicas em peixes de agua
doce sdo poucas e, associadas as particularidades encontradas nas diferentes espécies,
dificultam a realizacdo de estudos comparativos (Bernet et al., 1999).

Desta forma, o estudo de caracteristicas biométricas de determinados &rgdos,
possibilitaria identificar informacGes sobre a caracteristica desta espécie em seu sistema de
producdo. Isso seria possivel por meio da descri¢do de uma ferramenta de avaliacdo que possa
ser aplicavel em qualquer 6rgdo, levando a uma quantificacdo padronizada, permitindo a
possibilidade de comparacdo legitima entre diferentes estudos e com algumas ressalvas, a
comparacdo entre diferentes 6rgaos também. Além disso, podem ser obtidos dados que
serviriam de base para futuros estudos para uma melhor compreenséo do significado histolégico
apos interferéncia de contaminantes que provoquem impactos econémicos nesta cadeia

produtiva, de vital importancia para a economia.

Neste contexto, a escolha dos érgéos alvos é crucial para a relevancia dos dados obtidos,
podendo, principalmente, envolver 6rgdos de contato direto com o agente intoxicante. De uma
maneira geral, os 6rgdos de metabolismo e de defesa sdo os mais indicados para tal estudo,

como o figado, baco, rim e as branquias, em peixes.

Figado

O figado tem sido um importante ponto de analise para compreensdo das diferencas
entre espécies, especialmente dos peixes. Assim como nos demais vertebrados € relativamente
grande e um importante 6érgdo no controle de funcdes vitais da fisiologia ictia, armazenando
nutrientes, produzindo bile e mantendo a homeostase corpdrea com o processamento de
carboidratos, proteinas, lipideos e vitaminas (Bruslé & Anadon, 1996). Além disso,
desempenha papel chave na sintese de proteinas do plasma, como albumina, fibrinogénio e
fatores complementares tanto pelo anabolismo quanto pelo catabolismo e detoxificagdo. E
crucial para a vitelogénese e, pelo fato dos peixes serem mais sensiveis a poluentes que 0s
demais vertebrados, é considerado um drgdo chave na avaliacdo de parametros bioldgicos e

ambientais que podem afetar sua arquitetura e funcédo (Genten et al., 2009).

Localizado cranio-ventralmente na cavidade celomatica, anterior ao estbmago, ventral
ao esbfago e separado do coracdo por uma fina membrana conjuntiva, o septo transverso (De
luliis & Pulerd, 2007), pode estar disposto em dois ou mais I6bulos distintos ou ainda em um

nico érgéo.



Em seu polo cranial estdo localizadas a artéria celomatica e veia cava, assim como em
sua face visceral a vesicula biliar, veia porta e ducto biliar comum (Roberts & Ellis, 2012).
Apresenta coloragdo vermelho escura (De luliis & Pulerd, 2007), mas assim como seu tamanho,
a cor pode variar devido ao estado nutricional, variando de amarelada, devido ao acimulo de
lipideos e glicogénio no interior das células hepéticas, a marrom avermelhada, pela intensa

vascularizagdo (Roberts 2000).

O 6rgdo apresenta-se revestido por uma fina capsula de tecido conjuntivo e é constituido
principalmente por hepatécitos poliédricos com nucleos centrais, fortemente corados
marginalmente e nucléolo evidente (Roberts, 2000). Além disso, possui muitos ductos,
sinusoides, capilares e veias, 0s quais se encontram entremeados entre 0s hepatdcitos,
facilitando trocas constantes entre o sistema circulatorio e o tecido hepatico. Pela artéria
hepatica o figado recebe o oxigénio e pela veia porta recebe metabolitos e nutrientes
provenientes do trato digestorio, os quais sdo processados e posteriormente distribuidos para 0s

demais tecidos do organismo (Gongalves et al., 2012).

Pode ser Gnico ou associado a outra viscera, como 0 pancreas e, ao contrario dos
mamiferos, os hepatdcitos possuem pouca tendéncia em arranjarem-se em corddes, e exibir
I6bulos envoltos por tecido conectivo e triade portal tdo evidente (Roberts, 2000). Os sinusdides
estdo distribuidos irregularmente, em menor numero que nos mamiferos e delineados por
células endoteliais de nucleo evidente. As células de Kuppfer ndo sdo encontradas rodeando os
sinusoides, que sdo revestidos por células fenestradas delimitando o espaco de Disse,
representando uma zona entre as células sinusoidais e o0s hepatdcitos, ambos contendo
microvilos, assim como células de armazenamento chamadas de células de Ito. Os canaliculos
biliares sdo revestidos por uma camada de células epiteliais cuboides que se anastomosam em
ductos de diametros maiores (Gongalves et al., 2012). Estes se fundem para formar a vesicula
biliar, que contém bile amarelo esverdeada, conduzida ao intestino pelo ducto biliar comum.
Tecido hematopoiético completo, incluindo centros melanomacréfagos, também podem ser

encontrados em quantidades variaveis em torno de veias calibrosas (Roberts, 2000).

Baco
O baco é um dos principais 6rgdos hematopoiéticos, assim como o rim (Genten et al.,
2009), e, em menor extensdo as areas peri-portais do figado. Funciona como um sitio para filtrar

0 sangue, destruindo células e armazenando eritrocitos (Morrison, 2007)



Geralmente apresenta-se como um 6rgéo vermelho escuro localizado na porcéao ventral
da cavidade peritoneal, podendo ser triangular, oval ou arredondado (Yanong, 2003).
Localizado perto da grande curvatura do estdmago ou na flexdo do intestino, pode ser Unico,
ou dividido em uma estrutura maior e outras menores (Morrison, 2007; Roberts & Ellis, 2012).
Possui 0s mesmos elementos basicos que nos vertebrados superiores, Como vasos sanguineos,
polpas vermelha e branca, além de ser coberto por uma fina cdpsula fibrosa com pouca
evidéncia de capacidade contratil (Morrison,2007; Genten et al., 2009).

A polpa vermelha é um extenso sistema interligado de corddes esplénicos e capilares
sinusoides, que consiste principalmente de células eritrdides e trombdcitos e, geralmente,
compreende a maior parte do parénquima esplénico. A polpa branca consiste principalmente de
células linfoides, tipicamente envolvida por vasos arteriais e centros melanomacrofagos

(MMC) formando pequenos aglomerados no parénquima (Genten et al., 2009).

Estudo realizado por Maciel et al. (2012) revelou que em alevinos de pirarucu com
aproximadamente 8 cm de comprimento, o baco apresentou coloracdo vermelho escura,
dividindo-se em trés lobos, sendo um deles maior. Estavam localizados proximo ao intestino
anterior, envolto por tecido adiposo abdominal, onde, para os trés lobos, havia regides de polpa
branca dispersas no parénquima, ricas em células linfoides, e popa vermelha, caracterizada pela
presenca dos corddes esplénicos formados por eritrocitos, trombdcitos e células semelhantes a
fibroblastos. VVasos sanguineos estavam presentes no seio do parénquima esplénico, assim como
pequenos e dispersos centros de melanomacréfagos (CMM), sendo revestido externamente por

uma capsula de tecido conectivo fibroso e fina camada de musculo liso.

Rim

O rim é importante 6rgdo no que diz respeito a manutencdo do ambiente interno estavel,
quanto & agua e ao sal, excre¢do e também em parte do metabolismo de xenobi6ticos. E um
6rgdo misto, composto de elementos hematopoiéticos, fagocitarios, enddcrinos e excretores.
Varia no formato nas diferentes espécies, podendo ser fundido, situando-se em uma posicédo
retro peritoneal e ventral a coluna vertebral (Morrison, 2007), acima da bexiga natatéria (De
lullis & Pulera, 2007), estendendo-se da regido cefalica até a regido posterior do abddémen, ou
dividido em rim cefalico e caudal. Sua superficie externa é revestida por uma fina capsula
conjuntiva que o separa da cavidade abdominal. Suprimento sanguineo ocorre pelas artérias
renais que se originam diretamente da aorta (Roberts, 2000). O cefalico, quando presente,

possui maior constituicdo hematopoiética enquanto o caudal, excretora propriamente dita. Esta



possui glomérulos bem vascularizados, tubulos contorcidos proximais divididos em dois
segmentos: o primeiro com células com cilios bem desenvolvidos voltados para o limen, e 0
segundo com cilios menores; tlbulos contornados intermediarios e distais, sem cilios, que se
conectam em pequenos tbulos coletores que se juntam e desembocam nos ureteres (Roberts,
2000; Genten et al., 2009). Os ureteres conduzem a urina dos canais de colheita para a papila
urinaria que abre para 0 meio externo na abertura urogenital, posterior ao anus (De lullis &
Pelura, 2007; Morrison, 2007).

Maciel et al. (2012) relatam que o rim de alevinos de pirarucu, com aproximadamente
8 centimetros de comprimento, apresenta coloracdo vermelho amarronzada, consisténcia
esponjosa, formato alongado e segmentado. O 6rgdo encontra-se alojado na regido dorsal da
cavidade celomatica, imediatamente ventral a artéria aorta dorsal e a bexiga natatOria
modificada. O estudo demonstrou que o 6rgdo ocupou os dois tercos finais da cavidade
celomatica, sendo o rim direito maior que o esquerdo. Os lobos renais mostraram-se
parcialmente fundidos, e nas trés porcGes de rim analisadas a organizacao histoldgica seguiu
padrdo similar: a regido externa (cortical) composta por tecido hematopoiético e a regido mais
central (medular) apresentou tdbulos renais — tubulos contornados proximal e distal, e tabulos
coletores - e pouco tecido intersticial hematopoiético e linfoide. Os ductos coletores
estenderam-se desde a porgdo cranial até a caudal e localizaram-se na regido central de cada
lobo renal. Caracterizaram-se por apresentarem um extenso limen circundado por epitélio
pseudoestratificado com células epiteliais mucosas e fina camada de células musculares lisas.
Foi observada maior quantidade de glomérulos no rim medial e néfrons imaturos nas trés
porcdes do rim. Registraram-se poucos e reduzidos centros de melanomacrofagos. A veia
cardinal posterior estendeu-se desde o rim caudal até o cranial, onde aumentou de calibre para
levar sangue ao coracdo. A partir dessas analises, observou-se que o rim de alevinos de pirarucu
exibiu organizacéo diferenciada da maioria dos peixes teledsteos, apresentando ductos coletores

também do rim cranial.

A funcéo primaria do rim em peixes é a regulacdo osmotica de agua e sais, diferente dos
mamiferos, que excretam residuos nitrogenados. Nos peixes, a excre¢cdo da maior parte destes
residuos ocorre nas branquias. Em peixes de dgua doce, 0s rins conservam sais e eliminam o
excesso de agua, gracas a uma elevada taxa de filtracdo glomerular, reabsorcdo dos sais pelos
tubulos proximais e diluicdo da urina nos tabulos contornados distais (Morrison, 2007). Alem
disso, sua porcdo hematopoiética desenvolve importante papel na remocgdo de particulas

estranhas, células senis e agentes infecciosos provenientes do corpo (Yanong, 2003). As células
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blasticas estdo situadas dentro de um estroma de tecido reticuloendotelial, similar ao mesmo

que ocorre na medula 6ssea de mamiferos (Roberts, 2000).

A funcdo imune ocorre gracas a presenca de centros de melanomacréfagos (CMM),
aglomerados de células pretas ou marrons, também comumente encontradas no baco e figado,
dependendo da espécie, condigdo caracteristica dos teledsteos (Genten et al., 2009). Possuem

uma delicada capsula argirofilica e geralmente restringem-se aos canais vasculares.

Inimeras sdo as fungdes dos melanomacréfagos, envolvendo fagocitose de patdégenos
resistentes, como esporos de parasitos e bactérias, apresentacdo de antigenos na resposta imune,
destruicdo, detoxificacdo ou reciclagem de materiais endégenos e exdgenos, deposito de
metabdlitos de células mortas, incluindo-se os eritrocitos e resposta a corpos estranhos,
incluindo agentes infecciosos. Essas estruturas tém analogia primitiva com 0s centros
germinativos de linfonodos das aves e mamiferos e contém diferentes pigmentos, como a
melanina, hemossiderina, lipofucsina e pigmento lipogénico que podem auxiliar nos

mecanismos de defesa do hospedeiro (Campos et al., 2008).

A estrutura do néfron de peixes varia consideravelmente entre as espécies marinhas e
de agua doce, demonstrando as diferencas significativas de acordo sua fungdo. Mesmo assim,
a arquitetura celular béasica € similar. Cada néfron consiste de varios segmentos com estrutura
e funcdo especifica (Morrison, 2007). O glomérulo das diferentes espécies de teledsteos varia
em namero e tamanho dos tufos capilares. O epitélio parietal é achatado e o espaco de Bowman
é relativamente pequeno. O colo glomerular € continuo com o epitélio visceral e parietal da
capsula de Bowman, demonstrando limen estreito rodeado por células epiteliais colunares ou
cUbicas de citoplasma basofilo. Este segmento é curto e abre para o tabulo contorcido proximal,
mais amplo, que contém células colunares com proeminente borda em escova (microvilos)
saliente para dentro do limen, vacuolos apicais abundantes e nucleo basal. Alguns peixes
apresentam a porcao mais proximal deste tabulo menos eosinofilico do que a segunda porcéo,
que possui borda em escova menos desenvolvida. Nos tibulos contorcidos proximais, as células
apresentam-se manchadas pela maior concentracdo de mitocondrias relacionadas as dobras da
membrana plasmatica basal. O segmento intermediario possui limen mais estreito, rodeado por
células cuboides que normalmente possuem cilios, que auxiliam na filtracdo. O segmento distal
é delineado por epitélio colunar bem definido sem a borda em escova. Tubulos e ductos
coletores estdo espalhados por todo o rim. Seu epitélio colunar é levemente eosinofilico, com o

nicleo basal e sem borda em escova. Sua anastomose origina ductos mais calibrosos que
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possuem epitélio pseudoestratificado associado a glandulas mucosas, incorporando tecido

muscular e conectivo em seu percurso (Genten et al., 2009).

Relacfes somaticas

O estudo das caracteristicas biométricas dos 6rgdos do sistema hematopoiético em
animais possibilita a compreensdo de possiveis desequilibrios que possam ocorrer durante o
crescimento, assim como em processos patolégicos (Tavares-Dias et al., 2000).

Os teleosteos sdo desprovidos de medula 6ssea e linfonodos (Tavares-Dias & Moraes,
2004), tendo o baco, timo, figado e rim como os érgdos imunes mestres, de forma que esses séo
importantes 6rgdos eritro, trombo e leucopoiéticos. Além disso, o bago participa do sistema
imunoldgico especifico e inespecifico (Benacon et al., 2015) e o figado estoca grande
quantidade de gordura e glicogénio, servindo de reserva energética (Tavares-Dias et al., 2006).
Os tamanhos e formas variam entre as espécies. Nas especies tropicais cultivadas o figado &
relativamente grande, alongado e de colora¢do marrom (Ranzani-Paiva & Tavares-Dias, 2002).
Fatores como infecc¢des parasitarias, estresse e outros, podem produzir alteracées no bem estar
dos peixes e nos tecidos hematopoiéticos, consequentemente, interferindo no crescimento
corporal dos animais, bem como no tamanho relativo destas visceras. Assim, a determinacao
de valores padrdo da relacdo hepatossomatica, esplenossomatica e nefrossomatica sdo de
grande importancia para compreensdo dos distarbios que possam ocorrer durante 0s processos
morbidos (Tavares-Dias et al., 2006).

As relacBes viscerossomaticas representam o percentual de massa do érgéo de interesse
em relacdo ao peso corporal. O resultado fornece um valor relativo que pode servir de base para
comparacdo entre individuos da mesma espécie em diferentes condi¢bes de sobrevivéncia ou
cultivo, com presenca de doencas de diversas naturezas ou em diferentes fases de crescimento.
Os indices hepatossomatico (RHS), esplenossomatico (RES) e nefrossomatico (RNS) podem
ser calculados pelas respectivas equacdes: RHS = (peso do figado (g) x 100) / peso corporal
(9); RES = (peso do baco (g) x 100) / peso corporal (g); RNS = (peso do rim (g) x 100) / peso
corporal (g) (Tavares-Dias et al., 2000).

O indice hepatossomético estad diretamente relacionado com o estoque energético
(glicogénio) em peixes carnivoros, sendo este encontrado em grande quantidade no figado e
musculo destes animais, responsavel, junto com os lipideos, pelo crescimento e ganho de peso
(Cyrino et al., 2000).
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Segundo Shearer (1994), em peixes juvenis o crescimento da carcaca é maior que o
crescimento das outras partes do corpo, onde 0s 6rgdos internos, com excecdo do lipidio
visceral, tendem a aumentar de peso em proporc¢des pequenas. Este mesmo autor cita que o
tamanho relativo dos tecidos e érgéos, sob condi¢bes adequadas de nutricdo sdo dependentes
apenas do tamanho do peixe e do ciclo de vida. Entretanto, em geral, sdo encontradas diferencas

marcantes em tamanho e peso do figado de peixes alimentados com diferentes dietas.

Altos niveis de proteina geralmente causam uma quebra do balanco na relagdo
energia/proteina nas dietas, fazendo com que 0s peixes supram suas necessidades em energia a
partir da elevacdo do consumo de alimento, piorando a conversédo alimentar e reduzindo o ritmo
de ganho de peso, com sérios prejuizos aos resultados econémicos das criagbes (Cyrino et al.,
2000).

Estudos mostraram que os valores da relacdo hepatossomatica encontrados eram
inversamente proporcionais aos niveis de proteina e diretamente proporcionais aos niveis de
carboidratos digestiveis dietéticos, 0 que mostra que quanto menor o nivel de proteina dietética,
maior a utilizagdo de carboidratos e a deposi¢cdo de glicogénio no figado (Hanley, 1991). Neste
contexto, variacdes na quantidade de gordura e/ou glicogénio estocados no figado influenciam
significativamente no peso deste 0rgdo, alterando assim a relacdo hepatossomatica (Tavares-
Dias et al., 2000).

Nos peixes a maturacdo sexual e o desenvolvimento das gdnadas envolvem significantes
alteracdes fisioldgicas. Assim, a medida que as gbnadas entram em processo de maturagédo
decresce o0 peso do figado e das visceras. Esse decréscimo é decorrente da reducdo da ingestao
de alimentos, que faz com que o organismo utilize parte da energia acumulada nas visceras e

no figado (Ranzani-Paiva & Tavares-Dias, 2002).

A esplenomegalia sugere o desenvolvimento de respostas leucocitarias as infecces ou
a producdo de eritrocitos para reposi¢do sanguinea em processos anémicos. O aumento no
volume do baco ocorre devido a alteragfes bioquimicas, fisiologicas e imunoldgicas necessarias
para manter a homeostasia organica como resposta as infeccdes (Lowe-Jinde, 1980). Reducao
na RES em peixes pode ser interpretada como evidéncia de contracdo esplénica, pois 0s peixes
tendem a deprimir os estoques esplénicos de eritrocitos quando em situacdo de estresse hipoxico

ambiental (Tavares-Dias et al., 2008).

Estudos revelam que o parasitismo produz reducédo (De Faria et al., 2014) e intoxicacdo

por tetracloreto de carbono, assim como processo infeccioso provoca o aumento da RES
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(Moraes, 2014). Assim, os estudos indicam que apesar do tamanho do baco e figado variar entre
as diferentes espécies de peixes, é possivel obter estimativas relativas do tamanho desses
6rgdos, com a utilizacdo das relacdes espleno e hepatossomatica, especialmente nas espécies
em que o0 peso de seus 6rgdos tem vinculagdo direta com o peso corporeo do animal (Tavares-
Dias et al., 2006).

A relacdo nefrossomatica é muito pouco descrita na literatura, e quase inexistente em
teledsteos, apesar da importante fungdo do rim nos animais. O fato de apresentar em sua
constituicdo tanto tecido excretor quanto hematopoiético (Maciel et al., 2012), reflete
diretamente na fisiologia do animal, quando submetido a condigdes sanitarias, nutricionais e de
manejo ruins (Tavares-Dias et al., 2000). Neste contexto, ressalta-se a necessidade da realizagéo

de estudos mais detalhados deste 6rgdo em animais aquaticos, especialmente em peixes.

Estereologia

A estereologia é um conjunto de ferramentas que busca analisar pela microscopia de
cortes histologicos bidimensionais a estimativa das quantidades geometricas, tais como o
volume, a area de superficie, 0 comprimento ou 0 nimero de particulas (células ou outras
estruturas) presentes nos diferentes tecidos. Ao contrario do que se pensa a estereologia possui
forte embasamento matematico e estatistico que garantem acuracia e precisdo na estimativa
tridimensional a partir de imagens microscopicas bidimensionais, desde que respeitadas as
dimensdes da amostra com colheita sistematizada e randomizacdo. A morfometria avalia
sobretudo varidveis bidimensionais atraveés de calibradores micromeétricos que fornecem
medidas convertidas em unidades reais de micrémetros (um). Estes métodos sdo, atualmente,
vistos como métodos essenciais na quantificacdo de células ou outras estruturas que compdem
os diferentes tecidos (Marcos et al., 2012), também denominado de densidade volumétrica do
orgao (Sundberg, 1992).

Em estudo realizado por Rocha et al. (1997), com figado de truta marrom (Salmo trutta
— Telostei, Salmonidae), observou que ndo havia diferenca morfométrica significativa entre
machos e fémeas e forte correlagdo entre o volume do figado e corpéreo. O parénguima
monopolizou o volume hepatico com aproximadamente 95,2%. As veias ocuparam
aproximadamente 76,3% do estroma (isto é, aproximadamente 3,8% do volume hepatico),
seguido pelos ductos biliares (aproximadamente 17,4% do estroma, e 0,8% do volume

hepético), e finalmente o tecido conectivo, artérias, e centros melanomacrdfagos (os trés
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correspondendo a aproximadamente 6,3% do estroma, e consequentemente 0,3% do volume

hepatico).

Acharezzi et al. (2015) compararam dados histologicos e morfométricos de hepatdcitos
de ratos Windstar expostos ao chad de ayahuasca (cipd de Banisteropsis caapi e folhas de
Psycotria viridis) e constataram que mesmo sem alteracfes histologicas visuais, houve
alteracdo nos parédmetros de fosfatase alcalina e gama-glutamil-transferase com diferenca
significativa na morfometria nuclear e celular entre o grupo controle e tratados, evidenciando a

importancia da técnica.
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ABSTRACT

The pirarucu (Arapaima gigas), is one of the largest freshwater fish in South America Breathing
air and carnivorous habit, doesn’t have bone marrow and lymph nodes, like others teleosts,
taking the liver important role on hematopoietic and save function, jointly to spleen and kidney.
Histology is a resource that has been increasingly use with the purpose of elucidate the
functioning of cells of tissues and their correlations. The present study aimed to appreciate the
macro and microscopic development, using hepatosomatic relationship, histomorphometry of
hepatocytes and liver volumetric density from semi-intensive system in different stages of
growth. Twenty-seven specimens were rank according to the total length. Body weight (g), total
length (cm) and liver weight were measure. After H&E liver routine histological processing of
all samples, diameter (um), circumference (M) and nuclear area (um?), hepatocyte area (pm?)
and perimeter (um) of 60 hepatocytes/specimen, were assess. The liver retained the shape and
anatomical position with the body development, with lighter coloring in four minor categories
and red brownish in the two largest. The hepatocytes architecture presented with cellular cords
organized with fish growth, except AL, without this pattern, besides the absence of
characteristic lobation. JU20 category showed greater area of hepatocytes, checking this
category the highest RHS. Hepatocytes were predominant in the liver structural formation
(66,88-87,50%) and melanomacrophage centers were view only in the two largest categories,

indicating that the defense function in smaller categories is exercised by the spleen and kidney.

Key words: fish, hematopoiesis, histology, morphometry
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INTRODUCAO

O pirarucu (Arapaima gigas, Schinz, 1822), é considerado um dos maiores peixes de
agua doce da América do Sul, podendo atingir até trés metros de comprimento com mais de
200 kg (Imbiriba 2001).

De natureza carnivora, inicia sua ictiofagia por volta do sexto més de vida (Pereira-Filho
e Roubach 2010). Sua respiracdo baseia-se na forma aérea obrigatoria gracas a peculiaridade
de sua bexiga natatéria altamente vascularizada (Almeida et al. 2011). Forma casais na
maturidade sexual, com desova parcelada, especialmente no periodo mais chuvoso na
Amazonia (Ono et al. 2004), seu habitat natural (Castello 2008).

Assim como os demais teleosteos, o pirarucu é desprovido de medula éssea e linfonodos
(Tavares-Dias e Moraes 2004), tendo o figado, bago, timo e rins como 0s 6rgdos imunes
mestres. Entretanto ha variac6es entre 0s peixes, podendo determinada espécie ter um ou mais
orgaos com tecidos mieloides e linfoides associados (Campos et al. 2008).

O figado de teledsteos desempenha fungdes iguais aos mamiferos pois é responsavel
pela assimilacdo de nutrientes, producédo de bile, detoxificacdo e outras funcbes (Genten et al.
2009). Possui papel fundamental no metabolismo, e consequentemente na excrecdo de
xenobioticos (Bernet et al. 1999) pelo seu aporte sanguineo significativo, elevada capacidade
metabolica e depurativa, por meio de sua microvascularizacao, atividade dos hepatocitos, de
células fagociticas e do sistema biliar intra-hepatico. Sendo assim, desempenha papel
fundamental na homeostase e sobrevivéncia do organismo (Hinton et al. 2001)

Pela importancia metabdlica do figado, este tem sido um importante ponto de analise
para compreensdo dos mecanismos fisiologicos e patologicos. Desta forma, o estudo de suas
caracteristicas biométricas ao decorrer do crescimento corporal, possibilitaria a compreenséo

de distdrbios que possam ocorrer em processos patoldgicos (Tavares-Dias et al. 2000),
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contribuindo para a compreenséo e elucidacdo de problemas enfrentados na piscicultura, que
geram perdas econémicas.

Uma das ferramentas que pode contribuir muito na compreensdo do desenvolvimento
hepéatico de peixes € a histologia, que vem sendo cada vez mais utilizada na aquicultura
(Cavichiolo 2009). O maior objetivo desta técnica tem sido esclarecer o funcionamento dos
tecidos quanto as células e suas correlagdes, para que a histopatologia possa contribuir para o
diagndstico de doencas, por meio do conhecimento das alteracdes patoldgicas teciduais (Rocha
et al. 1997).

Sob este contexto, o presente estudo teve por objetivou avaliar o desenvolvimento
hepatico macro e microscépico, considerando a relacdo hepatossomatica, histomorfometria e
densidade volumétrica do figado de pirarucus em diferentes fases de crescimento produzidos

semi-intensivamente.
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MATERIAL E METODOS

Amostras

Vinte e sete espécimes de pirarucu provenientes de uma piscicultura comercial de
Pimenta Bueno, Ronddnia, BR (11°40”21°S e 61°11”37°W, 18 a 40°C; umidade relativa do ar
entre 80 a 85% e precipitacdo chuvosa entre 2000 a 2500mm/ano) foram utilizados. Com base
na fase de desenvolvimento, os espécimes foram agrupados em categorias de acordo com o
comprimento total médio (CT) e peso corporal médio (P) em: alevino (AL; CT=3,48+0,13cm;
P=0,20£0,03g; n=4), juvenil 5 (JU5; CT=5,35+0,10cm; P=1,0+0,10g; n=4), juvenil 10 (JU10;
CT=9,63+0,19cm; P=5,80+0,45g; n=4), juvenil 20 (JU20; CT=21,15+0,37cm; P=65,09+6,23g;
n=4), juvenil 80 (JU8B0; CT=84,75+5,12cm; P=4.323,75+918,12g; n=4) e abate (AB;
CT=107,1445,01cm; P=9.530,0£2.696,39g; n=7). As quatro primeiras categorias eram
mantidas em tanques plasticos de 500 litros (AL, JU5 e JU10) ou de alvenaria de 5.000 litros
(JU20), sendo as trés primeiras categorias alimentadas apenas com zooplancton produzido na
propria propriedade e JU20 treinada gradativamente para ingestdo de racdo com 40-45% de
proteina bruta (PB). As demais categorias eram mantidas em tanques escavados, sendo
alimentados com racdo comercial contendo entre 40-45% de proteina bruta (PB). O sistema
utilizado na propriedade é sistema semi-intensivo com seis tratos diarios. Durante o
experimento foi realizado acompanhamento da temperatura da agua diariamente, além dos
parametros fisico-quimicos de oxigénio dissolvido, pH, aménia total e nitrito semanalmente,
por analise colorimétrica. Para tal foi utilizado kit comercial de andlise de &gua para

piscicultura.
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Biometria externa, visceral e fator de condigéo

Apos captura (redes e pucas), os espécimes foram eutanasiados por meio de imersao em
solucdo de 2-fenoxietanol (0,10 ml/L, 10min) associada a concussao cerebral por objeto
pontiagudo apos total cessacdo dos movimentos corporais. Todas as categorias foram pesadas
(9) e medidas (comprimento total, cm), sendo as amostras AL, JU5 e JU10 fixadas em
formaldeido 10% tamponado, integralmente, apds abertura da cavidade abdominal por incisdo
ventral longitudinal. As categorias JU20, JU80 e AB foram prontamente necropsiadas de acordo
com Fisher e Myers (2000). Os espécimes foram abertos por incisdo longitudinal ventral da
papila urogenital até a base do opérculo, expondo a cavidade celomatica. O exame
macroscopico foi realizado deslocando-se os oOrgdos sem retira-los da posi¢do original,
registrando-se a presenca e caracteristica de possiveis lesdes conforme Roberts e Rodger
(2012).

O figado foi removido por meio da seccdo da artéria celomatica, veia cava e veia porta
junto ao 6rgdo que, em seguida, teve a vesicula biliar dissecada e retirada na origem do ducto
biliar (Fisher e Myers, 2000), na face visceral do figado. Este foi pesado individualmente para
obtencdo da relacdo hepatossomaética atraves da formula: RHS = (peso do figado/peso
total)x100 (Tavares-Dias et al. 2000).

Para estimativa da relacdo peso-comprimento, a curva de poténcia obtida, representada
por y = a . x” foi linearizada assumindo log y = logA + B . logx, obtendo-se os valores da
constante de regressdo (A) e do coeficiente de regressao (B). Finalmente, estimou-se os valores
de a e b da curva de poténcia, sendo a=e” e b=B, para obtencio do tipo de crescimento e da
equacdo que descreve a relacdo peso-comprimento. O fator de condicdo de Fulton foi
determinado para cada grupo experimental através da formula Kf=(W/L?®)x100, onde: W=peso

em gramas e L=comprimento total em cm (Araujo et al. 1999).
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Histologia e histometria hepatica

Para analise hepética, os espécimes das categorias AL e JU5, fixados integralmente,
foram descalcificados em EDTA por dez dias, incluidos em parafina, cortados a 5 um e corados
pelas técnicas de hematoxilina e eosina (HE) e gomori. A mesma técnica foi utilizada para
fragmentos hepaéticos retirados sistematicamente como preconizado na literatura (Sundberg
1992, Marcos et al. 2012) nas demais categorias.

Para cada espécime, imagens (n=10) foram capturadas em uma camera fotogréafica
(Nikon D3100®) acoplada a um adaptador (P95-T2 1,6x DSLR) em microscépio de campo
claro (Zeiss Primo Star) na magnitude de 1000x (4608x3072 pixels). Para histometria foram
obtidos o didmetro (um), perimetro (um), e area nuclear (um?), assim como area (Um?) e
perimetro celular (um) de 60 hepatdcitos de cada amostra, mensurados aleatoriamente. O

software Motic 2.0 ML foi usado para essas analises.

Densidade volumétrica hepatica

Imagens (n=10) captadas pelo sistema anteriormente descrito, em magnitude de 400x
foram utilizadas para andlise da densidade das estruturas parenquimatosas e estromais
hepaticas. Cada imagem foi sobreposta com gradiculas ajustadas para 50.000 pixels? totalizando
294 interseccOes, que corresponderam aos pontos utilizados na técnica estereoldgica manual
classica com base na contagem de pontos (Sundberg 1992, Rocha et al. 1997). Em cada
imagem, determinou-se as densidades estruturais (%) de hepatocitos, espacos sinusoidais, vasos
sanguineos, tecido conectivo (arterial ou de sustentacao), centro de melanomacréfagos (CMMs)
e ductos biliares. O percentual de cada estrutura foi calculado para cada imagem pela seguinte
formula: estrutura (%) = (contagem total/294) x100. O software ImageJ 1.46® foi utilizado para

realizar as analises.
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Analise estatistica
Os dados biométricos do figado, histometria celular e densidade volumétrica hepatica
foram comparados entre as categorias sendo submetidos & andlise de variancia (ANOVA)

modelo univariado (Teste de Tukey, P<0,05). Para tal foi utilizado pacote estatistico SPSS 17.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas fisico-quimicas médias da agua dos viveiros de onde foram obtidos
0s pirarucus foram: temperatura — 28°C, oxigénio — 5,5mg/L, pH — 6,5, amdnia total — 1,0mg/L
e nitrito — 0,0mg/L, demostrando que os valores observados estdo dentro dos limites sugeridos

por outros autores (Soares et al. 2007), inclusive para producéo de pirarucu (Cavero et al. 2003).

Em todos os espécimes ndo foram encontradas alteracGes sugestivas de lesées macro ou

microscopicas, assim como auséncia de parasitas externos e internos.

No presente estudo a equacdo exponencial que descreveu a relagdo peso-comprimento
foi: W=0,005848.L3 (R?=0,98), e o coeficiente de correlaco linear calculado para as relacdes
logaritmicas entre o peso e o comprimento total foi de 0,99 (P<0,01), demonstrando uma
relacdo altamente positiva entre essas variaveis.

Os pirarucus avaliados apresentaram crescimento isométrico, com b=3,05, indicando
um incremento de peso e comprimento na mesma proporcao, considerado ideal para peixes (Le
Cren 1951), principalmente em cultivo. Estima-se que a constante de regressao (b) pode variar
de 2,50 a 3,50 (Le Cren 1951), e essa ampla variacdo ocorre em funcdo de fatores bidticos e

abidticos, especialmente em condigdes intensivas de cultivo.

Na literatura a relacdo peso-comprimento foi utilizada para descricdo de tipos de
crescimento em pacu (Piaractus mesopotamicus), tambaqui (Colossoma macropomum),

matrinxa (Brycon amazonicus), piracanjuba (Brycon orbignyanus), hibrido tambacu, curimbata
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(Prochilodus lineatus), tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), piavucu (Leporinus
macrocephalus) e carpa-comum (Cyprinius carpio), com resultados alométricos (Tavares-Dias
et al. 2006). Esta mesma metodologia também foi utilizada em pirarucu (Arapaima gigas),
obtendo-se resultados de crescimento alométrico positivo (Scorvo-Filho et al. 2004, Alcantara

et al. 2005) e negativo (Alcéantara e Guerra 1992, Ruffino e Isaac 1995).

Rego et al. (2008) sugerem que estudos de crescimento utilizando-se a relagcdo peso-
comprimento devem ser usados para caracterizar as diferentes estratégias de crescimento dos
peixes associando os resultados aos fatores ecoldgicos, comportamentais e fisiologicos das
espécies. Desta forma, os resultados encontrados no presente estudo sugerem que as
metodologias empregadas na criacdo dos pirarucus avaliados, associado as condigcfes

ambientais foram adequadas.

A relacdo peso-comprimento pode ser utilizada para determinar o peso, apenas quando
as medidas de comprimento sao colhidas, permitindo comparacdes e indicando condigdes entre
o crescimento de diferentes espécies (Lemos et al. 2006, Tavares-Dias et al. 2010). AlteracGes
no bem estar de peixes afetam seu crescimento corporal, bem como o tamanho relativo de seus
orgaos. Desta forma, a analise da relacdo hepatossomatica (RHS) é de grande importancia na
compreensdo de alteracdes que possam ocorrer em processos patolégicos, independentemente
de sua causa (Tavares et al. 2006). Na Tabela | sdo apresentados os valores médios encontrados
para as variaveis biométricas de peso do figado, assim como a relagdo hepatossomatica e fator

de condicdo com os respectivos desvios padrdo para os grupos JU20, JU80 e AB.
Tabela |

A andlise da relacdo hepatossomatica demonstrou que pirarucus das categorias JU20
apresentaram valores superiores quando comparados com as demais categorias. Estudos
descrevem o crescimento corp6reo do pirarucu muito rapido quando comparado a outras

espécies sob as mesmas condi¢des (Ono et al. 2004, Ono e Kehdi 2013), sem ganho de peso do
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figado na mesma proporc¢édo (Shearer 1994), como no presente estudo (P<0,01). Outro fator que
interfere na relacdo hepatossomatica esta diretamente relacionada ao estoque energético no
figado de peixes, ja descrito na literatura (Cyrino et al. 2000). Esta condicdo pode ter ocorrido
pela condicdo alimentar mais favoravel para JU20, onde as categorias AL, JU5 e JU10, vinham
se alimentando de zooplancton, uma rica fonte de nutrientes altamente digestivel, seguido de
treinamento para ingestdo de racdo comercial, resultando em acimulo energético no citoplasma
celular, como descrito em outros estudos (Tavares-Dias et al. 2000, Ono e Kehdi 2013).

Pesquisas com P. mesopotamicus (Fujimoto et al. 2007) e B. orbigniannus (Lorenz
2010, dados nao publicados) demonstram que o aumento da densidade de peixes também
podem provocar aumento da RHS, o que também pode ter ocorrido no presente estudo, Vvisto
que as categorias até JU20 sdo cultivados em tanques plasticos e de alvenaria com pequenas
proporcoes, antes de serem transferidos para tanques escavados com consequente diminuicao
da densidade.

O fator de condicao (K) é um importante indicador do grau de higidez de um individuo
e seu valor reflete as condigdes nutricionais recentes e/ou gastos das reservas em atividades
ciclicas, sendo possivel relaciona-lo as condi¢cGes ambientais e aos aspectos comportamentais
das espécies. Os resultados podem sofrer alteracGes em funcdo de fatores intrinsecos (reservas
organicas, desenvolvimento gonadal e tamanho dos exemplares) e extrinsecos (disponibilidade

alimentar, temperatura, fotoperiodo, entre outros) (Gomiero et al. 2010).

O fator de condicdo de Fulton (Kf), assume que a relacdo peso-comprimento é
isométrica, como encontrado no presente estudo, enquanto o fator de condicdo alométrico (Ka)
que as varias espécies de peixes podem ter diferentes relacdes de peso-comprimento (Rocha et
al., 2005) e o fator de condicéo relativo (Kn) considera a relacdo entre o peso observado e o

peso esperado (Le Cren, 1951).



31

A categoria JU20 apresentou valores de Kf maiores que JU80 e AB, que pode ter
ocorrido pela condicdo alimentar mais favoravel, como anteriormente descrito. A diferenca

entre JUBO e AB foi menor em func¢do do manejo padronizado para ambos.

Anatomicamente, o figado, em todas as categorias, apresentou-se compacto, sem
delimitac@o por sulcos ou fissuras, constituindo um Gnico lobo, com margem obtusa cranial e
uma margem aguda caudalmente. Em todos os espécimes estava localizado cranio-ventralmente
na cavidade celomatica, anterior ao estdmago, ventral ao es6fago e separado do coracdo por
uma fina membrana conjuntiva, o septo transverso (Figura 1 A e B), corroborando com outras

descri¢Ges em teledsteos (De luliis e Pulerd 2007).
Figura 1

As categorias menores (AL, JU5, JU10 e JU20) apresentaram figado com coloracgdo
vermelho claro, enquanto as maiores (JU80 e AB), o figado era marrom avermelhado (Figura
2 A e B). Estas observacdes corroboram com estudos que relatam sobre a varia¢do da cor do
figado em funcdo da dieta (De luliis e Pulera 2007), com vermelho mais claro pelo acimulo de
reservas energéeticas no citoplasma dos hepatécitos, e marrom avermelhada pela alta
vascularizacdo (Roberts 2000). No polo mais cranial do figado foram observadas a artéria
celomatica e veia cava, assim como em sua face visceral a vesicula biliar, veia porta e ducto

biliar comum, como descrito para os teledsteos de uma forma geral (Roberts e Ellis 2012).

Figura 2

Microscopicamente a arquitetura hepatica apresentou-se repleta de ductos, sinusoides,
capilares e veias, 0s quais se encontravam entremeados entre 0s hepatécitos poliédricos com
nacleos centrais, fortemente corados marginalmente e nucléolo evidente (Figura 3A), seguindo
a descricdo histoldgica padrdo para teledsteos (Roberts e Ellis 2012). Na categoria AL nao foi
evidenciada triade portal, enquanto JU5 e JU10 apresentaram triades em menor quantidade que

JU80 e AB, com artéria hepatica, veia porta e ducto biliar (Figura 3B). O arranjo arquiteténico
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dos hepatdcitos formava cordBes celulares que organizavam-se progressivamente com o
crescimento do peixe, com exce¢do de AL, sem este padrdo. Além disso, ndo foram observados
I6bulos envoltos por tecido conectivo em nenhuma categoria, corroborando com descrigdes

para teledsteos de uma forma geral (Roberts 2000) (Figura 3C).

A Tabela Il apresenta valores médios com respectivos desvios padrdo, intervalos de
confianga (IC - 95%) e diferengas significativas para a morfometria de hepatécitos das seis
categorias avaliadas. As categorias JU10 e JU20 destacam-se nas medidas avaliadas em relacao
as demais categorias, principalmente quanto a area média dos hepatdcitos. Nestas fases de
desenvolvimento corporal, como ja descrito na relacdo hepatossomatica, 0s hepatocitos
apresentam em seu citoplasma, grande quantidade de reservas energéticas intracitoplasmaticas
(Figura 3D), gracas ao manejo alimentar favoravel, corroborando com descrigdes por outros
pesquisadores (Tavares-Dias et al. 2000, Ono e Kehdi 2013). Outro aspecto que demonstra o
acumulo destas reservas no figado, € a mudanca gradativa de cor do figado, migrando de
vermelho claro para marrom avermelhado, corroborando com outras descricdes em teledsteos

(Roberts 2000, De luliis e Pulera 2007).
Tabela Il
Figura 3

A Figura 4 apresenta a densidade volumétrica hepatica dos pirarucus em diferentes fases
de crescimento corporal e suas relacdes. Hepatdcitos variaram de 66,88% a 87,50%, seguido
do espaco sinusoidal (6,59% a 25,50%), vasculatura (1,17% a 4,32%) e tecido conectivo (1,68%
a 4,43%). Desta forma, as densidades volumétricas hepéticas observadas do presente estudo
poderdo ser comparadas com a de outras espécies ja descritas (Hinton et al. 2001), ou com
pirarucus submetidos a manejos diferentes ou condi¢des ambientais variadas.

Figura 4
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A histologia ndo revelou a presenca de centros melanomacr6fagos no figado das
categorias AL, JU5, JU10 e JU20. Nas demais foram observados nas areas peri-portais, com
coloracdo caracteristica (Figura 5), da mesma forma como sdo visualizados nos demais
teledsteos ja descritos (Morrison 2007). Estas estruturas possuem inumeras funcdes,
envolvendo fagocitose de patdgenos, apresentacdo de antigenos na resposta imune, destruicéo,
detoxificacdo ou reciclagem de materiais enddgenos e exdgenos, depdsito de metabdlitos de
células mortas, incluindo eritrdcitos e resposta a corpos estranhos, como agentes infecciosos
(Campos et al. 2008). Desta forma, conclui-se que a funcéo imunoldgica exercida pelos centros
melanomacrofagso, nas categorias menores, é desempenhado em outros 6rgdos que constituem
0 sistema hematopoiético desta espécie, como o bago e o rim. O figado passa a desempenhar
esta funcdo posteriormente como evidenciado neste estudo.

Figura 5

CONCLUSAO

O figado de pirarucu nas fases de crescimento corporal avaliadas nao altera seu formato,
localizagdo e lobacdo. A coloracdo varia de vermelho claro nas fases iniciais de
desenvolvimento corporal a marrom avermelhado nas mais tardias tardias. O crescimento
ponderal hepatico ndo acompanha o crescimento corpdreo, assim como em outros teledsteos.
A arquitetura tecidual do figado possui aspecto cordonal dos hepatdcitos que se organizam
progressivamente com o crescimento corporal, com observacao de triades portais a partir de
individuos com cinco centimetros de comprimento. A espécie ndo apresenta lobulacdo do
figado, e o percentual de hepatdcitos predomina a estrutura hepatica, seguido dos espacos
sinusoidais em todas as categorias avaliadas. A analise morfométrica comprovou que animais
com aproximadamente vinte centimetros possuem hepatécitos maiores, relacionado ao maior

acumulo de reservas energéticas intracitoplasmaticas.
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RESUMO

O pirarucu, como é conhecido no Brasil, é considerado um dos maiores peixes de agua doce da
América do Sul. De natureza carnivora e respiracdo aérea, é desprovido de medula 6ssea como
os demais teledsteos, tendo o figado, papel importante na funcdo hematopoiética e de defesa,
junto com o bago e o rim. A histologia é uma ferramenta que vem sendo cada vez mais utilizada
com o objetivo de esclarecer o funcionamento dos tecidos quanto as células e suas correlacdes,
para que a histopatologia possa ser utilizada no diagndstico de doencas. O presente trabalho
teve por objetivo avaliar o desenvolvimento macro e microscopico, por meio da relagdo
hepatossomatica, histomorfometria e densidade volumétrica do figado de Arapaima gigas em
diferentes fases de crescimento produzidos semi-intensivamente. Foram utilizados 27
espécimes provenientes de piscicultura semi-intensiva, divididos em seis categorias de acordo
0 tamanho corporal. Foram obtidos o peso corporal (g), comprimento total (cm) e peso do
figado das trés categorias maiores. Apos processamento histoldgico de rotina em HE do figado
obteve-se, de todas as amostras, o didmetro (um), perimetro (um), e area nuclear (um?), area
(um?) e perimetro do hepatdcito (um) de 60 hepatdcitos/espécime. Também foi calculado o
percentual de estruturas hepaticas. O figado manteve seu formato e posicdo anatbmica com o
desenvolvimento da espécie, com coloracdo mais clara nas quatro categorias menores e
vermelho amarronzado nas duas maiores e mais tardias. Os hepatdcitos estavam dispostos em
corddes celulares que se organizavam progressivamente com o crescimento corporal, com
excecdo de AL, que ndo apresentou este padrdo. Além disso, ndo foi observada lobulagédo
hepética. A categoria JU20 apresentou maior area de hepatocitos, conferindo nesta categoria a

maior RHS. Os hepatocitos foram predominantes na formagdo estrutural do figado (66,88-
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87,50%) e os centros melanomacrdfagos foram observados apenas nas duas maiores categorias,
indicando que a funcdo de defesa nas categorias menores é exercida por outros 6rgdos como o

baco e rim.

Palavras-chaves: hematopoiese, histologia, peixe, morfometria
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Tabela |

Meédias, desvio padréo () e intervalo de confianga (95%) do peso
hepatico, relacdo hepatossomatica e fator de condicéo de Arapaima gigas
(n=15) de acordo com o desenvolvimento corporal, produzidos em
piscicultura semi-intensiva.

Variaveis Meédias e desvio padrao/Categorias
biométricas PF (g) RHS (%) Kf

JU20 (n=4) 2,79 £0,40% 4,29 + 0,448 0,78 + 0,005¢
(2,16-3,43) (3,59-4,99) (0,77-0,79)

JU80 (n=4) 24,80 + 3,948 0,58 +0,11* 0,51 £0,015°
(18,53-31,07) (0,41-0,75) (0,48-0,53)

AB (n=7) 53,53 + 15,25¢ 0,56 + 0,06* 0,47 £0,013%
(39,42-67,63) (0,50-0,61) (0,46-0,48)

JU20: Juvenil 20, JU8O: Juvenil 80, AB: Abate, PF: Peso do figado, RHS: Relacdo
hepatossomatica, Kf: Fator de condicéo de Fulton, ~ 8 € Letras distintas entre colunas representam

diferenca significativa (P<0,01).
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Figura 1 — Cavidade celomatica de espécime de pirarucu com aproximadamente 80cm de comprimento
(categoria Juvenil 80 — JU80) expondo localizacdo topografica do figado. (A) Vista da localizacdo hepatica logo
apos abertura da cavidade sem deslocamento das demais visceras. (B) Mesma vista de (A), mas com

deslocamento do figado, demonstrando sua topografia em relagdo ao es6fago.
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Figura 2 — Figados de pirarucu em diferentes fases de crescimento corporal. (A)

Figado de espécime com aproximadamente 20 cm de comprimento (categoria
Juvenil 20 — JU20) apresentando coloracdo mais clara. (B) Figado de espécime com
aproximadamente 80 cm de comprimento (categoria Juvenil 80 - JU80)

evidenciando coloragdo marrom avermelhado escuro.

43



44

Figura 3 — Secgdo histoldgica do fl’gado_de piraucu. (A) JU80; aspecto caracteristico cordonal dos hepatdcitos, (H&E)

(400x), Barra = 50um. (B) JU 40; triade portal com reduzida quantidade de tecido conectivo envoltério, (H&E)
(400x), Barra = 50um. (C) JU8O; triade portal com evidenciacéo do tecido conectivo envoltério em maior quantidade
do que em (B), (Gomori) (400x), Barra = 50um. (D) JU20; hepatdcitos distendidos com citoplasma repleto por

vacuolos (*) e nlcleo deslocado perifericamente (seta) (1000x), Barra = S5um.



Tabela 1
Meédias, desvio padrao () e intervalo de confianca (95%) de diferentes medidas
morfométricas de hepatdcitos de Arapaima gigas (n=27) de acordo com o
desenvolvimento corporal, produzidos em piscicultura semi-intensiva.

45

Categoria DN (pum) PN (um) AN (pm2) PH (um) AH (um?)
AL 4,34+0,038 14,06+0,09 13,450,144 40,58+1,29* 102,45+5,30*
(4,28-4,39) (13,89-14,23)  (13,17-13,73)  (38,04-43,11)  (92,06-112,83)
JUS 4,33+0,038 14,40+0,098 13,80+0,14”%  40,08+1,29* 98,21+5,30"
(4,28-4,39) (14,22-14,57)  (13,53-14,08)  (37,54-42,61)  (87,82-108,59)
JU10 4,53+0,03¢ 15,45+0,09¢ 14,66+0,14°¢ 61,13+1,29¢ 184,16+5,30°¢
(4,47-4,58) (15,28-15,62)  (14,38-14,94)  (58,59-63,66)  (173,78-194,55)
3U20 4,65+0,03° 15,41+0,09¢ 14,61+0,14¢ 91,70+1,29° 452,92+5,30°
(4,59-4,70) (15,24-15,58)  (14,33-14,89)  (89,16-94,23)  (442,53-463,30)
JU80 4,17+0,03* 15,11+0,09¢ 14,25+0,145¢  52,88+1,298 152,74+5,308
(4,12-4,23) (14,95-15,29)  (13,97-14,53)  (50,34-55,41)  (142,35-163,12)
AB 4,170,024 15,3+0,06° 14,5040,11¢ 58,84+0,98°¢ 175,59+4,00¢
(4,13-4,21) (15,18-15,43)  (14,29-14,71)  (56,93-60,76)  (177,73-183,44)

AL: Alevino, JU5: Juvenil 5, JU10: Juvenil 10, JU20: Juvenil 20, JU8O: Juvenil 80, AB: Abate, DN:

diametro nuclear, PN: Perimetro nuclear, AN: Area nuclear, PH: Perimetro do hepatdcito, AH: Area do

hepatdcito, A B C P Letras distintas entre colunas representam diferenca significativa (P<0,01).
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Figura 4 - Densidade volumétrica hepatica (%) de Arapaima gigas produzidos em piscicultura

semi-intensiva. AL (n=4), JU5 (n=4), JU10 (n=4), JU20 (n=4), JU8OD (n=4) e AB (n=7).
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Figura 5 — Imagens microscdpicas de figado de

o) £ A e

espécimes de pirarucu com aproximadamente 80 cm de

iy

comprimento (JU80) demonstrando localizacéo dos centros melanomacréfagos (setas) nas areas peri-portais (X).

(400x). Barra = 50um.
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ABSTRACT

Arapaima gigas, or pirarucu, is one of the oldest representatives of Arapaimidae family. This
species is the largest scale fish of the Amazon Basin, its natural habitat. The spleen, kidney and
thymus are important immune organs in fish, and anterior kidney is responsible for
hematopoiesis, while the posterior for osmotic regulation. The spleen compress the antigens
depurate, blood cells destruction and erythrocyte storage. Fifteen pirarucus, semi-intensively
farmed, were euthanized, measured, weighed, necropsy technique realized and grouped in
categories JU20, JUB0 and AB based on their lengths. Their kidneys and spleens were weighed
for splenic and renal relationship as harvested for H&E routinely histology. Arapaima’s spleen
follow descriptions for teleost generally, and is share into a larger and others smaller portion.
The splenic red pulp is predominant, increasing with body growth, but without proportional
weight gain. The kidney is located at the dorsal portion of the coelomic cavity, without portions.
Microscopic architecture is composed of cortical haematopoietic tissue and excretory
medullary, distinguishing the most teleost. The proximal convoluted tubules were predominant,
increasing in proportion with hematopoietic tissue whereas the body growth of specimens,

showing the enhance importance of the kidney hematopoietic activity.

Key words: histology, fish, morphometry, hematopoiesis
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INTRODUCAO

Arapaima gigas, o pirarucu, como é conhecido no Brasil, € um dos representantes mais
antigos da familia Arapaimidae. Suas caracteristicas filogenéticas, esqueleto e morfologia
externa, diferem daquelas de todas as outras espécies de peixes, inclusive seu parente africano
mais proximo, o Heterotis niloticus (Lundberg e Chermoff 1992). Esta espécie é o maior peixe
de escamas da Bacia Amazonica, seu habitat natural (Scorvo-Filho et al. 2004).

O bago, rim, figado e timo sdo importantes 6rgdos imunes em peixes. O baco concentra
a filtracdo de antigenos, realiza a hemocaterese e estoca eritrocitos (Wells e Weber 1990). O
orgao contém numerosos granulocitos neutrofilicos e eosinofilicos, tornando-se um importante
sitio de fagocitose de material particulado e células sanguineas senis, assim como de atividade
hematopoiética (Fishelson 2006).

Os rins sdo oOrgdos mistos compreendendo elementos hematopoiéticos,
reticulendoteliais, endocrinos e excretores (Roberts e Ellis 2012), com participacdo em
importantes mecanismos fisiologicos tais como osmorregulagdo, excrecdo, metabolismo
enddcrino, hemopoiese e imunitario (Ferraz de Lima et al. 1993).

Na maioria dos teledsteos, o rim é dividido em duas por¢6es: uma anterior, o pronefro,
também denominado de rim cranial, e uma posterior, 0 mesonefro, opistonefro ou rim excretor
(Ferraz de Lima et al. 1993, Yanong 2003, Costa et al. 2012). Em algumas espécies se estende
da regido cranial a caudal da cavidade celomatica, como um unico 6rgdo (Genten et al. 2009).

Poucas sdo as informacdes sobre a histologia em peixes, especialmente sobre pirarucus.
Para entdo compreender as diferentes caracteristicas histoldgicas entre as espécies, o estudo
sobre as estruturas dos diferentes 6rgdos envolvidos na funcdo imune pode ser um caminho

promissor (Maciel et al. 2012).
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O presente estudo objetivou avaliar o desenvolvimento do bago e rim de Arapaima gigas
produzidos em piscicultura comercial, levando em consideragdo o crescimento corporal, por
meio da analise das relacdes nefro e esplenossomatica, densidades volumétricas do baco e rim,

assim como 0s aspectos histomorfométricos renais.
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MATERIAL E METODOS

Amostras

Pirarucus (n=15), colhidos com auxilio de redes e “pucas” em Pimenta Bueno-RO
(11°40721°S e 61°11737°W), foram agrupados em categorias, com base no comprimento total
médio (CT) e peso corporal médio (P), da seguinte forma: juvenil 20 (JU20; CT=21,15+0,37cm;
P=65,09+6,23g; n=4), juvenil 80 (JU80; CT=84,75+5,12cm; P=4.323,75+£918,12g n=4) e abate
(AB; CT=107,14+5,01cm P=9.530,0+2.696,39g; n=7). Os espécimes da categoria JU20 eram
mantidos em tanques de alvenaria de 5.000 litros e vinham sendo alimentados com zooplancton,
e treinados gradativamente para ingestdo de racdo com 40-45% de proteina bruta (PB). As
demais categorias eram mantidas em tanques escavados, recebendo a mesma racdo,
diferenciando-os somente quanto a granulometria. O sistema de producéo adotado foi o semi-
intensivo com seis tratos diarios. Realizou-se monitoramento da temperatura da agua
diariamente, além dos parametros fisico-quimicos quanto ao oxigénio dissolvido, pH, amdnia
total e nitrito semanalmente, por analise colorimétrica. Tais procedimentos foram realizados

com auxilio de kit comercial de analise de 4gua destinado a piscicultura.

Biometria externa e visceral

Ap0s eutandsia por imersdo em solucdo de 2-fenoxietanol (0,10 ml/L, 10min) associado
a concussao cerebral com objeto pontiagudo apds cessacdo dos movimentos corporais, 0S
animais foram pesados (g) e medidos (comprimento total, cm) para obtencdo da relacdo peso-
comprimento e tipo de crescimento e, posteriormente, necropsiados segundo Fisher e Myers
(2000). A cavidade celomatica foi aberta por incisdo longitudinal ventral da papila urogenital
até a base do opérculo, expondo o baco, envolvido por tecido mesentérico, que foi dissecado.
Para retirada do rim, a bexiga natatdria foi aberta por incisdo longitudinal de sua parede por

toda a sua extensdo. Com auxilio de bisturi foram realizadas incisdes longitudinais paralelas e
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adjacentes ao rim, separando-o da bexiga natatoria modificada, por dissecacdo. O exame
macroscopico foi realizado deslocando-se os 6rgdos sem retira-los da posi¢do original,
registrando-se a presenca e caracteristica de possiveis lesdes de acordo critérios ja descritos em
outros estudos (Roberts e Rodger 2012). O bago e rim de cada especime foram pesados (g),
estabelecendo-se as relac6es esplenossomatica (RES) e nefrossomética (RNS) de cada animal,
por meio do célculo: relagdo somatica = (peso do 6rgdo/peso total) x 100, seguindo metodologia

utilizada por outros pesquisadores (Tavares-Dias et al. 2000).

Histologia e histometria do rim

Cortes transversais de aproximadamente um centimetro de espessura das regides cranial,
média e caudal de cada rim foram processadas pela técnica histologica de rotina e coradas em
hematoxilina e eosina (H&E). Para cada peixe foram captadas imagens aleatorias de cada
porc¢éo renal (n=10, 2048x1536 pixels) em microscopia de campo claro na magnitude de 400x.
O software Motic 2.0 ML foi utilizado para as mensuragdes do diametro glomerular médio
(um), didmetro médio dos tubulos contornados proximais e tubulos contornados distais (um),

assim como suas respectivas espessuras epiteliais.

Densidade volumétrica esplénica e renal

Imagens selecionadas ao acaso (n=10; 2048x1536 pixels) em 400x de magnitude foram
obtidas para estimativa da densidade volumétrica renal nas regides cranial, média e caudal. As
imagens foram interpostas aleatoriamente com gradiculas ajustadas para 50.000 pixels?
totalizando 294 interseccOes, que corresponderam aos pontos utilizados para a contagem das
estruturas teciduais em tabulos contornados proximais, tubulos contornados distais, tecido
hematopoiético, ductos coletores, centro melanomacrofagos (CMM), tecido conectivo (arterial

ou de sustentacdo) e vasos sanguineos, segundo Sundberg (1992) e Rocha et al. (1997). Para



54

analise do baco, foram utilizadas imagens em magnitude de 100x, determinando-se a densidade
volumétrica para a polpa vermelha, polpa branca, vasos sanguineos, tecido conectivo (arterial
ou de sustentacdo) e CMM, conforme técnica anterior. O percentual de cada estrutura foi

calculado para cada imagem: estrutura (%) = (contagem total/294) x100.

Andlise estatistica
Os dados biométricos do baco e do rim, da histometria das estruturas renais citadas e
as densidades volumétricas esplénicas e renais foram comparados entre as categorias pela

andlise de variancia (ANOVA) modelo univariado (Teste de Tukey, P<0,05).

RESULTADOS

As caracteristicas fisico-quimicas medias da agua dos viveiros de onde foram obtidos
0s pirarucus foram: temperatura — 28°C, oxigénio — 5,5mg/L, pH — 6,5, amdnia total — 1,0mg/L
e nitrito — 0,0mg/L. Além disso, a analise da relacdo peso-comprimento demonstrou que oS
animais apresentaram crescimento isometrico (b=3,05).

O baco apresentou-se como um 6rgédo vermelho escuro localizado na porcéo ventral da
cavidade peritoneal, proximo a grande curvatura do estbmago e flexdo do intestino, dividido
em um lobo triangular maior e outros trés menores ovais (Figura 1A).

O rim foi observado ocupando a posicdo dorsal da cavidade celomatica, ventral a coluna
vertebral e artéria aorta dorsal, dentro da bexiga natatoria modificada, ocupando toda a sua
extensdo. Em todos os espécimes apresentou-se como um 6rgdo alongado e segmentado, de
coloracdo vermelho amarronzado, com consisténcia esponjosa, sendo o rim direito sempre
maior que o esquerdo (Figura 1B).

Os paré@metros medios do peso esplénico e renal, das relacGes esplenossomaticas e

nefrossomaticas, além do comprimento renal dos pirarucus avaliados sdo apresentados na
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Tabela I. Este é o primeiro estudo que relata sobre o0 peso e comprimento do rim, assim como
a relacdo nefrossomética, de pirarucus em diferentes fases de crescimento corporal,
possibilitando a analise do desenvolvimento esplénico e renal para esta espécie.

Tabela |

As diferencas entre as categorias quanto aos pesos esplénicos e renais, assim como o
tamanho dos rins demonstram que estas visceras se desenvolvem com o crescimento corporal.
Entretanto a analise das relacbes espleno e nefrossomaticas demonstrou que os animais da
categoria JU20 apresentaram valores superiores e estatisticamente diferentes quando
comparados as demais categorias, que ndo apresentaram diferenca entre si, sugerindo ganho
ponderal de ambas as visceras menor que o0 crescimento corpdreo.

Microscopicamente, 0 baco apresentou vasos sanguineos, centros melanomacrofagos,
polpas vermelha e branca, além de ser coberto por uma fina capsula fibrosa. A polpa vermelha
apresentou-se sempre organizada como corddes esplénicos interligados, associada a capilares
sinusoides (Figura 1C), enquanto a polpa branca constituiu-se de células linfoides, vasos
sanguineos e centros melanomacréfagos formando pequenos aglomerados no parénquima
(Figura 1D).

A analise da densidade volumétrica esplénica é apresentada na Tabela 11, evidenciando
a predominancia da polpa vermelha (67,2 — 75,4%) em todas as categorias e sua crescente
percentagem, tendo os animais mais tardios valores estatisticamente superiores. A polpa branca
representou a segunda estrutura mais frequente (14,5 — 25,9%), mas decrescendo sua densidade
com o crescimento corporal, tendo os animais menores, maior densidade da polpa branca
quando comparada as demais categorias. A analise dos centros melanomacréfagos demonstrou
maior porcentagem nos animais mais tardios (5,510,2%), demonstrando sua importancia nesta

fase de desenvolvimento corporal. Vasos sanguineos e tecido conectivo ndo apresentaram
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diferencas entre as categorias avaliadas, mantendo sua percentagem durante o crescimento
corporal.

A andlise microscépica do rim demonstrou que a camada mais externa, equivalendo a
cortical, constituiu-se de tecido hematopoiético, enquanto que a regido central (medular) por
tibulos contornados proximais, tdbulos contornados distais, glomérulos e ductos coletores,
associados e pequenas ilhotas de tecido hematopoiético, por toda a sua extensdao em todas as
categorias avaliadas (Figura 1E e F).

A andlise volumétrica renal demonstrou predominancia dos tubulos contornados
proximais (43,1 — 45,2%), ndo havendo diferenca percentual entre as categorias, seguido de
tecido hematopoiético (16,6 — 26,4%), com maior percentagem nas categorias JU8S0 e AB
quando comparadas com a categoria JU20. Os tubulos contornados distais representaram 15,5
a 21,6% da constituicdo renal, decrescendo sua porcentagem com o crescimento corporal, o que
ndo aconteceu com o percentual de glomérulos, que se manteve estatisticamente semelhante
nas categorias avaliadas. A percentagem de vasos sanguineos (5,9 — 11,3%) foi diferente entre
todas as categorias, seguido dos centros melanomacrdéfagos (0,8 — 1,5%) que se manteve
semelhante nos espécimes. Nao houve diferenca quanto a percentagem de tecido conectivo (0,4
— 1,1%) entre as categorias, enquanto que JU20 apresentou maior percentagem de ductos
coletores (0,6%) quando comparado com JU80 e AB (0,04 em ambos).

Tabela Il

A Tabela Il descreve as caracteristicas histomorfométricas de diferentes estruturas
renais nas distintas fases de crescimento corporal. Estes sdo os primeiros relatos de medidas
médias glomerulares, tubulares e de altura de epitélios em Arapaima gigas em diferentes fases

de crescimento corporal.
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As células dos tabulos contornados proximais apresentaram-se cuboides com borda em
escova bem desenvolvida (Figura 1F), enquanto as células dos tubulos contornados distais,

apesar de apresentarem mesmo formato, eram desprovidas da borda em escova.

Figura 1

Tabela Il

DISCUSSAO

As caracteristicas fisico-quimicas da agua dos viveiros mostram que o0s valores
observados estdo dentro dos limites sugeridos por outros autores (Soares et al. 2007), inclusive
para producdo de pirarucu (Cavero et al. 2003). Associado a este resultado, a relagcdo peso-
comprimento revelou crescimento tipo isométrico, considerado ideal para peixes (Le Cren
1951). Outros estudos utilizam esta mesma metodologia para outras espéecies (Tavares-Dias et
al. 2006, Rego et al. 2008) e também para o pirarucu com descri¢des de crescimento alométrico
positivo (Scorvo-Filho et al. 2004, Alcantara et al. 2005) e negativo (Alcantara e Guerra 1992,
Rufino e Isaac 1995). Desta forma, os resultados encontrados sugerem que as metodologias
empregadas na criacdo dos pirarucus do presente estudo, associado as condi¢cGes ambientais
foram adequadas, ou seja, os valores observados nao sofreram interferéncia por processos

patologicos.

O bago é um dos principais 6rgaos hematopoiéticos, assim como o rim (Genten et al.
2009), e, em menor extensdo as areas peri-portais do figado. Estes 6rgdos funcionam como
sitios que filtram o sangue, destruindo células e armazenando eritrécitos (Morrison 2007).
Destroem patégenos que alcancam a corrente circulatéria, pois possuem uma extensa e

importante capacidade de defesa (Press e Evensen 1999).
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O bagco possui dimensdes pequenas e usualmente de coloragdo vermelho escura.
Frequentemente esta localizado préximo ao estbmago e curvatura intestinal, com formas
variando entre o triangular, oval e até alongado (YYanong 2003), corroborando com o presente
estudo. Pode ser Gnico ou, em algumas espécies, como demonstrado no pirarucu, ser dividido

em duas ou mais porgdes menores (Morrison 2007).

A literatura descreve o rim da grande maioria dos teledsteos dividido em duas porgdes:
uma anterior, o pronefro, também denominado de rim cranial, e uma posterior, 0 mesonefro, ou
opistonefro ou rim excretor (Ferraz de Lima et al. 1993, Yanong 2003, Costa et al. 2012), fato
este ndo observado no pirarucu em todas as fases de desenvolvimento corporal avaliadas, que
se estendeu da regido cranial a caudal da cavidade celomatica, como um Uunico 0rgéo,
corroborando com outras descricdes ja realizadas em alguns teleosteos (Genten et al. 2009).

Autores descrevem que a relacdo esplenossomatica pode ser usada como indicador de
condicdes sanitarias inadequadas, ja que a esplenomegalia pode estar relacionada a processos
infecciosos ou parasitarios (Tavares-Dias et al. 2000). No presente estudo ndo foram
identificados fatores que indicassem condicOes sanitarias inadequadas, pela auséncia de lesdes
macro e microscopicas, assim como auséncia de parasitas. Desta forma, pode-se atribuir a
diferenca observada entre a categoria JU20 e as demais ao tipo de manejo empregado. O
pirarucu, apés ser separado dos pais, € mantido em tanques de pequenas proporcdes para
desenvolvimento e treinamento alimentar com racdo comercial. Quando estdo se alimentando
apenas de racdo, o que ocorre quando seu tamanho gira em torno de 20cm de comprimento
total, sdo realocados para tanques escavados de proporcdes maiores. Durante este periodo de
treinamento e desenvolvimento, sdo realizadas capturas com pucd para biometrias de
classificagdo amostrais a cada trés dias, seguindo as metodologias do sistema semi-intensivo de
producdo (Faria et al. 2013), o que provoca constante estresse. Estudos (Branddo et al. 2006)

comprovam alteragBes sanguineas significativas em pirarucus submetidos a praticas de rotina
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em piscicultura. Este manejo também poderia provocar alteragdes esplénicas nas fases iniciais
de desenvolvimento, envolvendo, inclusive a categoria JU20. Desta forma, por ndo
apresentarem alteracdes macro e microscépicas, sao considerados sadios pela inspecéo visual,
e os dados apresentados sobre 0 bago no presente estudo dizem respeito a pirarucus criados em
sistema semi-intensivo, caracterizando esta espécie neste sistema de criacao.

Outro fator que poderia ser atribuido a diferenca da relagdo esplenossomatica observada
esta relacionado ao acentuado desenvolvimento ponderal da espécie com curvas de crescimento
bem caracteristicas, comprovada por estudos ja realizados com esta espécie (Ono e Kehdi,
2013), sem ganho ponderal esplénico proporcional (Shearer 1994). Além disso, 0 baco é um
orgao dindmico, especialmente quando a demanda por eritrécitos aumenta (Tavares-Dias et al.
2008). Portanto, os valores observados na Tabela | ndo seriam considerados patologicos para a
espécie, no sistema semi-intensivo, possibilitando a correlacdo quando da ocorréncia de fatores
relacionados a sanidade, nutricdo e manejo, que, quando inadequados, poderiam provocar
esplenomegalia ou diminuicdo significativa deste 6rgdo, como relatado em outros estudos
(Lowe-Jinde 1980, Kurovskaya e Osadchaya 1993, Barker et al. 1994, Norris et al. 2000,
Tavares-Dias et al. 2000, Maes et al. 2005, Wolf e Wolfe 2005, Tavares-Dias et al. 2006).

A arquitetura microscopica do baco do pirarucu se apresentou semelhante aos demais
teledsteos, com extensa popa vermelha predominante composta por corddes esplénicos
compostos por células eritrdides associados a sinusdides corroborando com descri¢es para
outras espécies de peixes (Genten et al 2009). O aumento de sua percentagem com O
crescimento corpéreo do animal, demonstra 0 aumento da demanda eritrocitaria, suprida por
este 6rgdo e seu papel hematopoiético (Roberts e Ellis 2012, Genten et al. 2009). Os centros
melanomacrofagos apresentaram-se como aglomerados de células pretas ou marrons, assim

como descricOes para demais teledsteos (Campos et al. 2008).
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O rim de tele6steos € um 6rgao misto compreendendo elementos hematopoiéticos,
reticuloendoteliais, enddcrinos e excretores (Morrison 2007). Nos teledsteos em geral, o rim
cranial normalmente funciona como um complexo tecido hematopoiético, podendo ainda conter
elementos enddcrinos adrenocorticais, com poucos tabulos renais observados. No rim caudal
predomina funcdo excretora com elementos renais (Genten et al. 2009), diferenciando o
pirarucu da maioria dos teledsteos, que apresentou em toda sua extensdo arquitetura externa
hematopoiética e interna excretora.

Poucos sdo os estudos estereoldgicos de rim de peixes, sendo este 0 primeiro relato sobre
densidade volumétrica de rim de pirarucu em diferentes fases de crescimento corporal.

Os néfrons de teledsteos exibem extensa diversidade morfoldgica, provavelmente como
reflexo das diferentes exigéncias e capacidades de excrec¢do de agua e retencé@o de sal em varios
ambientes. Peixes de dgua doce normalmente possuem maior nimero de glomérulos que os
marinhos (Elger e Hentschel, 1981), pois vivem em meio externo menos concentrado, como no
presente estudo. Os peixes marinhos, 0 meio em que vivem propicia a perda de agua,
apresentando glomérulos em menor tamanho e numero. Nestas espécies a branquia assume
papel importante na excrecdo de sais (Lourdes e Lima 2001). Apesar disso, mantém a mesma

arquitetura celular basica (Morrison 2007).

Estudo realizado por Wong e Woo (2006) relaciona a capacidade adaptativa glomerular
de brema de prata (Sparus sarba) em meio hipo e hipertdnico, onde o0 mesangio dos glomerulos
adaptados em meio hipotonico era mais expandido, e o limen capilar era amplo com eritrocitos
em seu interior, indicando alta capacidade filtrativa. O didmetro médio dos glomérulos nesta
espécie foi de 13 um, inferior ao observado no presente estudo (JU20=37,8+0,6, JU80=36,4
10,3 e AB=39,9 +0,3), sugerindo que em pirarucu 0s glomérulos possuem maior capacidade

filtrativa, especialmente na categoria mais tardia, AB.
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Os mesmos autores (Wong e Woo 2006), relatam, na brema de prata, o didmetro médio
de tubulo contornado proximal e espessura de epitélio, com 55-105 pum e 25-40 pm,
respectivamente. Animais em meio hiperténico aumentam o nimero e didmetro dos tdbulos,
em comparagdo ao meio hipotdnico, intensificando o papel dos tdbulos na formagédo da urina.
No presente estudo estas medidas foram inferiores (Tabela Il1) em ambos os aspectos
demonstrando que em pirarucus os tubulos tém papel inferior quando comparado a brema prata,
um peixe predominantemente de natureza marinha. 1sso se deve, provavelmente ao fato desta
espécie ser encontrada tanto em meios hiper, quanto hipotdnicos e ser capaz de se adaptar tanto
a condicOes de agua doce, quando marinhas, dependendo mais da capacidade secretoria dos

tubulos contornados proximais para sobrevivéncia (Beyenbach 2004).

A determinacdo de mudancas relacionadas ao crescimento corporal sobre os valores
biométricos e histomorfoldgicos renais e esplénicos de peixes aprimora a histologia como
ferramenta de diagnostico, melhorando tanto a sanidade de peixes quanto a industria da
aquicultura (Hrubec et al. 2001). Desta forma, a histologia € uma ferramenta que deve ser cada
vez mais utilizada na aquicultura, objetivando esclarecer o funcionamento dos tecidos quanto
as células e suas correlacGes, para que a histopatologia possa ser utilizada como ferramenta para

o diagnostico de doencas (Cavichiolo 2009).

CONCLUSAO

Com o crescimento corpdreo dos espécimes avaliados, o baco e o rim ndo alteram seu
formato e localizacdo. A coloracao de ambas as visceras mantém-se como nos demais teledsteos
e o crescimento ponderal renal e esplénico ndo acompanha o crescimento corpdreo. Na
arquitetura tecidual do baco houve predominancia da polpa vermelha, com aumento relativo

desta e dos centros melanomacr6fagos. O rim do pirarucu é alongado, se estendendo desde
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porcdo cranial até a caudal da cavidade celomatica, assim como sua arquitetura microscopica
apresenta cortical hematopoiética e medular excretora, mantendo estas caracteristicas com o
crescimento corporal, diferente dos demais peixes teledsteos. A espécie é provida de

glomérulos, tendo esta estrutura papel importante na formacéo da urina.
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RESUMO

Arapaima gigas, o pirarucu, € um dos representantes mais antigos da familia Arapaimidae. Esta
espécie € o maior peixe de escamas da Bacia Amazonica, seu habitat natural. O baco, rim e
timo sdo importantes Orgdos imunes em peixes, sendo o rim cranial responsavel pela
hematopoiese, enquanto a caudal a osmorregulacdo. O baco concentra a filtragdo de antigenos,
hemocaterese e estocagem de eritrécitos. Quinze pirarucus cultivados semi-intensivamente,
foram eutanasiados, medidos, pesados, necropsiados e agrupados nas categorias JU20, JU8O0 e
AB de acordo comprimento corporeo total, tendo os respectivos rins e bacos pesados para
obtencdo das RES e RNS, assim como colhidos para histologia de rotina em H&E. O bac¢o do
pirarucu segue as descricdes para telesteos em geral, sendo dividido em uma por¢do maior e
outras menores. A polpa vermelha predomina a composi¢cdo esplénica, com seu aumento
relativo com o crescimento corporeo, mas sem ganho ponderal proporcional. O rim ocupa a
porcdo dorsal da cavidade celomatica, sem porcbes. Sua arquitetura microscopica é composta
por cortical hematopoiética e medular excretora, distinguindo da maioria dos teledsteos. Os

tubulos contornados proximais predominaram a composi¢do renal com aumento de sua
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propor¢do e do tecido hematopoiético durante o crescimento corpdreo dos espécimes,

demonstrando a importéncia crescente do rim na atividade hematopoiética.

Palavras-chaves: hematopoiese, histologia, histomorfometria, peixe.
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Tabela |

Medias e desvio padréo (+) do peso esplénico e renal, relacao
esplenossomatica e nefrossomatica, e comprimento renal de Arapaima gigas
(n=15), de acordo com o desenvolvimento corporal, produzidos em
piscicultura semi-intensiva.

Variaveis JU20 Jugo AB
Biométricas (n=4) (n=4) (n=7)
PB (g) 0,22 +0,05% 2,85 +0,19° 6,60 + 2,77°
PR (g) 2,36 +0,35" 20,38 + 3,87° 44,89 + 13,08°
RES (%) 0,34 + 0,05° 0,07 + 0,014 0,07 + 0,014
RNS (%) 3,62 +0,35° 0,48 + 0,074 0,47 +0,05"
CTR (cm) 5,11 +0,13* 25,00 + 2,718 31,14 +1,68°

Categorias (JU20) Juvenil 20, (JU80) Juvenil 80, (AB) Abate, (PF) Peso do figado, (PB) Peso do
baco, (PR) Peso do rim, (RES) Relacédo esplenossomatica, (RNS) Relacdo nefrossomatica, (CTR)

Comprimento total do rim.
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Tabela Il

Densidade volumétrica esplénica e renal (%) de Arapaima gigas (n=15) de
acordo com o desenvolvimento corporal, produzidos em piscicultura semi-

intensiva.
JU20 Juso AB
(n=4) (n=4) (n=7)
Baco
Polpa vermelha 67,2 1,34 69,7 £1,3# 75,4 +£1,08
Polpa branca 25,9 £1,08 23,4 £1,08 14,5 0,74
CMM 3,1+0,3~ 3,3 0,2~ 5,5 +0,28
Vaso sanguineo 2,4 0,54 1,7 £0,5% 1,9 £0,47
Tecido conectivo 1,3 +£0,84 1,9 +£0,8~ 2,7 +0,84
Rim
Tuabulo contornado proximal 45,2 £3,2» 43,1 +1,8~ 442 +1 47
Tubulo contornado distal 21,6 +1,88 20,0 +1,0%8 16,5 +0,8*
Glomérulo 2,9 £0,44 3,3 0,2~ 2,9 £0,24
Tecido hematopoiético 16,6 £3,2~ 25,6 £1,8° 26,4 £1,48
Ducto coletor 0,6 £0,1® 0,03 0,94 0,04 +0,1~
Centro de melanomacréfagos 0,8 £0,44 1,5 0,24 1,3 £0,24
Tecido conectivo 1,1 0,34 0,4 £0,2~ 0,4 £0,1~
Vasos sanguineos 11,3 +0,6¢ 5,9 0,34 8,2 0,38

Categorias (JU20) Juvenil 20, (JU8S0) Juvenil 80, (AB) Abate, ~ B representam diferenca (p<0,05) entre

categorias.
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Figura 1. Cavidades celomaticas de Arapaima gigas expondo as visceras e microscopia de luz em H&E de bago
e rim. (A) Topografia esplénica em relagdo as demais visceras celométicas. (B) Bexiga natatdria aberta expondo
trabéculas que realizam as trocas gasosas (a) e o rim centralmente (b). (C) Corte histolégico de baco
evidenciando polpa vermelha (*), polpa branca (**), vaso arterial (seta), venoso (cabega de seta) e centros
melanomacroéfagos (seta pontilhada). Barra = 100um. (D) Histologia do baco em maior aumento evidenciando
a polpa vermelha (a) e polpa branca (b). Barra = 50um. (E) Corte transversal apresentando arquitetura renal;
regido cortical constituida por tecido hematopoiético (quadrado negro) e medular com estruturas renais tipicas
(***). Barra = 150um. (F) Mesmo rim em maior aumento demonstrando as estruturas arquiteténicas renais e
hematopoiéticas. Notar os centros de melanomacrofagos (seta branca), glomérulos (cabega de seta branca) e

tibulos contornados proximais com bordas em escova (a). Barra = 50um.
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Meéedias e desvio padréo (x) de diferentes medidas morfométricas de porgdes de
néfron de Arapaima gigas (n=15) de acordo com o desenvolvimento corporal,
produzidos em piscicultura semi-intensiva.

Estrutra e )
Diametro glomerular (um) 37,8 £0,6® 36,4 £0,3* 39,9 +0,3¢
Diametro do tabulo contornado proximal (um) 35,4 +0,58 30,5+0,3* 31,1+0,2~
Altura do epitélio tubular proximal (um) 12,6 £0,2® 10,3 0,1~ 10,8 £0,1~
Diametro do tabulo contornado distal (um) 35,9 +0,78 33,5+0,4~ 35,8 +0,3°
Altura do epitélio tubular distal (um) 12,1 +0,3¢ 10,3 +0,1~ 11,0 +0,1®

Categorias (JU20) Juvenil 20, (JU80) Juvenil 80, (AB) Abate, * & © representam diferenca (P<0,05) entre

categorias.



