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Background: Este trabalho teve como objetivo descrever as histologicas hepaticas de100 juvenis
de surubim tricross, em condigdes de altas concentragdes deamoniatoxica ou ndo ionizada(24.09
+ 2.1 g) epH alcalino (8.66 + 0.53) por 30 dias em sistema de recirculagdo de agua. Como
referéncia, 10 caixas de polietileno de 100 litros de capacidade total foram utilizadas. Seis
exemplares foram eutanaziados para a retiradade material, totalizando 12 fragmentos dehepaticos
aleatoriamente, que foram fixados em solugdo de formalina tamponada neutra de 10%.
Posteriormente os tecidos hepaticos foram submetidos ao processamen tohistologicoaut
omatizadopara a confecgdo de laminas histologicas, que foram analisadas e fotomicrografadas ao
microscopiooptico. As alteragcdes observadas no parénquima hepatico constituiramauséncia de
divisdo lobular, com a presenca de células de Kupffer hiperpigmentadas,hipertrofia de hepatocitos
perisinuisoidais, degeneracdo citoplasmatica e nuclear de hepatocitos, estase biliar congestiva
fibrotica,areas focais de necrose, presenga de septo fibroso colagénico (ou nao-colagénico)
parenquimatico, espaco venoso portal perifibroso;cirrose avangada eactimulo de tecido fibroso
reticular, inicio de processo regenerativo tubulosinoisal; fibrosereticular de espagos portais. A
histopatologia hepatica do surubim tricross demonstrou toxicidade hepatica intensa,
possivelmente contribuindo para baixa taxa de sobrevivéncia (Ts=20%). Assim, entende-se que
estudos histopatologicos hepaticos podem serutilizados como biomarcadoresda qualidade da
agua, os quais possibilitam formas apropriadas de avaliacdo da sanidade, saude e manejo
alimentar de peixes cultivados, ja que as interferéncias na variagdo sazonal liminologica neste
estudo podem permitirmedidas profilaticas para evitar altas taxas de mortalidadedos animais e
consequentementemaior viabilidade da produgdo com maior sustentabilidade.
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INTRODUCTION

estimado que mais de 59.51 milhdes de pessoas estdoenvolvidas com
o setor primario dapesca e aquicultura (FAO/ONU, 2020). Os
desafios e dificuldades enfrentados pelos setores de producdo

A populagdo no planeta terra em 2025 ¢ estimada em 9.7 bilhdes de
pessoas ¢ este crescimento populacional demanda maior produgdo
anual alimentos (Rosini ef al., 2019). Da mesma forma, o cenario do
mercado da pesca e da cadeia produtiva da aquicultura tém
demonstrado o significativo e crescente fornecimento de alimentos,
nutri¢do, geragdo de emprego e renda a niveis internacionais. Em
recente relatorio da Food and Agriculture Organization of the United
Nations “The State of World Fisheries e a aquicultura: sustainability
in action”, (FAO/ONU, 2020), destacam os principais desafios diante
das evidéncias na readequacdo aos modelos de gestdo, da
superexploragdo dos estoques e recursos pesqueiros, ¢ ainda das
necessidades de acesso e distribui¢do de renda, através de politicas
publicas mais adequadas e com maior sustentabilidade. Muito
relevante se torna esta perspectiva, pois somente em 2018 foi

pesqueira e aquicola mundial so justificados pela alta diversificagdo
dos modelos produtivos, dado a heterogeneidade dos sistemas de
aquicultura, pricipalmente em termos de espécies, formas e locais de
producdo, colheita, processamento e distribuicdo em toda cadeia de
abastecimento (escalas), requerendo atributos e manejo adequado
para prevenir a contaminag@o, o desperdicio ¢ a perda da produgdo
(Naylor et al., 2021). Os enfoques da literatura especializada estdo
voltados para a seguranca alimentar e as cadeias de valores, com
generalizacdes das praticas de producdo, esgotamento de recursos
naturais e restricdes ambientais, as quais sdo, da mesma forma,
limitadas devido asuperintensificacdo produtiva em sistemas naturais,
problemas na adaptag@o alimentar e de polui¢do ambiental — entrada e
saida de nutientes e o surgimento de doengas emergentes (Araujo et
al., 2021).
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O manejo aquatico dos ambientes de cultivo de peixes, em especial a
piscicultura, demonstram grande sensibilidade as variagdes sazonais
fisicas e quimicas da 4agua, necessitando de monitoramento
permanente (Shalaby et al., 2021), os quais requerem cuidados na
escolha dos tipos, quantidade e qualidade nutricional,
reaproveitamento dos alimentos ofertados e sistemas autodepurativos,
tendo em vista que estes materiais podem alerar condigdes
mofofisioldgicas dos peixes cultivados, com consequente alta taxa de
mortalidade e prejuizos produtivos. Dos principais dejetos liberados
ou produzidos nos sistemas aquicolas, muitas substanciasprovocam a
anorexia e, dependendo da espécie, a disponibilidade ¢ presenga em
excesso de  compostosnitrogenados ndo ionizado  causam
toxidadepricipalmente no aparelho respiratorio (braquial), excretor
(pele e rins)e digestdrio (boca ao reto e 6rgaos anexos, como figado
por exemplo). As consequéncias de sistemas produtivos com entrada
de vias de infeccdo (infestag@o) e contaminagio (toxidade) s@o o fator
ambiental mais limitante no desenvolvimento e bem-estar animal
(Araujo et al., 2021). A literatura especializada relata avaliagdes dos
efeitos diversos de poluentes industriais, metais pesados,
combustiveis, agrotoxicose outras substdncias em excesso nos
ambientes (ecosistemas) naturais e ou de cultivo, que sdo capazes de
provocar stress nos animais e comprometer o seu desempenho
produtivo devido as essas limitagdes impostas (Islam et al., 2021).

Diversos estudos sugerem relatos da importancia das relagdes da
sanidade ambiental do local de cultivo e das condigdes de satde dos
animais em cativeiro (Shalaby et al., 2021). O stress dos animais
expostos aos compostos nitrogenados (Nirato, Nitrito, Amonia Total e
ou ndo lonizada), juntamente com outras substincias quimicas,
causam eutrofizagdo da agua (Mallasen et al., 2012; Rosini et al.,
2019 ) e podem levar a respostas ao equilibrio dindmico e fisiologico,
sejam eles de origem neuroendodcrina, idnica, osmoética, homeostasia
(Zhang et al., 2019), anorexia (Islam et al., 2021),imunodepressao,
apoptose (Li et al., 2020; Ardujo et al., 2021) e alteragdes no
metabolismo de uréia (Song et al., 2022). Os compostos a base de
nitrogénio em altas concentra¢des na aguasdo capazesde causar
alteragdes patologicasassociadas aossistemas organicos ou seja,
alteragdes da histofisiologia, pricipalmente dos sistema digestorio, e
dos orgados vitais (branquias e ao figado). Os principais efeitos
danosos aos peixes expostos a alteragdes limnoldgicas séo:
deslocamento do epitélio, hiperemia, taquicardia,necrose  nas
branquias e danos no tecido hepatico, como vacuolizagdo e
hipertrofia dos hepatdcitos (Shahid et al., 2021; Islam et al., 2021).
Ainda,substitui¢do da microbiota digestiva (Matinez-Pocha et al.,
2021), alteragdes hematoldgicas (Shalaby et al., 2021; Islamet al.,
2021), causando distirbios comportamentais, reprodutivos,
alimentares e nutricionais (Lall e Kaushik, 2021) e de resisténcias a
doengas infecciosas (MacFadden et al, 2018; Resende et al., 2020;
Musoke et al., 2021).

O pH ¢ outro fator limitante nos ecossistemas produtivos pois em
sinergia com outros fatores abidticos reduzem ou aceleram da
fisiologia dos peixes, a degradag@o e sintese de substincias na agua,
comprometendo respostas efetivas as variagdes e oscilagdes
ambientais (Zhao et al., 2020). O pH da agua em sistemas de cultivo
deve ser monitorado pois possuem interagdes abidticas com outros
pardmetros, em especial os compostos nitrogenados, visto que
osefluentes provenientes das racdes e excrementos dos peixes sdo
compostos porAmonia (Amonia total) e sdo convertidos em amonia
ionizada (NH,4") e ndo iomizada (NH;") (Moraes e Polez, 2004; Rojas
e Sanches, 2006;).Acredita-se que através de estudos histopatologicos
dos tecidos dos peixes seja possivel avaliar as condi¢des e interagdes
entre os fatores ecossistémicos e os organismos aquaticos (Shahid et
al., 2021) epara esses mesmos autores os esforcos para detectar
alteracdes no figado tornam-se relevantes, visto que este é de extrema
importancia no metabolismo de diversas substidncias.Assim, a
histopatologia hepatica pode ser utilizada como metodologia
adequada para a deteccdo da exposi¢do de peixes a diversas
substancias e de atividades antropicas ambientais (Faccioli et al.,
2014; Viana et al., 2021). Nesse contexto, objetivou-se neste estudo
identifiar os efeitos histopatologicos hepaticos em surubins tricross
em condigdes limnolodgicas expontineas com altas concentragdes de

Amonia ndo Ionizada e pH alcalino em protocolo experimental em
sistema de recirculagdo de agua.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada e registrada na Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Catélica Dom Bosco sob o
protocolo n® 006/2019. Os experimentos foram desenvolvidos nos
Laboratorios de Patologia e anatomia Patologica e de Produgdo e
Sanidade de Peixes na Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB),
em Campo Grande (MS), com duragdo de 30 dias de experimento.
Cem (100) espécimes de surubins hibridos tricross, resultados de dois
cruzamentos interespecificos entre o macho do (Pseudoplatystoma
corruscam: Pimelodidae) e a fémea do cachara(Pseudoplatystoma
reticulatum: Pimelodidae) e o jundid amazdénico (Leiarius
marmoratus: Pimelodidae:), resultando no pintachara que foi cruzado
com o Jundiad-da-Amazodnia (Leiarius marmoratus), provenientes da
Estacdo de Piscicultura Isca Viva,situada nasmargens da BR 163, Km
232, nomunicipio de Rondonodpolis (MT), Brasil (Figura 1).

MATQO GROSS0
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Fonte: Dados de Pesquisa

Figura 1. Estacio de Piscicultura Isca Viva, Rondonépolis (MT),
Brasil

Aferiu-se a qualidade da agua diariamente durante 30 dias,
(temperatura média, oxigénio dissolvido,pH, amoénia total e amdnia
toxica), de acordo com os protocolos de Wedemeyer (1997); Lima et
al. (2013). Ao final do experimento,com 30 dias de exposi¢do
espondnea a amonia toxica ¢ em pH alcalino, seis animais foram
selecionados aleatoriamente e anestesiados em solugdo aquosa de
benzocaina (50ppm) de acordo com os pressupostos de Navarro et
al.(2006). Para coleta dos fragmentos do figado os seis exemplares
foram eutanasiados por resfriamento rapido em solugdo de
benzocaina a 4° C, de acordo com Fujimoto (2015); Honorato et
al.(2015) e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal, do Ministério de
Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo — CONCEA/MCTI, (Brasil, 2015 p.
34). Realizaram-se incisdes ventrais e superficiais na cavidade
abdominal para a retirada dos figados, que foram rapidamente
removidos e fixados em solugdo tamaponada neutra a 10%.Em
fragmentos pequenos e apds desidratacdos em sequencia gradativa de
alcool foram incorporados em parafina, e por microtomia obtiveram-
se cortes de 4um de espessura. Para a coloragdo dos tecidos utilizou-
se Tricromico de Mallory e Reticulina com impregnagdo de Prata. As
laminas histologicas foram avaliadas ao Microscopio Optico
Composto (MOC) de luz, da marca Carl Zeiss Microscopy GmbH,
modelo Axio Scope Al, com o auxiliosofiware de imagem ZEN
Lite(Blue Edition), em aumentos de 40, 100, 400 e 1000x. As imagens
dos tecidos foram fotografadas por uma camera Axiocam 503 color
acoplada ao MOC. Todos os procedimentos para a confeccdo das
laminas histolégicas foram de acordo cvom os protocolos de Caputo
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et al. (2010). A taxa de sobrevivéncia (S=taxa de sobrevivéncia) foi
calculada pela diferenga entre os nimeros de peixes vivos € mortos,
em porcentagem (%) ao final do experimento, de acordo com Oliveira
et al. (2018).

RESULTADOS

Taxa de sobrevivéncia e Qualidade da Agua: Ao final do
experimento registrou-se umaTaxa de Sobrevivéncia de 20%, sendo
que 51.88% foram levados a Obito nas primeiras 24 horas de
exposicdo espontdnea. Os animais mantidos no sistema de
recirculacdo de agua em condigdes aquaticasalteradas durante os 30
dias de experimento e de acordocom as aferi¢des registradas abaixo:
temperatura de 25.47 + 1.40°C, pH em torno de 8.66 = 0.53, com
oxigénio dissolvido em 5.14 + 1.40 mg/L, amoénia total 3.11 + 0.6
mg/L e amodnia ndo ionizada em 1.28 + 0.25 mg/L. Identificou-se
nesta pesquisa que a Amonia Total e ndo Ionizada, ultrapassaram os
limites toleraveis para a criagdo de peixes, atingindo o patamar médio
de 3.11 £ 0.6 mg/L e 1.28 + 0.25 mg/L. Corrobora-se com a
justificativa para esse fato avaliado queos altos limites de compostos
nitrogenadosque de 100% da alimentacdo ofertada aos peixes criados
em cativeiro, 70% ndo ¢ consumido e ¢ excretado (Cargine Jodo,
2021). Da mesma forma, aferiu-se conjuntamente pH das caixas e
verificou-se que se encontrava alcalino, com média geral em torno de
8.66 = 0,53. Observou-se que as concentragdes de amodnia nao
ionizada variaram de acordo com o pH, ou seja, quanto mais alcalina
a composicdo da agua das caixas, maior o nivel de amoénia ndo
ionizada, e consequentemente maior a toxicidade e maior o niimero
de mortos.

Caracterizacio Histopatolégica: De modo geral, o estudo
histopatolégico do figado de surubins hibridos tricross apresentou
alteracdes extensas, causados supostamente pelo alto grau de
toxicidade da 4gua, e podem ter influenciado nos aspectos
morfofisiologicos dos animais, podendo ser visualizadas nas Figuras
2 (AeB).

eb

(¢

Fonte: Dados de Pesquisa

Figuras 2. (A) Parénquima hepatico (ph); septo fibroso dividindo o
parénquima hepatico (seta amarela); auséncia de divisido lobular hepatica
(adlh); fibrosa (cps); parénquima hepatico (ph). (B) cirrose avancada com
fibrose reticular (asteristico;) fibras reticulares (seta fina); células de
Kupffer (seta vermelha grossa); inicio de processo regenerativo tubular
(iprt); estagnaciio biliar (eb); fibrose em espaco portal (fep); espaco
venoso portal (seta roxa); luz (L).

Através de cortes histologicos panoramicos, detectou-se no figado de
jundiaras uma superficie externa se alongando pelo parénquima
hepatico. Ndo se constatou divisdes loburares no parénquima hepatico
(Figuras 2 A). Por meio da coloragdo por tricromico de Mallory o
parénquima hepatico apresentou-se sem septosou divisdes lobulares,
com hepatdcitos hipetrofiados, geralmente envolvidos por fibras
colagénicas e ndo-colagénicas pouco diferencidas, mas com
diferentes tonalidades de azul (maiorias espessadas — a finas) (Figura
2A). Essas proteinas se dispdem difusamente, as vezes de modo
aglomeradoentre os hepatocitos de diferentes tamanhos e contornos.
Dispostos irregularmente, os componentes celulares hepaticos

sinusoisdais  eramhipertréficos, possuiam aspecto  fibrético,
encapsulados, ou reduzidamente atrofiados ou levemente
hiperplasicos (Figuras 2 A). Os veios venosos possuem

luzabrangentes, aparentemente vazios. Neste mesmo método de
coloragdo, os hepatdcitos se posicionavam geralmente em ntimero
detrés, quatro ou mais, circundando o seio venoso porta-hepatico e foi
possivel identificar varios espagos intersinusoidais em tecidos
adjacentes aos hepatocitos (Figuras 2 A). Através do método de
impregnagdo pela Rerticulina (Figura 2 B), notou-se a presenga de
células com aparéncia de “células de Kupffer” fortemente coradas,
com citoplasma granuloso enegrecido, supostamente pela
impregnagdo pela prata. Visualizou-se numerosas “bolsas reticulares
amorfas”, aparentemente envolvidas por densas camadas de fibras
reticulares, encapsulares, contendo liquidos retidos, com provavel
estagnagdo de liquidos biliares. Evidenciou-se a presenca de
processos regenerativos tubulares, agrupados e dispersos ao longo do
parénquima hepatico, fortemente impregnado por prata, e de
tonalidade marron escuro (Figura 2 B).

DISCUSSAO

Atualmente a toxicologia aplicada aos estudos de animais de cultivo
vem sendo utilizada como valorosa metodologia de avaliar as
condigdes de vida e para manejo (Righi et al., 2003). Toda substancia
quimica possui propriedades que podem produzir efeitos danosos aos
sistemas biologicos (substincia toxica), sendo determinada pelas
condigdes de exposigdo: vias, tempo, concentragdes, espécies, idade,
sexo e etc. Neste estudo aferiu-se a os niveis de Amonia Total, que
possibilitou os célculos para os niveis de Amdnia Toxica ou ndo
ionizada, como demonstrado por Francis-Floyd et al. (2009), em
aguas superficiais naturais, a amonia ocorre em duas formas: amonia
ionizada, NH4", ¢ ndo ionizado amdnia, NH;. Nesta pesquisa
destacam-se  dois  pardmetros  limnoldgicos  alterados: o
pH(alcalinidade) e os niveis de amoénia toxica (nfo ionizada).
Entende-se que os surubins tricross foram expostos a pHalcalino,
alterando sua homestasia, conforme relatado por Miron ef al. (2008)
para jundias (Rhamdia quelen: Heptapteridae). As evidéncias
histopatolégicas constatadas no figado dos surubins tricross podem
serdevido a alcalinidade da dguae podem causar desequilibrio acido-
basico e promovem a deficiéncia na regulacdo idnica e excre¢do
deamonia (Wood, 2001). Ja houve relatos na literatura especializada
de que peixes expostos a aguas alcalinas aumentam a concentragdo de
amoOnia plasmatica e tecidos, por serem responsaveis pela deposicdo
de NHjsna agua como demonstrado por Moraes e Polez (2004) em
trairas (Hoplias malabaricus: Erythrinidae). De forma semelhante
Gomez et al.(2020) identificaram a influéncia do pH e toxicidade de
poleiros de espinhos (Leiopotherrapon unicolor:Teraponidae),
demostrando a sinergia existente entre o pH e os compostos
nitrogenados.

Lease et al. (2003) ja havia afirmado anteriormente que agentes
estressores isolados, sdomenos toxicos (prejudiciais) aos peixes em
ambientes de cultivo, do que quando combinados(sinérgicos). Esses
mesmos autores afirmam que o pH elevado (alcalino) e altas
concentragdes de amonia, as tornam a amodnia ndo ionizada mais
danosas aos oOrgdos dos peixes, como constatado no figado de
surubins tricross e em outros estudos realizados por Benli et al.
(2008), para tilapias (Oreochromis niloticus L.), onde evidenciaram
alteragdes nos tecidos hepaticos, com necroses focais e vacuolizagio
glicogénica. Aravés das afericdes dos pardmetros quimicos da agua
neste estudo, os surubins tricross estavam sujeitos a condigdes
aquaticas improprias para a espécie, pois os niveis de Amdnia toxica
detectados causam toxicidades hepaticas.Para Turcios e Papenbrock
(2014) e Cargnin e Jodo (2021),s os nutrientes, em especial os
compostos nitrogenados como descritos neste estudo, provém dos
teores de proteinas encontrados nas ragdes ofertadas e ou produtos de
excre¢do, que apds sua deposicdo, passam por diversas
transformagdes quimicas com niveis diferentes de toxicidade em
altaconcentracdo na agua de cultivo.Em relagdo as condigdes
abidticas que os surubins tricross foram espontaneamente
expostosnesta avaliagdo histopatologica, Michael et al. (1996) ja
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haviam explicado que tanto o pH como os niveis de Amonia sdo
fatores abioticos importantes para a criagdo de peixes, pois interferem
na excre¢do de NHjpelos peixes e, conseqilientemente, no acumulo
deste composto no plasma e nos tecidos. Genericamente corrobora-se
com Coldebella ef al. (2020) que relatam que a qualidade da dgua dos
locais onde foram condicionados os surubins tricross se assemelha as
abilticas e bidticas de um sistema, sendo estes interdependentes, ja
que sdo reguladoresdo fluxo e disponibilidade no ecossistema.
Segundo esses mesmos autores, os compostos a base de nitrogénio
devem ser monitorados constantemente, tendo em vista que sdo
fatores determinantes e responsaveis pela reproducéo de organismos
aquaticos, produgio primaria e eutrofizagdo do ambiente de cultivo. E
evidente que as interagdes estressantessdo frequentemente nio linear,
justificando os estudos (avaliagdes) simultaneos, porque um agente
estressor unico pode ser previsivel, e ndo ser robusto para explicar
mudangas morfofisiologicas como respostas para o melhor
desempenho e sobreviéncia (Mckenzie et al., 2016; Gomezet al.,
2020).

Os estudos da influéncia da qualidade da agua, do pH e concentragdes
de amonia toxica em ambientes de cultivo,podem ser avaliados pela
sua capacidade de alterar morfofisiologicamente os peixes, ou seja, as
mudancgas estruturais ocasionadas(como e qual foi a resposta ao
estresse hidrico?) (Gomezet al., 2020). Este foco de pesquisa vem
recebendo maiores atengdes na atualidade e como relatado por
Ribeiro et al. (2017), a amodnia ndo ionizada é o fator ambiental mais
limitante que afeta a qualidade da agua, influenciando no crescimento
e sobrevivéncia dosorganismos aquaticos, promovendo alteragdes nos
orgdos vitais, como o figado. Em altas concentragdes de amonia ha
reducdo dopH sanguineo, o que interfere na osmorregulacdo,
acarretamnto na perda de agua e diminui volume anatomo-hepatico
(Ribeiro et al., 2017), como relatando emlambaris (Bryconops
caudomaculatus: Characidae) resultados semelhantes desta pesquisa
com surubins tricross. Sob efeito de altas concentragdes de amdnia e
pH alcalino, esses autores constataram alteragdes morfoldgicas no
figado como a congestdo, necrosede hepatocitos, dilatagdo sinusal,
hipertrofia de células de Kupffer e desordem celular hepatica. Os
surubins tricross analisados neste estudo apresentaram o parénquima
histologicamente continuo (sem septos lobulares), como comum em
mamiferos, e da mesma forma descrita genericamente para peixes por
Fath El-Bab (2004). Outra evidéncia constatada e avaliada nesta
pesquisa foi semelhante em um estudo comparativo realizado por
Sales et al. (2017) comtrés diferentes espécies de Teleosteos de dgua
doce, onde constataram emtrairas (Hoplias aff. Malabaricus:
Characiformes) tubosinusoides hepaticos circundados portrés a quatro
hepatocitos, aparentemente circundados com pequena veia lobular
central, muito semelhante nos surubins tricross aqui estudados.

CONCLUSIONS

A toxicidade causada pela exposi¢do espontanea dos surubins tricross
a amonia toxica (ndo ionizada) é dependente do pH, confirmando a
ocorréncia de alteragdes no parénquima hepatico, principalmente
necroses focais e origem do surgimento de tecido fibrotico
generalizado.
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