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RESUMO

As lesbes coronarianas ja foram relatadas em espécies de peixes anddromos, com caracteristicas
semelhantes as observadas em aterosclerose humana, mas ndo em peixes cultivados sem interferéncia de
padrdes reprodutivos. Objetivou-se descrever lesdes coronarianas em beijupira (Rachycentron canadum)
criado em sistema offshore, em 54 exemplares coletados ao longo do cultivo de oito meses. Amostras de
tecido cardiaco de alevinos e juvenis foram submetidas & analise histopatologica e & microscopia
eletronica de transmissdo (MET), para visualizagdo de lesfes coronarianas, sendo as laminas histologicas
coradas pela técnica de hematoxilina-eosina, acido periddico de Schiff, alcian blue e reticulina de
Gomori. Exames realizados pela fotomicroscopia de luz evidenciaram lesGes arteriais caracterizadas por
hiperplasia das tnicas intima e média de artérias corondrias em, respectivamente, 29,63% e 79,63% dos
animais, com reducdo do ldmen arterial. Na MET, foram observadas alteraces na estrutura das
corondrias com espessamento do endotélio e membrana basal, proliferacdo de fibroblastos e fibras
coldgenas, com acumulo de material lipidico subendotelial, residuos celulares aderidos a membrana basal
e vesiculas pinocitéticas com presenca de lisossomos isolados. Constatou-se que 0s peixes da espécie
Rachycentron canadum criados em cativeiro desenvolvem lesdo arterial do tipo cronica degenerativa
inflamatoria.

Palavras-chave: aterosclerose, hiperplasia, histopatologia, microscopia eletrbnica de transmissao,
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ABSTRACT

The coronary lesions have been reported in species of anadromous fish with similar characteristics as
those observed in human atherosclerosis, but not in farmed fish without interference of reproductive
patterns. This study aimed to describe coronary lesions in beijupira (Rachycentron canadum) farmed in
an offshore system, in 54 specimens collected along an eight month cultivation period. Samples of heart
tissue of fry and juveniles were subjected to histopathological analysis and transmission electron
microscopy (TEM) for visualization of coronary lesions, the histology slides were stained using
hematoxylin-eosin, periodic acid Schiffh, alcian blue, and reticulin of Gomori. Examinations performed
by light microscopy showed arterial lesions characterized by hyperplasia of the intima and media tunics,
respectively in 29.63% and 79.63 % of the animals, with reduced lumen. In TEM changes in the structure
of the coronary endothelium and thickening of the basement membrane, proliferation of fibroblasts and
collagen fibers, with subendothelial accumulation of lipid material, cellular debris adhering to the
basement membrane and presence of pinocytotics vesicles and isolated lysosomes were observed. It has
been found that the Rachycentron canadum fish species farmed in captivity develop arterial lesion of the
chronic inflammatory degenerative type.

Keywords: atherosclerosis, hyperplasia, histopathology, transmission electron microscopy, Rachycentron
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INTRODUCAO

Os processos degenerativos arteriais podem
ser classificados em arterioscleréticos e
aterosclerdticos, sendo a aterosclerose uma
variante morfolégica da arteriosclerose. O termo
“arteriosclerose” designa o endurecimento das
artérias e é relacionado a uma gama de processos
que englobam o espessamento arterial e a perda
de elasticidade das artérias (Robbins, 2000).

Existe uma série de alteragdes da parede vascular
que precedem o surgimento da aterosclerose,
tais como hiperplasia da intima, aparecimento
de células espumosas/macréfagos, acimulo de
colesterol, agregacdo plaquetéria, trombogénese
e inflamacéo tecidual, levando a uma hipertrofia
nas tanicas arteriais (Daoud et al., 1964; Stary et
al., 1995; Subbotin, 2007).

As tunicas arteriais podem apresentar alteracées,
como o aumento das células que formam uma
multicamada entre a membrana elastica interna e
a muscular e o aumento do tamanho das fibras
musculares lisas que formam a tdnica média da
parede arterial, gerando hiperplasia. Com o
espessamento da t(nica média arterial, ocorre a
expressdo da alfa-actina no muisculo liso,
permanente ou transitoriamente, progredindo
para uma lesdo aterosclerética (Stary et al.,
1995).

Em peixes teledsteos, as patologias relacionadas
ao sistema cardiovascular ndo possuem ainda
uma etiopatogenia definida por serem pouco
pesquisadas. Em alguns estudos, as alteracdes
coronarianas em peixes teledsteos foram
associadas a maturacdo sexual e & desova em
salmdo (Robertson e Wexler, 1962) e em truta
arco-iris (Schmidt e House, 1979).

Em humanos, verificou-se que, quando o
endotélio vascular perde a capacidade de manter
um equilibrio entre as tGnicas, a camada intima
fica exposta e a aterosclerose evolui, provocando
um espessamento da camada média. O estresse é
um dos principais responsdveis por esse
espessamento das camadas arteriais (Willis,
1953).

Na aterosclerose, doenca inflamatéria crénica,
tem sido defendida a ideia de que a atividade
inflamatéria persistente em pacientes com
doengas autoimunes representa o principal
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mecanismo que promove a aterogénese,
causando lesdo ao endotélio e alterando o
metabolismo de lipoproteinas envolvidas no
processo, o que indica ainda um relevante papel
da imunidade na progresséo da doenca (Narshi et
al., 2011).

Em alguns estudos, a aterosclerose foi
caracterizada como processo inflamatorio, em
que os leucocitos contribuem para a estenose
arterial e o consequente espessamento neointimal
da tlnica, devido ao seu volume no interior da
camada intima (Moreno et al., 1996).

Apesar de varios autores terem se referido a
sinais de lesdo coronariana em algumas espécies
de peixes, com caracteristicas semelhantes as
observadas na aterosclerose em humanos, é
desconhecida a ocorréncia de tais lesdes em
peixes cultivados, em diferentes estagios de
crescimento, com ou sem interferéncia de
diferentes padrfes reprodutivos, o que foi
relatado por tais autores como sendo um fator
relevante no surgimento das lesbes (Robertson e
Wexler, 1962; House et al., 1979; Schmidt e
House, 1979; Eaton et al., 1984). O estresse
proveniente de mecanismos fisioldgicos ou até
mesmo aquele resultante de falhas no manejo,
como nutricdo inadequada, surgem como
possiveis fatores que interferem no surgimento
de desordens nos animais.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar
beijupirds cultivados em sistema offshore, no
tocante as lesGes cardiovasculares, mais
precisamente nas artérias coronarias.

MATERIAL E METODOS

Os exemplares de beijupiras foram obtidos de
cultivo offshore, situado a cinco quildmetros da
costa, no estado de Pernambuco/Brasil. Durante
oito meses de cultivo, foram alimentados duas
vezes ao dia com ragdo comercial de produgdo
nacional, com concentracBes de proteina bruta
(PB) e lipidios totais de 41,76% e 7,93%,
respectivamente.

Os 54 peixes coletados, sendo 15 alevinos e 39
juvenis, foram eutanasiados por imersdo em
cloridrato de benzocaina (éster etilico do
acido para-aminobenzoico) e, posteriormente,
submetidos & necropsia, seguindo-se  as
recomendacgdes de Reimschuessel et al. (1988).
Amostras de tecido cardiaco foram fixadas em
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formalina tamponada a 10% para analise
histopatologica. Os tecidos foram desidratados
em séries crescentes de etanol, embebidos em
parafina e seccionados em micr6tomo a cinco
micra.

As laminas histologicas foram coradas por
hematoxilina-eosina (HE), &cido periédico de
Schiff (PAS), alcian blue e pela técnica de
reticulina de Gomori, sendo posteriormente
examinadas em microscopio optico.

As amostras de tecido cardiaco também foram
avaliadas em  microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET). Apds fixacdo em 10% de
formalina tamponada, os tecidos foram cortados
em blocos milimétricos de 1mm, em seguida
imersos em fixador de Carson com cerca de 15
vezes seu volume, sendo posteriormente
armazenados a 4°C até sua manipulagdo. A
formulagdo da formalina tampdo fosfato
Millonig modificado seguiu o protocolo: 186g de
di-hidrogenofosfato de ortofosfato de sodio
(NaH,PO,H,0) e 4,2g de hidréxido de sodio
(NaOH) adicionados e dissolvidos em 800mL de
agua destilada, sendo o volume final ajustado
para 900mL com agua destilada, e, por fim,
foram adicionados 100mL de solucdo de
formaldeido a 36%. O pH do fixador apresentava
valores entre 7,2 e 7,4, e a osmolaridade do
veiculo tampdo estava com 290mmol/kg-1
(Carson et al., 1973). Depois de fixadas, todas as
amostras de tecido cardiaco foram lavadas por
um total de trés horas, fracionadas em trés
lavagens em tampdo fosfato 0,12M de Millonig,
pH 7,2, com 3% de sacarose. Os tecidos foram

submetidos a pds-fixagdo durante 90 minutos em
tampéo fosfato a 1% de tetroxido de dsmio de
Millonig, seguida de séries crescentes de
desidratacdo em etanol, e embebidos em resina
araldite. Os tecidos foram seccionados com
ultramicrétomo e corados com acetato de uranila
e citrato de chumbo para posterior exame em
microscopio eletrdnico (JEOL, JEM- T8, Japdo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os peixes analisados foram cultivados por oito
meses em sistema offshore, com temperatura
variando entre 26,1 e 29,9°C, salinidade de 31,0
a 37,3, oxigénio dissolvido de 5,2 a 8,0mg/L e
transparéncia entre 6,0 e 17,5m, com peso final
médio de 347g.

Foram observadas lesdes coronarianas arteriais,
principalmente do tipo hiperplasica das tdnicas
intima e média dos vasos no exame
histopatoldgico, as quais se mostraram presentes
independentemente do tempo de cultivo. A
hiperplasia da tunica intima ocorreu em 29,63%
dos animais coletados, e da tdnica média em
79,63%.

Nas laminas coradas pelo método da
hematoxilina-eosina foram observados
hiperplasia de ceélulas endoteliais da tdnica
intima, aumento de tecido subendotelial e
infiltragdo de “células espumosas” na parede do
vaso, que sdo caracteristicas de inicio de lesdo
vascular, cujo desfecho poderia ser o
estabelecimento da aterosclerose (Fig. 1 e 2).
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Figura 1. Hiperplasia de tdnica intima (HTI) e
tinica média (HTM) em artérias coronarias; de

“células espumosas” (seta) em artérias
coronérias. HE-coloracdo, Bar = 20, 51x37mm
(600 x 600 DPI).

Lamen vascular (LV). HE-coloragdo, Bar = 20,
51x37mm (600 x 600 DPI).
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As células espumosas visualizadas na parede
vascular de beijupirds (Fig. 2) representam
componentes essenciais da placa aterosclerdtica
(Masuda e Ross, 1990), o que ainda pode ser
agravado com a formacdo de placas fibrosas, as
quais causam a interrupcao do fluxo sanguineo,
com consequente necrose isquémica (Libby e
Hansson, 1991). A ocorréncia de células

espumosas na lesdo ja foi evidenciada por
Koppang et al. (2007), fato que demonstra
ocorrer em salmonideos uma forma similar da
aterosclerose humana classica.

A oclusdo luminal é bem identificada nos tecidos
submetidos a coloragdo com PAS (Fig. 3) e
alcian blue (Fig. 4), onde é possivel visualizar
sinais de estenose luminal. As artérias coronarias
analisadas evidenciaram alteraces na estrutura
das tunicas, com sinais de hiperplasia e obstrucao
luminal, com acimulo de proteoglicanos na
andlise histopatolégica com coloracdo alcian
blue, 0 que demonstra a presenca de alteracBes
na composicdo da matriz extracelular (Franga e
Franca, 2001).

Figura 4. Lesdes na artéria corondria com
estreitamento do limen vascular (LV). Coloragdo
alcian blue, Bar = 20, 51x37mm (600 x 600 DPI).

Figura 3. Lesdes | “com
estreitamento do limen vascular (LV). Coloragéo
PAS, Bar = 20, 51x37mm (600 x 600 DPI).

As alteragBes histologicas em artérias coronarias
foram descritas em teledsteos anadromos, com
habito migratdrio, sendo a hiperplasia miointimal
e o0s sinais de arteriosclerose coronéria
associados aos periodos de desova e maturagdo
sexual (House et al., 1979; Eaton et al., 1984).
Esses fatores ndo devem ter interferido no
desenvolvimento das lesdes coronarianas dos
beijupiras, por eles ndo realizarem migragéo para
fins reprodutivos. Além disso, os animais do
experimento  foram coletados antes de
completarem um ano de idade, sendo uma parte
coletada inclusive durante a fase de alevinos, que
apresentaram 0 mesmo tipo de les&o.

Apb6s a primeira descricdo de ocorréncia de
alteracBes em vasos corondrios de salmonideos
(Robertson et al., 1961), houve grande interesse
em se definir os componentes responsaveis pelo
surgimento das lesdes. Porém, ndo foi possivel
identificar a etiologia da lesdo aqui descrita em
beijupiras, semelhantemente aos relatos de Prior
et al. (1968), que ndo conseguiram apresentar as
etiologias das alteragBes coronarianas observadas
em truta da Nova Zeldndia, uma vez que se
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tratava de uma doenga cardiaca mais avangada e
calcificante, caracterizada por lesdes que
progrediram para dilatacdo vascular e formagdo
de placas calcificadas no bulbo arterial,
demostrando semelhanga com a arteriosclerose
em humanos.

Uma possivel relagdo da arteriosclerose
coronaria com a maturagdo sexual foi encontrada
em ftruta arco-iris e na prateada, em individuos
sexualmente maduros e que apresentavam
hiperplasia miointimal. Na ocasi&o, foi verificada
que a integridade de artérias coronérias dependia
do equilibrio de hormdnios sexuais, como
gonadotrofinas, estradiol, testosterona, cortisol e
ACTH, que podem desempenhar um importante
papel na indugcdo ou na regressdo de degeneracao
vascular (Mckenzie et al., 1978), o que também
ndo se aplica para o caso relatado neste trabalho,
por ndo envolver animais sexualmente maduros.

No coracdo dos animais analisados nesta
pesquisa, placas de ateromas foram encontradas
em alguns vasos, caracterizando a gravidade da
lesdo, com possivel evolugdo para isquemia e
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infarto do miocéardio, por oclusdo luminal
(Fig. 5). A hipertrofia da camada muscular
arterial observada é compativel com o aumento
da resisténcia da circulacdo periférica, o que faz
0 conjunto de alteracBes encontradas ser
classificado como lesdo vascular cronica
degenerativa inflamatéria. Acredita-se ainda que
a hiperplasia da tlnica média com oclusdo do
limen vascular, observada nas artérias
coronarias, possibilite a ocorréncia de uma
isquemia miocardica.

Voo Toud” -

;fﬂ\*pv B g ; 20pm -
Figura 5. Formagdo de placa de ateroma em
artérias coronérias (seta). HE-coloracdo, Bar =
20, 51x37mm (600 x 600 DPI).

Nas artérias de beijupira foi verificado, por meio

de MET, além de espessamento endotelial e de
membrana basal, proliferacdo de fibroblastos e

In

Figura 6. A: Alteracdes na estrutura de artérias corondrias. Lumen arterial (Lu), endotélio (Ed),
espessamento de membrana basal (Bm), células musculares lisas (Sm) com mitocdndrias abundantes (Mi)
e proliferacdo de fibroblastos (Fib) e fibras colagenas (Co). Aderéncias laterais nas células musculares
lisas (Lc), 15.000x. B: Células endoteliais da artéria (Ed), abundantes vesiculas pinocitéticas (Pi) e
lisossomos isolados (Ly); membrana elastica interna (In). 50.000x.
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de fibras colagenas (Fig. 6), igualmente ao
observado em pesquisa que utilizou a cabra
(Capra hircus) como modelo de estudo de
aterosclerose em humanos, em que foi relatada a
presenca de colageno e de fibras elésticas na
lamina interna de artérias coronarias (Ogeng’o et
al. 2010).

A infiltracdo de vesiculas pinocitticas com
presenca de lisossomos isolados, também
visualizada no limen por meio de MET (Fig. 6),
caracteriza o0 processo de pinocitose, que ocorre
em macrdfagos quando macromoléculas aderem
a membrana celular. Apds o surgimento da
vesicula pinocitotica, os lisossomos ligam-se a
vesicula, transformando-se em um 6rgdo
digestivo da célula, que, entre suas fungdes, estd
a de hidrélise de proteinas, carboidratos e
lipidios no interior da célula (Guyton e Hall,
2011).

Na hiperplasia da tdnica intima, ocorre uma
resposta secundaria da parede arterial, em
consequéncia dos esforcos mecanicos e do
estresse de cisalhamento, levando a doenga
arterial oclusiva (Stary et al., 1992), pela
migracdo e proliferacdo anormal de células de
musculo liso associada & deposi¢do de matriz
extracelular de tecido conjuntivo na parede
(Daves e Hagen, 1994).
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A progressdo da lesdo foi observada com maior
espessamento do endotélio e da membrana basal,
com acumulo de material amorfo lipidico
subendotelial e residuos celulares aderidos a
membrana basal (Fig. 7), o que representa bem a
lesdo aterosclerdtica descrita em humanos, que
consiste de depositos lipidicos e acimulo de
macrofagos, com proliferacio de células

espumosas na tunica intima (Stary et al., 1992).

< b AT ) O o 4
Figura 7. Parede arterial coronaria com les6es
avancadas. Espessamento do endotélio (En) e da
membrana basal (Mb), com acimulo de material
amorfo de aspecto lipidico subendotelial (AM).
Observam-se residuos celulares aderidos a

membrana basal (CR). 15.400x.

Farrell (2002) mencionou a rapida taxa de
crescimento como indutor de estresse, 0 que
contribui para o inicio da lesdo coronariana. 1sso
ressalta a importancia de pesquisas sobre o
real envolvimento de fatores dietéticos,
especialmente acidos graxos poli-insaturados, na
proliferacdo de células musculares lisas em
artérias coronarias, com consequente
desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas em
salmonideos.

Os lipidios apresentam um papel essencial na
vida reprodutora de salmonideos, ao fornecerem
energia para atividade reprodutora e serem
consumidos durante a migragdo sexual (McVeigh
et al., 2007). Dietas com maior teor lipidico do
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que proteico ainda tém efeito positivo na
maturacdo precoce, provavelmente devido ao
aumento da quantidade de energia de reserva
(Jonsson et al., 2013). Uma vez que outros
autores descreveram as lesbes em salmonideos
associadas a periodos  reprodutivos, a
mobilizacdo de gordura necessaria para essa fase
aparece como um possivel desencadeador no
surgimento das lesdes, o que ndo se aplica nos
animais aqui analisados e identificados com
lesdo por serem ainda muito jovens.

A espécie aqui em estudo é bem conhecida por
seu rapido ganho de peso (Liao e Leafio, 2007),
embora seu cultivo ainda se encontre incipiente
em relacdo a qualidade de alimento ofertado e a
real necessidade nutricional, no que se refere a
niveis adequados dos elementos que compdem a
racdo.

Considerando-se 0 habito das espécies dos
beijupiras, o sistema cardiovascular é adequado
para 0 meio aquatico, e adaptacdes estratégicas
ambientais e de estilo de vida podem resultar em
variacbes interespecificas na  fisiologia
cardiovascular (Baldisserotto, 2009), ndo se
excluindo, portanto, o efeito do estresse nas
lesBes ateromatosas.

O papel do estresse no inicio da doenga
aterosclerética ja foi bem evidenciado em
humanos. Quando o endotélio vascular perde a
capacidade de manter um equilibrio entre as
tinicas, a camada intima fica exposta e a
aterosclerose evolui, provocando um
espessamento da camada média (Willis, 1953).
Sendo o beijupira uma espécie com habito
solitario, o adensamento que ocorre nos cultivos
pode contribuir para uma situacdo desfavoravel
ao animal, desencadeando uma série de
alteracfes fisiologicas que podem refletir em
lesbes vasculares, com possivel aumento de
pressdo arterial.

Ainda em relacdo ao estresse como um fator
importante no surgimento das les6es arteriais em
beijupird, hd uma elevacdo nos niveis de cortisol
devido a exposicdo a situacOes estressantes,
ocorrendo respostas que ameagam o bem-estar e
a saude, com respostas enddcrinas referentes ao
nivel de catecolaminas e corticosteroides e
respostas secundarias relacionadas ao
metabolismo, aos equilibrios hidromineral,
cardiovascular  respiratério e as funcOes
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imunoldgicas. A acdo isolada ou combinada de
respostas primarias e secundarias resulta em
alteracbes na concentracdo de componentes
sanguineos e em nivel celular (Barton, 2002).

CONCLUSAO

Os peixes da espécie Rachycentron canadum
(beijupira) criados em cativeiro desenvolvem
alteracGes cardiovasculares, com lesdo arterial do
tipo cronica degenerativa inflamatéria.
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