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O RIO E O OCEANO

Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano ele treme de medo.
Olha para trés, para toda a jornada, 0os cumes, as montanhas, o longo caminho sinuoso através

das florestas, através dos povoados e vé a sua frente um oceano tao vasto que entrar nele nada

mais é do que desaparecer para sempre.

Mas ndo h& outra maneira. O rio ndo pode voltar.
Ninguém pode voltar. Voltar € impossivel na existéncia. Vocé pode apenas ir em frente.

O rio precisa se arriscar e entrar no oceano.
E somente quando ele entra no oceano é que o medo desaparece.
Porque apenas entdo o rio sabera que nao se trata de desaparecer no oceano, mas tornar-se

oceano.
Por um lado € desaparecimento e por outro lado é renascimento.

Assim somos nos.
S6 podemos ir em frente e arriscar.

Coragem! Avance firme e torne-se Oceano!

Osho
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RESUMO

Atualmente existe um crescente interesse no desenvolvimento de projetos visando a
implantacdo do cultivo de beijupira (Rachycentron canadum), necessitando ampliar os
conhecimentos acerca das necessidades nutricionais, ciclo reprodutivo e héabito da espécie,
principalmente se considerar que estes fatores podem desencadear o aparecimento de doencas,
inclusive por patologias circulatorias. Dentre estas, destaca-se a aterosclerose, uma doenca
inflamatdria crénica que conduz a alteracdes na parede arterial. No presente trabalho, foram
pesquisadas doencas vasculares no peixe, sob o ponto de vista da anatomia patologica. Sendo
assim, foram avaliadas morfologicamente alteracdes vasculares em tecidos coletados de
beijupira provenientes de cultivo offshore em Pernambuco. Amostras de tecido cardiaco
foram coletadas e submetidas a histopatologia e microscopia eletronica de transmissdo
(MET), para averiguar a presenca de alteragbes, com posterior identificacdo de lesdes
vasculares sugestivas de aterosclerose. As I[&minas histologicas foram coradas por
hematoxilina-eosina (HE), alcian blue, &cido periddico de Schiffh (PAS) e reticulina de
Gomori. Na analise morfométrica 158 vasos arteriais foram avaliados, sendo as imagens
analisadas com auxilio de um software. Os dados referentes a propor¢édo da area do Iimen em
relacdo a area da tunica média foram analisados de acordo com os modelos de regressdo Beta
para taxas e proporcGes. Foram observadas lesGes arteriais em todo periodo de cultivo,
principalmente na parede vascular, com hiperplasia de tinica intima e média, formagdo de
placa ateromatosa, infiltracdo de células espumosas e sinais de estenose luminal. Por meio da
MET foram observadas alteragbes na estrutura das coronarias, com espessamento do
endotélio e membrana basal, proliferacdo de fibroblastos e fibras colagenas, com acimulo de
material lipidico subendotelial, residuos celulares aderidos a membrana basal e vesiculas
pinocitéticas com presenca de lisossomos isolados. Foi constatado que os peixes da espécie
Rachycentron canadum criados em cativeiro desenvolvem lesdo arterial do tipo crénica
degenerativa inflamatoria e que 0 aumento no ganho de peso contribui para a reducéo da area
do ldmen, levando a obstrucdo arterial, possivelmente com envolvimento de fatores
nutricionais no surgimento das lesdes.

Palavras-chave: aterosclerose, degeneracdo, hiperplasia, histopatologia, morfometria,
Rachycentron canadum.



ABSTRACT

Currently there is a growing interest in the development of projects aiming at the
implementation of farmed beijupird (Rachycentron canadum), requiring broaden knowledge
about nutritional requirements, reproductive cycle and habit of the species, especially
considering that these factors can trigger the onset of diseases, including circulatory diseases.
Among them, atherosclerosis which is a chronic inflammatory disease that leads to changes in
the arterial wall. In the present study, were investigated vascular diseases in fish, in the point
of view of pathological anatomy. Thus, were evaluated morphologically vascular changes in
tissues collected from beijupira farmed in offshore in Pernambuco. Cardiac tissue samples
were collected and submitted to histopathology and transmission electron microscopy (TEM)
for the presence of alterations, with subsequent identification of vascular lesions suggestive of
atherosclerosis. The histological slides were stained with hematoxylin-eosin (HE), blue alcian,
periodic acid of Schiffh (PAS) and reticulin of Gomori. In the morphometric analysis 158
arteries were evaluated, and the images were analyzed with the aid of software. The data
concerning to the proportion of the lumen area compared to the area of the media tunic were
analyzed according to the Beta regression models for rates and proportions. Arterial lesions
were observed throughout the farmed period, especially in the vascular wall, with hyperplasia
of intima and media tunic, formation of atheromatous plaque, infiltration of foam cells and
signs of luminal stenosis. By means of TEM, were observed changes in the structure of
coronary, with thickening of endothelium and basement membrane, proliferation of
fibroblasts and collagen fibers, with accumulation of lipid material subendothelial, cell debris
adhered in the basement membrane and presence of pinocytotics vesicles with isolated
lysosomes. It was found that fish of the specie Rachycentron canadum farmed in captivity
develop arterial lesion of chronic inflammatory degenerative type, and also it was found that
the increase in weight gain contributes to the reduction of the lumen area, leading to arterial
obstruction.

Keywords: atherosclerosis, degeneration, hyperplasia, histopathology, morphometry,
Rachycentron canadum.



1 INTRODUCAO

A aquicultura é uma atividade em crescimento, atingindo elevados ndmeros na
producio. E vista como uma alternativa para incrementar a oferta de pescado no mundo, de
modo a atender a crescente demanda nutricional da populacéo.

Atualmente, a producdo total da pesca de captura mundial continua mantendo-se
estavel, em cerca de 90 milhdes de toneladas e nos ultimos sete anos (2004-2010) os
desembarques de todas as espécies marinhas apresentaram variacoes entre 72,1 milhdes e 73,3
milhGes de toneladas. Com relacdo a peixes provenientes de cultivos, em 2010 a producéo
mundial foi de 59,9 milhGes de toneladas, um aumento de 7,5% a partir de 55,7 milhdes de
toneladas relatados em 2009 (FAO, 2012).

O cultivo de peixe marinho ainda encontra alguns entraves e no Brasil verificam-se
apenas alguns projetos de implantacdo da atividade em alguns Estados da Federacdo. Desse
modo, ainda ndo representa uma opcdo de atividade comercial em grande escala, restringindo-
se quase que exclusivamente as iniciativas de pesquisa (ROUBACH et al., 2003).

Nos anos 70, o beijupira foi apontado como uma espécie com potencial para
aquicultura na Carolina do Norte, quando pesquisadores estudaram o crescimento de juvenis,
em laboratorio, obtida a partir de ovos fertilizados coletados na natureza (HASSLER e
RAINVILLE, 1975). Nesse periodo, o cultivo de beijupira também foi iniciado em Taiwan,
cujos resultados foram igualmente considerados promissores (NHU et al., 2011). Com o
desenvolvimento de pesquisas nos paises asiaticos e nos Estados Unidos, foram obtidas taxas
de sobrevivéncia de até 25% na larvicultura (BENETTI et al., 2008), contribuindo para a
expansdo da atividade em escala comercial.

Embora apresente caracteristicas produtivas favoraveis, sdo raros os dados a cerca da
biologia e tecnologia de criacdo do beijupird. Este desconhecimento provoca dificuldades para
0 avanco de cultivos, que podem ser aumentados com a intensificacdo dos cultivos,
ocasionando altera¢des fisiologicas ou enfermidades decorrentes do estresse.

Entre as enfermidades que acometem o beijupira em sistemas de cultivo, séo relatadas
algumas doencas parasitarias causada por Sphaerospora em beijupiras cultivados em tanque-
rede (CHEN et al., 2001), Amyloodinium e Trichodina em juvenis de beijupira (LIAO et al.,
2004; CHANG et al., 2007) e, recentemente, o monogendide Neobenedenia melleni foi
relatado em cultivo da espécie no Brasil (KERBER et al., 2011). Também foi identificada a
susceptibilidade do beijupira ao iridovirus (CHENG et al., 2010) e a doencas bacterianas por
Mycobacterium marinum (LOWRY e SMITH, 2006), Vibrio alginolyticus, V. harveyi (LIU et



al, 2004a; LIU et al, 2004b), V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. anguillarum, V. ordalii
(MACHEN, 2008), Pasteurella piscicida, Photobacterium damselae, Streptococcus iniae e
por Aeromonas hydrophila e Citrobacter spp. (LIAO et al., 2004).

As lesBes relacionadas ao sistema cardiovascular em peixes ndo sao bem pesquisadas,
sendo descritos apenas alguns estudos a respeito de alteracdes coronarianas semelhantes as
encontradas em aterosclerose em humanos, com as lesdes associadas a maturacdo sexual e
desova em salmdo (ROBERTSON e WEXLER, 1962) e em truta arco-iris (SCHMIDT e
HOUSE, 1979), espécies que realizam migracéo para fins reprodutivos.

Uma vez que ja foram descritas lesGes vasculares em algumas espécies de peixes em
condigdes naturais, buscou-se demonstrar alteragdes do sistema vascular em beijupirds em

condicdes de cultivo.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Pesquisar alteragdes vasculares em beijupird (Rachycentron canadum) provenientes de

cultivo offshore em Pernambuco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar morfologicamente as alteracdes cardiacas e de vasos coronarios, para
identificar as lesdes vasculares de aspecto degenerativo, similares a aterosclerose
de mamiferos e humanos, através de histologia cléssica;

e Analisar as alteracOes cardiacas e de vasos coronarios com a microscopia
eletrnica de transmissao;

e Analisar a morfometria das artérias corondrias e relacionar as tunicas intima,

média e adventicia.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 AQUICULTURA E O BEIJUPIRA (Rachycentron canadum)

A pesca de captura e a aquicultura contribuiram com cerca de 148 milhdes de
toneladas de peixe em 2010, dos quais cerca de 128 milhGes foram destinadas & alimentagao
humana. Dados preliminares para 2011 indicaram um aumento da producdo de 154 milhdes
de toneladas, dos quais 131 milhGes foram utilizados como alimento (FAO, 2012).

Segundo dados da FAO (2012), predominam na aquicultura mundial a produgéo de
peixes de agua doce (56,4 %) com 33,7 milhdes de toneladas, seguida de moluscos (com
23,6%: 14,2 milhdes de toneladas), crustaceos (9,6 %: 5,7 milhGes de toneladas), peixes
diadromos (6 %: 3,6 milhdes de toneladas), peixes marinhos (3,1 %: 1,8 milhdes de
toneladas) e outros animais aquéticos (1,4 %: 0,814 milhGes de toneladas).

A aquicultura e a maricultura vem sendo implantada no Brasil ha alguns anos. Com
sua extensa faixa litoranea, o Brasil apresenta grande potencial para expansdo da maricultura.
Os avancos significativos nesse aspecto ja foram representados principalmente com o cultivo
do camardo marinho (Litopenaeus vannamei) na regido Nordeste e a partir da década de 90,
com o cultivo de moluscos bivalves no sul do pais (HAMILTON, 2006).

A piscicultura marinha € um dos setores que apresentam as mais elevadas taxas de
crescimento em todo o0 mundo, mantendo-se acima de 10% ao ano, no periodo de 1990 a 2008
(FAO, 2010).

Entre as varias espécies de interesse, com potencial para a aquicultura no Brasil,
destacam-se o robalo-flecha (Centropomus undecimalis), a cioba (Lutjanus analis), o ariocé
(Lutjanus synagris), a garoupa (Epinephelus marginatus), o pagro rosa (Pagrus pagrus), 0
pampo (Trachinotus marginatus), o peixe-rei (Odonthestes argentinensis), a arabaiana
(Seriola dumerili), o dourado (Coryphaena hippurus), a carapeba (Eugerres brasilianus), o
mero (Epinephelus itajara), o badejo (Mycteroperca bonaci) e o beijupird (Rachycentron
canadum) (CAVALLI et al., 2011).

O Rachycentron canadum (LINNAEUS, 1766), chamado popularmente de beijupira,
estd enquadrado na classe Actinopterygii, ordem Perciformes, sendo a Unica espécie
integrante da familia Rachycentridae (SHAFFER e NAKAMURA, 1989).

A espécie possui outros nomes populares, como bijupird, pirambiju, cacdo de escama,
falso tubardo, lemonfish, crabeater, ling, black kingfish, existindo variagdes nominais no pais

e no mundo. Pode atingir até dois metros de comprimento, com registros de individuos com



68kg, e com expectativa de vida em ambiente natural de 15 anos (SHAFFER e
NAKAMURA, 1989).

Apresenta habito carnivoro oportunista, predando principalmente, peixes, crustaceos e
lulas (KAISER e HOLT, 2005), sendo uma espécie pelagica (de dguas oceénicas abertas),
migratoria, cosmopolita, e que ndo possui o habito de formacdo de cardumes, sendo um peixe
solitario. Em func&o disso, devido a auséncia de conhecimento acerca de metodos de captura,
ndo existe uma pescaria em escala comercial especifica, sendo sua comercializacao restrita a
peixarias litoraneas de pequeno/médio porte quando ocorrem capturas ndo programadas,
principalmente nos paises ocidentais (FAO, 2012).

Do ponto de vista da pesca de captura, a abundancia da espécie nos mares é pequena.
No ano de 2002, o desembarque alcancou o valor de 10.400 toneladas em todo o mundo
(SAMPAIOQ et al., 2010).

De acordo com estatisticas de pesca no ano de 2005 realizada pelo IBAMA (2007), o
Brasil apresentou captura de 900 toneladas de beijupird, sendo a maior parte registrada no
estado do Para.

Sua distribuicdo compreende os oceanos Atlantico, indico e Pacifico, com excecdo de
toda a costa leste do oceano Pacifico e da costa leste do oceano Atlantico na Europa
(SHAFFER e NAKAMURA, 1989). No Brasil, a espécie se distribui por todo litoral, sendo
mais comumente encontrada na costa do nordeste (FIGUEIREDO e MENEZES, 1980). Ao
atingir a forma adulta, sdo espécies costeiras e da plataforma continental, ocasionalmente
habitando estuarios (ROBINS e RAY, 1986).

O histérico do cultivo da espécie teve inicio na década de 70, com pesquisadores que
conseguiram sobrevivéncia de ovos capturados do ambiente natural, mantendo-os por 131
dias em laboratério na Carolina do Norte (HASSLER e RAINVILLE, 1975).

Pesquisadores em Taiwan, em 1990, conseguiram obter a primeira desova em
laboratério e, a partir de 1994, as desovas vém ocorrendo rotineiramente oriunda de
reprodutores mantidos em cativeiro (LIAO et al., 2004). Atualmente, 23 paises estdo
desenvolvendo estudos com a espécie para aperfeigoamento em sistema produtivo de cativeiro
(NHU et al., 2011).

No Brasil, os resultados iniciais de reproducdo tém sido satisfatorios, embora a
producéo de alevinos, em laboratério, ainda seja instavel e os dados de engorda insuficientes
para indicar se 0s niveis de produtividade serdo similares aos observados em outros paises
(CAVALLI et al., 2011). Vale ressaltar ainda que o fator geogréfico influencia o habito

alimentar da espécie em questdo, tornando ainda mais evidente a necessidade de incentivos de



pesquisas a fim de que se determinem seus padrdes reprodutivos e alimentares nas condigdes
ambientais encontradas no litoral brasileiro (HAMILTON et al., 2013).

Parte da dificuldade na implementacéo do seu cultivo, se da principalmente devido as
elevadas taxas de mortalidade observadas na larvicultura, na fase inicial da alimentacéo
exogena, onde ocorrem mudancas alimentares dramaticas (TANG et al., 2010)

A larvicultura do beijupird vem sendo realizada em laboratérios com tanques em
sistema de fluxo continuo ou de recirculacdo e também com baixas densidades de estocagem
em viveiros. Na fase de engorda, os animais sdo transferidos para tanques rede oceanicos
nearshore e offshore (WEBB JR et al., 2007; BENETT] et al., 2008).

3.2 SISTEMA CARDIOVASCULAR EM TELEOSTEOS

O sistema cardiovascular do peixe consiste de um coragéo dividido em duas cavidades
(&trio e ventriculo) (ROMANO, 1987; ROMANO, 1990), onde o fluxo do sangue néo
oxigenado atravessa 0 Sseio venoso, atrio, ventriculo e bulbo arterioso, seguindo para
oxigenacdo nas branquias (SHERRILL et al., 2009). Contribuindo na dindmica circulatoria,
também estdo presentes artérias, veias, arteriolas e capilares; o sangue e seus elementos:
eritrocitos nucleados, trombdcitos e leucdcitos; vasos linfaticos e tecido reticuloendotelial;
tecidos ou receptores neural, enddcrino e paracrino (SHERRILL et al., 2009).

O sistema circulatério na maioria dos peixes teledsteos é simples. Possuem dois tipos
principais de artérias: os vasos aferentes de paredes espessas, que realizam o transporte de
sangue do coracdo para as branquias e 0s vasos eferentes com paredes mais finas, que o
conduzem das branquias para o corpo (SHERRILL et al., 2009).

Alguns componentes de conducdo circulatéria ainda ndo foram identificados
morfologicamente no coracdo de peixes teledsteos (ICARDO, 2012), necessitando de uma
definicdo mais precisa acerca da morfologia do seu sistema de conducgdo (NAIR, 1973;
SEDMERA et al., 2003).

O coragdo de peixes teledsteos assume uma forma tubular, de saco ou piramidal
(SANTER et al., 1983). Assim como em mamiferos, € composto por tecido elastico e musculo
cardiaco. O sangue venoso desloca-se a partir da primeira camara cardiaca (seio venoso),
compartimento contrétil de fina musculatura. O proximo compartimento € o atrio, separado do
seio venoso pela valvula sinoatrial na jungdo sinoatrial, possuindo parede muscular fina,
reticular e contratil. Através da juncdo atrio-ventricular (AV), o sangue segue um fluxo

sanguineo unidirecional para chegar ao ventriculo. O ventriculo é o Unico compartimento



composto por duas camadas, sendo uma mais interna chamada esponjosa e uma externa
chamada camada compacta (SHERRILL et al., 2009).

Na maioria das espécies de peixes teledsteos, 0 seio venoso que € responsavel por
transportar 0 sangue ao atrio, possui uma importante estrutura tecidual em forma de anel, que
é identificada como um marcapasso cardiaco priméario (YAMAUCHI, 1980).

A partir do ventriculo, o sangue venoso é bombeado através de um par de valvulas na
juncéo ventriculo-bulbar, no bulbo arterial, fluindo em seguida pela aorta abdominal. A
estrutura do bulbo arterial também difere entre as espécies, sendo formado por tecido elastico
ndo contratil em teledsteos e em elasmobranquios ele é chamado de cone arterioso, possuindo
uma parede fina de musculo contratil com varias filas de valvulas transversais (RANDALL,
1970b).

Assim como na maioria dos vertebrados, os vasos da circulacdo de retorno do sangue
ao coracdo e os localizados no coracdo sdo alimentados por artérias coronarias. A aorta dorsal
apos transportar sangue a porcao cranial, cabeca e cérebro, se apresenta como um dnico vaso,
sendo agora denominada artéria caudal, que conduz o sangue através do arco hemal ventral
das vértebras (SHERRILL et al., 2009).

O retorno venoso depende da veia caudal, que estd situada ventralmente a artéria
caudal, protegida pelos arcos hemais. Em algumas espécies, o retorno da circulacdo requer
bombas de fluxo com coracgdes acessorios (SATCHELL, 1991).

Sumariamente, o coracdo somente bombeia sangue oxigenado para as branquias para a
respiracdo. Através da aorta ventral o sangue é conduzido pelas artérias branquiais aferentes
para 0s arcos branquiais, onde s&o realizadas as trocas gasosas por meio de uma rede de
capilares, retornando entdo como sangue oxigenado através das artérias branquiais eferentes
para a aorta dorsal (SHERRILL et al., 2009).

O meio aquatico € o principal fator a ser considerado como desafio, pois ele impde
limitacbes ao peixe. O calor especifico da &agua obriga a maior parte dos peixes
poiquilotermos a adaptar a sua temperatura a do ambiente (BALDISSEROTTO, 2009).

Algumas das variagOes observadas em peixes referem-se ao grande volume de sangue,
baixa pressdo sanguinea (ROBERTS, 2001), bem como o desenvolvimento de coracgdes
acessorios no hagfish (também chamado “enguia slim™) e a presenca de uma circulagao
pulmonar e uma separacdo parcial do sangue oxigenado e desoxigenado no coracdo do
lungfish (peixe dipnoico), associado com a transicdo de um ambiente aquatico para fora
d’agua (BALDISSEROTTO, 2009).



3.3 ESTRUTURA DA PAREDE DO VASO ARTERIAL

As artérias podem ser classificadas, segundo o seu calibre, em: (a) de grandes calibres
como a aorta, estas denominadas artérias elasticas; (b) artérias de médio calibre ou também
chamadas musculares ou de distribuicdo; e, (c) as pequenas artérias e arteriolas, que na
maioria dos casos estdo distribuidas entre os tecidos e 6rgdos (ROBBINS, 2000).

Em relacdo a estrutura microscopica, pode-se dividir a parede das artérias em tdnica
intima, média e adventicia. A tunica intima é composta por endotélio e subendotélio, estando
separada da tGnica média pela lamina elastica interna (YAMAMOTO, 1998). A tunica intima
compreende duas distintas camadas, a primeira em contato com o limen do vaso e outra em
contato com a tinica média. A camada mais interna € formada por tecido ndo fibroso
reticulado, composto por proteoglicanos. A camada em contato com a média é também
denominada “musculoeldstica”, por ser mais espessa e pela abundancia de células musculares
lisas, fibras elasticas (STARY et al., 1992; ROBBINS, 1974) e colageno (YAMAMOTO,
1998).

A lamina elastica externa separa a tinica média da adventicia, sendo formada pela
condensacao do tecido elastico no limite externo da tunica média (ROBBINS, 2000).

A camada mais externa, chamada adventicia, € formada por uma camada de tecido
conectivo fibroso, onde esté situada a vasa vasorum, vasos linfaticos e nervos (YAMAMOTO,
1992).

A vasa vasorum desempenha um papel importante na nutricdo de artérias
aterosclerdticas, invadindo as tunicas intima e média, colaborando com o espessamento das
artérias. Os canais nutritivos ‘“neovasculares” possuem parede fina, e contribuem para
hemorragias e ruptura da placa, além de trombose mural (WILLIAMS e HEISTAD, 1996).

A célula endotelial regula as proteinas plasmaticas e atua como 6rgdo endocrino,
pardcrino e autocrino, estando ligada a angiogénese (ROJAS, 2005). A camada endotelial
vascular atua como uma estrutura receptora-efetora, reagindo a estimulos fisicos ou quimicos
adquiridos a partir de modificagcdes na conformacgéo do vaso ou pela liberacdo de substancias.
Para tal, uma variedade de substancias, agonistas e antagonistas entre si, sdo produzidas pelas
células endoteliais, como vasodilatadores e vasoconstritores, pro-coagulantes e anti-
coagulantes, pro-inflamatérios e anti-inflamatdrios, fibrinoliticos e antifibrinoliticos,
oxidantes e antioxidantes (ESPER et al., 2006), como exemplo destas substancias,
fibronectina, sulfato de heparan, interleucina I, ativador do plasminogénio tecidual (t-PA),

promotores de crescimento, oxido nitrico (NO), prostaciclina (PGI12), fator hiperpolarizante



derivado do endotélio (EDHF), o fator ativador de plaquetas (PAF) e a endotelina
(GRYGLEWSKY et al., 1988). Com a acdo de diferentes mecanismos agressores, o endotélio
lesado causa a enfermidade hipertensiva, o0 processo aterogénico e aterotrombotico (ROJAS,
2005).

O musculo liso é o 6rgdo abluminal do endotélio, contribuindo nas funcBes de
vasodilatacéo, vasoconstriccdo e de proliferagdo celular (CLOWES et al., 1983) e por meio da
dindmica das substancias produzidas pelas células endoteliais sobre 0 masculo liso, se obtém
o ténus muscular (ROJAS, 2005). A tunica media e adventicia, a elastina e o colageno, sao
compontentes que determinam o comportamento mecéanico das paredes arteriais (DOBRIN,
1983).

A ativacdo de células endoteliais em locais propensos ao desenvolvimento de lesdo
aterosclerdtica gera o recrutamento de mondcitos circulantes. A infiltracdo de mondcitos e
macrdofagos na parede de grandes artérias caracteriza a inflamagdo crbnica e favorece o

desenvolvimento e progressao da aterosclerose (MESTAS e LEY, 2008).

3.4 ESTRESSE AMBIENTAL E OXIDATIVO EM PEIXES

O meio aquéatico por ser um ambiente onde existe uma forte dindmica entre seus
componentes. Mudancas subitas ou extremas na concentracdo de oxigénio dissolvido, pH e
salinidade, acabam desencadeando uma resposta estressante nos animais, reduzindo sua
habilidade em manter a homeostase (OBA et al., 2009).

Os agentes estressores sdo de diversas naturezas: quimicas, através da variacdo do O,
dissolvido, concentracdo elevada de aménia e nitrito em decorréncia da matéria organica
(COSTA et al., 2004); poluentes organicos e inorganicos no ambiente (CARVALHO e
FERNANDES, 2006); de natureza fisica, como por exemplo, 0 manuseio indevido, elevadas
densidades populacionais, confinamento inadequado, captura ou transporte (URBINATI et al.,
2004); e niveis de agua reduzidos nos ambientes aquaticos (CADAVID GARCIA, 1984).

Ocorre no peixe exposto a agentes estressores, a ativacdo de dois eixos
neuroendocrinos: eixo hipotalamo-sistema nervoso simpatico-células de cromafins, que é
responsavel pela liberacdo de catecolaminas como produtos finais (sendo elas, adrenalina e
noradrenalina); e o eixo hipotalamo-hipdfise-inter-renal, que libera corticosteroides (cortisol e
cortisona) (OBA et al. 2009).

Em 1977, pesquisadores elucidaram a existéncia de efeitos primarios e secundarios de

estresse em peixes. Os efeitos primarios seriam em nivel endocrino, com liberacéo de cortisol,



e 0s secundarios relacionados ao metabolismo e osmorregulacdo, com os animais sofrendo
imunossupressdao (MAZEAUD et al., 1977).

Quando o endotelio vascular perde a capacidade de manter um equilibrio entre as tanicas,
a camada intima fica exposta e a aterosclerose evolui provocando um espessamento da
camada meédia, sendo o estresse um dos principais responsaveis pelo espessamento das
camadas arteriais em humanos (WILLIS, 1953).

O estresse oxidativo representa o resultado do desequilibrio entre moléculas antioxidantes
e oxidantes, gerado a partir de distarbios na producdo, distribuicdo ou por uma
superabundancia de ROS (espécies reativas de oxigénio) ou RNS (espécies reativas de
nitrogénio) a partir de fontes enddgenas ou fatores ambientais, ocasionando ag¢do danosa das
ROS e RNS sobre as células. Em funcdo disso, tem sido relacionado na patogénese de
diversas doencas, inclusive cardiovasculares (SIES, 1991).

Efeitos prd-oxidativos e pro-inflamatdrios no endotélio vascular tém sido implicados na
iniciacdo e progressdo da arteriosclerose (SILVA e CERCHIARO, 2011). As LDL oxidadas
(LDLox) impedem a saida de macrofagos da lesdo, que por sua vez fagocitam grandes
guantidades de lipideos. O excesso de LDLox colabora no processo de transformacdo dos
macrofagos em células “espumosas” que participam na formacdo das placas ateroscleroticas
(DE FRANCA e DE FRANCA, 2001).

3.5 LESOES ARTERIAIS EM PEIXES

As informagdes acerca de alteracBes de vasos sanguineos em teledsteos sao escassos.
Apenas se estudou comparativamente os vasos coronarios de salmonideos e sua possivel
analogia com enfermidade coronéria vascular aterosclerética no homem (ROBERTS, 1981).

Ao se acompanhar a maturacdo sexual e desova de salmdes do Pacifico, foram
observadas alteracdes histologicas e fisioldgicas, semelhantes as caracteristicas da sindrome
de Cushinhg e hiperadrenocorticismo. As lesdes arteriais observadas foram de hiperplasia da
intima com deposi¢do de mucopolissacarideos, rompimento da membrana eléstica interna e
destruicdo de fibras musculares adjacentes a tunica media (ROBERTSON et al., 1961).
AlteragBes coronarianas similares foram verificadas em estudo associando-as a maturagao
sexual e desova, em salmdo (ROBERTSON e WEXLER, 1962) e em truta arco-iris
(SCHMIDT e HOUSE, 1979).

Foi relatada em truta (Salmo trutta morpha fario), na Nova Zelandia, uma doenca

cardiaca calcificante, caracterizada por lesbes que complicavam com dilatacdo vascular e



formacdo de placas calcificadas no bulbo arterial, demostrando semelhanga com a
arteriosclerose em humanos. Na ocasido, 0s autores ndo estabeleceram pontos de vista
definidos sobre a etiologia da doenca (PRIOR et al.,1968).

Lesdes proliferativas miointimais foram observadas em uma espécie de salmdo de
agua doce, o salmdo Chinook (Oncorhynchus tsbawytscha), durante a fase de migracéo,
maturacdo e periodos de desova, tendo sido relacionadas com a elevada concentragdo
plasmatica de lipoproteina. Entretanto, foi descrita a relacdo temporal com o estado hormonal
alterado, sem que o significado fisiopatoldgico para a aterogénese fosse explicado ou
compreendido (EATON et al., 1984).

3.6 FISIOPATOGENIA DAATEROSCLEROSE

Doencas degenerativas vasculares estudadas em animais geralmente sdo agrupadas em
trés grupos: a arteriosclerose, a aterosclerose e a calcificacdo da tinica média arterial.

As causas da arteriosclerose sdo relacionadas a fatores hemodinamicos, fatores
quimicos sanguineos especificos, microtromboses, distdrbios endoteliais, distlrbios na
permeabilidade e os metabdlicos que acometem a parede arterial. Os efeitos mais importantes
na arteriosclerose estdo restritos a proliferacdes teciduais e endurecimento da tinica intima.
Os eventos relacionados a lipidoses, calcificacGes e ateromatose sdo vistos como ocorréncias
secundarias ou complicacdes (DAHME, 1965).

A aterosclerose representa a doenca vascular com maior destaque em seres humanos,
apresentando casuistica baixa em animais, raramente levando a doenca clinica como infarto
do cérebro ou cardiaco (MCGAVIN e ZACHARY, 2006).

As lesdes aterosclerdticas sdo espessamentos assimétricos focais da camada mais
interna do vaso, a intima. Estas placas estdo constituidas por células, por elementos do tecido
conjuntivo e por detritos celulares (STARY et al., 1992).

A ocorréncia da aterosclerose esta relacionada com algumas doengas cardiovasculares
como angina, infarto do miocardio, doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica
(MENDIVIL et al., 2002).

Representando a principal causa de ataque cardiaco, acidente vascular cerebral e
gangrena das extremidades, a aterosclerose é apontada como responsavel por 50% de toda a
mortalidade que ocorre nos EUA, Europa e Japdo. As lesdes resultam de uma resposta
inflamatdria-fibroproliferativa excessiva a varias formas de agressdo ao endotélio e do
musculo liso da parede da artéria (ROSS, 1993).



Sumariamente, a aterosclerose representa uma doenca imune-inflamatoria cronica na
qual as interacfes de mondcitos com endotélio ativado sdo eventos cruciais que conduzem a
alteracdes da intima arterial. Na aterosclerose precoce, mondcitos migram para a camada da
intima subendotelial onde diferenciam-se em macrofagos e celulas dendriticas. No espaco
subendotelial, as células inflamatdrias enriquecidas com lipoproteinas aterogénicas, sendo
elas em sua maioria macrofagos que transformam-se em “células espumosas”. Essas “células
espumosas” agregam-se e formam o nucleo de ateroma e com isso 0 processo progride, 0s
centros de placas ateromatosas tornam-se necréticos, contendo lipidios, cristais de colesterol e
residuos celulares (BOBRYSHEYV, 2006).

Dentre os fatores de risco de lesdo aterosclerotica, destacam-se como principais a
hipertensdo arterial e a hiperlipidemia (particularmente a hipercolesterolemia) (BRASILEIRO
FILHO, 2006).

O consumo de dieta rica em colesterol e gordura saturada, assim como pessoas que
apresentam histérico familiar de hipercolesterolemia, gera uma elevada concentracdo arterial
de Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL), uma vez que o figado nessa situacdo possui um
baixo nimero de receptores de LDL, sendo incapaz de remover a LDL sanguinea e tornando-a
disponivel para penetrar nas células endoteliais de artérias (FOX, 2004).

A hiperlipidemia promove uma disfuncdo endotelial, causando diminuigdo na sintese
ou até inibicdo de substancias vasodilatadoras. Através da vasodilatagdo, ocorre aumento dos
espacos interendoteliais na parede vascular e as lipoproteinas conseguem migrar para a
camada endotelial, acumulando-se no espaco subendotelial e progressivamente atingindo
também a tdnica intima, contribuindo para o inicio da lesdo aterosclerética (BRASILEIRO
FILHO, 2006). Por meio de radicais livres, o LDL englobado por células endoteliais €
oxidado, se transformando em LDL oxidado, que contribui para a lesdo endotelial celular,
migracdo de monacitos e linfdcitos na tlnica intima, conversao de mondcitos em macréfagos
modificados e outros eventos que corroboram com a progressdo da aterosclerose (FOX,
2004).

A hipertensdo arterial contribui ativamente no desenvolvimento da aterosclerose. A
elevacdo de cifras tensionais, tanto sistolica como diastolica, € um importante fator de risco
para a aterosclerose. A hipertensdo arterial € um processo multifatorial, acelerando o
desenvolvimento de aterosclerose por meio da interagdo de fatores genéticos e ambientais,
como também por meio de fatores hemodindmico-metabdlicos. A heterogeneidade de genes
que codificam os componentes do sistema renina-angiotensina, sobretudo o polimorfismo no

sitio do angiotensinogénio e do receptor | da angiotensina Il, representa um fator de



crescimento que estimula a proliferacdo de células musculares lisas bem como a sintese de
elementos da matriz extracelular (BRASILEIRO FILHO, 2006).

O aumento do estresse oxidativo gerado a partir da hipertensdo arterial, pode ativar
genes envolvidos na resposta inflamatdria, que na presenca de hiperlipidemia leva a formacéo
da placa aterosclerotica (ALEXANDER, 1995). A progressdo da lesdo surge primeiramente
nas regides onde ocorre espessamento intimal adaptativo, existindo uma correlagéo entre a
distribuicdo sistémica do espessamento intimal com as regides mais afetadas pela
aterosclerose (WILLIS, 1953; NAKASHIMA et al., 2002).

3.7 CLASSIFICACAO DE LESOES ATEROSCLEROTICAS
De acordo com o relatorio publicado pela Associacdo Americana do Coracéo, de Stary

et al. (1994) e Stary et al. (1995), é possivel descrever os componentes caracteristicos e
mecanismos patogénicos das lesdes aterosclerdticas, classificando-as em cinco tipos (Tabela

1).
Tabela 1: Classificacdo de tipos de lesdo aterosclerdtica (Stary et al., 1994; Stary et al., 1995)
TIPO DE LESAO DESCRICAO
Tipo | Presenca de lipoproteina aterogénica suficiente para provocar
aumento no nimero de macrofagos e formacao de células espumosas.
As alteracfes sdo mais evidentes em artérias pelo espessamento
adaptativo da intima.
Tipo 1l Consiste principalmente de camadas de células espumosas
macrofagicas e células musculares lisas carregados de lipidios.
Estrias gordurosas em maior niumero e em camadas adjacentes.
Tipo 1l Acumulos lipidicos extracelulares entre as camadas de musculo liso
que integra a tunica intima.
Tipo IV Acumulo denso e bem definido de lipidio extracelular na tdnica

intima. Esse tipo de lesdo também ¢ denominada “ateroma”. As
aglomeracdes lipidicas agora denominam-se “nucleo lipidico”. Entre
0 nicleo e a superficie endotelial sdo encontrados macréfagos e

masculo liso com e sem acumulos intracelulares de lipideos.




TIPO DE LESAO DESCRICAO

Tipo V Identificada pela formacéo de um novo tecido conjuntivo fibroso no
sitio da lesdo, podendo desenvolver fissuras, hematoma, e/ou trombo.

Classificam a lesdo tipo V em trés subtipos:

-Tipo Va: além do tecido fibroso, o nicleo lipidico ainda presente.
Mudltiplas camadas de nlcleo lipidico e tecido conjuntivo fibroso,
sendo também denominada “fibroateroma”;

- Tipo Vb: nlcleo lipidico e outras estruturas na lesdo estdo
calcificadas. A mineralizacdo é a caracteristica dominante, com
depdsitos minerais podendo substituir células mortas e lipidios
extracelulares;

- Tipo Vc: ndcleo lipidico € minimo ou ausente, sendo também
denominada “lesdo fibrotica”. A lesdo € caracterizada pela

substitui¢do da tanica intima por tecido conjuntivo fibroso.

Tipo VI Ocorrem rupturas na superficie da lesdo, hemorragias e/ou trombos.

Classificadas em trés subtipos:

- Tipo Vla: é o tipo em que ocorre ruptura da superficie da lesdo,
incluindo fissuras e ulceracdo no local afetado.

- Tipo VIb: lesbes onde a ruptura da superficie da lesdo ¢é
acompanhada de hematoma ou hemorragia;

- Tipo Vlc: as lesGes sdo acompanhadas por trombos ou trombos
remanescentes;

- Tipo Vlabc: indica a presenga de todos os trés tipos supracitados.

A evolucdo das lesdes aterosclerdticas gera um remodelamento arterial, podendo
ocasionar alteragdes no diametro e na espessura do vaso arterial. Nas formas avangadas pode
ocorrer dilatacdo progressiva sob a forma de aneurisma e estreitamento difuso do lumen
(STRONG, 1992).

3.8 INDICADORES DE LESAO ATEROSCLEROTICA
Os principais fatores de risco envolvidos na aterogénese sdo bem estabelecidos em

humanos, existindo uma variedade de estimulos que promovem a secrecdo de moléculas

sollveis de adesdo leucocitaria que facilitam a adesdo de monadcitos as células endoteliais e



fatores quimiotaticos, que auxiliam a migracdo de mondcito no espago subintimal. A
transformac&o que ocorre nos macrofagos na parede arterial e o colesterol de lipoproteinas sdo
considerados essenciais no inicio do processo aterosclerdtico (CALVILLO e SANDOVAL,
2004).

A possibilidade de expressdo de genes que codificam as moléculas envolvidas no
processo aterosclerético, atingindo os tipos celulares especificos, permite oportunidades de
novas formas de diagndstico e medidas terapéuticas para a regressdao das lesGes e
consequentemente, impedir sua formacdo (ROSS, 1993).

As células do endotélio quando ativadas a partir do acumulo de lipidios modificados
(LDL ox) aumentam a expressdo das moléculas de adesdo VCAM-1, ICAM-1, E-selectina, P-
selectina, ocorrendo em seguida a migracdo e ativacdo de células inflamatérias como
monacitos, mastdcitos e linfécitos T (LIBBY e LEE, 2000). Ap6s a instalacdo do processo
inflamatorio, as células musculares lisas migram e se multiplicam na tunica média
desenvolvendo o ateroma (RAPOSO FILHO, 2010).

Estudo utilizando anticorpos monoclonais especificos para células do mdasculo liso,
macrofagos humanos, células endotelias e linfocitos, demonstrou que o tipo de célula
predominante em lesdes precoces de aterosclerose sdo as células musculares lisas, macréfagos
e linfécitos T (KATSUDA et al., 1992). A principal classe de linfécitos T presentes nas lesGes
ateroscleréticas é CD4". Em resposta local por meio de citocinas, células T (CD4")
diferenciam-se em linhagem de Th 1 ou Th 2. Entre os principais indutores de células Thl e
Th 2 sdo a interleucina (IL-12) e I1L-10, respectivamente (DAUGHERTY e RATERI, 2002).

As células musculares lisas instaladas na tinica média proliferam e sintetizam a matriz
extracelular, atingindo a tdnica intima, quando alteram o seu fendtipo de contratil para
sintético, aumentando a expressao de alpha-actina. As metaloproteinases sao secretadas pela
alpha-actina, células endoteliais e mondcitos, e respondem a sinalizacdo oxidativa,
inflamatoria, hemodinamica e autoimune (GABBIANI et al., 1984).

Na progresséo de doenca aterosclerotica, varias proteinas de fase aguda como a proteina
C- reativa (WANG et al., 2014), proteina amiloide sérica A, albumina e fibrinogénio, tém sido
associadas ao aumento do risco vascular (DANESH et al., 1998). A concentracdo plasmatica
da interleucina — 6 (IL-6) € associada com o risco de infarto do miocéardio, desempenhando
um papel central na inflamacdo e lesdo dos tecidos (RIDKER et al., 2000). Dados
demonstram uma forte correlacdo da IL — 6 com a proteina C — reativa e o fibrinogénio, por
ser a IL — 6 principal estimulante para a producéo de proteinas de fase aguda a nivel hepético
(BAUMANN e GAULDIE, 1990).



O endotélio vascular de sitios com risco de desenvolvimento da aterosclerose possui um
aumento na permeabilidade através de varios componentes proteicos existentes no plasma,
como fibrinogénio, aloumina e a LDL (FREI, 1999).

Em algumas pesquisas foi demonstrado que as células encontradas na parede vascular,
como as ja citadas anteriormente, células musculares lisas e células endoteliais, produzem
citocinas envolvidas em enfermidades cardiovasculares (HOJO et al., 2000).

A instabilidade da placa aterosclerética é entdo uma consequéncia de uma complexa
resposta inflamatoria da parede vascular, tendo inicio por meio da ativacdo de macrofagos e
células T, levando a degradacgdo de tecido conectivo, producdo elevada de citocinas e apoptose
das células que compbem a parede vascular. Os macréfagos ativados originam as citocinas
inflamatdrias (CALVILLO e SANDOVAL, 2004).

3.9 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA (SRA) E ATEROSCLEROSE

O sistema renina-angiotensina também participa como componente central de resposta
fisiolégica e patoldgica do sistema cardiovascular, desempenhando um papel chave na
homeostase cardiovascular e no desenvolvimento embrioldgico do rim e de outros érgaos em
mamiferos e varios tipos de vertebrados (TUFRO-MCREDDIE et al., 1995). Nas células
justaglomerulares no rim ocorre a sintese da enzima renina, que € liberada para a circulagéo e,
eventualmente, na linfa renal (MORGAN et al., 1982).

Nos mamiferos, a renina age sobre o angiotensinogénio (substrato de renina) para formar
a angiotensina I, que é posteriormente convertido por enzimas de conversdo a angiotensina Il
(ANG 1), que desempenha um papel importante na manutencdo da homeostase
cardiovascular e hidromineral (NISHIMURA, 1985).

Sendo o principal horménio efetor, a ANG Il esta envolvida ndo apenas na mediacdo de
efeitos fisiologicos de vasoconstricgdo e controle da pressdo sanguinea, como também na
inflamacdo, disfuncdo endotelial, aterosclerose, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca
congestiva. Por meio de cascatas de sinalizagdo, promovem eventos que contribuem para a
disfuncdo vascular e progressdo de doencga aterosclerética, com a contragdo vascular,
crescimento de células musculares lisas, hipertrofia e migracdo celular (ROMANO et al.,
1994a; MEHTA e GRIENDLING, 2007).

A ANG Il desempenha um importante papel no desenvolvimento da aterosclerose,
exercendo acdo praticamente em todas as células vasculares envolvidas no processo como

celulas endoteliais, células musculares lisas, fibroblastos, mondcitos/ macréfagos e também



nos midcitos cardiacos. Alteragdes no fendtipo e na morfologia das células envolvidas com
variacdo na expressdo génica aceleram a capacidade de respostas a tais estimulos levando a
patologia vascular (SCHIEFFER et al., 2000).

Foi constatado o aumento da expressdo do receptor de ANG Il apds lesdo neointimal
(VISWANATHAN, 1992). A sinalizacéo da interacdo da ANG Il com a interleucina 18 (IL-
18) também vem sendo apontada como um dos mecanismos pelo qual a ANG Il controla os
seus efeitos pro-aterogénicos locais em células musculares lisas vasculares (MEHTA e
GRIENDLING, 2007).

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um sistema profundamente estudado em
humanos por sua implicancia entre outras no controle da pressao arterial (STIEFEL, 2011;
FANELLI e ZATZ, 2011), com a ANGII associada a fatores de risco para aterosclerose, como
hipercolesterolemia e hipertenséo, tendo sido demonstrado que o aumento da angiotensina
eleva os niveis de colesterol (DAUGHERTY et al., 2004). Ainda assim, o aumento da ANG I
ja foi relacionado com o desenvolvimento de aterosclerose adrtica e formacéo de aneurisma,
independente da elevacgdo de presséo arterial (DAUGHERTY et al., 2000).

A Ang Il promove uma contracdo do musculo liso vascular tanto arterial como venoso
e aumenta a contratilidade miocérdica, além de estimular a secrecdo de aldosterona e
catecolaminas nas glandulas suprarrenais em mamiferos e também estimular diretamente a
liberacdo de vasopressina e adenocorticotrofina na hipdfise. Algumas investigacdes sugerem
que este peptidio atua como modulador intracelular do crescimento e metabolismo, tendo sido
demonstrado por sondas moleculares, que a maioria dos érgdos contém RNAm que codifica o
angiotensinogénio (ROMANO et al., 1993 ).

O antagonismo de acdes da ANG Il pode retardar a progressdéo da doenca
aterosclerotica e estabilizar placas vulneraveis (MEHTA e GRIENDLING, 2007). Qutros
efeitos do blogueio do SRA tém sido descrito sobre as modificagdes do envelhecimento
celular, por aumento no nimero de mitocdndrias celulares e protecdo de 6rgaos como o rim,
durante enfermidades crénicas (FERDER et al., 1993; ROMANO et al., 1994b; INSERRA et
al., 1996).

O SRA é um dos primeiros sistemas enddcrinos que aparecem durante a evolugdo dos
vertebrados. Na escala filogenética se podem observar granulos de renina em quase toda a
arvore vascular dos peixes 0sseos (FOURNIER et al., 2012).

A angiotensina Il (ANG II) foi recentemente identificada em peixes elasmobranquios,
e inclusive comparada com a de outros vertebrados, tendo sido encontrados receptores da

ANG Il nos vasos sanguineos e em diferentes drgdos osmorreguladores, como rins e



branquias (HAZON et al., 1999; FUENTES e EDDY, 1997; LEEDOM et al, 2003; TAKEI e
TSUCHIDA, 2000).

Vaérios estudos sugerem que o SRA de teledsteos tem um papel na regulacdo da
pressdo arterial e controla algumas das respostas fisiologicas que prejudicam os hipotensores.
Outro importante participante no controle cardiovascular em teledsteos é o sistema nervoso
simpatico (SNS) (BERNIER et al., 1999).

Tém sido demonstrado que a inibicdo da enzima de conversdao da angiotensina |
(ECA) reduz marcadamente a concentracdo plasmatica de cortisol em enguias europeias,
sugerindo que exercam um papel importante sobre o cortisol nos mecanismos de estresse e
resposta imune em peixes (ROMANO, 2004).
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RESUMO

As lesdes 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 beijupird (Rachycentron canadum) criados em sistema offshore, em 54
exemplares coletados ao longo do cultivo de oito meses. Amostras de tecido cardiaco de
alevinos e juvenis foram submetidas a analise histopatologica e microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET), para visualizacdo de lesbes coronarianas, sendo as laminas histoldgicas
coradas pela técnica de hematoxilina-eosina, acido periddico de Schiffh, alcian blue e
reticulina de Gomori. Exames realizados pela fotomicroscopia de luz evidenciaram lesdes
arteriais caracterizadas por hiperplasia das tunicas intima e média de artérias coronérias, em
respectivamente 29,63% e 79,63% dos animais, com reducdo do lumen arterial. Na MET,
foram observadas alteracBes na estrutura das coronarias com espessamento do endotélio e
membrana basal, proliferacdo de fibroblastos e fibras coldgenas, com acimulo de material
lipidico subendotelial, residuos celulares aderidos @ membrana basal e vesiculas pinocitoticas
com presenca de lisossomos isolados. Constatou-se que 0s peixes da espécie Rachycentron
canadum criados em cativeiro desenvolveram leséo arterial do tipo crbnica degenerativa
inflamatoria.

Palavras-chave: aterosclerose, hiperplasia, histopatologia, microscopia eletrénica de

transmisséo, Rachycentron canadum.
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Hyperplasia in tunics of coronary arteries in beijupira farmed in offshore system

ABSTRACT

The coronary lesions have been reported in species of anadromous fish similar to
characteristics observed in human atherosclerosis, but not in farmed fish without interference
of reproductive patterns. This study aimed to describe coronary lesions in beijupird
(Rachycentron canadum) farmed in offshore system, in 54 specimens collected along the
cultivation of eight months. Samples of heart tissue of fry and juveniles 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 light 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, were observed 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. It has been found that fish Rachycentron canadum species
farmed in captivity develop arterial lesion of chronic inflammatory degenerative type.

Keywords atherosclerosis, hyperplasia, histopathology, transmission electron microscopy,
Rachycentron canadum.
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INTRODUCAO

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

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

As tanicas arteriais podem apresentar alteracbes, como o aumento das células que
formam uma multi-camada entre a membrana eléstica 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 tlnica média arterial, ocorre a expressdo da alfa-actina
no masculo liso, permanente ou transitoriamente, progredindo para uma leséo aterosclerotica
(Stary et al., 1995).

Em peixes teledsteos, as patologias relacionadas ao sistema cardiovascular nédo
possuem ainda uma etiopatogenia definida, por ser pouco pesquisada. Em alguns estudos, as
alteracdes coronarianas em peixes teledsteos foram associadas a maturacdo sexual e desova
em salmé&o (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 tunicas, a camada intima fica exposta e a aterosclerose evolui
provocando um espessamento da camada média. O estresse € um dos principais responsaveis
por este espessamento das camadas arteriais (Willis, 1953).

Na aterosclerose, doenca inflamatdria crénica, tem sido defendida a idéia de que a
atividade inflamatdria persistente em pacientes com doengas autoimunes representa o
principal 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 progressao da doenca (Narshi et al., 2011).

Em alguns estudos, a aterosclerose foi caracterizada como processo inflamatorio, em
gue os leucdcitos contribuem com a estenose arterial e consequente espessamento neointimal

da tunica, devido ao seu volume no interior da camada intima (Moreno et al., 1996).
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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, € desconhecida a ocorréncia de tais lesdes em peixes cultivados, em diferentes
estagios de crescimento, com ou sem interferéncia de diferentes padrdes reprodutivos, o que
foi relatado por tais autores como sendo um fator relevante no surgimento das lesdes
(Robertson e Wexler, 1962; House et al., 1979; Schmidt e House, 1979; Eaton et al.,1984). O
estresse proveniente de mecanismos fisiologicos ou até mesmo em fungdo 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 beijupiras cultivados em sistema offshore, no

tocante as lesbes cardiovasculares, mais precisamente nas artérias coronarias.

MATERIAL E METODOS

Os exemplares de beijupiras foram obtidos a partir 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 producdo nacional, com concentragdes
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 é&cido paraaminobenzoico) e,
posteriormente, submetidos a necropsia, seguindo-se as recomendac¢des de Reimschuessel et
al. (1988). Amostras de tecido cardiaco foram fixadas em formalina tamponada a 10% para
andlise histopatologica. Os tecidos foram desidratados em séries crescentes de etanol,
embebidos em parafina e seccionados em micrétomo a cinco micra (5um).

As laminas histoldgicas foram coradas por hematoxilina-eosina (HE), acido periodico
de Schiffh (PAS), alcian blue e a técnica de reticulina de Gomori, sendo posteriormente
examinadas em microscopio optico.

As amostras de tecido cardiaco também foram avaliadas em microscopia eletronica de
transmissao (MET). Apos fixacdo em 10% de formalina tamponada, os tecidos foram cortados
em blocos milimeétricos de 1mm, em seguida imersos em fixador de Carson com cerca de
quinze vezes seu volume, sendo posteriormente armazenados a 4°C até sua manipulagéo. A
formulagdo da formalina tampao fosfato Millonig’s modificado seguiu o protocolo: 186g de
di-hidrogenofosfato de ortofosfato de soédio (NaH,PO,H,0) e 4,2g de hidréxido de sddio
(NaOH) adicionados e dissolvidos em 800ml de agua destilada, sendo o volume final ajustado
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para 900ml com &gua destilada e, por fim, foi adicionada 100ml de solugdo de formaldeido a
36%. O pH do fixador apresentava valores entre 7,2 a 7,4 e a osmolaridade do veiculo tampéo
com 290 mmolkg-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 tampao
fosfato 0,12 M de Millonig’s, pH 7,2, com 3% de sacarose. Os tecidos foram submetidos a
pos-fixagao durante 90 minutos em tampao fosfato a 1% de tetroxido de 6smio de Millonig’s,
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 eletronico (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 lesbes coronarianas arteriais, principalmente do tipo hiperplasica da
tlnica intima e média dos vasos no exame histopatoldgico, estando presentes independentes
do tempo de cultivo. A hiperplasia da tanica intima esteve presente em 29,63% dos animais
coletados e da tnica media em 79,63%.

Nas laminas coradas pelo método da hematoxilina-eosina foram observadas
hiperplasia de células endoteliais da t(nica intima, aumento de tecido subendotelial e
infiltragdo de “células espumosas” na parede do vaso, que sdo caracteristicas de inicio de

leséo vascular, cujo desfecho poderia ser o estabelecimento da aterosclerose (Fig. 1 e 2).

Flgura 1 Hlperpla5|a de tlnica |nt|ma (HTI) e tunlca medla (HTM) em arterlas coronarias; Lumen
vascular (LV). H&E-coloracéo, Bar = 20, 51x37mm (600 x 600 DPI).

Figura 2: Hiperplasia de tunica média e presenga de “células espumosas” (seta) em artérias coronarias.
H&E-coloragéo, Bar = 20, 51x37mm (600 x 600 DPI).
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A oclusdo luminal é bem identificada nos tecidos submetidos a coloracdo com PAS
(Fig. 3) e alcian blue (Fig. 4), onde é possivel visualizar sinais de estenose luminal. As artérias
coronarias analisadas evidenciaram alteracbes na estrutura das tOnicas, com sinais de
hiperplasia e obstrucdo luminal, com acumulo de proteoglicanos na analise histopatologica
com coloracdo alcian blue, demonstrando a presenca de alteracbes na composi¢do da matriz
extracelular (Franca e Franca, 2001).
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Figura 3: LesGes na artéria corondria com estreitamento do limen vascular (LV). Coloragdo PAS,
Bar = 20, 51x37mm (600 x 600 DPI).

Figura 4: LesOes na artéria coronaria com estreitamento do limen vascular (LV). Coloragdo Alcian
Blue, Bar = 20, 51x37mm (600 x 600 DPI).

As alteracOes histologicas em artérias coronarias foram descritas em teledsteos
anadromos, com habito migratério, sendo a hiperplasia miointimal e sinais de arteriosclerose
coronaria associadas ao periodo de desova e maturacdo sexual (House et al., 1979; Eaton et
al.,1984). Estes fatores ndo devem ter interferido no desenvolvimento das lesdes coronarianas
do beijupird, por eles ndo realizarem migragdo para fins reprodutivos. Além disso, os animais
do experimento foram coletados antes de completar um ano de idade, sendo uma parte
coletada inclusive durante a fase de alevinos, que apresentaram o0 mesmo tipo de lesdo.

Apdbs a primeira descricdo de ocorréncia de alteracbes em vasos coronarios 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 a etiologias das alteragdes coronarianas observadas em truta da Nova
Zeléndia, constando de uma doenca cardiaca mais avangada e calcificante, caracterizada por
lesbes que progrediram para dilatacdo vascular e formacdo de placas calcificadas no bulbo
arterial, demostrando semelhanca com a arteriosclerose em humanos.

Uma possivel relacdo da arteriosclerose coronaria com a maturagdo sexual foi

encontrada em truta arco-iris e na prateada, em individuos sexualmente maduros e que
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apresentavam hiperplasia miointimal. Na ocasido, foi verificada que a integridade de artérias
coronérias dependia do equilibrio de horménios sexuais, como gonadotrofinas, estradiol,
testosterona, cortisol e ACTH, que podem desempenhar um importante papel na inducdo ou
regressdo de degeneracao vascular (Mckenzie et al., 1978), o que também néo 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 evolucao
para uma isquemia e infarto do miocardio, por oclusdo luminal (Fig. 5). A hipertrofia da
camada muscular arterial observada é compativel com o aumento da resisténcia da circulacao
periférica, o que faz o conjunto de alteragdes encontradas serem classificadas como lesdo
vascular crénica degenerativa inflamatdria. Acredita-se ainda que a hiperplasia da tdnica
média com oclusdo do lumen vascular, observada nas artérias coronarias, possibilite a

ocorréncia de uma isquemia miocardica.
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Figura 5: Formac;gé de placa de ateroma em artérias
coronérias (seta). H&E-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 fibras colagenas (Fig. 6),
igualmente ao observado em pesquisa utilizando a cabra (Capra hircus) como modelo de
estudo de aterosclerose em humanos, onde foi relatada a presenca de colageno e fibras

eldsticas na lamina interna de artérias corondrias (Ogeng’o et al. 2010).
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Figura 6. A: Alteracfes na estrutura de artérias coronarias. Lamen arterial (Lu), endotélio
(Ed), espessamento de membrana basal (Bm), células musculares lisas (Sm) com
mitocOndrias 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 picnéticas (Pi) e lisossomos isolados (Ly); membrana
eléastica interna (In). 50.000 X.

Na hiperplasia da tanica intima ocorre uma resposta secundaria da parede arterial, em
consequéncia dos esforcos mecanicos e estresse de cisalhamento, levando a doenca arterial
oclusiva (Stary et al., 1992), pela migracéo e proliferacdo anormal de células de musculo liso
associada com a deposicdo de matriz extracelular de tecido conjuntivo na parede (Daves e
Hagen, 1994).

A progressdo da lesdo foi observada com maior espessamento do endotélio e
membrana basal, com acumulo de material amorfo lipidico subendotelial e residuos celulares
aderidos a membrana basal (Fig. 7), o que representa bem a lesdo aterosclerética descrita em
humanos, que consiste de depositos lipidicos e acimulo de macréfagos, com proliferacdo de

células espumosas na tanica intima (Stary et al., 1992).
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Figura 7: Parede arterial coronaria com lesbes avangadas.
Espessamento do endotélio (En) e da membrana basal (Mb),
com aclmulo de material amorfo de aspecto lipidico
subendotelial (AM). Observa-se residuos celulares aderidos a
membrana basal (CR). 15.400 X.

As células espumosas foram visualizadas na parede vascular de beijupirds (Fig 2)
como componentes essenciais da placa aterosclerética (Masuda e Ross, 1990), o que ainda
pode ser agravado com a formacdo de placas fibrosas, que causam a interrupcdo 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), demonstrando que
ocorre em salmonideos uma forma similar da aterosclerose humana cléssica.

A infiltracdo de vesiculas pinocitoticas com presenca de lisossomos isolados também
visualizada no lumen por meio de MET (Fig. 5), caracteriza 0 processo de pinocitose que
ocorre em macrofagos quando macromoléculas aderem & membrana celular. Apdés o
surgimento da vesicula pinocitética os lisossomos ligam-se a vesicula, transformando-se em
um orgdo digestivo da célula, que entre suas fungdes estd a de hidrolise de proteinas,
carboidratos e lipidios no interior da célula (Guyton e Hall, 2011).

Farrell (2002) mencionou a rapida taxa de crescimento como indutor de estresse,
contribuindo para o inicio da lesdo coronariana. Isso 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 ateroscleroticas em salmonideos.



275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
201
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308

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

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

Levando em conta o habito das espécies dos beijupiras, o sistema cardiovascular €
adequado para 0 meio aquatico e adaptacOes estratégicas ambientais e de estilo de vida podem
resultar em variacdes interespecificas na fisiologia cardiovascular (Baldisserotto, 2009), ndo
se excluindo, portanto, o efeito do estresse nas lesGes ateromatosas.

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

Ainda em relacdo ao estresse como um fator importante no surgimento das lesdes
arteriais em beijupird, ocorre uma elevacdo nos niveis de cortisol devido a exposicdo a
situacOes estressantes, ocorrendo respostas que ameagam o bem estar e a salide, com respostas
enddcrinas em nivel de catecolaminas e corticosteroides e respostas secundarias relacionadas
ao metabolismo, equilibrio hidromineral e cardiovascular, respiratorio e nas funcGes
imunoldgicas. A agdo isolada ou combinada de respostas primarias e secundarias resulta em

alteracdes na concentracdo de componentes sanguineos e ao nivel celular (Barton, 2002).
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CONCLUSAO

Os peixes da espécie Rachycentron canadum (beijupira) criados em cativeiro
desenvolvem alteracdes cardiovasculares, com lesdo arterial do tipo crénica degenerativa

inflamatoria.
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RESUMO

A hiperplasia de tunicas pode ser quantificada por uma variedade de técnicas que se
relacionam com as modificacdes da area ou espessura em cortes histologicos. A hiperplasia
das tunicas de artérias coronarias foi relatada em espécies Rachycentron canadum. Este
estudo teve como objetivo estabelecer a relacdo entre tdnicas e obstrucdo luminal por
morfometria. A analise morfométrica foi realizada em 158 vasos arteriais de 40 peixes. As
laminas histoldgicas de tecido cardiaco e vascular foram coradas com hematoxilina- eosina
(HE) e, posteriormente, observadas sob um microscopio oOptico. Os dados referentes a
proporcéo da area do limen em relacdo a area da tunica média foram analisados de acordo
com os modelos de regressao Beta para taxas e proporcdes. Verificou-se que a proporcao do
limen mostrou uma relacdo decrescente com 0 peso e tamanho dos animais analisados. N&o
observou-se uma relagdo linear entre a propor¢do do limen e as areas e raio (espessura) das
tunicas arteriais. Concluiu-se que o aumento no ganho de peso contribui para a reducdo da
area do limen, que conduz a obstrucdo arterial, sem aumentar ou diminuir a relacdo entre a
propor¢cdo do lumen vascular com a espessura das tOnicas arteriais. O conjunto de
anormalidades descritas pode estar relacionado a fatores nutricionais durante o cultivo de
Rachycentron canadum.

Palavras-chave: arteriopatia; histologia; nutricdo; Rachycentron canadum



Morphometry in coronary arteria of beijupiras with hyperplasia of tunics

ABSTRACT

The Tunics hyperplasia of blood vessels may be quantified by a range of techniques that relate
modifications of area or thick on histological cuts. We reported hyperplasia of tunics of
coronary arteries in species Rachycentron canadum. This study aimed to establish the
relationship between tunics and luminal obstruction by morphometry. The morphometric
analysis was performed on 158 arterial vessels of 40 fish. The histological slides of cardiac
and vascular tissue were stained using hematoxylin-eosin (HE) and subsequently observed
under an optical microscope. The data relating to the proportion of the lumen area compared
to the area of the tunic media were analyzed according to the Beta regression models for rates
and proportions. It was found that the proportion of the lumen showed a decreasing
relationship with the weight and length of the analyzed animals. There was observed a linear
relationship between proportion of the lumen and areas and radius (thickness) of the arterial
tunics. It was concluded that the increase in weight gain contributes to a reduction of the
lumen area, leading to arterial obstruction without increasing or decreasing relationship
between the proportion of the vascular lumen with the thickness of the arterial tunics. The set
of abnormalities described may be related to nutritional factors during cultivation of
Rachycentron canadum.

Keywords: arteriopathy; histology; nutrition; Rachycentron canadum



INTRODUCAO

Estudos anatémicos de morfologia e morfometria nas artérias coronarias vém sendo
muito empregados na patologia humana, como o uso de raio-X e varios tipos de moldes
(Zamir & Chee 1986): morfometria da microvascularizagdo coronéaria (Spalteholz 1907;
Nussbaum 1912), a técnica Wearn modificada e padrbes de ramificacGes das arteriolas,
capilares e vénulas de animais domésticos (Brown 1965) e, mais recentemente acerca do
comprimento de capilares em humanos, estudando a estrutura microvascular por meio de
reconstrucdo tridimensional (Kaneko et al. 2011).

A hiperplasia de tunicas de vasos sanguineos representa o acumulo de células
musculares lisas agregadas a um conjunto de elementos teciduais que se alojam na camada
vascular mais interna. Pode ser quantificada por uma série de técnicas, em sua maioria
relacionando a medicdo de suas modificacBes relativas a area ou espessura de cortes
histologicos (Dobin et al. 1988).

A hiperplasia intimal geralmente acompanha a progressao de uma doenca arterial mais
severa, como aterosclerose (Nakashima et al. 2002). A etiologia e a relacdo entre elas é bem
elucidada em outras espécies, ndo sendo muito pesquisada ou mesmo notificada em peixes
teledsteos ndo anddromos. Pesquisas envolvendo lesdes vasculares em peixes se restringem a
alteracOes coronarianas associadas a maturacdo sexual e desova em salméo (Robertson et al.,
1961; Robertson & Wexler, 1962; Eaton et al.,1984) e em trutas (Schmidt & House, 1979;
Prior et al., 1968).

A lesdo aterosclerotica, anteriormente caracterizada pelo acumulo de colesterol nos
vasos, atualmente esta relacionada a interacdo de uma série de fatores de risco como o
acumulo de lipidios modificados, macréfagos, o recrutamento de células musculares lisas

(CML), de moléculas circulantes e teciduais (Subbotin 2007). Tais fatos permitiram afirmar



que o processo inflamatorio esta presentes em todas as fases do processo aterosclerotico
(Bobryshev 2006).

Entre os fatores predisponentes para surgimento de lesdo aterosclerotica, as
perturbacdes metabolicas, obesidade visceral, hipertrigliceridemia, HDL baixo, e
hiperglicemia sdo identificados como importantes elementos que associados ao estresse
oxidativo, representam um fator relevante para o desenvolvimento de complicacGes
cardiovasculares (Hopps et al. 2010).

Em beijupira (Rachycentron canadum) nenhuma altera¢do coronariana foi pesquisada.
Sendo assim, relatamos neste trabalho a hiperplasia de tunicas de artérias coronarias na
espécie, objetivando-se estabelecer a relacdo existente entre as tlnicas e a obstrucdo luminal

por meio de morfometria.

MATERIAL E METODOS

Os exemplares de beijupiras foram obtidos a partir de cultivo offshore situado a 5 km
da costa, no estado de Pernambuco/Brasil, durante sete meses de cultivo.

Os animais foram transportados vivos, sob aeracdo e renovacao de dgua constante, até
o porto do Recife/PE, onde foi realizada sedacdo seguida da eutanasia, por imersdo em
cloridrato de benzocaina (éster etilico do acido paraaminobenzoico) (Neiffer et al. 2009), os
peixes foram submetidos ao exame externo e a necropsia foi realizada seguindo
recomendacdes de Reimschuessel et al. (1988) com abertura lateral esquerda, sendo coletado
0 coragao para exame microscopico e morfomeétrico.

As amostras de tecido cardiaco foram fixadas em formalina tamponada a 10% e apds
desidratacdo em séries crescentes de etanol, os tecidos foram embebidos em parafina e

seccionados em micrétomo a cinco micra.



A andlise morfométrica arterial foi realizada de 40 peixes da espécie Rachycentron
canadum sendo oito alevinos e 32 juvenis, onde 158 vasos arteriais foram avaliados (Fig 1).

As laminas histolégicas de tecido cardiaco e vascular foram coradas utilizando-se
hematoxilina-eosina (HE) (Barcellos 2008) e, posteriormente, observadas ao microscopio
optico.

As imagens dos cortes de tecido cardiaco foram digitalizadas para andlise
morfométrica com microscopio de luz Zess Primo Star com a camera digital AxioCam ERc5s.
A analise das imagens foi realizada com o software AxioVision 4.8.2.0 e a planimetria das
areas do limen de artérias coronarias e das camadas intima, média e adventicia, foi realizada
de forma aleatoria.

Inicialmente, foi realizada uma anélise descritiva das varidveis, sendo a de interesse a
proporcéo da area do lumen vascular (proplum), e o objetivo do estudo foi estudar a relacdo
desta propor¢do com as demais variaveis.

Para a proposta de modelagem, os dados referentes a proporcao da area do limen em
relacdo a &rea da tunica media foram analisados de acordo com os modelos de regressdo Beta
para taxas e proporgdes (Ferrari & Cribari-Neto 2004; Zeileis & Cribari-Neto 2010). Foi
investigada a influéncia das varidveis: area da tunica externa (tUnica adventicia), area do
limen, area da tanica média, area da tunica intima, raio da tunica externa, raio da tinica
média, raio da tunica intima, raio do limen, didmetro do vaso, didmetro do limen, peso e

comprimento dos exemplares de beijupira coletados e o tempo de cultivo (em meses).



RESULTADOS

Durante o periodo de coletas no cultivo, os parametros de temperatura, salinidade,
oxigénio e transparéncia ao longo do cultivo variaram entre 26,1 e 29,9°C; 31,0 e 37,3; 5,2 e
8,0mg/L e 6,0 e 17,5m, respectivamente.

Nas artérias coronarias submetidas a analise morfométrica podem ser visualizados
sinais de estenose luminal (Fig 2).

Na Tabela 1 sdo observadas as medidas descritivas das variaveis, revelando que o peso
minimo dos peixes foi de 0,078 kg e 0 maximo foi de 1,025 kg. Em relacdo ao comprimento
dos peixes, o valor medio de 36,468 cm, com variacdo entre 24 e 49 cm. Os intervalos para as
médias das variaveis foram construidos com 95% de confianca.

A partir dos graficos da Fig 3, pode-se verificar que os valores medianos das
proporcbes de lumen decrescem com 0s meses. As maiores proporcdes medianas foram
observadas no segundo e quarto més, enquanto que as menores propor¢cdes medianas de
limen foram observadas no sexto e oitavo més. No terceiro més existiu pouca variabilidade
entre as proporcdes de lumen registradas. As maiores variabilidades nas proporcfes foram
observadas no segundo, quinto e sétimo més.

Né&o foi verificada uma relacéo linear visivel da propor¢do do Iimen com as areas e
raios (espessuras) das tanicas arteriais.

Considerando o peso e o comprimento, foi constatado que a proporcdo do lumen
apresenta uma relagdo decrescente com ambas as varidveis citadas, ou seja, a proporcao de
limen observada aumenta a medida que 0s pesos dos peixes diminui, 0 mesmo acontecendo
em relacdo ao comprimento dos peixes.

Para a selecdo das variaveis significativas para explicar a proporcao da area do Iimen,

foram utilizados testes de hipdteses do tipo Z (Casella & Berger 2002). Para avaliar a



adequabilidade do modelo, foi utilizado o grafico de quantis com envelope simulado (bandas

de confianca). O modelo final ajustado é dado por:

exp'\{0.06*areaint-12 25*raioext-24 26*raiomed-52.16%raiocint+3,14*diamvaso-0 86%peso' }

= 1+exp'{0.06%areaint-12 25*raioext-24 26%raiomed-32_16*raicint+3_14*diamvaso-0 86%peso'\ }'

Em que, p é a propor¢do média da area do limen em relacdo a area da tunica média.

Considerando testes do tipo Z, todos os parametros sdo significativos ao nivel de
significancia de 5%. Pelos gréficos de quantis na Fig 4, a grande maioria dos pontos se
encontram aleatoriamente dentro das bandas de confianca, indicando que a distribuicdo Beta

para a propor¢do do lumen esta corretamente especificada.

DISCUSSAO

As lesdes oclusivas aqui descritas em artérias coronarias, ja foram evidenciadas em
humanos, por serem artérias com capacidade de desenvolver manifestacdo clinica de doenca
aterosclerotica, tendo sido observado um maior grau de estenose quando comparadas a outras
artérias (Vink et al. 2002).

O analisador de imagem faz com que seja possivel a caracterizacdo mais precisa das
areas histologicas estudadas, sendo a andlise morfométrica, por qualquer método utilizado,
uma fonte de uma maior objetividade na andlise histol6gica (Romano et al. 1996).

LesBes arteriais similares as aqui expostas foram descritas em algumas espécies de
peixes anadromos. Farrell (2002) afirmou que todos os salmonideos quando atingem o
tamanho de cerca de 10 cm, iniciam o desenvolvimento de alteragcBes coronérias que podem
ser identificadas microscopicamente como arteriosclerose. O autor relacionou a progressao da

lesdo ao habito migratorio na maturagdo sexual, envolvendo também a répida taxa de



crescimento por induzir estresse, contribuindo para o inicio de uma lesdo coronéria.
Diferentemente, os animais analisados nesta pesquisa apresentaram um ganho de peso
associado a maior taxa de ocluséo luminal, sendo utilizados inclusive animais imaturos na
pesquisa, sem envolvimento de periodos de maturacdo no surgimento da leséo.

Os lipidios apresentam um papel essencial na vida reprodutora de salmonideos,
fornecendo energia para atividade reprodutora e sendo consumido durante a migracdo sexual
(McVeigh et al. 2007). Os animais aqui analisados e identificados com leséo arterial eram
jovens, com idade inferior ao periodo de maturacdo sexual da espécie. As lesdes coronarianas
relatadas em salmdo (Robertson et al. 1961; Robertson & Wexler 1962; Eaton et al. 1984) e
em trutas (Schmidt & House 1979; Prior et al. 1968), estavam relacionadas a periodos de
maturacdo sexual e desova, levando a acreditar que a mobilizacdo de gordura necessaria para
essa fase poderia surgir como um possivel desencadeador no surgimento das lesdes.

O elevado teor de adiposidade corporal em humanos é claramente associada a
alteraces no metabolismo lipidico e disfuncdo endotelial (Poirier et al. 2006), aumentando a
prevaléncia de doencas cardiovasculares (Romero-Corral et al. 2010).

Niveis elevados de marcadores inflamatérios de lesdo aterosclerGtica como
interleucinas e proteina C reativa ja foram identificados em humanos com alto teor de gordura
corporal, mesmo apresentando um indice de massa corporal (ICM) normal (Lorenzo et al.
2006).

A hiperlipidemia também ¢é enfocada em estudos com camundongos jovens em relagdo
ao surgimento de leséo aterosclerotica (Lieu et al. 2003) e, recentemente foi relatado que a
reversdo da hiperlipidemia apds a implantacdo de lesdo aterosclerdtica, mesmo em estagios
avancados, gera uma reducédo nos niveis de células CD68, que sdo derivadas de macrofagos e
células espumosas presentes em placas ateroscleroticas, havendo também alteracOes

fenotipicas com comportamento migratorio in vivo e diminui¢do da expressao de genes que



codificam fatores inflamatorios e pré-tromboticos (Fieg et al. 2011).

Os resultados aqui encontrados sugerem que 0 aumento no crescimento em peso e
comprimento contribui para a reducdo da area do lumen, predispondo a obstrucdo arterial.
Pesquisas anteriores ressaltam a importancia de estudos acerca do real envolvimento de
fatores dietéticos, especialmente &cidos graxos poli-insaturados na proliferacdo de células
musculares lisas em artérias coronarias com consequente desenvolvimento de lesdes
arterioscleroticas no salmao (Farrel 2002), o que reforca a importancia desse fator no cultivo
da espécie aqui descrita, com lesbes similares e provavelmente causadas pelo fator dietético.

Os animais aqui analisados foram alimentados com racdo comercial com conteudo
lipidico de 7,93%, com acidos graxos poli-insaturados, principalmente o docosahexaendico
(DHA) e o eicosapentandico (EPA), em valores acima da exigéncia da espécie (Oliveira
2012). Os acidos graxos poli-insaturados, apesar de apresentarem efeitos benéficos na funcéo
vascular (Casanova & Medeiros 2011), deve ter uso controlado na sua dieta, pela
possibilidade de ganho excessivo de peso devido ao alto teor energético na dieta (Costa &
Meale 2002), uma vez que é conhecido que o beijupira tem reduzida capacidade em utilizar
lipidios como fonte de energia, preferindo a proteina como principal fonte energética (Fraser
& Davies 2009).

Existem relatos de que a peroxidacdo lipidica se inicia nos acidos graxos poli-
insaturados de fosfolipidios de superficie da LDL (lipoproteina de baixa densidade) e, a
seguir, se propague aos lipidios do nucleo, contribuindo na modificacdo oxidativa de &cidos
graxos poli-insaturados, colesterol e fosfolipidios, finalizando com a modificacdo e
degradacdo da apoB, que colabora na progressdao da aterosclerose (Witztum 1993; Batlouni
1997).

A obesidade em ratos é associada a elevadas concentragGes plasmaticas de proteinas

de fase aguda como a proteina amiloide A (serum amyloid associated protein-SAA) e proteina



C reativa (Tannock et al. 2005; Yang et al. 2006), que sdo consideradas preditivas na
ocorréncia de doencas vasculares (King et al. 2009).

Modelos experimentais utilizando ratos com deficiéncia de apolipoproteina E (ApoE),
demonstram um aumento de peso corporal, estimulando o processo aterosclerético quando
alimentados com dieta com alto porcentual de gordura, apresentando elevacdo na
concentracdo plasmatica de SAA (King et al. 2009). Pesquisas ainda relatam que altas
concentracdes de SSA representam um importante marcador tecidual de doencas inflamatorias
agudas e cronicas (Malle et al. 2009), demonstrando associacdo também da proteina C reativa
com o risco de alteracdes cardiovasculares (Ridker et al. 2000), contribuindo para inflamacéo
e aumentando o dano tecidual (Pepys & Baltz 1983).

Condicao hiperlipidémica foi descrita em coelhos ap6s dieta rica em colesterol,
afetando a formacao de trombos na tinica intima, induzindo a lesdo e tornando a neointima
rica em macrofagos e placas de fibrina nos trombos (YYamashita et al. 2009).

Como citado, alguns animais sdo utilizados como modelo experimental, no objetivo de
avaliar hiperplasia vascular. Os suinos muitas vezes sdo eleitos como modelo para
acompanhamento da lesdo, pela semelhanca com humanos na resposta a lesdes vasculares,
sendo realizados estudos morfométricos para ter uma avaliacdo controlada de leséo arterial
cronica (Pasa et al. 2008). Do mesmo modo, roedores sdao vistos como modelos desejaveis,
pelo fato de serem animais com curto tempo de vida, com disponibilidade de manipulacéo
genética, apresentando um custo relativamente baixo de manutencdo laboratorial e,
principalmente por similaridade com o0s humanos no desenvolvimento espontaneo da
aterosclerose durante sua vida (King et al. 2009).

A discussdo no que se refere ao teor adiposo corporal fica limitada nesse estudo, por
ndo ter sido realizada analise da composicdo corporal das espécies coletadas, bem como na

racao. Isso dificultou estabelecer a possivel relacdo exata entre os fatores dietéticos e as lesdes



descritas. As observacdes aqui relatadas nos conduz a necessidade de pesquisas detalhadas
acerca do que foi discutido com relagédo a outras espécies, onde as lesdes coronarias sao bem

definidas.

CONCLUSAO

O aumento no ganho de peso contribui para a reducdo da area do limen levando a

obstrucdo arterial na espécie Rachycentron canadum e ndo ocorreu relacdo crescente ou

decrescente entre a proporcdo do lumen vascular e a espessura das tinicas arteriais.
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7 ANEXOS
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Figura 1: Analise morfométrica em artérias coronarias. H&E-
staining, Bar = 20 51x37mm (600 x 600 DPI).

Figura 2: Andlise morfométrica em artérias coronarias com
obstrucéo luminal. H&E-staining, Bar = 20 51x37mm (600 x
600 DPI).
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