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RESUMO GERAL

Estudos histopatologicos sdo ferramentas de grande importancia para analises de tecidos
normais e patoldgicos. As causas mais frequentes de erros de diagnostico sdo a fixagao
inadequada do tecido e a ma qualidade do material histologico. Além disso, ocorre certa
escassez de estudos onde se avaliam alteragdes “post mortem” em peixes. Diante da
necessidade de conhecimento sobre as principais alteragdes “post mortem” que ocorrem
até o momento da fixacdo, este trabalho busca demonstrar as principais alteragdes em
tecidos de linguado apo6s diferentes tempos de fixagdao. Concluiu-se que o tempo ideal
para a coleta de material biologico para analise histologica ndo deve ultrapassar uma
hora apds a morte. Os peixes podem desenvolver doencas ndo infecciosas, do tipo
metabolica, neopldsica e nutricional, como encontradas nas espécies em estudo, o
Rachycentron canadum e Paralichthys orbignyanus. Através deste estudo foi possivel
descrever o diagnostico de trés doencas ndo infecciosas, dentre elas a nefrocalcinose e
presenga de pedras nos rins em bijupirds. Macroscopicamente foi observado um
aumento do tamanho do rim, com presenca de varias estruturas litidsicas agrupadas no
parénquima renal. Diante dos fatores que podem contribuir para a ocorréncia da doenga
em ambientes de criacdo, ndo foi possivel apontar a real causa do surgimento das lesdes
nos peixes, tornando necessaria a investigacdo com pesquisas sobre os fatores
predisponentes. Foi relatada, dentro do grupo de doengas ndo infecciosas, uma neoplasia
hematopoiética em bijupird, classificada como linfoma renal tipo B, demonstrado por
células neoplasicas expressas pelo receptor CD20 ndo expressando receptores para o
tipo linfoma T (CD4 e CD3). Outro relato de neoplasia, descrito como hemangioma
esclerosante em linguado, as amostras de tumor foram coletadas para analise
histopatologica. Em andlise macroscopica, foi observada uma lesdo de aspecto
congestivo, de superficie irregular e consisténcia rigida, localizada na regido maxilar,
apresentando escoriacdes e focos hemorragicos, podendo estar ligadas a traumatismos
por choques com as paredes e fundo do tanque. Em cortes histologicos, foram
observados focos hemorragicos, além de acimulo de tecido fibroso circundando as
estruturas vasculares, entre outras alteragdes. A etiologia desta neoplasia ¢
desconhecida, mas o fato do animal ter permanecido por muitos anos em um sistema de
criacdo, pode ter contribuido para o surgimento deste tipo de lesdo, além do fator

mecanico.

Palavras chaves: doengas nao infecciosas, histopatologia, imunohistoquimica.



ABSTRACT

Histopathological studies are important tools for analysis of normal and pathological
tissues. The most frequent causes of diagnostic errors are inadequate tissue fixation and
poor quality histological materials. Furthermore, studies that evaluate “post mortem”
changes in fish are scarce. Due to the need for knowledge about the main “post
mortem” changes that occur until fixation, this study seeks to show the main changes
checked in the Brazilian flounder tissues after different fixation times. It was concluded
that the ideal time to collect biological material for histological analysis should not
exceed one hour after death. The fishes are able to develop non infectious diseases, like
metabolic, neoplastic and nutritional type, as found in the species under study, such as
Rachycentron canadum and Paralichthys orbignyanus. Through this study, it was
possible to describe the diagnosis of three noninfectious diseases, among them
nephrocalcinosis and presence of kidney stones in cobia. An increase in the size of the
kidney was observed macroscopically, with the presence of several lithiasic structures
grouped in the renal parenchyma. Regarding the factors that may contribute to the
occurrence of the disease in culture environments, it was not possible to identify the
cause of the appearance of lesions in the fish, becoming necessary studies of the
predisposing factors. It has been reported within the group of non-infectious diseases, a
hematopoietic neoplasia in bijupira, classified as a type B renal lymphoma,
demonstrated by neoplastic cells expressed by the CD20 receptor not expressing to T
lymphocyte type receptors (CD4 and CD3). Another report of neoplasia, described as
sclerosing hemangioma in Brazilian flounder, tumor samples were collected for
histopathological analysis. The macroscopic analysis revealed a lesion of congestive
aspect, of irregular surface and rigid consistency, located in the maxillary region,
presenting excoriations and hemorrhagic foci, may be linked to traumatisms due shocks
with the walls and bottom of the tank. In histological sections, hemorrhagic foci were
observed, besides fibrous tissue accumulation surrounding the vascular structures,
among other alterations. The etiology of this neoplasm is unknown, but the fact that the
animal has remained for many years in a breeding system, may have contributed to the

appearance of this type of lesion, besides the mechanical factor.

Key words: non infectious diseases, histopathology, immunohistochemistry.



INTRODUCAO GERAL

1. Descricao das espécies estudadas

1.1 Bijupira, Rachycentron canadum

Pertencente a ordem Perciformes ¢ o unico representante da familia
Rachycentridae. S3o peixes pelagicos migratorios, com distribuicao fortemente
influenciada pela temperatura com preferéncia por regides quentes, ocorrendo em
regides temperadas durante os meses quentes do ano. Possui ampla distribuicdo em
aguas tropicais e subtropicais, com exce¢do da parte central e oriental do Oceano
Pacifico (Shaffer e Nakamura, 1989; McLean et al., 2008). No Brasil, R. canadum esté
presente em todo o litoral, ocorrendo em regides de coral e, até mesmo, em estudrios,
com maior abundancia na regido nordeste (Figueiredo e Menezes, 2000; Sampaio ¢
Tesser, 2013).

Sua produgio teve inicio na Asia e se expandiu rapidamente para outros
continentes por causa de suas caracteristicas positivas, como, rapido crescimento
podendo atingir ao redor de 6 a 8kg em um ano de cativeiro (Liao et al., 2004, Weirich
et al., 2004), facil desova em cativeiro (Arnold et al., 2002, Souza-Filho e Tosta, 2008)
e pacotes tecnoldgicos desenvolvidos para a larvicultura que garantem qualidade e boas
taxas de sobrevivéncia das larvas (Holt et al., 2007; Benetti et al., 2008). O bijupird ¢
uma espécie carnivora oportunista, alimentando-se de varias espécies de peixes,
crustdceos e moluscos. Podem atingir at¢ 2m de comprimento e 68kg. Na natureza, a
expectativa de vida € de 15 anos (Shaffer e Nakamura, 1989).

O bijupird € cultivado em escala comercial em diversos paises Asidticos,
incluindo China, Taiwan, Vietna e Filipinas. Nas Américas ¢ no Caribe, onde ha
iniciativas para o cultivo dessa espécie sdo Estados Unidos, Porto Rico, México,
Panamd, Republica Dominicana, Belize e Bahamas. Entretanto, no Brasil ainda ndo ha

um histdrico de investimentos para a produ¢do da espécie (Nunes, 2014).

1.2 Linguado, Paralichthys orbignyanus

Quanto a sistemadtica, esta espécie pertence a familia Paralichthyidae e esta
distribuida desde o litoral do estado do Rio de Janeiro no Brasil, até Mar del Plata, na
Argentina (Figueiredo e Menezes, 2000), sendo um importante recurso pesqueiro nestas

areas. Esta espécie ¢ de grande importancia para o desenvolvimento da aquicultura no



extremo sul do Brasil nos ultimos anos, especialmente pelo seu elevado valor de
mercado e tolerancia a variacdo de parametros fisicos e quimicos (Sampaio e Bianchini
2002; Sampaio et al., 2007).

Com interesse comercial, sdo capturados no extremo sul do Brasil por
pescadores artesanais que operam com redes de espera na regido estuariana da Lagoa
dos Patos e com barcos arrasteiros de pequeno porte na regido costerira adjacente
(Aragjo, 1999).

A ocorréncia desta espécie esta associada as regides estuarinas e aguas
costeiras de profundidade até¢ 20-30 m, uma vez que ela habita essas regidoes durante as
fases de juvenil e de subadulto, sendo, portanto, considerada uma espécie estuarino-
dependente (Chao et al., 1985; Figueiredo e Menezes, 2000; Bianchini et al., 2013).

E uma das espécies de maior porte no Sul do Brasil, podendo atingir mais de 1
m de comprimento total e peso superior a 10 kg, outros fatores positivos incluem como
a facilidade de obtengdo de reprodutores junto a costa e possibilidade de sua criacdo, o

que reforga seu potencial para aquicultura (Bianchini et al., 2013).

2. Sistema de Recirculacdo

O aumento na busca pelo consumo de alimentos mais saudaveis colaborou
com o recorde de consumo mundial de pescado per capita em 2014, com 20.1 kg de
pescado por habitante (FAO, 2016).

Devido a grande demanda do mercado de pescado e pela escassez de recursos
pesqueiros naturais, a aquicultura se torna grande responsavel por ofertar esse pescado,
representando uma solucdo mais viavel para atender essa crescente demanda. Nesse
contexto, os sistemas de recirculacdo de agua (SRA) sdo tecnologias-chave que podem
contribuir para a comunidade mundial suprir as necessidades per capita por espécies
aquaticas nas proximas décadas, de maneira sustentdvel, em harmonia com o ambiente
(Tidwell et al., 2012).

A principal vantagem de um SRA, é que a qualidade da &gua pode ser
gerenciada para criar o ambiente desejado para o peixe alvo a ser criado, este sistema
oferece vantagens, permitindo taxas de crescimento controladas e periodos previsiveis
da despesca. Sendo tipicamente um sistema fechado, permite o controle das condi¢des
ambientais durante todo o ano. Também permite economias eficazes, o que resulta em
maior producdo por unidade de area e por unidade de trabalhador do que qualquer outro

sistema de aquicultura (Timmons e Ebeling, 2010).



Os SRA utilizam 90 a 99% menos agua do que o sistema convencional de
aquicultura, menos de 1% da 4rea de terra, e eles fornecem para o meio ambiente
gerenciamento seguro sobre os residuos e diminuem a liberacdo de efluentes no
ambiente (Zelaya et al., 2001).

Os componentes basicos de um sistema de recirculacao sao: tanques de criagao,
decantadores e filtros mecanico, biofiltros, sistema de aeracdo/ oxigenacdo, sistema de
controle da temperatura, sistemas de bombas e tubulagcdes de drenagem e retorno e
unidade de quarentena (Tidwell et al., 2012).

Apesar de vantajoso do ponto de vista ambiental, os custos associados a
construcao e operagdo dos SRA s3o muito elevados, exigindo mao de obra qualificada;
geralmente sdo usadas altas densidades por tanque, o que implica em maiores cuidados
com o bem estar dos animais criados, como por exemplo, aeragdo continua, observagao
criteriosa do consumo de ragdo, e controle dos niveis de nitrogenados (Silva et al.,
2013).

Parametros de qualidade da agua, como o oxigénio, sdo limitantes, suas
concentragdes podem ser facilmente restauradas com a utilizagdo de aeragao. Devem-se
controlar também as concentragdes de metabdlitos, como nitrogénio amoniacal total
(TAN), matéria organica suspensa e dissolvida e dioxido de carbono. A eliminagdo de
TAN ¢ um dos principais objetivos na elaboracdo e exploragdo de um sistema de
recirculagdo da aquicultura (Eding et al., 2006).

Os filtros biologicos sdo fundamentais para a satide do sistema. Geralmente
consiste em um tanque, preenchido com um substrato que possibilite a fixacdo de
bactérias nitrificantes, possibilitando a oxidagdo da amonia para nitrito, € ao nitrato
(Lobao et al., 1999).

Os sistemas de recirculagdo criam ambientes ideais para a cria¢do de peixes.
No entanto, microrganismos oportunistas podem se instalar facilmente nesse sistema,
podendo causar doencgas devido as condigdes favoraveis do local. Os biofiltros
utilizados podem tornar-se reservatorios de microrganismos infecciosos. Condig¢des
estressantes, tais como sdlidos em suspensdo e altas densidades de criagdo podem
contribuir para o surgimento de doengas (Noble, 1996).

Além disso, enfermidades nao infecciosas ja foram relatadas e relacionadas a
condi¢des adversas na agua, como por exemplo, altos niveis de nitrito, niveis elevados
de dioxido de carbono e toxicidade do ozdnio, que podem causar mortalidade ou

produzir estresse (Noble, 1996, Eding et. al, 2006).



Apesar de todas as técnicas adequadas de manejo aplicadas ao sistema de
recirculagdo, problemas sanitdrios podem ocorrer. Instabilidades de varidveis de
qualidade de dgua no sistema de recirculagdo podem ser preocupantes. Essas flutuacdes
dos parametros levam a debilidade do sistema imunoldgico dos animais aquaticos e,
portanto, a suscetibilidade a patdégenos e surtos de enfermidades (Timmons e Ebeling,
2010).

Embora o SRA utilize o reuso da agua, impedindo a entrada de patégeno no
sistema através da agua, pode ocorrer disseminagdo de patdégenos em fungao das altas
densidades, acumulo de sedimentos nos tanques, bombas ou componentes da filtragao.
Em SRA os patdgenos tendem a se concentrar a medida que o sistema amadurece, a
maior parte deles ¢ considerada oportunista, causando doengas somente quando os
peixes estdo imunossuprimidos, porém, se forem numerosos podem provocar doengas
também em peixes saudaveis (Lima e Kebus, 2008).

O fluxo continuo de agua espalha patégeno rapidamente no sistema, sobretudo
se o sistema ndo contar com o auxilio de desinfeccdo e esterilizagdo adequadas. Os
proprios peixes podem agir como carregadores assintomaticos disseminando
enfermidades na dgua ou diretamente para outros peixes, porém o proprio ambiente
aquatico ¢ quem mais eficientemente espalha patégenos (Tidwell et al., 2012; Timmons
e Ebeling, 2010 ).

Para evitar a entrada e a disseminagdo de patdgenos € necessario saber como se
propagam e como inviabilizar o seu potencial de ataque. O SRA pode abrigar bactérias,
virus, fungos e parasitos, tornando-se bastante possivel o aparecimento de patologias
nos organismos cultivados em sistemas de recirculagdao. Dois métodos sdo comumente
empregados para o controle de patdgenos: aplicacdo de raios ultravioletas (UV) e
ozonizacdo (gas 0z6nio), com fun¢do de esterilizagdo da dgua, diminuindo a incidéncia
de patogenos. As medidas sanitarias preventivas sdo determinantes para evitar as

enfermidades nos SRA (Lima e Kebus, 2008).

3. Sanidade na Aquicultura

Da producgao mundial de pescados em 2014, 73.8 milhdes de toneladas tiveram
origem na aquicultura (FAO, 2016). Essa estatistica se torna impressionante quando
recordamos que na década de 1970, ou seja, ha apenas 40 anos, a aquicultura era
responsavel por menos de 1% da produg¢do mundial de pescado para consumo humano

(MPA, 2012). Dados da FAO (2013) estimam que em 2030 a aquicultura sera
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responsavel por mais de 60% da producdo mundial de pescado para consumo humano.
Assim, vemos claramente que a tendéncia dos ultimos anos deve continuar nas
proximas décadas, sendo a aquicultura a maior responsavel por atender a crescente
demanda de pescado em nivel mundial.

Juntamente com o crescimento constante na producdo de peixes nas ultimas
cinco décadas, especialmente com relagdo a producdo intensiva, surgiram problemas,
como deficiéncias nutricionais, baixa qualidade da agua, doencas infecciosas e
parasitarias gerando desequilibrio no ambiente e resultando em perdas econOmicas
(MPA, 2012).

Segundo Roberts (2012) qualquer alteragdo no meio aquatico ird influenciar o
estado de saude dos peixes, como variagdes nos pardmetros fisico-quimicos, alteragdes
bruscas no meio aquatico que certamente podem afetar o seu comportamento. As
enfermidades podem ter como origem um fator genético, fisioldgico, nutricional,
ambiental ou infeccioso.

Os fatores ambientais funcionam como um dos maiores agentes estressantes
para os peixes. As variagdes térmicas e luminosas influenciam diretamente no sistema
imunoldégico desses seres. A composicdo fisico-quimica da agua e os constantes
traumatismos naturais também influenciam o estado nutricional, o ciclo reprodutivo ¢ a
situacdo do sistema imune. Qualquer falha nestes pontos ira facilitar a instalacdo de
processos patologicos nos peixes, como um surto de yersiniose em uma criagdo de
pampo Trachinotus marginatus (Leite, 1998; Oba et al., 2009; Romano et al., 2012).

Alguns fatores podem provocar proliferacio de patdgenos, normalmente
encontrados no peixe e/ou no ambiente, sendo também chamados de oportunistas,
fatores como manejo inadequado dos organismos aquaticos; alta densidade de animais
estocados; falta de limpeza nos equipamentos; falta de monitoramento dos parametros
aquaticos e de acompanhamento regular por profissional capacitado; excesso de
alimentacdo; alimentacdo inadequada para a espécie ou deficiente em nutrientes
essenciais, como, alimento sem quantidade de aminoécidos essenciais para espécie
criada; sdo fatores que podem provocar estresse nos animais, tornando-os assim
susceptiveis a enfermidades (Moraes e Martins, 2004; Zanolo e Yamamura, 2006;
MPA, 2012).

O estado de enfermidade nos peixes se traduz pelo surgimento de anomalias do
comportamento ou da integridade corpdrea (Kinkelin et al.,, 1991). As causas de

doengas sdo multiplas, porém deve-se levar em conta a ligagdo entre hospedeiro-
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ambiente-patdogeno, em que se pode apoiar toda uma metodologia profilatica (Noga,
2010; Jeronimo et al., 2011)

As doengas encontradas em criagdes de peixes podem ser subdivididas em
doencas infecciosas (bacterioses, viroses, fungicas e parasitoses) € doencas nao

infecciosas (ambientais, nutricionais, neoplasicas e deformidades).

3.1 Doencas Infecciosas

Sdo provocadas por organismos patogé€nicos ou oportunistas € podem ser
transmitidas de um peixe para outro, seja diretamente ou através da participacdo de
outros animais, vetores ou hospedeiros (Ostrensky e Boeger, 1998). Dentro desse grupo,

encontram-se as doengas bacterianas, virais, fingicas e parasitarias:

Doencas bacterianas

As bactérias sdo organismos unicelulares que fazem parte de processos
bioldgicos naturais, como, a decomposi¢ao e mineralizagdo da matéria organica em todo
ambiente natural. Estes microrganismos usam a matéria organica e mineral do ambiente
aquatico para o seu crescimento ¢ multiplicacdo. Porém, muitas bactérias podem causar
enfermidades em animais. Geralmente em ambiente aquatico muitas bactérias fazem
parte da microbiota normal do ambiente, sendo encontradas na superficie dos peixes e
nas branquias, provocando doengas nos peixes somente quando estes se encontram em
condigoes desfavoraveis (Costa, 2003, Buller, 2004).

Doencas de etiologia bacteriana sdo responsaveis por mortalidades em peixes
provenientes da aquicultura. Os microrganismos s3o essencialmente agentes
patogénicos de carater oportunistas que invadem os tecidos de um peixe hospedeiro
quando este se torna susceptivel a infec¢do devido a fatores de estresse ambiental ou
outros processos patoldgicos associados (Trust, 1986; Roberts, 2012).

As perdas econdmicas envolvendo bactérias t€ém sido associadas a ocorréncia
de diversos géneros bacterianos, incluindo Aeromonas, Flexibacter, Edwardsiella,
Pasteurella, Mycobacterium, Vibrio e Yersinia (Costa, 2003; Romano et al., 2012a,
Romano et al., 2012b; Avsever et al., 2016). Surtos de vibriose, micobacteriose,
aeromonose e estreptococoses ja foram relatados em criagdes comerciais de bijupiras
(Liao et al., 2004).

Peixes portadores, infectados de forma latente, apresentam-se saudaveis do

ponto de vista clinico, desde que sejam mantidos em condi¢des ambientais adequadas,
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podendo ocorrer somente apds uma mudanga importante na fisiologia do peixe, devido
a um fator de estresse externo ou a uma alteragdo interna, que ¢ quando a doenga clinica
surge. No ambiente aquético o aparecimento de alguma situacdo desencadeadora de
estresse € a manutengdo deste pode provocar o surgimento de doengas extremamente
variaveis quanto a sua evoluc¢ao clinica (Costa, 2003, Oba et al., 2009).

O crescimento da aquicultura em escala mundial nos ultimos anos conduziu a
um correspondente aumento na incidéncia e severidade das doencas bacterianas dos
peixes ja conhecidas e também de novas doencgas bacterianas. Métodos terapéuticos com
agentes quimicos sao poucos satisfatorios na obtengdo de uma cura clinica, se nao forem
também tomadas medidas para corrigir os fatores ambientais adversos (Park, et al.,

2005; Biering et al., 2016).

Doencas virais

Os virus sdo agentes infeciosos com estrutura bem simples, multiplicam-se
dentro das células dos hospedeiros e, por isso, sdo considerados parasitos intracelulares
obrigatorios. A classificacdo dos virus ¢ complexa e os conhecimentos relativos a
alguns ndo sdo ainda suficientes. Os que causam doencas de peixes com especial
significado econdmico incluem - se nos grupos dos rabdovirus, herpesvirus, birnavirus,
iridovirus, alphavirus, entre outros (Trust, 1986; Graham ¢ McLoughlin, 2011; Munro e
Midtlyng, 2011; Ito et al., 2014; Haenen et al., 2016).

Na aquicultura, doengas de origem virdtica sdo importantes devido a
dificuldade de controle e as rapidas perdas associadas a elas. A presenca de certos virus
numa populacao de peixes provoca problemas econdmicos para os produtores devido a
restrigdes quanto a transferéncia ou comercializacdo destes peixes (Dopazo e Bandin,
2009; Soltani et al., 2014).

Nas pisciculturas, as aguas mais usadas sdo provenientes de rios, lagos,
reservatorios subterraneos e oceano, que albergam espécies aquaticas selvagens cujo
potencial para doencas virais dos peixes ¢ atualmente desconhecido, sendo
indispensaveis medidas sanitarias no manejo para utilizagdo deste recurso e controle do

descarte de efluentes em corpos de dgua (Martins, 2004).

Doencas fiingicas
Os fungos constituem organismos pluricelulares, formados de cadeias de

células longas, ramificadas e filamentosas, chamadas hifas. A reprodu¢do ocorre de
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maneira assexuada ou sexuada, com a formagdo de esporos, que sao os agentes
infectantes para os peixes, sendo reconhecidos como agentes patogénicos. Os fungos
sdo encontrados em todos os lugares e sdo divididos em dois grupos: os saprofitas, que
utilizam matéria organica para seu crescimento; € 0s parasitos, que obtém seus
nutrientes infectando organismos vivos (Iwashita e Maciel, 2013).

Quando causam enfermidades, deve haver um fator estressante para
desencadear o processo, ja que por si sO sdo incapazes de provocar alteracdes
patologicas graves, sendo, portanto, considerados agentes oportunistas. Alteracdes
bruscas dos parametros fisico-quimicos no meio aquatico certamente irdo afetar o
comportamento dos peixes, podendo desencadear doencas, sejam elas advindas do
manejo inadequado ou de fatores ambientais (McVicar, 2011; Roberts, 2012).

Peixes contaminados apresentam sinais clinicos diversos e suas lesdes podem
adquirir aspectos de infec¢ao de pele e branquias e evoluir para infec¢do sistémica.
Alguns fungos de importancia na aquicultura destacam-se, como os géneros
Saprolegnia, Branchiomyces, Ichthyophonus, distribuidos por todo o mundo, vivendo
em ambientes aquaticos a custa de residuos organicos em decomposi¢do; possuem
esporos moéveis, com ampla capacidade de disseminacao (McVicar, 2011; Iwashita &

Maciel, 2013).

Doencas Parasitarias

Peixes de criacdo sdo susceptiveis de serem infectados por numerosas espécies
de parasitas (protozodrios € metazoarios) que podem ser ectoparasitas, infectando sua
superficie, ou endoparasitas, atingindo seus Orgdos internos. Suas dimensdes variam de
alguns milésimos de milimetro, até¢ alguns centimetros (Prabhakar, 2010a; Eiras et al.,
2010).

Em condi¢des de criagdo intensiva, com altas densidades e mé qualidade de
agua, podem provocar um estado de estresse fisiologico dos hospedeiros, as quais
tornam o peixe sujeito a infeccdes de etiologias variadas, principalmente a surtos de
parasitoses (Eiras et al., 2010; Pavanelli et al., 2013).

Danos provocados pelos parasitos em seus hospedeiros sdo decorrentes de
acOes mecanicas, espoliativas, irritativas e traumaticas, provocadas por seus aparelhos
de fixacdo e formas de alimentagdo. A lesdo ocasionada pela fixacdo pode desencadear
uma resposta inflamatéria por parte do hospedeiro, podendo ocorrer infecgdes

secundarias por virus, bactérias ou fungos (Iwashita e Maciel, 2013).
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Entre algumas informag¢des sobre dados publicados com ocorréncia de
parasitoses, o Amyloodinium ocellatum, espécie causadora da “doenca de veludo” em
peixes marinhos, ¢ relatado com prevaléncia nas branquias € no muco de juvenis de
bijupira, atingindo animais mais jovens (Kaiser ¢ Holt, 2005). Também encontrado em
estudos com a espécie de linguado Paralichthys orbignyanus, onde foram relatados
surtos de amyloodiniose em reprodutores e alevinos mantidos em cativeiro (Abreu et al,
2005), revelando uma acentuada capacidade de dispersdo do agente parasitario entre os
peixes criados em tanques em condi¢des normais de manejo (Guerra-Santos et al.,
2012).

Outros relatos na literatura sobre a criagdo de bijupirds apontam infestagdes
com parasitos da classe Myxosporea como uma das principais preocupacdes na sua
producdo (Chen et al., 2001) e também infestacbes de Trichodina sp. que sdo
geralmente relatadas durante a fase de incubacdo e fase de bergario da producdo
(McLean, 2008).

Os peixes podem também atuar como hospedeiros intermediarios e paraténicos
de parasitos, os quais sao transmitidos para hospedeiros definitivos, resultando em
relagdes ecolodgicas eficientes para a manutengao dos ciclos biologicos (Vicente e Pinto,
1999). Parasitos também representam um problema de saude publica, onde parasitoses
recebem destaque como zoonoses, decorrentes do consumo de carne de peixe crua ou
mal cozida, sendo descritos no Brasil, casos de Fagicolose, Difilobotriose,
Clonorquiose, Anisaquidose, entre outras (Santos e Faro, 2005; Emmel et al., 2006,

Magalhaes et al., 2012).

3.2 Doencas nao infecciosas

Os animais aquaticos também sofrem uma série de enfermidades que ndo estao
diretamente relacionadas com patdgenos, podendo ser ordenadas de diferentes maneiras:
a) Enfermidades ambientais b) Enfermidades nutricionais, ¢) Enfermidades neoplésicas
d) Deformidades corporais. Muitos desses quadros patologicos podem nao afetar
gravemente a producdo, porém dependendo da gravidade pode potencializar o
surgimento de algumas doengas infecciosas (Roberts, 2012; Speare, 2003; Hawkins et

al., 2003).

Enfermidades ambientais

Doengas ambientais surgem decorrentes de fatores ambientais que ndo se
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encontram na faixa o6tima para a criacao dos peixes ou quando ocorre mudanca brusca
desses fatores. Os fatores relacionados podem ser identificados como variagdes de
temperatura, pH, solidos em suspensdo, toxinas endogenas e exogenas (efluentes,
metais pesados, toxinas organicas e industriais, gases, agrotoxicos, agentes terapéuticos
ou queimaduras pelo sol) (Ostrensky e Boeger, 1998; MacIntyre et al., 2008).

Um exemplo da influéncia ambiental na sanidade ¢ a doenca da bolha de gas,
condicdo que afeta culturas de peixes, podendo ser causada por altos niveis de gases
dissolvidos totais (TDGQG), nitrogénio (Gunnarsli et al., 2009), ou também por altas
saturacoes de oxigénio da dgua em que os peixes se encontram (Lygren et al., 2000).

Atualmente, nos sistemas de aquicultura intensiva, os peixes sdo estocados em
altas densidades utilizando grandes quantidades de ragdo. Nestas condi¢des, pode
ocorrer uma alta concentracdo de amonia, proveniente dos dejetos ou da excrecdo de
nitrogénio, juntamente com a diminuicdo dos niveis de oxigénio dissolvido e a
degradagdo da matéria organica do viveiro. Todas essas situacdes levam a um ambiente
com péssimas condigdes para o crescimento e desenvolvimento dos peixes, levando-os
a um estado de estresse, ficando suscetiveis a doengas (Kinkelin et al., 1991; Rodrigues
et al., 2007).

As densidades inadequadas podem gerar um ambiente passivel de promover
agressividade entre os espécimes, e a alta densidade incrementa a competi¢do resultando
negativamente na qualidade da 4gua, na reducdo das taxas de conversdo alimentar e
crescimento, na reducdo da condi¢do fisica, podendo até ocorrer erosdo das barbatanas

dorsais (Ellis et al., 2002, Turnbull et al., 2008).

Enfermidades nutricionais

Alteragdes comportamentais e fisicas em peixes criados muitas vezes siao
produzidas por fatores ndo infecciosos, de origem nutricional ou ocasionada pelo uso de
racOes desbalanceadas e de baixa qualidade. Problemas nutricionais podem ter origem
na fabricacdo, inadequagdo do balanco da dieta para espécie, armazenagem inadequada
ou contaminac¢do secunddria, entre outros fatores (Ostrensky e Boeger, 1998; Hardy,
2001).

Na natureza, os problemas relacionados a doencas nutricionais sdo dificeis de
serem diagnosticados, e ainda que os peixes selvagens no seu ambiente natural possuam
maior facilidade de adquirir niveis razoaveis de todas as suas necessidades nutricionais

para a sua sobrevivéncia, problemas ambientais diversos podem influenciar na oferta de
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alimento, limitando a disponibilidade do mesmo para os peixes (Roberts, 2002).

No ambiente de criagdo, ¢ muito dificil especificar os tipos de doengas
nutricionais (Roberts, 2002). Deficiéncia ou excesso dos componentes presentes em
uma dieta podem ser problemas associados a ocorréncia de enfermidades (Snieszko,
1972). Fatores associados a doengas nutricionais também incluem a presenga de
componentes nocivos ou toxicos no alimento, ou fatores enddégenos antinutricionais (De
Silva e Anderson, 1995; Jauncey, 1998), tornando a nutri¢do cada vez mais significativa
a medida que a aquacultura intensiva cresce.

Sendo assim, enfermidades nutricionais podem ser identificadas como
deficiéncia ou desequilibrio dos macronutrientes na dieta - como a proteina e lipidios-
ou dos micronutrientes — como as vitaminas ¢ minerais (Roberts, 2002; Oliva-Teles,
2012)

Deficiéncias minerais sdo comuns em animais de criagdo, embora muitos dos
minerais possam estar disponiveis na maioria das dietas formuladas ¢ o fato do peixe
também poder absorver alguns minerais da agua ao redor, essa deficiéncia pode estar
associada a uma biodisponibilidade reduzida dos minerais (Tacon e De Silva, 1983),
uma vez que, dietas nutricionalmente deficientes muitas vezes tornam os peixes mais
suscetiveis a doencas infecciosas (Pohlenz e Gatlin, 2014).

Todos os macronutrientes € micronutrientes podem estar associados a alguma
patologia, como o calcio, um dos minerais encontrados na dieta dos peixes, responsavel
pela mineralizagdo de ossos e escamas, bem como no controle i6nico dos niveis de
eletrolitos no sangue, sendo o ion absorvido pelos peixes através das branquias (Smart
et al., 1979; Roberts, 2002), cujo desequilibrio no organismo pode gerar o seu acimulo
ou deficiéncia, acarretando patologias diversas (Oliva-Teles, 2012).

A nefrocalcinose, enfermidade associada a esse mineral, ¢ a precipitacdo dentro
dos tubulos renais de complexos de célcio. O fendmeno pode surgir em varias
circunstancias e a natureza quimica do material urolitico - muitas vezes macio e também
particulado como os célculos renais em animais superiores - variam dependendo da
origem (Roberts, 2002). A forma mais comum de urolitiase relatada em peixes esta
associada a niveis excessivos de didoxido de carbono, dissolvido na agua de criagdo da
truta arco-iris (Harrison e Richards 1979, Smart et al., 1979). A patologia tem sido
associada também a deficiéncia de magnésio (Knox et al., 1981), e toxicidade ao selénio

(Hilton e Hodson, 1983) entre outras causas.
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Enfermidades Neoplasicas

Os peixes estdo sujeitos a tumores semelhantes aos encontrados em mamiferos,
incluindo o homem. O interesse em estudos com tumores de peixes como énfase na
patologia comparativa foi estimulado pela consciéncia atual dos perigos potenciais de
poluentes no ambiente aquatico (Roberts, 2012, Romano et al., 2014; Romano et al.,
2015).

Resultando de um crescimento ndo controlado de células do préprio ser vivo, o
aparecimento de neoplasias em peixes ¢ frequentemente maior em organismos mais
velhos e ocorre em um numero limitado de individuos do plantel. Quando neoplasias
tornam-se comuns em peixes de criagdo, € preciso considerar a possibilidade de
contaminagdo da dgua por compostos quimicos, problemas genéticos, danos mecanicos
ou infeccdo por virus. Esses sdo considerados fatores que podem induzir ao
aparecimento de neoplasias em peixes (Wicki et al., 2016; Romano et al., 2015). As
neoplasias podem ser classificadas em benignas ¢ malignas, segundo as caracteristicas
presente na tabela 1. A histogénese destas neoplasias estd relacionada com o tecido que
a origina, gerando uma nomenclatura propria de neoplasia como se pode observar na
tabela 2.

A etiologia das neoplasias é geralmente complexa e alguns fatores que
contribuem para seu surgimento e crescimento tumoral permanecem desconhecidos.
Existe uma multiplicidade de causas de neoplasias em mamiferos, e os fatores
conhecidos ou suspeitos também contribuem para a formag¢do de tumores em peixes,
entre esses fatores incluem virus, toxinas quimicas ou bioldgicas, agentes fisicos,
hormonais, idade, sexo, predisposicdo genética e competéncia imunologica (Roberts,
2012; Wicki et. al 2016).

Populagdes de peixes sdo afetadas por poluentes industriais, domésticos entre
outros, sendo alguns lugares monitorados para detec¢ao de poluentes toxicos. Descargas
de substancias toxicas em 4agua natural resultam em mortes de peixes, € por isso, alguns
poluentes estdo sendo investigados como carcindgenos por causa da alta incidéncia de
tumores em peixes, tanto marinhos como de dgua doce. Maiores incidéncias de tumores
foram encontradas em espécies que vivem no fundo, sendo relacionados a agentes
cancerigenos depositados no sedimento (Prabhakar, 2010b; Romano et al., 2014).

Nos peixes, tumores da pele estdo entre os mais frequentemente relatados,
representando tumores benignos originarios de células epiteliais, ocorrendo em muitas

espécies de peixes de agua doce e marinha, em areas geograficas dispersas (Lanteri et
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al., 2016). Neoplasias hematopoiéticas e linfocitarias, como tumores linféides devem
ser sempre cuidadosamente diferenciadas de uma resposta inflamatoria e, se forem
altamente anaplésicos, devem ter origem de outros tumores de tecido mesenquimal
(Romano e Marozzi, 2004; Romano et al., 2013; Wicki et al., 2016).

Dentre outras neoplasias, o hemangioma, que corresponde a uma neoplasia
vascular, surge a partir de uma proliferacdo de células endoteliais. Possui de maneira
caracteristica uma fase proliferativa inicial, seguida de uma fase involutiva (Rosai
2004). A origem histologica ¢ mesenquimatica, sendo estes hemangiomas incluidos nos
tumores de tecidos moles (Weiss, 2011).

O mecanismo exato por meio do qual se origina o hemangioma permanece
desconhecido, fatores que podem predispor a presenca de neoplasias deste tipo, como o
envelhecimento, sdo ditos por alguns autores que sustentam a teoria de que os peixes
que permanecem nas criagdes durante muitos anos, desenvolvem neoplasias mais
frequentemente (Stoskopf, 1993; Romano et al., 2013), e outros afirmam que alguns
fatores mecanicos como o continuo contato com as paredes e fundo dos tanques, pode

gerar neoplasias cutdneas ou de tecidos moles subcutaneos (Britos e Balone 2013).

Caracteristicas Neoplasia benigna Neoplasia maligna
Baixo indice mitotico Alto indice mitotico
Taxa de crescimento Mitoses normais Mitoses atipicas

Com anaplasia, anisocitose

Sem anaplasia . .
e anisocariose

Semelhantes ao normal Variavel
Diferenciaciao
g , ~ Perda ou alteragdo da
Mantém a fung¢ao normal ~
funcao
Sem invasao Localmente invasor
Disseminacio . .
K Sem capacidade de Com capacidade de
metastizagao metastizagao
Tabelal: Caracteristicas de Neoplasias Fonte: Dr. Luis Alberto Romano
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Tipo de tecido

Neoplasia benigna

Neoplasia maligna

Neoplasias originadas em tecidos epiteliais
Epitélio de revestimento Papiloma Carcinoma
Epitélio glandular Adenoma Adenocarcinoma
Epitélio misto Adenoacantoma Adenoacantocarcinoma

Neoplasias originadas em tecidos mesenquimais e diferenciados

Conectivo Fibroma Fibrosarcoma
Osseo Osteoma Osteosarcoma
Cartilaginoso Condroma Condrosarcoma
Musculo liso Leiomioma Leiomiosarcoma
Musculo estriado Rabdomioma Rabdomiosarcoma
Adiposo Lipoma Liposarcoma
Vasos sanguineos Hemangioma Hemangiosarcoma

Linfohematopoiéticos Linfomas (sélidos) e Leucemias (periféricas)

Tabela 2: Nomenclatura das Neoplasias Fonte: Dr. Luis Alberto Romano
Deformidades corporais

As deformidades corporais podem ocorrer tanto em peixes selvagens como em
peixes de cativeiro (Matsuoka, 2003) e ocorrem a qualquer momento, desde o periodo
larval (Lopez-Albors et al., 1995) até a fase adulta (Korsgen et al., 2009). As
deformidades podem levar ao comprometimento funcional, sendo prejudicial ao bem-
estar dos peixes (Huntingford et al., 2006).

Deformidades na boca sdao comumente observadas em peixes de cativeiro
(Sadler et al., 2001). As deformidades incluem: sindrome da deformidade da mandibula
inferior LJD (Sadler et al., 2001), boca dupla (Swan, 1968), mordida cruzada
(Barahona-Fernandes, 1982) e sindrome das mandibulas abertas (Pittman et al., 1990),

entre outras deformidades sem denominagdo especifica. Sua ocorréncia pode tornar os
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peixes susceptiveis a infec¢do por agentes patogénicos (Barthel et al., 2003). Na maioria
dos casos, as deformidades bucais ocorrem em conjunto com a deformacao do opérculo
e da coluna vertebral dos peixes (Sadler et al., 2001). Deformidades da boca sdo
observadas em criacdo de bijupira, caracterizada por uma redugdo no comprimento da
maxila superior (Salze et al., 2008).

Deformidades da boca frequentemente prejudicam a capacidade do peixe de
ingerir alimentos (Branson e Turnbull, 2008), podendo afetar as taxas de crescimento
(Cobcroft e Battaglene, 2009). Outro problema enfrentado por esses peixes € o
comprometimento respiratério, resultando em uma capacidade reduzida do
bombeamento bucal-opercular para ventilar adequadamente suas branquias (Lijalad e
Powell, 2009).

De acordo com alguns estudos, entre os fatores que podem contribuir para as
ocorréncias dessas deformidades, sdo apontados, a variagao na temperatura, muito altas
ou muito baixas, que pode potencialmente aumentar a incidéncia de deformacgdo da
mandibula em estagios iniciais (Lein et al., 1997, Okamura et al., 2007), salinidades
inadequadas (Okamoto et al., 2009) e intensidades de luz (Bolla ¢ Holmefjord, 1988)
que também podem contribuir fortemente com a incidéncia de deformidades da boca
nestes estagios iniciais da vida.

Deformagdes esqueléticas sdo observadas em ambiente de cultivo e estudos
apontam que um dos principais fatores causais das deformagdes sdo os fatores
ambientais, citados por possivelmente causar anomalias esqueléticas, como qualidade
do ovo, densidade, condi¢des de crescimento rapido, stress de manejo, hidrodinamica /
turbuléncia da 4dgua / taxa de abastecimento de agua, regimes de luz, fatores mecanicos,
niveis de O, / CO,, pH, trauma fisico / estresse mecanico, presenga de patdgenos e/ou
parasitas, toxinas, radiagdo, variacdo de salinidade, tipologia de substrato
(principalmente para peixes chatos), caracteristicas do tanque (volume, forma, cor,
material), temperatura e o uso de antibioticos (Boglione et al., 2013).

Outro ponto relevante € o fator nutricional, sendo a nutri¢do larval reconhecida
por muitos estudos como um dos principais parametros que afetam a esqueletogénese
(Hamre et al., 2013). Varios estudos demonstraram que diferentes nutrientes (lipidos,
aminodacidos, vitaminas e minerais) sdo responsaveis pelo aparecimento de anomalias
esqueléticas quando o seu nivel e / ou forma de suprimento na dieta sdo inadequadas ou

desequilibradas (Cahu et al., 2003; Lall e Lewis-McCrea, 2007).
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Estudos histopatolégicos

A Histologia ¢ um método de diagndstico que permite identificar as lesdes
causadas por diferentes agentes infecciosos em tecidos dos animais. Além de auxiliar no
diagnostico das doencas, a histopatologia permite o estudo das novas enfermidades
contribuindo para o conhecimento especifico sobre cada problema. Doengas nao
infecciosas que possam ocorrer, tais como intoxicacdes e lesdes causadas por distirbios
nutricionais, neoplasias e as decorrentes de fatores ambientais também podem ser
avaliadas por esse método (Prophet et al., 1992).

A histopatologia consiste na analise microscopica dos tecidos para a detecgao
de possiveis lesdes existentes, com a finalidade de informar a gravidade, a extensdo, a
evolucdo e a intensidade das lesdes, além de sugerir ou até mesmo confirmar a causa da
afeccdo. Desta forma, representa um importante instrumento de suporte que auxilia na
confirmacdo do diagnostico, sendo indispensdvel uma boa qualidade de técnicas
histologicas para se obter um bom resultado histopatologico (Prophet et al., 1992;
Kiernan, 2000; Mumford et al., 2007; Cavichiolo, 2009).

No entanto, como as patologias ocorrem em diferentes sistemas, os aspectos
normais morfoldgicos fundamentais dos tecidos e 6rgdos devem ser conhecidos para
que suas alteragdes possam ser mais compreendidas, permitindo um bom entendimento
da estrutura da espécie estudada (Cavichiolo, 2009; Sidonio et al., 2012). Essas
alteragdes histopatologicas resultam de uma variedade de mudangas bioquimicas e
fisioldgicas no organismo, que podem levar a formagao de lesdes celulares, teciduais ou
nos 6rgaos (Hinton e Laurén, 1990; Hinton et al., 1992, Abbas, 2010).

Os procedimentos utilizados para se obterem amostras de tecido ou preparados
histologicos retirados de um organismo para exame microscopico, incluem: coleta do
material, fixagdo, clivagem, processamento, inclusdo, microtomia (corte) e coloragao.
No caso de tecidos calcificados, o material ¢ descalcificado apds a fixacdo e, em
seguida, realizam-se os demais procedimentos (Grimaldi Filho, 1981; Alves, 2002;
Mumford et al., 2007).

A fixacdo ¢ uma das etapas mais importantes da técnica histologica, pois visa
interromper o metabolismo celular, estabilizando as estruturas e os componentes
bioquimicos intra e extracelulares, preservando e conservando os elementos teciduais
(Tolosa et al., 2003; Mumford et al., 2007).

A investigacdo histologica desempenha um papel importante no exame post

mortem para elucidar a causa e o mecanismo de morte. O processo autolitico post
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mortem, que dificulta uma andlise correta do tecido analisado, depende de varios
fatores, como temperatura, umidade do ar e tipo de ambiente (na 4gua ou no ambiente
seco) (Janssen, 1984).

O processo de autdlise celular se caracteriza na desintegracao, que comeca logo
ap6s a morte e que nao ha envolvimento de bactérias, dependendo apenas da agdo de
enzimas celulares (Trezza, 2006). A autdlise no tecido normal produzida num individuo
morto se diferencia da necrose produzida em individuos vivos, porque a primeira ¢
difusa e ndo envolve as células inflamatorias (Tomita et al., 1999; Tomita et al., 2004).

Histomorfologicamente, a autdlise representa a desintegracao intravital ou pos
mortem das estruturas vivas, e bioquimicamente corresponde a uma perda no sistema de
equilibrio metabodlico com diminui¢do do fluxo sanguineo, que resulta em perda de
energia. A autdlise resulta da atividade de certas enzimas, chamadas enzimas autoliticas,
evidenciando os lisosomas de células vivas, que apds a morte levam a destruicdo de
seus proprios componentes celulares. Essas enzimas desintegram o material intracelular,
incluindo organelas, muito rapidamente, assim que o citoplasma se torna de aspecto
homogéneo e intensamente eosinofilico, que culmina com uma perda de detalhes
celulares e arquitetura de tecidos (Scarpelli e Iannaccone, 1990; Coe, 1993; Tomita et
al., 2004).

Pesquisas histopatologicas referentes a alteragdes post mortem contribuem para
auxiliar estudos histologicos, auxiliando como proceder diante de uma coleta de
material bioldgico, sem permitir que esse material sofra autdlise, gerando resultados
histoloégicos erroneos. Desta forma, enfocamos neste trabalho alteragdes post mortem,
em espécie de peixe de cativeiro, bem como algumas doengas ndo infecciosas que
acometeram os animais durante o periodo do estudo. O estudo a respeito de doencas nao
infecciosas pode fornecer informagdes importantes e esclarecedoras, pois muitas vezes

nao sao investigadas, por ndo se tratar de grandes perdas.
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Objetivo Geral
Diagnosticar doencas ndo infecciosas que ocorrem em bijupira (Rachycentron

canadum) e linguado (Paralichthys orbignyanus) criados em sistema de recirculagao.

Objetivos Especificos

1- Diferenciar alteracdes histologicas ocasionadas por autdlises pos-morte de lesdes
histopatologicas geradas antes da morte.

2- Estabelecer o tempo maximo apos a morte em que um peixe pode ser analisado
histologicamente sem a presenca de artefatos microscopicos devido a autdlise.

3- Realizar protocolos histopatologicos, utilizando algumas técnicas analiticas para
elaboracdo de diagnosticos das diferentes doengas, como a microscopia de luz
polarizada.

4- Elaborar protocolos imunohistoquimicos, utilizando anticorpos poli € monoclonais
para elaboracdo de diagnostico diferencial de doengas ndo infecciosas.

5- Investigar a causa de enfermidades encontradas, a partir dos protocolos estabelecidos.
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CAPITULO 1

Post mortem alterations at histological level in Flounder Paralichthys orbignyanus

Artigo submetido a revista Veterinary Medicine and Science
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Summary

In the study herein, post mortem alterations were analyzed in flounder (Paralichthys
orbignyanus) raised in a recirculating aquaculture systems. Twenty four fish were
sampled in different times after the euthanasia, identified as: TO, T30min, T1h, T2h,
T3h, Téh, T12h, T24h. Through histological analyzes post mortem alterations were
verified at the gills, kidneys, liver, skeletal muscle and brain. At the first collection time
no evident histological alterations were found, beginning to appear from the time T30,
with few changes. Evident alterations emerged from 1h with loss of respiratory
epithelium in the gills, cells detachment from the renal tubular epithelium, an outbreak
of hemorrhagic autolysis in the liver, edema and hemorrhage in the focal muscle, edema
and dissociation of glial cells, in the brain, progressing as time went by until the
presence of complete autolysis. With the results of the analysis, we can conclude that
the ideal time for the collection of biological material for histological analysis should
not exceed one hour after death, and there may be erroneous results and/or diagnoses
after this limit.

Key words: autolysis, diagnoses, histology

Introduction

Histological research plays an important role in the post mortem analysis to
determine the cause and mechanism of death and/or injuries. When autolytic alterations
are evaluated, the environmental conditions such as temperature must be taken into
consideration (Janssen, 1984; Tomita et al., 2004). The fish post mortem alterations
usually follow four steps: rigor mortis, tissue dissociation, autolysis and bacterial

decomposition. These phases occur with higher or lower speed, depending on the
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species, the fish physiological condition, the microbial contamination and temperature
(Ocano-Higuera et al., 2009; Ayala et al., 2010).

In the autolysis process, a sequence of events occur that are generated from the
deficiency cell oxygen supply, producing irreversible damage to the stability of the cell
membrane, in the protein synthesis, respiratory cell chain and on nuclear material.
Therefore, a structural destabilization of cell membranes and their organelles occur,
causing the release of hydrolytic enzymes in the cytoplasm and causing the cell
constituents digestion (Trezza, 2006).

Histological analyzes of degenerative alterations in various tissues and organs
are considered really useful, and may contribute to the determination of the time elapsed
since the death. Histopathological studies are tools of great importance for analysis of
normal and pathological tissues, requiring a series of procedures for obtaining success
in the results (Kushwaha et al., 2009).

Misdiagnosis and misinterpretations occur when a morphological observation,
which does not correspond to a real injury, generates a diagnosis based on inappropriate
conclusions. One of the most frequent causes found misdiagnosis is the inadequate
fixation of the tissue, generating poor quality of histological material (Wolf et al.,
2015). The sample to be collected is as important as the diagnostic method to be
employed, because, when done improperly, can generate false diagnoses. Thus, there is
a certain shortage of studies assessing post mortem alterations in fish (Lima and Leite,
2006), being reported studies in tissues such as skeletal muscle, where there is a great
commercial interest, excluding other tissues of equal importance in research with
pathologies (Ocafio-Higuera et al., 2009, Ayala et al., 2010).

Tissues such as gills, liver and kidney are most frequently examined in fish
histopathological assessments. If the fixation is not performed properly, just as in
collected samples placed in water or ice after the death of the animal affects the quality
of the histological preparation, interfering in the microscopic evaluation (Wolf et al.,
2015).

The choice of fixative solution ideal for the tissues is crucial, and 10% buffered
formalin is considered an excellent histological fixative in general. Other alternatives
for initial fixation include solution of Davidson and a Bouin solution (Speare and
Ferguson 1989; Fournie et al., 2000). One of the advantages of such fixative solutions
containing acetic acid is that they can partially or completely smooth bone and

cartilaginous structures depending on the size of the sample. (Wolf et al., 2015).
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During the methodology of an experiment, the time at which the animal is
euthanized or when there is a death at random, it can be a potential source of
polarization, since the animals can spend different amounts of time in containers,
awaiting dissection/ necropsy, especially when performed by unauthorized persons to
the procedure of collecting, interfering in the sequence of procedures. Consequently,
there may be changes in the histological result, such as post mortem autolysis,
generating wrong results (Wolf et al., 2015).

Faced with to necessity of knowledge about the main post mortem alterations
that occur up to the fixation time, a histological evaluation was carried out of tissues of

flounder Paralichthys orbignyanus collected at different times after death.

Material and methods
Fish and collections

The fish used in this study were produced in the Estuarine and Marine
Laboratory of pisciculture at the Federal University of Rio Grande. The rearing was
performed in a Recirculating Aquaculture Systems (RAS) with the water quality
parameters suitable for the species (Bianchini et al., 2013). At the time of collection, the
system water was maintained at a temperature of 22.8°C, salinity at 30 %o., dissolved
oxygen to 6.8 mg/L and pH 7.7 and the fish had an average weight of 186.5g and
average length of 24.8 cm.

Twenty four fish were used and all of them were submitted to euthanasia with
benzocaine (300 mg/L), being performed necropsy in eight moments after euthanasia,
where three animals for each collection were used. The remaining fish stayed in the tank
with water until the time of each necropsy, with the same conditions of the time of
collection. The necropsy times were immediately after euthanasia (Ty), after 30 minutes
(Tsp), after 1 hour (T,), after 2 hours (T,), after 3 hours (T3), after 6 hours (T), after 12
hours (T;2), and finalizing the necropsies, after 24 hours (T24). During the necropsies,
macroscopic analysis was held in search of tissue alterations, and liver, gills, kidney,

brain and muscle samples were collected.

Histological analysis of the organs:
The liver, gills, kidney, brain and muscle samples were fixed in a 10% buffered
formaldehyde solution. The tissues were submitted to histological processing with

inclusion in Paraplast (Sigma). The blocks were cut to a thickness of Sum, and stained
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with hematoxylin-eosin, according to classic methodology of histology and observed

under an optical microscope.

Results

Macroscopically, the first alterations were observed from 2 hours after the
animals’ death, with pallor gill and soft tissues. As a result of autolysis and putrefaction,
in time 12h soaking by hemoglobin was observed, where the blood has brown color
inside the abdominal cavity. At the last time of collection 24h, structural post mortem
alterations were observed, which have altered the tissues general condition. Thus, it
becomes impossible to carry out the collection of some organs such as the liver and
kidney, due to displacement, twisting and rupture of internal organs, resulting from the
autolysis.

The histopathological modifications observed along the collection periods are
exhibited in Table 1. The microscopic alterations that occurred after the fish death are
presented in Figures 1 (gills), Fig.2 (kidney), Fig.3 (liver), Fig.4 (muscle), Fig.5 (brain).

In the tissues collected shortly after the death (TO) of fish, histological
alterations were not found, and the histological modifications started in all the tissues
from the time of (T30), with few alterations. As post mortem time elapsed there was
progress, with the break out of alterations after 1h, reaching advanced autolysis in the

times of 12 and 24 hours after death.

39



Table 1. Post mortem histological alterations of kidney, liver, gills, brain and skeletal muscle, MO (optical microscopy).

Gills

Brain

Kidney

Liver

Muscle

No evident alterations.

No evident alterations.

No evident alterations.

TO No evident alterations. No evident alterations.
Beginning of the respiratory . .
30min epithelium detachment. Edema(;r;;lolcligéﬁ‘g Ogrilal cells No evident alteration. No evident alterations. No evident alterations.
Respiratory Epithelium . -
Edema and some Virchow- Beginning of the tubular .
1h detachment. Robin (EVR) spaces. epithelium cells detachment. Presence of intracell edema. | Edema and focal hemorrhage.
Loss of primary lamella . . .
2h epithelium. Edemg and. g!lal cells Hydropic degeqerat}on of the Hemorrhagic autolysis focus. | Edema and focal hemorrhage.
dissociation. tubular epithelium.
Respiratory ep1thel.1a1 Edema, signs of neurons wear | Dissociation of the lympho- .
detachment and the primary . . o Hemorrhagic focus and
3h and secondary lamellac and increase of the Virchow- hematopoietic tissue, edema Edema and focal hemorrhage.
Yy ’ Robin (EVR) spaces. detachment of tubular cells. ’
Detachment of the gill Some severe lesions,
epl.theh.a from the lining Edema presence and Hydropic degenergtlon of t.he alterations hepatocytes Muscle fiber dissociation,
epithelial cells from the autolyzed neuronal body. renal tubule and increase in structure with abundant . .
6h . . . . . . perimysium detachment and
primary and secondary Evident Virchow-Robin the urinary space of the intracellular edema. Presence striations partial loss
lamella. Loss of secondary (EVR) spaces. Bowman capsule. of intrahepatic dissociated P '
lamella architecture. pancreatic tissue.
Structural loss of secondary Edema presence along with Tubular eplthe?hum. . . Pregence of mtrah.epe}tlc Muscle fiber dissociation.
lamella and presence of . detachment and Dissociation | dissociated pancreatic tissue, L
12h the glial cells detachment and . . Loss of the perimysium and
autolyzed cells. . o of the lympho-hematopoietic edema and autolysis of . o
capillary dilation. partial striations loss.
cells. hepatocyte.
complr:tseeglclfocl)fsliimiicl:?g din Muscle fiber dissociation.
24h P the ri}rlnar’ & Complete autolysis. Tissue unviable for collection. | Tissue unviable for collection. | Loss of the perimysium and
p Y partial striations loss.
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Figure 1: Gills. T0: no evident alteration (HE-10X). T2: Beginning of the epithelial detachment
from the primary lamella (arrow) (HE-10X). T6: Epithelial and the primary and secondary
lamellae detachment. Loss of secondary lamella architecture (arrows) (HE-10X). T24: Presence
of lamellae complete autolysis (HE, 10X).

Figure 2: Kidney. TO: no evident alteration (HE-10X). T2: Hydropic degeneration of the
tubular epithelium (arrow) (HE-10X). T6: Degeneration the renal tubule (arrow) (HE-10X).
T12: Epithelium detachment (arrow) (HE, 10X).
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Figure 3: Liver. T0: no evident alteration (HE-10X). T2: Hemorrhagic autolysis focus (arrow)
(HE-10X). Té6: changes in the hepatocytes structure with intracellular edema (short arrow).
Presence of pancreatic autolyzed intrahepatic tissue (long arrow) (HE-10X). T12: Edema and
hepatocyte autolysis (arrow) (HE-10X).

Figure 4: Muscle. T0: no evident alteration (HE-10X). T2: Edema and focal
hemorrhage (arrow) (HE-10X). T6 and T24: Dissociation of muscle fiber, perimysium
detachment and striations partial loss (arrows) (HE-10X).
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Figure 5: Brain. TO: no alterations (HE-10X). T2: Edema and glial cells dissociation (arrow)
(HE-10X). Té6: Edema presence and autolyzed neuronal body (arrow) (HE-10X). T24:
Autolysis predominance (HE-10X).

Discussion

The literature comprising fish diseases contains many histopathologies
mentioned that seem to have been misdiagnosed; however, it is very difficult to
determine the degree to which certain morphological changes can be considered
pathologies or structural changes in the tissues resulting from post mortem (Wolf et al.,
2015). In this study, we aimed at characterizing histological changes determined by
time of death, in order to avoid interpretations such as pathological conditions, often
mistakenly.

A poor interpretation of the histopathological data can take several forms, one
of these forms is related to the observation of an elevated degree of biological factors,
which are not supported by evidence existent scientifically. A correct diagnosis requires
the use of appropriate histological methods for the samples, such as collection, fixation,
dehydration and cutting guidance (Wolf et al., 2015), methods suggested to perform the
samples analyzes of this study.

The autolysis processes in normal tissues in a body after death are called post
mortem alterations, process in which structural alterations occur in tissues (Janssen,
1984). The autolysis is characterized by the death of the organism, where the activity of
its regulating system, oxygen supply and energy production stop working (Huss, 1988).
These autolytic processes depend on several factors, such as temperature, in addition to

the exposure time to the environment (Janssen, 1984, Ocano-Higuera et al., 2009).
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The kidney is one of the most diagnosed organs in histopathology, where it is
commonly observed degeneration and tubular necrosis (Wolf et al., 2015), where the
first tissue alterations were observed in this paper. In the time of 1 hour after death,
there was a beginning of cell detachment from the tubular epithelium, being prominent
in the time of 6 hours with some more stringent alterations such as hydropic
degeneration of the renal tubule and increase in the urinary space of the capsule of
Bowman and in time of 12 hours an increase on the lympho-hematopoietic cells
dissociation.

Based on published data, some incorrect degeneration and/or necrosis results
may be attributed to autolytic alterations, while in other cases, tubular loss can be
diagnosed erroneously in specimens collected from regions where the renal tubules are
usually scarce (anterior kidney). In autolyzed kidneys, renal tubular epithelial cells may
have appearance of jagged edges and condensate nuclei, with few or no tubular cells
(Wolfetal., 2015).

Autolytic alterations in liver and kidney of juvenile trout were reported in a
study in which three environments were compared over the onset time, and checked the
autolysis process progress, were fish kept at 4 °C in a dry place, has the first post
mortem alterations, followed by the group immersed in water at room temperature of 15
°C and the group where the fish were submerged in water maintained at 4°C. The last
group was the one that kept longer its histological integrity (Ortloff et al., 2011).

These results are justified by the relationship of ambient temperature with the
fish body temperature. When the environment temperature is low, the pH remains high
for a longer time and decreases the cellular metabolism, resulting in a slower autolysis
(Berka, 1986; Gunn, 2009). For the samples submerged, the decomposition is twice as
slow as when they were exposed to air, because of the oxygen supply necessary in
oxidative decomposition processes, the concentration is lower in water than in the air
(Dent et al., 2004, Gunn, 2009). In the study described here in, the water temperature
remained constant in the tanks of permanence, was maintained at 22.8 °C, throughout
the period of samples collection, with fish kept submerged, and there was no influence
of this parameter.

The liver analyses, when partially autolyzed or easily traumatized during the
collection may result in errors in degeneration diagnosis and/or hepatocellular necrosis
(Wolf et al., 2015), as observed in this study (Table 1), wich, from 2 hours after death

foci of degeneration as a result of autolysis are already found. In accordance with the
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analyzes of this study, it was found the presence of intracellular edema from 1 hour after
the death and from 6 hours some severe injuries were found, such as changes in the
hepatocytes structure with abundant intracellular edema. In the time of 12 hours the
tissue showed partial autolysis of hepatocytes. This organ presents a high metabolic
rate, and thus the autolysis process is rapidly installed (Santos et al., 2006).

In another study with histopathological changes controlled by time and
temperature in rabbit’s tissues and organs, in liver kept at 20°C after 12h, light autolytic
alterations were observed as cell lysis and tumefaction. There was autolysis ranging
from mild to severe of 24 - 36 hr; complete loss of the liver cellular architecture in 48
hours and the tissues of the liver were completely liquefied 72 hours post mortem, being
also observed in this study only at 24 hours post mortem (Chandra and Naresh, 1989).

The branchial tissue is considered the tissue with greater ease for diagnostic
errors. Because they are located in a region directly exposed to the aquatic environment,
the gills are more vulnerable to a variety of traumatic, toxicological and infectious
insults. Even so, the fish have regenerative capacity of the gill tissue, achieving a full
recovery in a matter of days or weeks, depending on the injury (Wolf et al., 2015).

The potential causes of epithelial detachment and lamellar edema, respectively,
may include inadequate fixation procedures and poor water quality (for example, the
place where the fish are placed while awaiting the euthanized) (Fournie et al., 2000). In
the histological analysis of the gill tissue, of this study 30 minutes after the death, it was
observed the beginning of the respiratory epithelium loss, with 6 hours after death, more
stringent alterations were observed, such as the increase of the gill epithelium of the
epithelial lining cells of the primary and secondary lamella and structural loss of
secondary lamella, and in time of 24 hours complete lamellas autolysis was observed.

According to Huss (1988), the first post-mortem alterations in the fish muscle
are related to the appearance, texture and rigor mortis. In a short time, the muscle tissue
becomes very hard and rigid and the entire body becomes inflexible, being interpreted
as the phase in which the fish goes into rigor mortis, a situation also observed in this
study. For short periods of time, the muscle cells continue with normal physiological
processes, but quickly the adenosine triphosphate production (ATP) decreases.

In general, the fish muscle contains quantities relatively low of glycogen
compared with mammals’ muscles, and the pH post mortem is therefore greater; this
makes the fish meat more susceptible to microbial attack. There are large variations in

glycogen content among different species and also within the same species (Huss,
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1988). The quantity of muscle glycogen is related to the pH of the muscle in an inverse
ratio with the amount of lactic acid formed, having the glycogen a great influence on
post mortem biochemical reactions (Gire and Monin, 1979).

The first post mortem alterations observed in the muscle tissue in this study
were from 1 hour, with the appearance of edema and focal hemorrhage aggravating
from 6 hours after the death with muscle fiber dissociation and detachment of the
perimysium and striations partial loss.

Even though authors report that the fish normal brain may seem hyper cellular
and the gray and white matter may not be well defined (Wolf et al., 2015) making it
difficult to identify autolytic changes, in the study herein changes in the brain were
found in 30 minutes, with the appearance of edema and glial cells dissociation and in 1
hour, in addition to the edema some spaces of Virchow-Robin (EVR), manifesting also
in other times. More significant alterations such as capillary congestion and
predominance of cellular autolysis occurred in times of 12 and 24 hours post mortem.

It was observed an increase in the EVR in accordance with increase in post
mortem time. Studies with electron microscope show that the EVR originate from
subpial space invaginations, forming a protective coating sheath that contains the
arteries separating the subarachnoid space from the subpial (Zhang et al., 1990).

The soaking by hemoglobin observed during the necropsy is due to the
hemolysis of erythrocytes in the blood vessels, as observed at necropsy of 12h of this
work. The hemoglobin released enters into solution with the blood plasma and, at the
same time, vessel walls become more permeable to liquids. Therefore, the tissues
around the vessels and the endocardium are soaked in a reddish liquid with a shade of
brown (Santos et al., 2006).

The challenge to distinguish true pathologies, with the installation of the
autolysis process in the tissue is the result of several external clinical signs, when
combined with a multitude of diseases, toxicological exposures, among other factors
that affect the animal’s integrity. These factors lead to suspect histopathologic diagnosis
in opposition to true pathologies. Adverse stimuli in fish and other vertebrates generate
morphological manifestations such as inflammation, degeneration, necrosis, atrophy,
proliferation and regeneration, being represented as replies in histological analyzes
(Wolfet al., 2015).

The post mortem inspection continues to be a major problem for pathologists,

and its determination is an important issue in cases of histopathological analysis. After
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death, the fish comes quickly in a decomposition state, occurring post mortem bacterial

of tissues, accelerating their deterioration and making the laboratory analysis unviable.

Conclusion

With the results obtained in the study herein, it is possible to conclude that the
ideal time for the collection of biological material for histological analysis should not
exceed one hour after death, and there may be erroneous results and/or diagnoses after

this limit.
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Abstract

Nephrocalcinosis cases have been reported in fish, with different causes attributed for
calcium deposition in the kidneys. We report the diagnosis of nephocalcinosis and the
presence of kidney stones in cobia, describing the main changes caused by the disease.
On gross examination, an increase in kidney size was observed, with presence of several
grouped stones in the renal parenchyma. Microscopically, interstitial fibrosis and
tubular dilation with basophil granules due to calcium deposit in the lumen were
observed. By infrared spectroscopy, the stones were found to be composed of pure
calcium (65%), oxalate (15%), calcium phosphate (16%) and non-specific salts (4%).
This report of neprhocalcinosis and kidney stones is the first reported case of the disease
in the species Rachycentron canadum, but given the range of factors that may contribute
to the disease occurrence in aquatic cultivation environments, it was not possible to
identify the real cause of the emergence of lesions in the fish, necessitating the study of
the predisposing factors.

Introduction

The cobia Rachycentron canadum 1is widely distributed in tropical and
subtropical waters of the Atlantic Ocean, the Indian Ocean and the Pacific Ocean (with
the exception of the eastern portion) (Brown-Peterson et al., 2001). Interest in this
species evolved largely due to its cultivation characteristics, which includes an excellent
growth rate (Liao and Leafio 2007), as these fish attain weights of up to 6 kg in one year
(Arnold et al., 2002; Benetti et al., 2008) and between 8 to 10 kg in 16 months (Liao et
al., 2004).

Among the various diseases that can affect cobia farms, metabolic disorders
represent an important area for research investigated.

In humans, nephrocalcinosis is a metabolic disease of multifactorial etiology,
presenting relations with genetic disorders and environmental factors (Peres et al.,
2010). The occurrence of nephrocalcinosis is related to an increase in calcium or urinary
oxalate concentrations or a decrease in urinary citrate, with calcium being involved in

approximately 85% of the nephrocalcinosis cases. Cases of non-calcium stones involve
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uric acid and cystine, as well as stones resulting from infection (Gomes et al., 2005).

Various theories for the development of nephocalcinosis have been proposed,
such as the common occurrence of an increase urinary excretion of the elements that
participate in the formation of the stones, as well as the decrease in excretion inhibitors
that participate in the process of crystallization of such elements.

Nephrocalcinosis cases have been reported in fish undergoing treatment with
sulfamiderazin (Smith et al, 1973) in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) reared in
recirculation system (Chen et al, 2001). Cases of nephrocalcinosis were also observed in
salmon (Salmo salar) (Fivelstad et al, 2003) and spotted wolffish (Anarhichas minor)
(Foss et al, 2003) reared in systems with high levels of CO,, contributing to the
deposition of Ca in the kidney. The high concentration of phosphate, the pH increase in
the cultivation system and a mineral imbalance in the diet have also been associated
with the occurrence of nephrocalcinosis in marine horses (Hippocampus reidi) (Lewisch
et al, 2013).

The involvement of the diet in the occurrence of Ca crystals is discussed by
some authors. The presence of calcium oxalate crystals in the renal tubules of clownfish
(Amphiprion ocellaris) fed vitamin A and E — deficient diets (Blazer and Wolke, 1983)
and the occurrence of nephrocalcinosis in rainbow trout fed diets with high levels of
selenium have been reported (Hicks et al., 1984).

The mortalities caused by this disease in fish farming are generally low, as it is
considered a reversible process (Schlotfeldt, 1981; Fivelstad et al., 1999, 2002).
However, such deposits may develop and lead to secondary gastric complications
(Schlotfeldt, 1981), i.e. abdominal distension (Harrison, 1979), which modifies the
appearance of the fish and hampers its commercialization.

Thus, this study aimed to report the diagnosis of nephocalcinosis in cobia
describing the main changes caused by the disease, and to investigate the possible
causes of its occurrence, as the signs often arise in a subclinical form, therefore making

diagnosis difficult.

Materials and Methods

Five fish reared in a recirculating system in the Laboratory of Estuarine and

Marine Aquaculture at the Marine Aquaculture Station - FURG were studied, which had
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an average weight of 4.2+2.4 kg and length of 7543.1 cm. The water from the system
was maintained at 24 °C, with a salinity of 26%o0 and dissolved oxygen greater than 6
mg/L. The moribund fish were collected and euthanized with benzocaine (300 mg/L),

then subjected to necropsy according to an existing protocol (Romano et al, 1987).

Histological analysis of organs:

Kidney, liver, spleen and gills samples were fixed in Bouin solution, subjected to
histological processing with inclusion in Paraplast, sectioned into Sum thick sections
and stained with hematoxylin-eosin and Alizarin red S for calcium. Histological
sections were observed and examined under light microscope (Zeiss Primo Star) and the
images were captured by a digital camera (Zeiss AxioCam ERc 5s).The slides stained
with Alizarin S were analyzed using polarized light filters TIM-107 ref. TA-0159
(SICA-Brazil).

Infrared spectroscopy method

To define the components of the stones, an infrared spectroscopy technique
was used, which allows an observation of the crystal structure of the salts. To this end,
the samples for infrared measurements were prepared by crushing with an agate mortar,
in approximately 1 mg to 30 mg of KBr (spectroscopic grade). The solid obtained was
compressed in a hydraulic press to form an infrared transparent tablet. The infrared
measurements were performed in a spectrophotometer (Bruker 66, Ettlingen, Germany)

in the spectral region of 4000-400 cm-1 with resolution of 4 cm-1.

Analysis of Phosphorus and Calcium

To analyze phosphorus and calcium, the feed was dried at 105 °C for 5 hours
in a forced circulation oven and subsequently degreased and macerated with a Soxhlet
extractor, using petroleum ether as solvent. The samples were taken to the Laboratory of
Hydrochemistry/IO-FURG and submitted to an acid digestion with nitric and perchloric
acid, with the resultant solutions diluted in distilled water and analyzed according to the
methodology by Silva and Queiroz (2009). The samples were read on an atomic
absorption spectrophotometer at a wavelength of 422.7nm for calcium and in a digital

spectrophotometer (Micronal B342I1- Brazil) at a wavelength of 725nm for phosphorus.
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Results

Macroscopically, a severe renomegaly was observed, with the presence of
several grouped lithic structures in the renal parenchyma occupying a large portion of
the kidney (Figurel). The stones were removed and washed for further analysis, which
revealed the stones to be rounded whitish solid with diameter ranging from 0.4 to 1.3
cm (Figure 2).

o A

Figure 1: Kidney observed after cutting the parietal peritoneum (PP) where several
whitish and yellowish stones could be observed (arrows). Bar =3 cm

Figure 2: Five stones taken from the kidney, with diameters between 0.4 and
1.3 cm. Bar=1cm

Microscopically, interstitial fibrosis and tubular dilation with basophil granules
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due to the calcium deposit in the lumen were observed. In some collecting tubules with

abundant calcic material in the lumen, squamous metaplasia was observed (Fig. 3 and

4).

PSR N Wl s o0, TR e - —_—

Figure 3: Renal parenchyma with collecting tubules dilated with epithelial
squamous metaplasia (E) and abundant deposits of basophilic material with calcic
aspect. Interstitial fibrosis (F), melanomacrophages (MM) and glomeruli (G) could be
observed. H-E, Bar = 100 um

Figure 4: Collecting tubes with calcic precipitate in their lumen (arrows). H-E,
Bar =20 um
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By means of the alizarin red S technique, an encapsulated calcium material was
observed to be distributed throughout the renal parenchyma, coated by fibrous tissue.

The calcium was birefringent when observed with polarized light (Figure 5 and 6).

Figure 5: Abundant calcium material (C) stained in orange surrounded by
fibrous tisue (F). Alizarin red, Bar = 100 pm.

Figure 6: Calcic material displayed birefringence under polarized light
(arrows). Bar = 100 um.

By the infrared spectroscopy method, it was demonstrated that the
nephrocalcinosis stones were composed of pure calcium (65%), oxalate (15%), calcium
phosphate (16%) and non-specific salts (4%).

In the analysis of calcium and phosphorus in the feed supplied to the animals,
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the averages from triplicates were 1.55% for phosphorus and 5.45% from calcium.

Discussion

The kidney lesions described here are compatible with nephrocalcinosis and
have been reported in other species of fish, though a variety of causes have been
attributed in these cases (Smith et al, 1973; Chen et al, 2001; Fivelstad et al, 2003; Foss
et al 2003; Lewisch et al, 2013).

The interstitial fibrosis observed in the renal tissue of the cobia sampled
represents an injury similar to that already reported in some studies in humans with
nephrocalcinosis (Wiech et al., 2011). Dilation and renal tubular necrosis with the
presence of intratubular mineral deposits have already been reported as injuries in
nephrocalcinosis cases in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) (Chen et al., 2001).

Morphologically, the histological lesions observed in the renal tissue of cobia
after HE staining demonstrated a pattern of granular calcification, reported by some
authors as prevalent in humans with stones with calcium compounds (Wiech et al.,
2011).

Because this disease has a multifactorial origin, there are several causes
attributed to the occurrence of nephrocalcinosis. In humans, the metabolic and
anatomical abnormalities are the two main paths associated with this disease (Miliner
and Muphy, 1993; Sakhaee et al., 2012) and although metabolic syndrome is considered
a major risk factor for chronic kidney disease, it is not known if it is associated with
nephrocalcinosis or is due to the individual metabolic dysfunctions, specifically obesity,
glucose intolerance and hypertension (Mossetti et al., 2008).

Several studies on the dietary factor in the emergence of nephrocalcinosis have
been reported in humans. Among them, the excess of purine in the diet causes an
overproduction of uric acid, with hyperuricosuria associated with the production of
calcium oxalate in the stones (Coe, 1978).

Many of the metabolic disorders associated with nephrocalcinosis require
further research to detail the relationship of dietary components with the prevalence of
the stones. In the case of our research involving the cultivation of fish, when dealing
with a disease arising in a subclinical form, all information regarding the animal
management, particularly with regard to the feed supplied, must be researched.

There are many components in the formation of nephrocalcinosis, such as
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calcium oxalate, uric acid, struvite and cystine, as well as stones resulting from
infection (Gomes et al, 2005), and the results of ours analysis of the stones were
representative of this, particularly when a non-calcic constituent is involved. An
evaluation of the metabolic disorder should lead to the adequate prevention of a
recurrence of the disease (Wasserstein, 1998).

The application of the Alizarin Red S technique has been discussed in some
nephrocalcinosis studies in humans, where it is possible to differentiate the types of
deposits observed in kidney damage (Wiech et al., 2011). Through this technique, we
observed calcium birefringent material distributed throughout the renal parenchyma,
covered by fibrous tissue.

One of the mechanisms involved in the formation of nephrocalcinosis is the
precipitation of crystals, resulting in urinary supersaturation influenced by the
elimination of solutes excreted through the kidneys, pH and urinary volume. Nucleation
and crystals are formed when supersaturation occurs. This nucleating event serves as a
surface to deposit new crystals, leading to the development of nephrocalcinosis (Branco
et al., 2009).

Diets with high oxalic acid content have also been associated with the
occurrence of nephrocalcinosis in amphibians from the Ranidae family, which were
observed to have renal injury in the form of renal tubular necrosis, fibrosis and
squamous metaplasia and the appearance of intraluminal crystals that were birefringent
under polarized light, characterized morphologically and histochemically as calcium
oxalate compounds (Forzan et al., 2014).

Nephrocalcinosis is a common disease in aquatic environments rich in carbon
dioxide and phosphates (Stoskopf, 1993). The prevalence of nephrocalcinosis in fish is
not necessarily caused by the carbon dioxide content in water, but rather is attributed to
nutritional factors, i.e., selenium toxicity (Hicks et al., 1984), magnesium deficiency
(Knox et al., 1981) and an unbalanced mineral content in the feed in general (Hilton and
Hodson, 1983). It is therefore possible that the feed currently used in cobia cultivation
do not have the ideal mineral composition for this species.

Nephrocalcinosis in salmonids is a chronic inflammatory condition of
unknown etiology, in which calcium and other minerals precipitate as hidroxyapatite
within the distal renal an collectinng tubules. This condition is commonly seen in water
high in carbon dioxide and phosphates. Advanced cases can be recognized grossly by

whitish streaks and spots in the kidney. Microscopically, dilation of real tubules and
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degeneration of tubular epithelium can be observed. Mineral-laden tubular casts, which
are histochemically positive for calcium salts, are usually present (Bendele and Klontz,
1975). The main difference with the calcinosis of salmonids is that real stones in R.
canadum occur in rather thick deposits generally observed in nephrocalcinosis.

Recirculation systems are being used more often to produce fish, and to
withstand the high densities, these systems must be able to effectively add oxygen to
supersaturated levels and to remove solids, ammonia, nitrite and carbon dioxide.
Suboptimal water quality can directly impact fish health. Environmental problems can
cause direct mortality or act as stressors that can precipitate disease outbreaks (Noble
and Summerfelt, 1996).

The effect of fish exposure to high levels of CO2 in the cultivation
environment contributes to the appearance of nephrocalcinosis, with a consequent
reduction in the growth and feed conversion rate, as has already been described for the
rainbow trout (Eddy et al., 1979) and Atlantic salmon smolt raised in an environment
with stable pH in freshwater rich in calcium bicarbonate (Fivelstad et al., 1999). The
effect of CO; on nephrocalcinosis, ionic regulation, hematology and growth parameters
in Atlantic salmon smolt was also reported by Fivelstad et al. (2002). Given that the
level of dissolved carbon dioxide depends on the pH, alkalinity and temperature of the
cultivation water (Butler, 1991), the maintenance of the water parameters within
optimal levels for the culture of the species is an important point in the prevention of
diseases.

The addition of an extra source of alkalinity to the aquatic environment in
recirculating systems may help maintain the pH and minimize the toxic effects of
ammonia and carbon dioxide (Summerfelt, 1996). In the cultivation environment of the
cobia in our research, daily doses of sodium bicarbonate were used to maintain the
alkalinity at greater than 150 ppm. The use of calcium carbonate replacing the sodium
bicarbonate to increase the pH in the cultivation water contributes to the occurrence of
nephrocalcinosis in Nile tilapia (Chen et al., 2001), though it was not used in the
cultivation environment in the present study.

In the latest case of nephrocalcinosis reported in seahorses, this occurrence was
associated with changes in water parameters, including a high phosphate concentration,
along with an increase in the pH and mineral imbalances in the diet offered to animals
(Lewisch et al., 2013), demonstrating the relevance of the role of phosphate in the

emergence of the disease.
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This report of nephrocalcinosis is the first case of the disease in the species R.
canadum (cobia), which is very relevant particularly for some research initiative
projects being carried out in Brazil that aim to improve the techniques for the
cultivation of the species.

Regarding the range of factors that may contribute to the occurrence of the
disease in aquatic environments of cultivation, it was not possible to identify the actual
cause of the appearance of lesions in the fish, therefore necessitating the study of the

predisposing factors.
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ABSTRACT

In this study, we described a kidney lymphoma type B in an adult cobia, Rachycentron
canadum. Abdominal enlargements, with kidney expansions were observed at necropsy
fragments. Samples of the anterior kidney were collected for histopatological and
immunohistochemical analysis. A positive expression of the cell antigen CD20 was
observed. However, the neoplasic cells were negative for the T-cell antigens CD3 and
CDA4. Our conclusion indicated that this lymphoma is the first to be classified as type
lymphoma B in fish.

Index terms: CD20 antibody, neoplasia, kidney.

RESUMO [Linfoma Renal B em bijupira, Rachycentron canadum (L): um estudo
optico e imunohistoquimico]

Neste estudo, descrevemos um linfoma tipo B no rim de um adulto bijupira,
Rachycentron canadum. Foram observados alargamentos abdominais com expansdes
renais em fragmentos de necropsia. Amostras do rim anterior foram coletadas para
analise histopatoldgica e imunohistoquimica. Observou-se uma expressao positiva do
antigeno celular CD20. No entanto, as células neoplédsicas foram negativas para os
antigenos de células T CD3 e CD4. Nossa conclusdo indicou que este linfoma ¢ o
primeiro a ser classificado como tipo linfoma B em peixes.

TERMOS DE INDEXACAO: Anticorpo CD20, neoplasia, rim.
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INTRODUCTION

The great diversity of fish species and their potential to develop all kinds of
neoplasia implies that these animals can be interesting models to study the phylogeny of
neoplasias as well as carcinogenesis mechanisms and experimental models development
(Anders 1984; Schmale et al. 1986). In the past, such studies have dealt largely with
tumors in the higher vertebrates, mammals and birds; much less attention has been paid
to the lower vertebrates, fish, amphibians, and reptiles. On the other hand, neoplasia of
fish and other vertebrates have a similar histiogenesis based on morphological, and
immunohistochemical similarities (Mawdesley-Thomas 1971, Mawdesley-Thomas
1972, Romano 1987, Masahito et al. 1998).

Human lymphoma type B is a well-defined clinicopathologic entity (Nathwani
et al. 1976, Jaffe and Berard 1978, Picozzi et al. 1990). The affected patients are usually
young children and adolescents, more often boys, who present supradiaphragmatic
disease involving the cervical, supraclavicular, and axillary lymph nodes with little or
no involvement of the peripheral blood or bone marrow.

Most hematopoietic neoplasms in fish have been classified as lymphoma,
regardless of the degree and pattern of dissemination or evidence of leukemia.
Lymphomatous lesions are more prominent in the subcutaneous tissues or oral mucosa,
lymphoma in most species of fish is thought to arise in the kidney or thymus (Machotka
1989).

In this article, we report the results of the histopathological and
immunohistochemical analyzes of hematopoietic cobia tissue, pointing to the diagnosis

of renal B lymphoma.

MATERIAL AND METHODS

Abdominal enlargements were observed in a adult cobia, Rachycentron
canadum (L), from the Laboratory of Marine Fish Culture from the Universidade
Federal do Rio Grande, Brazil. The fish had a weight of 2356 g and a total length of
63.2 cm.

Fish were submitted to euthanasia with benzocaine hydrochloride (300mg / L),
its practice is in accordance with the National Council for Animal Experimentation
Control (CONCEA) and approved by the Ethics Committee on animal use of the
Universidade Federal do Rio Grande (CEUA-FURG), protocol of number P047 / 2016.

At the necropsy, renal enlargements were observed. Fragments of the anterior kidney
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were fixed in 10% buffered formalin, embedded in paraffin, sectioned at 3 to 5 um, and
stained with hematoxylin. In addition, histological sections were stained to
immunohistochemical procedures, according to a modified avidin-biotinperoxidase
complex technique (Hsu et al. 1981). Tissue slides were deparaffinized by rinsing with
xylol and were then rehydrated with alcohols from different grades (absolute ethanol,
90, 80, 70, 50%). The endogenous peroxidase activity was blocked by incubating the
slides for 20 min in 0.3% H,0, in a 5% methanol solution. After the slides were washed
in water and PBS/0.05%-Tween 20 solution, they were incubated in normal 1/100
serum (Vectastain Universal Elite, BC Kit, Vector), in a 10% PBS bovine serum
albumin (BSA) solution at ambient temperature for 30 min in a humid chamber. After
incubation, the primary anti-CD20, CD3, and CD4 antibodies (Dako, Argentina) were
applied, and the slides were incubated overnight at 41°C in a humid chamber. The slides
were then rinsed in PBS and incubated for 7 min in a 50 mL 30.3-diaminobenzidine
(DAB, Sigma- Aldrich) solution containing 1% PBS-BSA in 50 mL H,0,.
Counterstaining was then performed using hematoxylin.

A human lymph node with B lymphoma was used as positive control for
CD20. A normal human lymph node was used as negative control for CD20 and

positive control of CD3 and CDA4.

RESULTS

The examined fish showed enlargement of the anterior kidney (Figure 1).
Histologically, the findings were diagnosed as lymphoma. Renal tissue was infiltrated
by diffuse neoplastic lymphoid cells. These cells were irregular with round nucleus and
a single nucleolus. In some sections, residual renal tubules were identified, some with
eosinophilic hyaline material in its light and sclerotic glomeruli surrounded by
neoplastic cells (Figure 2,3).

The immunohistochemical studies were positive for expression of the antigen
CD20 (Figure 4). The neoplasic cells were negative for the T-cell antigens CD3 and
CD4.
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Figure 1: Hypertrophied anterior part of the kidney of affected fish. AK:
Anterior kidney. Bar =1 cm.
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Figure 2: The kidney was diffuse infiltrated of small lymphocytes, tubules (T),

some with eosinophilic hyaline material in its light (arrow). Haematoxylin and eosin.
Bar = 100 pm.
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LA A e
Figure 3: The neoplastic cells were convoluted with fine nuclear chromatin.
The majority of cells had inconspicuous nucleoli, although occasional cells had small,
clearly visible nucleoli. Some mitosis was observed (arrows). Haematoxylin and eosin.
Bar =20 pm.

Figure 4: The neoplastic cells were positive for CD20 antibody,
immunohistochemical stain with haematoxylin counterstain. Bar = 20 pum.

DISCUSSION

Lymphocytic neoplasms in fish have already been reported in the literature
(Harshbarger 1974, Harshbarger 1975, Harshbarger 1976, Harshbarger 1977,
Harshbarger 1978, Harshbarger 1980, Harshbarger 1981, Harshbarger 1982), which can

occur in several organs, although the structure of some organs in fish differ
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considerably from those in mammals, lymphomas are often very histologically similar
and can be classified by criteria used in the diagnosis of human lymphomas
(Mawdesley-Thomas 1975).

Among the 407 tumors mentioned by Mawdesley-Thomas (1971) in several
fish species, only 17 of them were lymphomas, 4 out of which were from the kidney.
However, numerous reports have been published on spontaneous or experimental
lymphomas in fish, some of which have occurred in the urinary tract (Rebecca et al.
1990, Blazer et al. 1995, Lombardini et al. 2014).

Traditionally, lymphocytic neoplasia has been classified by its cell of origin,
morphology, pattern of distribution and behavior such as lymphoma Hodgkin, with the
typical Sternberg-Reed cells, lymphomas composed of B or T lymphocytes, for
example, considered to include nodular (follicular) and diffuse lymphomas, malignant
lymphoma-unclassified, and composite lymphomas, or the least common Burkitt's
lymphoma. More recent approaches use the immunocytochemical characteristics of B
and T lymphocytes and incorporate the monocytic/histocytic series in conjunction with
more traditional criteria (Lukes and Collins 1974, Lennert et al. 1975).

The World Health Organization in 2008 established a new classification of
lymphomas. The most important changes based on new studies, has biological similarity
between classical Hodgkin’s disease and lymphomas compounds B lymphocytes (Jaffe,
2009).

Immunophenotypic analysis is extremely helpful and often essential for the
diagnosis and classification of neoplasms (Peiguo et al. 2002; Romano et al. 2013;
Romano et al. 2015).

B-lymphocytes express a large variety of antigens that can be used to identify
function and degree of differentiation. In general, these antigens are obtained in
sequences as it occurs at the B-cell maturation (Anderson et al. 1984). For example,
CD20 shows different patterns of expression because it is expressed later or earlier in B-

lymphocytes than in B-cells (Picker et al. 1987; Dworzalc et al. 1998).

CONCLUSION

In this report, we described a kidney lymphoma type B. Immunophenotypic
studies demonstrated that the neoplastic cells expressed CD20 and did not express
receptors lymphoma type T (CD3 and CD4). Our conclusion, indicates that this
lymphoma is the first to be classified as type B lymphoma in cobia.
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Hemangioma esclerosante mandibular em Paralichthys orbignyanus: relato de caso

[Sclerosing hemangioma mandibular in Paralichthys orbignyanus: case report]
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Fonseca Pedrosa", Luis Alberto Romano®

143 Universidade Federal do Rio Grande, Laboratério de Imunologia e Patologia
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Marinha.

Resumo

Neste trabalho, descrevemos um caso de hemangioma esclerosante em um exemplar de
Paralichthys orbignyanus. Amostras do tumor foram coletadas da mandibula para
analise histopatologica. Microscopicamente foi observada uma proliferacdo de
numerosos vasos sanguineos rodeados por um estroma conectivo denso. A etiologia
desta neoplasia ¢ desconhecida, mas o fato do exemplar ter permanecido por muitos
anos em um sistema de criacdo, pode ter contribuido para o surgimento deste tipo de
lesdo, além do fator mecanico.

PALAVRAS-CHAVE. mandibula, histopatoldgica, neoplasia

Abstract

In this study, we described a case of sclerosing hemangioma on Paralichthys
orbignyanus. Tumor samples were collected from the mandible for histopatological
analysis. Proliferation of numerous blood vessels surrounded by dense connective
stroma was observed microscopically. The etiology of this neoplasia is unknown, but
the fact of the specimen has remained for many years in a breeding system, may have
contributed to the appearance of this type of lesion, besides the mechanical factor.

KEY WORDS. Mandible, histopatological, neoplasia

Introducao

Os peixes, assim como outros vertebrados, desenvolvem neoplasias em quase
todos os seus tecidos. A histogénese desta neoplasia ¢ semelhante a que ocorre em
mamiferos e humanos, o que faz destes animais um interessante modelo para se realizar

interpretacdes filogenéticas de neoplasias. Existem varios casos de neoplasias em
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peixes, todas elas com grande similaridade as relatadas em humanos (Romano e
Marozzi 2004; Romano et al. 2015).

Os hemangiomas sdo neoplasias frequentes em mamiferos e humanos, no
entanto, este tipo esclerosante de hemangioma em humanos, ¢ um tipo de tumor pouco
frequente, descrito pela primeira vez por Liebow e Hubbell (1956), afetando o pulmao.

Nao ha muitas revisdes sobre neoplasias em peixes. Uma das referéncias mais
citadas ¢ a de Mawdesley-Thomas (1975), que relata 407 neoplasias em varias espécies
de peixes, entre estas s6 um caso de hemangioma, reportado por Johnstone (1925), em
Pleuronectes platessa. Entretanto, a primeira publicagdo sobre hemangiomas em peixes
foi de Drew (1912), que publicou dois casos desses tumores em Raia maculata e Trigla
lineata.

Todos estes hemangiomas se localizavam em tecidos moles, podendo ocorrer
em tecido cartilaginoso, tecido adiposo, vasos sanguineos, tecido conjuntivo e tecido
muscular liso e estriado, com aparéncia histologica variavel (Rosai, 2004). Em uma
revisao sobre neoplasia em peixes descrita por Mawdesley-Thomas (1975), relata casos
de hemangioma em visceras, como o figado.

Neste artigo, reportamos um caso de hemangioma esclerosante, localizado na
mandibula de uma exemplar fémea de Paralichthys orbignyanus adulta, criada em um

sistema de recirculagdo de dgua (SRA).

Casuistica

Uma fémea de P. orbignyanus de 10 anos de idade, com comprimento de 62
cm e peso de 3800 g, apresentando fator de condicao K: 1,6, criada em SRA da Estacdo
Marinha de Aquacultura do Instituto de Oceanografia da FURG (Universidade Federal
do Rio Grande), apresentou uma lesdo de aspecto congestivo, de superficie irregular e
consisténcia rigida, com dimensdes de 8 x 4 cm, localizada na regido maxilar ventro-
lateral. Esta lesdo apresentava escoriagdes e focos hemorrdgicos, secunddrias a
traumatismos por choques com as paredes e fundo do tanque (Fig. 1). O peixe foi
eutanaziado com uma dose letal de cloridrato de benzocaina (300 mg/L) e,
posteriormente foi realizada a necropsia, pratica em conformidade com o Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA) e aprovado pela
Comissdo de Etica em uso animal da Universidade Federal do Rio Grande (CEUA-
FURG), N°P047/2016. O exame histopatologico da lesdo demonstrou uma proliferagao

de estruturas vasculares irregulares, repletas de eritrdcitos, circundadas por tecido
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conectivo em sua maioria denso, com algumas areas de aspecto mixoide com células
estromais vacuoladas. Em cortes histoldgicos, foram observados eritrocitos

extravasados, formando focos de hemorragia. Por meio da coloragdo de tricromico de

Masson, foi evidenciado o acimulo tecido fibroso circundando as estruturas vasculares

(Fig. 2,3 e 4).

Figure 1: Exame macroscopico; Lesdo de aspecto congestivo, localizada na regido

maxilar ventro — lateral (seta).

Figure 2: Estruturas vasculares (setas) circundadas por tecido conectivo fibroso (*) em
sua maioria denso, com algumas areas de aspecto mixoide com células estromais

vacuoladas. HE -40X.
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Figure 3: Exame microscopico; proliferacdo de estruturas vasculares irregulares (seta
grossa), com eritrocitos extravasados (seta fina), formando focos de hemorragia. HE-

10X.

Figure 4: Acimulo tecido fibroso (*) circundando as estruturas vasculares (setas).
Tricromico de Masson-40X.

Discussao
Os peixes apresentam tumores semelhantes aos reportados em mamiferos,
incluindo humanos, pela similaridade de sua histogénese e classificagdo Mawdesley-

Thomas (1975). Os hemangiomas consistem em neoplasias vasculares que crescem por
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uma rapida proliferagdo celular a partir de células endoteliais. Possui de maneira
caracteristica uma fase proliferativa inicial, seguida de uma fase involutiva, onde a
proliferagdo endotelial diminui e surge tecido fibroso separando os espacos vasculares
(Rosai, 2004).

A classifica¢do mais aceita até o momento, desde sua descricdo em 1982, ¢ a
de Mulliken e Glowaki (1982). A mesma permite diferenciar os hemangiomas e
malformagdes vasculares, que apresentam um comportamento evolutivo diferente.

O hemangioma esclerosante tem recebido diversas denominagdes, tais como
angioma esclerosante ou pseudotumor xantomatoso. Descrito inicialmente como um
tumor vascular, com infiltracdo celular, zonas de esclerose e hemorragia. A origem
histologica desta lesdo tem sido amplamente discutida, atribuindo a uma origem
mesenquimatica, na qual estes hemangiomas sdo incluidos nos tumores de tecidos
moles (Rosai, 2004).

O mecanismo exato por meio do qual se origina o hemangioma permanece
desconhecido, sendo descritos fatores de crescimento tissular com papel em sua
etiogénese. Estudos imunohistoquimicos documentaram um aumento na expressao do
fator de crescimento fibroblastico, fator de crescimento vascular endotelial, o antigeno
celular de proliferagdo nuclear e a colagenase tipo IV (North et al. 2000; Hering et al.
2006).

O fator de condicdo do animal em estudo apresentou K:1,6, considerado um
valor de boa condicdo de saude, fato de que o animal estaria se alimentando
normalmente, ndo atribuindo o fato da lesdo na mandibula estar impedindo sua
alimentacdo. Para essa espécie um fator de condigdao negativo ¢ considerado abaixo de
1. Conforme Robaldo et al., 2012, animais criados em cativeiro apresentaram (K = 1,3),
em relacdo aos peixe selvagem (K = 1,1), sendo comumente atribuido um maior valor
ao peixe de criagao.

No caso aqui apresentado, existem dois fatores que podem predispor a presenga
de neoplasias deste tipo: primeiro, que alguns autores sustentam a teoria de que os
peixes mantidos em cativeiro durante muitos anos desenvolvem neoplasias mais
frequentemente (Stoskopf, 1993), e outros autores afirmando que alguns fatores
mecanicos como o continuo contato com as paredes e fundo dos tanques onde sdo
criados, pode gerar neoplasias cutdneas ou de tecidos moles subcutaneos (Britos e

Balone, 2013).

79



Conclusoes

Neste artigo reportamos um caso de hemangioma esclerosante na mandibula de
uma fémea de Paralichthys orbignyanus, criada em um sistema de recirculagdo. A
etiologia desta neoplasia permanece desconhecida, mas o fato desse animal ter
permanecido por muito tempo em um sistema de criacdo pode ter contribuido para o
surgimento deste tipo de neoplasia. Por outro lado, estes animais podem sofrer
traumatismos por choques com frequéncia contra as paredes e o fundo dos tanques do
sistema de recirculacao, podendo representar um fator mecanico, que caso se mantenha

ao longo do tempo, pode vir a desenvolver uma lesao neoplésica.
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DISCUSSAO GERAL

A utilizacdo de histopatologia na aquicultura merece destaque por ser uma
ferramenta amplamente utilizada em investiga¢des de doengas em peixes (Akaishi, et al.
2004, Langiano e Martinez 2008, Albinati et al. 2009, Khan et al. 2011). As vantagens
do uso da histologia estdo relacionadas aos custos relativamente baixos que estdo
envolvidos nessas andlises, facilidade de aplicagdo do método e a possibilidade de se
obter resultados rapidos (Johnson et al. 1993).

Estudos histopatologicos sao de grande relevancia, pois contribuem em varias
areas de estudo. No entanto, o conhecimento da histologia normal de uma determinada
espécie ¢ importante para interpretacdo de caracteristicas morfoldgicas e alteragdes que
ocorrem em condicdes patoldgicas, contribuindo também no estudo histoldgico de
peixes, devido a variabilidade a nivel celular e estrutura de tecidos e 6rgdos entre
diferentes espécies de peixes (Wilson e Laurent, 2002).

Andlises histologicas podem ser bastante suscetiveis a interferéncias analiticas
entre artefatos e patogenias (Wolf et al., 2015). Tecidos fixados fora do tempo
determinado ou até mesmo mau processamento histologico levam autores a descrever
uma alteracdo, a qual pode representar apenas um artefato ou um tecido autolisado.

A autdlise de tecidos normais em um corpo morto, denominada alteragdo pds-
morte, pode ser distinguida de alteragdes patologicas no corpo vivo pelo fato de que a
primeira se apresenta difusa ao invés de focal e ndo mobiliza células inflamatorias
(Scarpelli e lannaccone, 1990; Tomita et al. 2004).

Analises histoldgicas sao utilizadas com o propdsito de elucidar a influéncia dos
intervalos post mortem sobre as aparéncias morfologicas, que refletem o estado
fisiologico original antes da morte (Tomita et al. 2004). Uma vez que o peixe motre,
varias mudancas post mortem ocorrem. Essas mudangas sdo devidas a desagregacdo da
estrutura celular e da bioquimica, bem como ao crescimento de microrganismos que
estdo naturalmente associados ao peixe (Ehira e Uchiyama, 1987; Scarpelli e
lannaccone,1990).

No presente estudo a histologia foi o meio de investigagdo para verificar
alteragdes post mortem em branquias, figado, rim, musculo e cérebro. As alteragdes
encontradas neste estudo foram investigadas em diferentes tempos apds a morte.
Somente a partir de 1 hora ap6s a morte foram observadas alteragdes evidentes em todos

os 6rgaos, como perda do epitélio respiratorio nas branquias, desprendimento de células
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do epitélio tubular renal, foco de autdlise hemorragica no figado, edema e hemorragia
focal no musculo, edema e dissociagdo de células gliais no cérebro, progredindo com o
passar do tempo até a presenca de autdlise completa.

Os resultados obtidos demonstraram que a autolise dos tecidos teve inicio muito
cedo apos a morte, que coincide com trabalhos em outras espécies de peixes, como o
bacalhau, Gadus morhua, L., (Ofstad et al., 1996) e o sea bass, Dicentrarchus labrax L.,
(Ayala et al., 2005); sea bream, Sparus aurata, (Caballero et al. 2009) e juvenis de truta
arco iris, Oncorhynchus mykiss (Ortloffa et al.2011).

As doencas em peixes sdao extremamente frequentes e sdo consideradas
limitantes no desenvolvimento da aquicultura (Roberts, 2012). Em termos gerais, as
doengas infecciosas sdo as mais frequentes e que os pesquisadores ddo mais énfase,
sobretudo as doengas endémicas e pandémicas de notificagdo obrigatoria relatadas em
organizagdes internacionais como OIE (Organiza¢do undial de Saide Animal). No
entanto, existe uma série de doengas nao infecciosas que nao sio estudadas com muita
frequéncia e por esse motivo, esse estudo se baseia em relatar apenas doengas ndo
infecciosas em Rachycentron canadum ¢ Paralichthys orbignyanus, criados em sistema
de recirculagdo. Animais mantidos nesse tipo de sistema apresentam uma vida longa,
permitindo desenvolvimento de alteragdes metabdlicas, neopldsicas entre outras
(Fergunson, 1989).

Lesdes renais sdo comuns em muitas doencas de peixes. Nefrocalcinose, doenca
renal proliferativa, doenga renal bacteriana, glomerulonefrite e doencas neoplasicas sdo
alguns exemplos (Ferguson et al., 1982; Morris et al., 2005; Lewisch et al., 2013). O
rim ¢ um orgdo com fungdo vital, pois, em circunstincias normais, exerce funcao
osmorreguladora, responsavel pela ultrafiltragdo e produgdo da urina e na porgao
anterior desempenha um papel importante para o funcionamento das fungdes
imunologicas de peixes, sendo o 6rgao responsavel pela linfohematopoese (Zapata et al.
1996).

Casos de nefrocalcinose tém sido relatados em peixes, com diversas causas
sendo atribuidas a sua ocorréncia. Neste trabalho foi relatado um caso de nefrocalcinose
e a presenca de cdlculos renais em bijupirds. Em pesquisa com cavalo marinho
(Hippocampus reidi), a nefrocalcinose foi associada as alteragdes nos parametros da
agua, na elevada concentracdo de fosfato, juntamente com a elevagdo do pH e
desequilibrios minerais na dieta ofertada aos animais (Lewisch et al. 2013), sendo umas

das possiveis causas atribuidas ao relato descrito nesse trabalho, em que o alimento
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utilizado na criagdo dos bijupiras ndo apresentava a composi¢ao mineral ideal para esta
espécie.

O surgimento da nefrocalcinose em resposta aos efeitos combinados de dioxido
de carbono e pH reduzidos, foram relatados em salmao do Atlantico (Salmo salar L.),
podendo a tolerancia ao CO, ser atribuida a diferengas genéticas, diferengas de
temperatura ou ao estado fisiologico dos peixes (Fivelstad et al. 1999; Fivelstad et al.
2003).

Por ser uma doenga de origem multifatorial, a nefrocalcinose ¢ uma enfermidade
comum em ambientes aquaticos ricos em didxido de carbono e fosfatos (Stoskopf,
1993), podendo também ser atribuida a fatores nutricionais, como, toxicidade de selénio
(Hicks et al., 1984), deficiéncia de magnésio (Knox et al., 1981), contetido alimentar
mineral desequilibrado em geral (Hilton e Hodson, 1983) entre outros fatores (Chen et
al, 2001; Foss et al, 2003).

Doengas neoplasicas em peixes, tal como em vertebrados superiores, podem
surgir em todos os 0rgdos e tipos celulares, estando os tumores da pele, entre os mais
frequentemente observados. Entre as possiveis causas dessa patologia em peixes, sdo
atribuidos problemas genéticos, danos mecanicos, infec¢do por virus e contaminagdo
por compostos quimicos, € a inter-relagdo do animal com agentes poluentes,
demonstrando que podem ser usados como indicadores da existéncia de carcinogénicos
ambientais potencialmente perigosos (Noga, 1996; Roberts, 2012).

Nesse estudo podemos registrar duas ocorréncias de neoplasia em peixes,
bastante distintas, sendo elas hemangioma em linguado e linfoma renal B em bijupira.
Através da andlise de imunohistoquimica foi possivel confirmar o tipo de linfoma, com
o uso do anticorpo monoclonal primario CD20. A maioria das neoplasias
hematopoiéticas em peixes € classificada como linfoma, ocorrendo na maioria das
espécies de peixes no tecido renal ou timico, sendo frequentemente os locais primarios
mais comuns para a transformacdo neoplasica. (Machotka 1989; Blazer e Schrank,
1995; Harris et al. 2000).

O linfoma ¢ uma neoplasia formada por linfécitos que se origina em 6rgaos
hematopoiéticos solidos, baco, rim ou timo (Couto, 1992). A anélise imunofenotipica ¢
extremamente util e muitas vezes essencial para o diagnostico e classificacdo das
neoplasias (Jaffe et al., 2001; Romano et al 2013).

As descri¢des histopatoldgicas do linfoma no rim de peixe sdo semelhantes as

dos vertebrados superiores. Os relatos consistem em neoplasias de células linfoides
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altamente invasivas, com grande infiltracdo, arquitetura renal bastante afetada, com
indice mitotico moderadamente elevado, entre outras caracteristicas (Hayashi, et al.
2008). Esta descricao histoldgica também foi encontrada nas andlises do linfoma no
estudo aqui apresentado.

Alguns registros na literatura com relato de linfoma em peixes, como, em
medaka japonés (Oryzias latipes), a causa ndo foi determinada, com seu surgimento de
forma espontanea e esporadica no rim e no timo (Okihiro e Hinton, 1989), além de
relatos de linfoma observados na derme, branquias, musculo, tireoide, rim e regiao
timica da espécie (Hayashi, et al. 2008). O linfoma renal também ja foi descrito em
brook trout, Salvelinus fontinalis, (Earnest-Koons, et al., 1997) e disturbio
linfoproliferativo em um bagre de canal, Ictalurus Punctatus, (Bowser et al., 1985).

A pele estd constantemente exposta a uma variedade de agentes quimicos,
fisicos e ambientais, que propiciam as proliferagdes neoplasicas. As neoplasias cutaneas
e subcutaneas sdo descritas como as mais comuns em animais (Rothwell et al. 1987).
Aqui relatamos também um caso de hemangioma esclerosante, localizado na mandibula
de um linguado, sendo esse tipo de hemangioma de origem mesenquimatica e
considerados neoplasia de tecidos moles (Weiss 2011).

O’Hagan e Raidal, (2006) descreveram um relato de hemangioma no peixe
dourado (Carassius auratus), uma espécie com alta prevaléncia de neoplasia (Roberts,
2001), com um quadro de exoftalmia causada pelo hemangioma.

Os resultados do presente estudo indicam que a histologia pode ser utilizada
como ferramenta para o diagnostico de patologias de peixes. Além disso, utilizada
juntamente com técnicas de imunohistoquimica, por meio de marcadores e coloragdes
especiais, constituem metodologias de avaliagdo que permitem uma identificacdo mais
precisa de diversas patologias, possibilitando também avaliar danos histologicos em

tecidos apds a morte.
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CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que andlises
histoldgicas contribuem para verificagdo dos danos histopatologicos de tecidos
apds a morte, determinando o tempo ideal para a coleta de material bioldgico
para possivel estudo, neste caso, ndo devendo ultrapassar uma hora apds a morte
a coleta do material bioldgico, podendo haver resultados e/ou diagndsticos
erroneos apos esse limite. A caracterizagdo microscopica propiciou informagdes
que auxiliardo em trabalhos relacionados a histologia e diagnostico de patologias

em organismos aquaticos.

Diante de diversos fatores discutidos que podem contribuir para a ocorréncia da
nefrocalcinose em ambientes aquaticos de cultivo, tanto o alimento utilizado na
criacdo, que possivelmente ndo possui a composicao mineral ideal para esta
espécie, quanto o envolvimento do fosfato, podem ter contribuido para o
surgimento da enfermidade; porém, ndo foi possivel determinar a real causa do
surgimento das lesdes nos peixes, tornando necessaria a investigacdo com

pesquisas acerca dos fatores predisponentes.

Por meio da andlise histopatologica das lesdes encontradas no tecido renal, foi
possivel descrever um tipo de linfoma renal B, e através da imunohistoquimica
foi demonstrada a presenga de células neoplasicas expressas pelo receptor
CD20, ndo expressando receptores do tipo linfoma T (anti CD3 e CD4).
Conclui-se que, através da expressdo das células neoplasicas, este linfoma foi

classificado como linfoma do tipo B.

A neoplasia descrita como hemangioma esclerosante na mandibula, apresenta
uma etiologia desconhecida, mas o fato do animal ter permanecido por muito
tempo no sistema de criagdo, pode ter contribuido para o surgimento deste tipo
de lesdo. Por outro lado, estes animais podem sofrer traumatismos por choques
com frequéncia contra as paredes e o fundo dos tanques, podendo representar
um fator mecanico que caso se mantenha ao longo do tempo, pode gerar

neoplasias cutaneas ou de tecidos moles subcutaneos.
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