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1. INTRODUCAO

O carcinoma hepatocelular ¢ uma formagfo neoplasica maligna que
pode acometer os teledsteos (17),

Em truta arco-iris, em cativeiro, tem havido a preocupagdo com a
descrigdo das lesGes hepaticas, bem como com a sua patogenia, sendo,
inicialmente, a preocupacdo maior com o hepatoma (/1, 19).
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Posteriormente, em razio da susceptibilidade da truta arco-iris a
hepatocarcinogénese, esta espécie passou a ser empregada em nuUmMerosos
trabalhos experimentais (I, 2, 15, 20).

O estudo histologico da hepatocarcinogénese em roedores (4, 6, &,
9, 14) faz referéncia a um padréo de seqiiéncia temporal no surgimento de
lesBes focais, identificadas pela afinidade tintorial, as quais apresentam,
inicialmente, o foco de células claras, o qual é seguido do foco de células
acid6filas e, mais tardiamente, do foco de células baséfilas, sendo todos
estes classificados, supostamente, como lesdes pré-neoplasicas, que iriam
originar o carcinoma hepatocelular.

Assim como nos roedores, nos quais as lesdes pré-neoplasicas
permitem detectar experimentalmente a toxicidade e, ou, a
carcinogenicidade de véarios compostos quimicos e de alteragdes
nutricionais, também na truta tais lesdes permitem diagnosticar o manejo
inadequado no cultivo (/8).

Este trabalho objetiva descrever lesSes hepaticas que vao surgindo
em truta arco-iris cultivadas, dando-se énfase aquelas provavelmente

envolvidas em hepatocarcinogénese.

2 MATERIAL E METODOS

Este experimento foi realizado na Estagdo Experimental de
Salmonicultura do Instituto de Pesca Dr. Ascénio de Faria, localizada em
Campos do Jorddo (22° 45’ S - 45° 30" W), Sdo Paulo. Os animais foram
mantidos em tanques de alvenaria, e a taxa de arragoamento variou de | a
5% do peso vivo ao dia, decrescendo com o aumento do tamanho do
peixe (12). A ragdo, produzida comercialmente, fot fornecida em duas
porgdes diérias, cuja quantidade foi calculada pela pesagem da biomassa.

As coletas iniciaram-se em janeiro de 1989, quando os alevinos
tinham trés meses de idade, e terminaram em setembro de 1992, quando
os adultos completaram 48 meses. Os animais, escolhidos ao acaso, foram
sacrificados mensalmente, de modo que o total, para cada grupo etario,
variou conforme o Quadro 1. | |

Os animais foram sacrificados por imersdo em solugdo aquosa de
benzocaina (100 ppm) e necropsiados para a retirada do figado,
totalizando 178 espécimens distribuidos em oito grupos. |

Para analises dos preparados histologicos de figado, foram fixadas
amostras em formo! a 10%, tamponado, seguindo rotina de inclusdo em
parafina. Cortes de 5 um foram corados pela HE, tricromico de Masson ¢

Krajian - Prata Amoniacal. Amostras semelhantes foram cortadas em -
criostato e coradas em Sudan Il Escarlate R (7). Foi ainda utilizado o - i§
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QU ADRO 1 - Numero de trutas utlhzadas por faixa etéria

bl yp——— - p— e PO i Wl

Grugo "~ Faixa Etana N° de Trutas

03 meses S50

2 04 a 06 meses 13

3 07 a 09 meses 17

4 10 a 12 meses 23

5 13 a 18 meses 20

6 19 a 24 meses 19

7 25 a 36 meses 19

8 37 a 48 meses 17

_ __ TOTAL 178

meétodo de coloragdo pelo acido periddico de Schiff (PAS) (13).

Nos cortes histologicos de figado, foi utilizado o critério de
presenca € auséncia das seguintes alteragOes, que estdo diretamente
envolvidas com a hepatocarcinogénese (3) : esteatose, necrose, presenga
de focos de células claras, de células acidéfilas, de células baséfilas, bem
como evidéncia de neoplasia. Para cada um dos grupos etarios, as
freqiiéncias de diagndsticos positivos e negativos foram expressas de
‘modo absoluto e, as de positivo, também em porcentagem. Para verificar
se as freqiiéncias de ocorréncia dessas lesGes em cada grupo etario
diferiram significativamente entre si, foi feito o teste de qui-quadrado (%?),
aS% (16).

3. RESULTADOS

Nos 178 animais analisados, realizaram-se 1.068 diagnosticos de
‘alteragBes morfoldgicas microscépicas no parénquima e estroma
hepaticos, dos quais 249 foram identificados como positivos.

As freqiiéncias absolutas de diagndsticos positivos e negativos
- correspondentes a cada grupo etario encontram-se no Quadro 2, enquanto
. as freqiiéncias relativas de diagnosticos positivos sdo mostradas no
‘ Quadro 3.
E - No Quadro 3, verifica-se auséncia de alteragdes hepaticas nos
ﬁalevsnoq com trés meses de idade (Figura la). Aos seis meses, foi
gewdenc:ade que a esteatose de idade ( Figura 1b ) era mais freqiiente que
8 necrose (Figura 1). Aos nove meses de idade, além das alteragdes ja
{ descritas, foram diagnosticadas, pela primeira vez, lesdes supostamente
[pré-neoplésicas, representadas pelos focos de células claras (Figura 1d) e
b focos de células acidéfilas (Figura le). Aos 12 meses, foram detectados os
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QUADRO 2 - Freqiiéncias absolutas de diagnosticos positivos (+) e
negativos (-) correspondentes a cada grupo etario da

truta arco-iris, O. mykis.

REVISTA CERES

Freqiiéncias de Diagnosticos

GE E N FC FA FB CH N°de
_ (H)(-) (+)) NG D) ) (HE) Trutas
1 0(50)  0(50) 0(50) 0(50)  0(50) 0(50) 50
2 3(10)  [(12) 0(13) 0(13)  0(13) 0(13) 13
3 10(7) 3(14) 1(16) (16 017 0(17) 17
4 18(5) 4(19) 1(22) 1(22)  0(23) 0(23) 23
5 16(4) 6(14) 1(19) 317y 1(19) 6(14) 20
6 17(2) 4(15) 0(19) 9(10)  4(15) 15(4) 19
7 19(0 7(12) 1(18)  13(6) 3(16) 19(0) 19
8 16(1)  10(7) 0(17) 14(3) 5(12) 17(0) 17
T.d.  99(79) 35(143)  4(174) 41(137 13(165)  57(121) 178
T.a 178 178 178 178 178 178 178

T.a. : Total de animais
GE: Grupo etario

E: Esteatose
N: Necrose

T.d.: Total de diagnésticos
FC: Foco de células claras
FA: Foco de células aciddfilas
FB: Foco de células basdfilas

CH: Carcinoma hepatocelular

QUADRO 3 - Freqiiéncias relativas de diagnosticos positivos
correspondentes a cada grupo etdrio da truta arco-

iris, O. mykiss

Fregiiéncia de Diagndsticos

GE E N FC FA FB CH
1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 23.07 7.69 0.00 0.00 0.00 0.00
3 58.82 17.64 5.88 5.88 0.00 0.00
4 78.26 17.39 4.34 4.34 0.00 0.00
5 '80.00 30.00 5.00 15.00 5.00 30.00
6 89 .47 21.05 0.00 47.36 21.05 78.94
7 100.0 36.84 5.26 68.42 15.78 - 100.00
8 94.11 5882  0.00 82.35 29.41  100.00
GE: Grupo etario N: Necrose FA: Foco de¢ c€lulas acidofilas

E: Esteatose

CH: Carcinoma hepatocelular

FB- Foco de células basofilas
FC: Foco de células claras
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mesmos tipos de lesdes do grupo etario anterior. Aos 18 meses, ao lado
das lesdes ja descritas, surgiram os focos de células basé6filas ( Fi igura 1f)
¢ as lesGes neoplasicas, identificadas como carcinoma hepatocelular
(Figura 1g). Aos 24 meses, observa-se aumento da freqiiéncia de
carcinoma hepatocelular e auséncia de focos de células claras. Todos os
figados de truta de 36 ¢ 48 meses de idade apresentaram neoplasias
detectadas a microscopia, sendo importante ressaltar que, concomitante as
-alteragBes neoplasicas, foram observadas nos figados todas as outras
lesdes de cunho degenerativo e pré-neoplasico detectadas nos grupos
anteriores.

A freqiiéncia da esteatose variou significativamente (x?2 critico igual
a 14,07 e y? igual a 112,1), tendendo a aumentar com a idade; com a
hecrose ocorreu o mesmo ( x? critico igual a 14,07 e ¥? igual a 34,71). Os
focos de células claras tenderam a apresentar freqiiéncia constante a partir
‘dos nove meses de idade; a analise n3o revelou diferenga significativa
entre as freqiiéncias observadas em cada grupo etdrio (2 critico igual a
14,07 e x* igual a 5,55). A freqiiéncia dos focos de células acido6filas, a
partir do seu aparecimento aos 12 meses de idade, sofreu aumento
‘constante e significativo (x* critico igual a 14,07 e y? igual a 92, 94). A
freqiiéncia de células basofilas, a partir do seu surgimento aos 18 meses de
idade, variou significativamente (¥ critico igual a 14,07 e %2 igual a 27,8),
com tendéncia a aumentar com o correr dos anos. O carcinoma
“hepatocelular foi identificado aos 18 meses de idade e mostrou tendéncia a
aumentar, em freqiiéncia, com a idade, sendo esta tendéncia
estatisticamente significativa (2 critico igual a 14,07 e %2 igual a 144,19).
A descrigdo resumida das lesdes supracitadas encontra-se no Quadro 4.

4, DISCUSSAO

Em peixes, de modo geral e em trutas, de modo particular, a
hteratura consultada ndo faz referéncias a seqgiiéncia temporal no
surglmento dos focos de células claras (FC), de células acid6filas (FA) e
de células basofilas (FB) e carcinoma hepatocelular (CH). A seqiiéncia
evenﬁcada neste trabalho, isto ¢, FC, FA, FB e CH, aproxima-se dos
.vi_resultados obtidos em mamiferos por FARBER (9,10), BANNASCH et
\dlii (6), BANNASCH (4), ENZMANN e BANNASCH (8) e OGISO et alii
{(/4). Em face do exposto, infere-se que tais lesdes e a seqiiéncia temporal
-5 do seu surgimento néo sejam, portanto, especificas de mamiferos.

O tigado de truta acima de 24 meses de idade apresenta freqiiéncia
_'mai{)r de FA em relagdo a FC e FB. O fato de apresentar menor freqiiéncia
relagio a FA, em trutas acima de 24 meses de idade, pode ser
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FIGURA | - Figado de truta arco-fris Oncorhynchus mykiss.

.
o= v

a. Aspecto normal em alevinos de trés meses de idade, com
arranjo tubular dos hepatécitos. HE. 250 X. '

b. Microvacuolizagdo citoplasmadtica difusa. HE. 400 X.

c. Necrose periductal (seta). HE. 250 X. |

d. Foco de células claras (FC). PAS. 100 X.

e. Foco de células acidéfilas (FA). HE. 40 X.

f. Foco de células baséfilas (FB). HE. 100 X.

g. Carcinoma hepatocelular com aspecto micronodular (MN),
em que se observam trabéculas conjuntivas isolando grupos
de células neoplésicas (seta). HE.125 X.
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explicado, provavelmente, por uma rapida transformagdo destes em

neoplasia, concordantemente com BANNASCH (J).
SIRICA (21), revisando o assunto, afirma que um dos melhores

sistemas experimentais para se investigar os estagios pré-neoplasicos € 0
figado de rato. Contudo, pelos resultados expostos, conclui-se que lesdes
pré-neoplasicas em truta arco-iris evoluem de maneira semelhante as

observadas em mamiferos, podendo-se, assim, empregar também esta

espécie em testes de carcinogenicidade hepatica.
Os resultados indicam existir a seguinte seqiiéncia temporal no
surgimento de lesdes hepaticas em O. mykiss : as iniciais s@o de carater

degenerativo, representadas pela esteatose, seguidas pela necrose e,
sucessivamente, pelo foco de células claras, foco de células aciddfilas,

foco de células baséfilas e, finalmente, pelo carcinoma hepatocelular,
lesbes estas que parecem ndo diferir, histologicamente, das descritas em

roedores por OGISO et alii (14).

5. RESUMO

Este experimento objetivou acompanhar a seqiiéncia temporal do
surgimento de  lesdes  supostamente  relacionadas com a
hepatocarcinogénese em truta arco-iris, a partir de trés meses de idade.
Coletas mensais durante 45 meses resultaram em 178 animais analisados.
O exame histopatoldgico do figado demonstrou que as lesdes ocorreram
na seguinte ordem : esteatose, necrose, foco de células claras, foco de
células aciddfilas, foco de células basofilas e carcinoma hepatocelular.
Estas lesdes sdo muito semelhantes as descritas em roedores.

6. SUMMARY

(TEMPORAL SEQUENCE IN THE EMERGENCE OF HEPATIC
LESIONS IN RAINBOW TROUT, Oncorhynchus mykiss
(OSTEICHTHYES, SALMONIDAE), IN CULTURE, WITH
HISTOPATHOLOGYCAL DESCRIPTION).

This experiment analyzes the temporal sequence of emergence of
lesions supposedly related to hepatocarcinogenesis in rainbow trout from
three mouths after spawning onwards. The histopathological analysis
showed that the lesions occurred in the following sequence: steatosis,
necrosis, clear cell focus, acidophilic cell focus, basophilic cell focus and
hepatocellular carcinoma. These lesions are siumilar to those described in

rodents.
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