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Resumo

O presente estudo teve como objetivo caracterizar histologicamente e
histomorfometricamente a lipidose hepatica em figados de perdizes (Rhynchotus
rufescens) mantidas em cativeiro. A lipidose hepatica, caracterizada pelo acumulo
anormal de lipidios nos hepatécitos, compromete a funcdo hepatica e pode levar a
distirbios metabdlicos graves. Foram analisados figados de 15 perdizes adultas,
utilizando colora¢cdes com Hematoxilina e Eosina (H.E.) e Tricrémico de Masson, além
de analises morfométricas realizadas com o software ImageJ. Os resultados mostraram
vacuolizacdo significativa dos hepatdécitos, particularmente nas zonas periacinares,
onde o acumulo lipidico foi mais acentuado, em comparac¢ao com as zonas periportais,
gue apresentaram menor grau de vacuolizacdo. A analise dos didmetros dos
hepatdcitos revelou variagcdes entre as regides periportais e periacinares. As areas
periacinares apresentaram diametros maiores e maior quantidade de vacuolos,
sugerindo um estagio mais avancado de lipidose nessa zona, associada a menor
oxigenacdo e maior vulnerabilidade ao estresse metabodlico. Em contraste, as regides
periportais mostraram hepatécitos com diametros menores e menos vacuolos,
indicando menor comprometimento estrutural. Além disso, foi observada compresséo
dos sinusoides hepaticos, desorganizacdo dos corddes de hepatdcitos, e infiltrados
inflamatérios em algumas regides, o que sugere um estagio progressivo de lipidose que
pode evoluir para fibrose e esteato-hepatite. A andlise morfométrica confirmou a
heterogeneidade do acumulo lipidico entre as diferentes zonas hepaticas, evidenciando
0 impacto da lipidose na morfologia e fungcdo celular. Este estudo fornece dados
importantes sobre a lipidose hepatica em aves de cativeiro, ressaltando a importancia
de estratégias nutricionais e de manejo para prevenir a doenca. Os resultados servem
como base para futuras investigagcdes e para o desenvolvimento de protocolos

preventivos e terapéuticos em aves de criacao.

Palavras-chave: lipidose hepética; metabolismo lipidico; histopatologia; patologia

animal; aves.



1. INTRODUCAO

A esteatose, também conhecida como transformacgéo gordurosa, lipidose ou
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica, € uma condi¢do degenerativa caracterizada
pela acumulagdo anormal e reversivel de lipideos no citoplasma de células
parenquimatosas, como hepatdcitos e fibras do miocardio, onde normalmente ndo
seriam encontrados histologicamente. Isso resulta na forma¢édo de vacuolos devido a
desequilibrios na sintese, utilizacdo ou mobilizagcéo de lipideos. Devido ao figado ser o
responsavel pelo metabolismo lipidico, a esteatose € mais comumente encontrada
nesse 6rgdo (BEAUFRERE et al., 2019; HERMIER, 1997; MIDDENDORF et al., 2021).

A lipidose hepética é uma doenga comum em aves domésticas, incluindo
galinhas, patos, gansos e perus (BEAUFRERE et al., 2019; DONELEY, 2011; HERMIER
etal., 1999; MIDDENDOREF et al., 2021; PERUSSI, 2019). E caracterizada pelo acimulo
excessivo de lipidios no figado, levando a uma disfuncdo hepatica grave
(MIDDENDORF et al., 2021). Essa condigdo pode ser causada por varios fatores,
incluindo dieta rica em gordura, obesidade, imobilidade e deficiéncias nutricionais. A
lipidose hepatica € uma preocupacao significativa para a producgéo avicola, ja que pode
levar a perda de producdo e mortalidade significativa (BEAUFRERE et al., 2019;
MIDDENDORF et al., 2019, 2021; VISSCHER et al., 2017).

Alguns estudos vém mostrando que a lipidose hepatica afeta, principalmente,
aves de postura (MAHARJAN et al.,, 2021; SILVA et al.,, 2017). As aves afetadas
geralmente apresentam sintomas clinicos, como fraqueza, anorexia, perda de peso e
producdo de ovos reduzida (APPLEGATE; ANGEL, 2014; AWAD et al., 2019;
MAHARJAN et al., 2021; SILVA et al., 2017).

A prevencao da lipidose hepética é a melhor abordagem para evitar a doenca.
Uma dieta balanceada com baixo teor de gordura e rica em nutrientes € crucial para a
prevencdo da lipidose hepatica em aves (APPLEGATE; ANGEL, 2014; BAKER; HAN,
1994). De acordo com um estudo realizado por Li et al. (2018), a suplementacdo de
antioxidantes, como selénio e vitamina E, pode ajudar a prevenir a lipidose hepatica em
aves(Ll et al., 2018) .

A confirmacgdo diagnostica é realizada por meio de exames laboratoriais,
incluindo exames de sangue e biopsia hepatica (RITCHIE et al., 1994). No entanto, uma
vez que a lipidose hepética é diagnosticada, o tratamento € necessario para evitar
complicacdes graves. Em geral, a abordagem terapéutica da lipidose hepética em aves
inclui mudancas na dieta, administragdo de medicamentos e suporte nutricional. Em

casos graves, a remocgao cirtrgica do figado pode ser necesséria.



A implementacdo de programas de manejo adequados € fundamental para a
prevencéo da lipidose hepatica em aves. A manutenc¢éo da higiene, ventilacdo e espaco
adequados séo importantes para garantir a salde das aves. O controle do estresse
também € importante para evitar a lipidose hepatica, j& que o estresse pode afetar

negativamente o metabolismo lipidico em aves.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Morfologia do figado em aves

O figado, nos vertebrados, € a maior glandula do corpo, constituindo cerca de 1
a 2% do peso corporeo total do adulto (FAILS, 2019). O namero de lobos e a localizacao
intra-abdominal precisa € um pouco variavel entre as espécies. Nas aves consiste nos
lobos direito e esquerdo unidos cranialmente na linha média, sendo o direito maior que
o esquerdo, com cada Iébulo tendo varias pequenas processos. O 6rgao esta envolvido
por uma fina e ligeiramente capsula elastica de tecido conjuntivo, permitindo sua
expansao. O sangue é fornecido ao figado pelo lado direito e artérias hepéticas
esquerdas e veias portais hepaticas. As vénulas e arteriolas portais terminais
desembocam sinusoides entre placas de hepatdcitos, permitindo a estes absorver
moléculas do sangue (FAILS, 2019; RITCHIE; HARRISON; HARRISON, 1994).

Uma triade portal de arteriola, vénula portal e ductulos biliares, associados a
hepatdcitos, canaliculos biliares e sinusoides, forma a base funcional unidade do figado:
0 &cino hepatico (FAILS, 2019; KONIG et al., 2021). As células hepéticas — hepatdcitos
— que fecham essas triades de portais, sdo chamadas de periportais. Aqueles mais
distantes, perto das vénulas hepaticas, sdo chamados periacinares. A area
intermediaria é chamada de zona intermediaria. Os hepatdcitos nestas diferentes areas,
embora morfologicamente iguais, sdo bioquimicamente diferentes e reagem de maneira
diferente aos produtos quimicos recebidos e metabolitos (DONELEY, 2011; KONIG et
al., 2021).

2.2 Metabolismo lipidico e lipidose

A principal funcéo digestiva do figado € a producao e secrecdo de sais biliares
gue desempenham um papel importante na digestdo e absorcdo de lipidios,
especialmente triglicerideos, sendo a via hepatica a principal no metabolismo energético
e no catabolismo do colesterol nos vertebrados (FAILS, 2019; HERMIER, 1997;
RUSSELL, 2003). Além disso, durante a digestdo de uma refeicdo, um aumento na

concentracao dos sais biliares no sangue portal € o principal estimulo para a secre¢éo



de sais biliares pelos hepatécitos levando também a eliminacdo do excesso de

colesterol proveniente da dieta por meio da bile(RUSSELL, 2003).

Problemas no catabolismo da gordura hepatica e a dieta podem ter como
consequéncia o acumulo excessivo de gordura no figado, condicdo essa denominada
lipidose ou esteatose, resultando em uma reducéo na funcao hepatica e uma série de
problemas de saude (RITCHIE; HARRISON; HARRISON, 1994).

A esteatose, também referida como degeneracdo gordurosa, infiltracdo
gordurosa, metamorfose gordurosa ou lipidose (COELHO, 2002), é uma condicdo que
resulta do desequilibrio entre a absorcao hepatica de 4cidos graxos e sua utilizacao
(JONES; HUNT; KING, 2000). A doenca é caracterizada pelo acimulo excessivo de
lipidios no figado e ocorre quando a taxa de armazenamento de triglicerideos excede
sua taxa de degradacdo metabdlica ou liberacdo como lipoproteinas (MACLACHLAN;
CULLEN, 1998).

A lipidose hepética é uma doencga metabdlica comumente observada em aves
mantidas em cativeiro, especialmente em aves domésticas, como galinhas, perus e
patos(PERUSSI, 2019). Pode ser desencadeada por uma variedade de fatores como:
obesidade, falta de exercicio, dieta inadequada e estresse (AWAD et al., 2019; PIOCHE
et al, 2020). Quando as aves sdo mantidas em condicbes de estresse ou
sobrecarregadas com uma dieta rica em gordura, o figado tenta metabolizar os acidos
graxos, produzindo grandes quantidades de triglicerideos. Se o figado ndo conseguir
metabolizar e remover esses triglicerideos adequadamente, eles comecam a se

acumular no tecido hepatico, levando aos acumulos gordurosos(AWAD et al., 2019).

A lipidose hepatica pode levar a inflamacao e ter efeitos graves sobre a saude
da ave, incluindo diminuicdo na producdo de ovos, falha renal, danos hepéticos
permanentes e morte (DE BOEVER et al., 2009; FRENCH et al., 2020; LIN et al., 2021).

2.3 Caracterizacao da lipidose hepéatica

A lipidose hepética em aves é comumente diagnosticada através de exames de
sangue e de imagem. A elevacdo dos niveis de enzimas hepaticas no sangue e o
aumento do tamanho do figado podem indicar a presenca da doenca, pois a biépsia
hepatica é invasiva, sujeita a amostragem e variabilidade inter-observador e
impraticavel para se executar em grandes criac6es animais (DONELEY, 2011; JONES;
HUNT; KING, 2000).

Entre 2006 e 2011, na Alemanha, uma série de doencas caracterizadas por

aumento da mortalidade e distarbios hepaticos ocorreram em perus para corte, sem
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antes terem sinais clinicos especificos, porém, a analise post mortem mostrou que 0s
figados estavam inchados, marmorizados, com manchas pretas e vermelhas e areas
amareladas (POPP et al., 2014). Os achados histopatol6gicos mostraram degeneragdes
gordurosas, caracteristica da lipidose que, em geral, ocorre esporadicamente em perus,
e analises por microscopia eletrbnica mostraram particulas virais (POPP et al., 2014).

Porém, a lipidose parece, neste caso, ndo estar diretamente relacionada as infecgdes.

A lipidose hepatica também pode ter como consequéncia a hemossiderose —
depdsito de ferro nos tecidos (VISSCHER et al., 2017) — inclusive em consequéncia de
intoxicacao por poluentes, fato este descrito na literatura, principalmente, em peixes
(CAMPOS; MORAES; MORAES, 2008; WU et al., 2019). Aidade e a castracdo em galos
e perdizes também alteram o perfil lipidico e as caracteristicas histoldégicas dos
hepatocitos (ZAWACKA; MURAWSKA; GESEK, 2017).

Sendo assim, a caracteriza¢do histolégica e a compreensdo do processo de
desenvolvimento das alteragdes morfoldgicas hepaticas e seus reflexos na fisiologia do
metabolismo lipidico em aves de criagdo como a perdiz, pode trazer beneficios para o

desenvolvimento de alternativas de alimentacdo com menor teor lipidico em criadouros.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizar histologicamente a lipidose em figados de perdizes mantidas em

criadouros.

3.2 Objetivos especificos

1) Analisar histologicamente figados de perdizes utilizando a coloragdo de
Hematoxilina e Eosina;

2) Caracterizar histologicamente a lipidose hepatica em perdizes;

3) Verificar por microscopia 6tica as possiveis alteracdes na morfologia dos
hepatécitos;

4) Quantificar histomorfometricamente possiveis alteraces morfolégicas dos

hepatdcitos.



4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais, coleta e fixacdo do material

Foram utilizados figados de 15 espécimes de perdiz (Rhynchotus rufescens)!
(figura 1), adultas, machos e fémeas, mantidas nos planteis de criacdo com dieta sélida
e agua “ad libitum”, com condi¢des de higidez controladas, e abatidas com cerca de 365
dias de idade. As aves procederam do Departamento de Melhoramento e Nutricdo
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp — Campus

Botucatu.

Figura 1 - Espécime de perdiz (Rhynchotus rufescens). Fonte:
https://ebird.org/species/rewtinl/BR-PR

Para a realizacdo da coleta dos tecidos, as perdizes foram anestesiadas
mediante uma mistura de cloridrato de quetamina (20 mg/kg) e cloridrato de xilazina (1,5
mg/kg), aplicada por via intramuscular, obtendo-se a eutanasia. Em seguida, foi
realizada a laparotomia, eviscerac¢do do trato gastrointestinal e coletado o figado de
cada animal. As amostras foram fixadas em solu¢do aquosa de formalina tamponada
(tampao fosfato, pH 7,2, 0.1M) e fixador de Bouin (solugéo saturada de acido picrico,
formalina 30-40% e &cido acético glacial). O material coletado e fixado esta incluido em

parafina para as analises histolégicas e histomorfométricas.

Os procedimentos utilizados para a coleta do material foram submetidos ao

Comité de Etica e Uso de Animais e Experimentacdo (CEUA) da Faculdade de Medicina

1 Rhynchotus rufescens é também conhecida como Inhambu-de-asa-vermelha.



Veterinaria e Zootecnia da UNESP - Campus de Botucatu e aprovados no Protocolo
CEUA sob n°® 0489/2023 (Anexo I).

4.2 Andlises Histologica e Histomorfométrica

No tecido hepético incluido em parafina, foi realizada a microtomia com cortes
de 4 um. As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (H.E.), para verificacao
da integridade celular dos hepatdcitos, e Tricromico de Masson, para verificar possiveis
alteracdes em fibras colagenas e elasticas. No projeto inicial foi sugerido submeter o
material as coloracbes de Sudan Black e de Oil Red para identificacdo de lipideos
neutros nos hepatdcitos, porém, devido ao enrijecimento do tecido, ndo foi possivel a

execucao da técnica.

O figado foi dividido em seis regifes para a realizacao da inclusdo em parafina,

seguida da microtomia, conforme demonstrado na figura 2.

= Letra = regido do figado

= A - superior direita

= B - média direita

= C - inferior direita

= D - superior esquerda
= E & média esquerda

= F > inferior esquerda

Figura 2 — Regides selecionadas do figado de perdiz para a execucdo dos

procedimentos histol6gicos.

Os cortes histolégicos foram analisados em microscépio 6tico Olympus BX-41
(Olympus®, Japdo) e fotodocumentado com camera digital DP-12 (Olympus®). A
histomorfometria foi feita em segmentos transversais das regides A, B, C, D, E e F do
parénquima hepatico, fixados nas laminas microscépicas e submetidos as diferentes
coloracdes descritas para a obtencéo dos valores de area e diametro de hepatdcitos, e
guantidade de vacuolos lipidicos por area.

As andlises histomorfométricas foram realizadas com o software ImageJ (NIH -
National Institutes of Health, USA), e os valores obtidos tratados estatisticamente por

métodos paramétricos: valores de médias aritméticas e desvios-padréo.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagcdo Macroscopica

A perdiz (R. rufescens) mede em torno de 36 a 40 cm e seu figado (figura 2)
apresentaram as seguintes medidas médias: altura do lobo direito = 4,12 cm; altura do
lobo esquerdo = 3,66 cm; largura do lobo direito = 2,10 cm; largura do lobo esquerdo =
1,40 cm.

O figado das aves é castanho escuro, exceto nas primeiras duas semanas apés
a eclosdo, em que possui coloracdo amarelada devido aos pigmentos da gema, que
continuam a ser absorvidos dos intestinos antes que ocorra a regressao do saco vitelino.
E composto pelos lobos direito e esquerdo, conectados cranialmente por uma ponte
dorsal ao coracdo. Como nado ha diafragma, os lobos do figado envolvem a parte caudal
do coracéo (figura 3). O lobo direito do figado, maior, contém a vesicula biliar e é
atravessado pela veia cava caudal; o lobo esquerdo é dividido. A face parietal convexa
esta junto as costelas e ao esterno, sendo exposta na necropsia. O figado é envolto por
um saco peritoneal, que pode conter tecido adiposo e transudado em algumas doencas.
Os lébulos hepéticos sao indistintos, exceto no hilo, pela auséncia de tecido conjuntivo
perilobular. A face visceral cbncava contata o baco, proventriculo, moela, duodeno,
jejuno e ovario (ou testiculo). Dois ductos biliares desembocam no duodeno, sendo o do
lobo direito ligado a vesicula biliar (figura 3). Essa anatomia descrita € comum as aves,
exceto nos pombos, algumas espécies de papagaios, periquitos-australianos e

estrutioniformes, que ndo possuem vesicula biliar (SINGH, 2019).

Figura 3 — Vista ventral das visceras. (A) Esquematica. (B) Visceras ap0s a remocao
da parede corporal ventral, vista ventral. E, Esquerdo; D, direito; 1, Esbdfago; 2,
traqueia; 3, peitoral, seccionado; 4, papo; 5, esternotraqueal; 6, 0sso coracoide,
seccionado; 7, veia cava cranial direita; 8, coracao; 8’, artéria carétida comum; 8”,
artéria subclavia; 9 e 9', lobos direito e esquerdo do figado, respectivamente; 10,
moela (seu saco cego caudal); 11, alca do duodeno, envolvendo o péancreas; 12,
vento; 13, um dos cecos. Fonte: (SINGH, 2019)



Na coleta do material foi possivel observar, a olho nu, acimulos de gorduras

(figura 4).

>At:l'xmulos
de gordura

-------

Figura 4 — Figado de perdiz com acumulos de gordura (circulo amarelo) observados

in situ.

O acumulo de gordura no figado de aves, conhecido como lipidose hepética, esta
frequentemente associado a uma dieta inadequada e a distdrbios metabdlicos
(BEAUFRERE et al., 2019; POPP et al., 2014; WILDMANN et al., 2022). Esta condi¢&o
€ caracterizada pela infiltragdo de triglicerideos nas células hepéticas, podendo ser
desencadeada por uma alta ingestéao de alimentos ricos em gorduras ou carboidratos,
bem como por disfungbes no metabolismo lipidico (MIDDENDORF et al., 2021,
VISSCHER et al., 2017). Em aves de cativeiro, como papagaios, uma dieta a base de
sementes oleaginosas (como girassol) é uma causa comum (BARBOZA et al., 2023;
SALAVATI et al., 2023). Diagnosticos séo feitos por exames bioguimicos, como niveis
de triglicerideos e enzimas hepaticas, bem como através de exames de imagem como
ultrassonografia, sendo a bidpsia hepatica um método definitivo, embora invasivo, para
confirmar a condicdo. O tratamento geralmente envolve ajustes na dieta e 0 uso de
suplementos que ajudam a melhorar a fun¢éo hepatica e reduzir o acimulo de gordura
no figado (PERUSSI, 2019).



5.2 Avaliagéo Microscopica

Na fotomicrografia da amostra histologica da regido A (de acordo com a figura
2), que corresponde a area periportal, corada com Hematoxilina e Eosina (H.E.) do
figado da perdiz (figura 5), observou-se os hepatdcitos, dispostos em corddes celulares,
0 que é tipico da arquitetura hepatica, com nudcleos geralmente redondos ou ovais.
Alguns se mostram binucleados, o que é caracteristico de células hepaticas em
regeneragéo ou estresse (MALARKEY et al., 2005; OZAKI, 2020). Entre corddes de
hepatdécitos ha lacunas claras que correspondem aos sinusoides hepaticos, que séo
espacos por onde o sangue flui através do figado. Ainda, observa-se a triade portal,

constituida pela veia porta, artéria portal e ductos biliares (figura 5).

VP

L s0m |

Figura 5 — Estrutura geral do tecido hepético periportal do corte histolégico da regido
A. veia porta (VP); arteriola hepatica (seta azul); ductos biliares (setas laranja).

Coloracéo: H.E.

Foram observadas, na mesma regido A, areas de degeneragdo celular nos
hepatdcitos. Nestes hd uma ligeira desorganiza¢édo, ou mudangas na morfologia celular,
gue sugerem algum grau de dano celular. Nesta area observou-se extensa vacuolizacéo
dos hepatocitos (figura 6). Na lipidose hepatica, os hepatécitos tendem a apresentar
vacuolos claros no citoplasma, representando depoésitos de gordura (BROWN;
KLEINER, 2016). Na fotomicrografia do figado da perdiz varias areas com espagos
claros dentro das células hepaticas foram observadas, indicando serem vacuolos
lipidicos. Esses vacuolos podem deslocar o nucleo para a periferia, causando uma
aparéncia de "anel de sinete" nas células. Ainda, ficou evidente o aumento do volume

celular, consequéncia da infiltrac&o lipidica.
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Foi relatado que as galinhas poedeiras desenvolvem um figado gorduroso
guando o transporte de lipoproteinas € interrompido, e a superproducéao de lipoproteinas
pelo figado leva a disturbios do metabolismo lipidico (PENG et al., 2019), podendo levar
a sindrome hemorréagica do figado gorduroso que € um tipo de distirbio do metabolismo
lipidico, que afeta a salde das aves, causando uma queda na producgéo de ovos, e até
oObito repentino (AYDIN, 2005).

O acumulo de lipidios nos hepatécitos pode levar a compresséo dos sinusoides
hepaticos. Na imagem, ha areas onde o0s sinusoides parecem mais estreitos ou

comprimidos, o que pode ser resultado da expanséo dos hepatdcitos ao redor.
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Figura 6 — Corte histolégico mostrando o tecido hepéatico periportal da regido A,
mostrando vacuoliza¢do dos hepatdcitos indicando acumulos de gordura (seta preta).
veia porta (VP); arteriola hepética (seta azul); ductos biliares (setas laranja);

Sinusoides (* vermelhos). Coloragéo: H.E.

Em humanos, anormalidades histolégicas afetando os sinusoides hepaticos e a
vasculatura periportal, caracterizando uma condigdo denominada distarbio vascular
porto-sinusoidal, podendo ter como consequéncia a hipertenséo portal (DE GOTTARDI;
SEMPOUX; BERZIGOTTI, 2022). Alteragdes relacionadas a idade ocorrem nas células
endoteliais sinusoidais do figado em humanos (HUNT et al., 2019), sendo um sinal de
envelhecimento hepético, porém, nossos resultados foram obtidos em perdizes jovens,
indicando que, de fato, a compresséo dos sinusoides foi devido ao acumulo de gorduras

no citoplasma dos hepatécitos.
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As células endoteliais sinusoidais do figado sdo altamente especializadas.
Localizadas na interface entre o sangue derivado do intestino e o tecido adiposo de um
lado, e outras células do figado do outro lado, em condi¢des fisiol6gicas, mantém a
homeostase hepética. Estas células exibem propriedades anti-inflamatérias e
antifibrinogénicas, pois impedem a ativacdo das células de Kupffer e das células

estreladas hepdticas e, ainda, regulam a resisténcia vascular intra-hepatica e a pressao
portal (HAMMOUTENE; RAUTOU, 2019).

Na periferia da regido A, a vacuolizacdo do citoplasma dos hepatécitos
periacinares e perivenosos foi ainda mais extensa (figura 7), mostrando ser o local de

acumulo mais proeminente de lipideos do que a regido periportal.

CépSULa exten’\a

Figura 7 — Tecido hepatico de perdiz obtido da regido A periférica mostrando os

cordbes de hepatédcitos periacinares e perivenosos com vacuolizacdo extensa
correspondente a acumulos de lipideos (setas pretas). Coloragéo: H.E.

Os hepatécitos das areas periportais e periacinares, embora morfologicamente
iguais, sdo bioquimicamente diferentes e reagem de maneira diferente aos produtos
guimicos recebidos e metabdlitos (BAZOTTE; BERTOLINI; SOUZA, 2017; DONELEY,
2011; KONIG et al., 2021). A maioria das funcdes fisiologicas do figado é realizada pelos
hepatdcitos, que comp&em mais de 80% das células do 6rgdo. Durante a digestao de
uma refeicdo, um aumento na concentracdo dos sais biliares no sangue portal é o

principal estimulo para a secrecao de sais biliares pelos hepatocitos levando também a
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eliminacdo do excesso de colesterol proveniente da dieta por meio da bile (RUSSELL,
2003).

Os hepatocitos desempenham diversas fun¢des que variam de acordo com sua
localizag&o dentro do I6bulo hepatico. A heterogeneidade funcional dessas células esta
intimamente relacionada a sua posi¢ao anatdomica no l6bulo. Com base na proximidade
com a triade portal, o acino hepético, que constitui uma sexta parte do Iébulo, é dividido
em trés zonas distintas: zona 1, também conhecida como periportal, esta localizada
préxima a triade portal, na periferia do I6bulo; zona 2, intermediaria, encontra-se no meio
do I6bulo; zona 3, denominada perivenosa, esta localizada mais distante da triade portal,
no centro do Iébulo hepatico (BAZOTTE; BERTOLINI; SOUZA, 2017; DONELEY, 2011).

A funcdo predominante da zona 3 estd associada a sintese de glicogénio e
lipideos. Essa regido desempenha um papel crucial na producdo e armazenamento
dessas substancias, contribuindo para a regulacdo do metabolismo e o equilibrio
energético do organismo. Por meio dessa heterogeneidade funcional dos hepatdcitos,
o figado pode exercer diversas atividades essenciais para a manutencao da saude do
corpo (BAZOTTE; BERTOLINI; SOUZA, 2017).

Interessantemente, todas as regides tracadas para este estudo sobre o figado
da perdiz mostraram o mesmo padrdo de vacuoliza¢ao tanto periportal como periacinar.
Com excecao das regides C e F (figura 8), que correspondem ao lobo inferior direito e
esquerdo, respectivamente (figura 2). Estas mostraram-se com poucas areas
correspondentes a acumulos de gordura e os sinusoides ndo aparentam estar tdo
comprimidos (figura 8) como na regido A (figuras 6 e 7) e nas regides B-E (figura 8). No

entanto, ndo temos na literatura estudos que corroborem com essa regionalidade.

13



Hepatécitos periportais

Hepatécitos periacinares e
perivenosos
. i .

Figura 8 — Diferentes regides dos cordfes hepéticos periportais, periacinares e

perivenosos, mostrando o grau de vacuolizagcdo e a estruturacéo e disposicado dos

sinusoides. Coloracdo: H.E.

14



Existem algumas areas com presenca de infiltrado celular (provavelmente
células inflamatérias) (figura 9), o que pode sugerir um processo inflamatdrio em curso,
mas seria necessaria uma avaliacdo mais detalhada como, por exemplo, uma marcagao
imuno-histoquimica, para identificarmos os tipos celulares deste infiltrado e
determinarmos se ha uma inflamacdo aguda ou cronica perante a existéncia dos
acumulos de lipideos encontrados. Ainda, observou-se células com aspecto mais
condensado, 0 que pode sugerir que um processo crénico ja estava se estabelecendo

0 que poderia resultar em necrose celular.

Figura 9 — Corte histolégico do figado de perdiz mostrando um grande infiltrado
inflamatoério (4rea pontilhada em vermelho) entre os cordbes de hepatdcitos.

Coloracéo: H.E.

Na fotomicrografia do figado de perdiz, utilizando a coloracdo tricromico de
Masson (figura 10), alguns aspectos importantes foram observados. Presenca de fibras
coldgenas (coradas em verde e azul) nos espagos portais e ao redor de vasos
sanguineos, sugerindo o desenvolvimento de fibrose, uma resposta cicatricial comum
em lesdes hepaticas crbnicas (ZHANG et al., 2023).

A fibrose hepatica é uma resposta a lesfes e reparos que ocorrem em quase
todos os tipos de doencgas hepaticas cronicas, incluindo infec¢des virais, doencas
hepéticas alcodlicas, esteato-hepatite ndo alcodlica e doencas autoimunes ou pode ser
de origem idiopatica (OCHIAI; HANDHARYANI; UMEMURA, 2002). Pode ser, ainda,
induzido em aves, como exemplo codornas, por exposi¢do a inseticidas (HAN et al.,
2020; Ll et al., 2021; LV et al., 2020).
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Diversas células apresentam vacuolos claros (ndo corados), que indicam
lipidose (acumulo de gordura nos hepatécitos). Esses vacuolos, caracteristicos de
degeneracédo gordurosa, estéo distribuidos por todo o parénquima hepatico.

Assim como na coloracdo de H.E., foi possivel observar com o tricrobmico de
Masson areas de infiltrado inflamatério. A coloracao vermelha nas areas periportais e
em torno de algumas veias centrais pode indicar regides de infiltrado inflamatorio,
especialmente ao longo dos tratos portais. A presenca de infiltrado inflamatério em areas
especificas pode estar associada a resposta do organismo a lesao hepética induzida
pela sobrecarga lipidica, indicando uma possivel progressdo para esteato-hepatite
(lipidose com inflamagé&o). Isso reforca a correlagdo previamente discutida entre a
presenca de inflamacéo e a degeneracao lipidica. Ja a fibrose sugere um estagio mais
cronico de doenca hepatica.

A arquitetura hepatica geral parece desorganizada em algumas areas devido ao
acumulo de gordura nos hepatdécitos e a possivel fibrose, o que altera a disposi¢éo
normal dos corddes hepaticos e dos sinusoides.

-

Regido E periportal

Py G Y W

Figura 10 — Imagens representativas das regides periportal e periacinar, mostrando

em azul e verde a deposicao de colageno. Coloracao: Tricromico de Masson
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Como na maioria dos outros 6rgaos, a inflamacé&o hepatica ocorre para proteger
0s hepatdcitos de lesdes. Porém, a inflamacdo pode ser prejudicial ao figado,
dependendo da intensidade e duragd@o. Respostas leves e transitdrias promovem a
reparagéo do tecido e a homeostase. No entanto, inflamacéo excessiva e persistente
pode levar a perda de hepatécitos e agravar condicdes como lesdo de isquemia-
reperfusdo, doencas metabdlicas, hepatite alcodlica e intoxicacado, resultando em danos
irreversiveis, como fibrose e cancer. Células hepaticas residentes e recrutadas liberam
sinais pré-inflamatdrios, como citocinas e espécies reativas de oxigénio, que causam
morte celular e ativam o sistema imunoldgico, gerando um ciclo de inflamacgéo e leséo
continuas (BRENNER et al., 2013; DE BOEVER et al., 2009).

5.3 Avaliagdo Morfométrica

Com base em uma analise visual das fotomicrografias, observou-se que 0s
vacuolos lipidicos variam bastante em tamanho, quantidade por hepatécito e entre as
regides (A-F) determinadas para o estudo (ver figura 2). A maioria dos hepatdcitos na
zona periportal, apresenta entre 1 e 6 vacuolos, com um média de 4 por uma area de
aproximadamente 270 um; e entre 2 e 11 na zona periacinar e perivenosa, com um
meédia de aproximadamente 7 vacuolos por uma area de 678 um, com muitas variacdes
entre as células devido a desorganizacdo do tecido causada pela degeneracao
gordurosa (figuras 12 e 13).

A guantidade de vacuolos e o tamanho destes pode indicar diferentes estagios
de acumulo lipidico e grau de esteatose, sendo que hepatdcitos com mdltiplos vacuolos
ou um grande estdo em fases mais severas da lipidose.

O diametro dos vacuolos varia muito, com alguns vacuolos maiores atingindo
aproximadamente 3 a 5 um de didametro, e vactolos menores com cercade 1 a 2 pum.
Esta variagcdo estd associada ao grau de vacuolizacdo e de degeneragdo lipidica
presente.

Em relacdo a area dos hepatdcitos ocupada pelos vacuolos, considerando uma
média, os maiores podem ocupar uma area aproximada de 7 a 10 umz2, enquanto os
menores podem variar entre 1 a 4 um2. Ha variagdo notavel entre os vacuolos periportais
(figura 11) e periacinares (figura 12), sugerindo possiveis diferengas no processo de

acumulo gorduroso por zonas na extensao da degeneracao lipidica.
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Figura 11 — Seccao histologica da zona periportal do figado de perdiz, destacando os

hepatdcitos e suas caracteristicas citoplasmaticas. Os vacuolos claros indicam a
presenca de lipidios, tipicos da lipidose hepatica. As coordenadas dos eixos X e Y
representam a localizacdo em pixels da imagem, servindo como referéncia para
andlise das éareas. Coloracéao: H.E.
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Figura 12 — Seccao histologica da zona periacinar do figado de perdiz, destacando

os hepatdcitos. Os vacuolos citoplasmaticos claros indicam a presencga de lipidios. As
coordenadas dos eixos X e Y representam a localizagdo em pixels da imagem,
servindo como referéncia para analise das areas. Coloracdo: H.E.
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E evidente a diferenca visual na quantidade de vacuolos entre a areas periportal
(zona 1) e periacinar (zona 3). A literatura corrobora com os resultados apresentados: a
zona 1, geralmente, é menos afetada pelo acimulo de lipidios, pois recebe melhor
suprimento de oxigénio e nutrientes diretamente da veia porta (BAZOTTE; BERTOLINI,
SOUZA, 2017). Nas fotomicrografias, parece que a area periportal tem menos vacuolos
por hepatdcito, sugerindo que essa regido esta relativamente preservada em
comparacdo a zona periacinar (figuras 6, 7, 8 e 10). Ainda assim, ha células com
vacuolos, mas em menor quantidade e tamanhos menores. A area periacinar (zona 3),
normalmente é a mais suscetivel ao acumulo de lipidios em casos de lipidose hepatica.
Isso ocorre devido a menor concentracdo de oxigénio e nutrientes, o que resulta em
maior vulnerabilidade ao estresse metabolico (BAZOTTE; BERTOLINI; SOUZA, 2017).
Nas imagens, a quantidade de vacuolos é mais significativa na area periacinar, com
alguns hepatdcitos apresentando vacuolos grandes e mudltiplos, o que sugere um
acumulo lipidico mais severo nessa regiao.

Muitos hepatdcitos exibem um vacuolo grande e centralizado, porém, foram
observados varios com multiplos vacuolos com goticulas de gordura acumulados no
citoplasma, sugerindo um estagio mais avancado da lipidose, o que é tipico de esteatose
microvesicular, sendo esta a caracteristica principal da doenca hepatica quando hd uma
alteragdo ou inibicdo da B-oxidacdo mitocondrial (FROMENTY; BERSON; PESSAYRE,
1997; HAUTEKEETE; DEGOTT; BENHAMOU, 1990), levando ao acumulo de &cidos
graxos (gordura) no citoplasma na forma de triglicérides. Esse acumulo resulta na
formacédo de pequenas goticulas no citosol dos hepatécitos, empurrando o ndcleo para
a periferia da célula, podendo ser um importante marcador da gravidade de esteatose
(GERMANO et al., 2023).

Em relacdo a média dos didmetros dos hepatdcitos medidos nas zonas periportal
e periacinar nas amostras das regides lobulares (A-F), percebemos variacbes
interessantes. A zona periportal em A e B mostraram-se com hepatdcitos de diametros
bem maiores (figura 13) do que os das outras regibes. A zona periacinar manteve
diametros muito parecidos entre as regides, com excec¢do de regido E que,
intrigantemente, mostrou-se bem maior que o restante. Ja as regibes C, D e F
mostraram 0s menores valores de didmetro nas duas zonas e ndo havendo variacbes
importantes entre elas. Essa informacao pode ser comparada com os didmetros normais
dos hepatdécitos, que geralmente variam entre 15 e 30 um em aves, dependendo da
espécie. Isso sugere que, no material analisado, os hepatocitos podem nado estar
significativamente aumentados em algumas areas. No entanto, é possivel que a lipidose

esteja presente sem causar um aumento extremo do volume celular nesta zona, mas
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sim alteracBes na composicdo citoplasmatica (vacuolizacdo) e bioquimicas que devem
ser investigadas com outras técnicas.

Diametro dos hepatécitos nas areas periportal e periacinar
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Figura 13 — Grafico mostrando o didametro dos hepatdcitos nas areas periportal e
periacinar das regides lobulares do figado (A-F) tragadas para o estudo.

Comparando-se a morfometria com a andlise microscépica, percebemos que
as regibes lobulares A (figura 7) e B (figura 8), mostram uma desorganizacéao celular
muito maior do que as outras regides e vacuolos muito grandes, o que pode explicar
os didmetros maiores. Ainda, as regides C e F mostram uma melhor organizagéo
tecidual, menos vacuolos e sinusoides mais integros, o que, possivelmente, melhora a

oxigenacgdo da area e, consequentemente, a oxidacao lipidica.

N&o encontramos na literatura estudos com as quais se pudessem comparar
esses achados. Em geral, faz-se a zoneacgédo tecidual hepatica, em trés zonas, de
acordo com a proximidade da triade portal, e ndo lobular. Como ja discutido
anteriormente (paginas 13 e 19).
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6. CONCLUSAO

A analise histolégica e histomorfométrica do figado das perdizes (Rhynchotus
rufescens) revelou caracteristicas tipicas da lipidose hepatica, como a presenca de
vacuolizacdo lipidica nos hepatécitos, desorganizacdo tecidual e variagdo na
guantidade e tamanho dos vacuolos entre as zonas periportais e periacinares. Esses
achados sugerem que o acumulo de lipidios nos hepatécitos afeta significativamente a
estrutura e funcao do figado, com maior comprometimento nas areas periacinares, onde
0 suprimento de oxigénio é menor, tornando-as mais vulneraveis ao estresse

metabdlico.

A identificacdo de infiltrados inflamatérios e sinais de fibrose indica que o
processo de esteatose (lipidose) pode estar evoluindo para um estagio mais avancado,
como esteato-hepatite, o que corrobora com a literatura existente. As alteracbes
morfolégicas observadas, especialmente a compressdo dos sinusoides hepéaticos,
evidenciam o impacto potencial da lipidose sobre a circulagdo hepatica, podendo levar

a complicacdes metabdlicas mais severas.

Esse estudo contribui para a compreenséo dos efeitos da lipidose hepatica em
perdizes mantidas em cativeiro, ressaltando a importancia de estratégias de manejo
nutricional e ambiental, com reducdo do estresse, que possam prevenir o acumulo
excessivo de lipidios no figado. Além disso, os resultados obtidos podem servir de base
para futuros estudos sobre intervengBes terapéuticas e dietéticas voltadas para a

melhoria da salde hepatica em aves de criagéo.
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ANEXOS
ANEXO | — Atestado do CEUA — Comité de Etica em Uso de Animais
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Faculdade de Medicina Voberinaria o Zocteonia
Campus do Bobscatu

ATESTADO

Atesto que o Projeto "Caracterizacio histologica e histomorfométrica da esteatose
hepatica em perdiz (Rhynchotus rufescens Temminck, 1815)" Protocolo CEUA
0489/2023, a ser conduzido por Katia Aparecida da Siva \iegas,
responsavelforientador André Luis Filadelpho, para fins de pesqguisa
cientifica/ensino - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08
de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Macional de Controle de Experimentagdoc Animal -
CONCEA.

Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 15/08/2023 a 16/02/2024
Neuma Gonsum/ Espécls / AVE | RHYNCHOTUS RUFESCENS /
Linhagem
Raga
N° de animais machos 0
N® de animais fémeas 0
N° de animais sexo indefinido 30
Peso médio de animais machos ~700g
Peso médio de animais fémeas ~800g
Peso medio de animais sexo 0
indefinido
Idade 1 ano(s) e 0 mes{es) e 0 dia(s).
Procedéncia Departamento Produgao Animal

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 04/08/2023
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Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu
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Seghn Técnica Académica
Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Covrda, h
UNESF - Campus de BolucalwS P - Cep 18515-681
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ANEXO Il — Avaliacao do Supervisor

Botucatu, outubro de 2024.

A Secao Técnica Académica-STA, UNESP — Botucatu

Prezados membros da Comissao,

Venho por meio desta carta manifestar minha avaliagdo do trabalho
desenvolvido pela Dra. Katia Aparecida da Silva Viegas, intitulado “Caracterizagao
histolégica e histomorfométrica da esteatose hepatica em perdiz (Rhynchotus
rufescens Temminck, 1815) mantida em cativeiro”. Ao longo do periodo de
realizagdo deste projeto de pds-doutorado, a Dra. Katia demonstrou um nivel elevado
de competéncia cientifica, comprometimento e habilidades técnicas.

O projeto teve como objetivo principal investigar a lipidose hepatica em perdizes,
utilizando abordagens histolégicas e histomorfométricas para caracterizar a morfologia
hepatica e os impactos do acumulo lipidico. A Dra. Katia conduziu a coleta de amostras
com rigor ético, seguindo os protocolos aprovados pelo Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA). A execugédo do trabalho pratico foi eficiente, com uso adequado das
técnicas de coloracdo histologica, e a andlise dos resultados foi bem estruturada.

Destaco o cuidado e a atencdo aos detalhes demonstrados na analise
histomorfométrica, o que resultou em dados quantitativos robustos, especialmente na
comparacdo das zonas periportal e periacinar dos figados estudados. A Dra. Katia
também soube lidar com limitagdes técnicas imprevistas, como a impossibilidade de
utilizacdo das coloragdes lipidicas Sudan Black e Oil Red, ajustando o projeto de
maneira eficaz sem comprometer a qualidade dos resultados.

Sua capacidade de interpretar dados complexos, relacionando os achados
histolégicos com o contexto metabdlico da lipidose hepatica em aves de cativeiro, foi
notavel. As discussdes apresentadas no relatério demonstram dominio do tema e uma
viséo critica sobre os desafios e implicagbes da lipidose para a producdo e manejo de
aves.

Em resumo, a Dra. Katia conduziu um projeto de grande relevancia cientifica,
cujos resultados certamente contribuirdo para futuras pesquisas na area de patologia
hepética em aves. Recomendo fortemente a aprovacdo deste trabalho, considerando
seu mérito académico e a qualidade cientifica apresentada.

Atenciosamente,

. '
Qe Pllodd oI
Prof. Dr. Andre Luis Fll‘adelpho
Supervisor de Pds-Doutorado
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional,
UNESP — Botucatu
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