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Resumo

A criagdo de avestruz (Struthio camelus, Linnaeus 1758) é uma atividade de grande potencial, porém ndo existem
padroes definidos sobre a histologia do seu figado, que ¢é um drgio de grande importincia no metabolismo. O
conhecimento de sua histologia pode contribuir para a detec¢do de doengas e deficiéncias nutricionais no animal.
Para este estudo foram utilizados 24 avestruzes com idades entre 12 e 18 meses (com peso médio em torno de 80 a
100 kg), provenientes do abatedouro Don Pig, em Botucatu no estado de Sdo Paulo. Os animais foram abatidos com
pistola pneumatica e, apos a sangria, as amostras do figado foram processadas e observadas em microscopia de luz e
microscopia eletronica de transmissdo (MET). A hematoxilina e eosina (H.E), picrossirius, Gordon e Sweets, Sudan
black e o acido perddico de Schiff (PAS) sao coloragdes usadas respectivamente para observar a morfologia do figado,
colageno, fibras reticulares, gordura e glicogénio. Foram encontrados os espagos portahepaticos.O glicogénio mostrou
média de 5,68%, o conteudo lipidico, média de 9,83%, o colageno média de 14,71% e as fibras reticulares média de
5,96%. Quanto a MET notou-se no citoplasma dos hepatécitos, numerosas mitocondrias, glicogénio, muitas gotas de
gordura, alguns lisossomos, reticulo endoplasmatico granular ao redor das mitocondrias, algumas células estreladas,
célula em degeneragio e o canaliculo biliar ao centro. Provavelmente o quadro sugestivo de esteatose é resultante do
estado nutricional dos animais. Estes resultados demonstraram que os hepatdcitos dos avestruzes sao muito similares as
outras aves, como também muito semelhantes a estrutura e ultraestrutura das células do figado de mamiferos.

Palavras-chave: Avestruzes. Figado. Esteatose. Glicogénio. Colageno.

Abstract

At present the ostrich (Struthio camelus) breeding has been showing a great economical potential, although yet there
are not distinct patterns about the histology of its liver, which is an organ of key importance in terms of metabolism.
The knowledge of its histology can help the detection of diseases and nutritional deficiencies of this bird. Twenty four
ostriches with an average age of 12-18 months and average weight of 80-100 Kg, proceeding from Don Pig Abatteur,
located at Botucatu, Sao Paulo, were used. The birds were slaughtered with and to bleeding. Liver samples were processed
for light and electron transmission microscopic studies. Hematoxilin and eosin (HE), picrosirius, Gordon and Sweets,
Sudan black and Schiff periodic acid (PAS) were respectively used to observe the liver morphology, collagen, reticular
fibers, lipids and glycogen. The liver portal spaces were determined. An average of 5.68% of glycogen was observed.
The lipidic content with an average of 9.83%. Collagen fibers at an average of 14.71%. Reticular fibers with an average
of 5.96%. Through transmission electron microscopy we noticed in the hepaticyte cytoplasm the presence of numerous
mithocondria, glycogen, several lipidic droplets, some lysosomes, granular endoplasmatic reticulum around the
mithocondria, some stellate cells, erythrocytes, nucleus and degenerating cells, besides the central biliary canaliculus.
The suggestive steatotic results might result from the animals nutritional status Our results demonstrated that ostrich
and other birds hepatocytes are very similar.
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portante alternativa no setor da agropecudria, tendo
em vista seu grande potencial para exploragao racio-
nal de produtos como carne, couro e plumas’. Estudos
morfolégicos do figado dos avestruzes sdo importan-
tes e podem contribuir para o maior aproveitamento
zootécnico desta espécie animal, assim como permi-
tir a padronizagdo de parametro histomorfométricos
que podem ser empregados na inspegdo sanitaria ou
nos exames histopatologico. Algumas caracteristicas
morfolégicas do figado dos avestruzes ja foram des-
critos?, porém poucos detalhes sao conhecidos. Dessa
maneira, este trabalho caracterizou os principais as-
pectos histologicos e ultra-estruturais do tecido hepa-
tico, avaliando o contetido dos hepatécitos e os com-

ponentes da matriz extracelular.

Material e Método

Foram utilizados 24 avestruzes (Struthio camelus,
Linnaeus 1758) African black, machos ou fémeas e
com idades entre 12 e 18 meses (com peso médio em
torno de 87,2 Kg), provenientes do abatedouro Don
Pig, situado préximo a cidade de Botucatu no estado
de Sao Paulo. Fragmentos do figado foram colhidos
e fixados para andlises morfologicas em microscopia
de luz. Foram fixados em solu¢do de Bouin e inclu-
idos em parafina para andlise da morfologia celular
pela coloragao de hematoxilina-eosina, fibras colage-
nas (picrossirius) e fibras reticulares (Gordon & Swe-
ets); fixados em soluc¢do® e incluidos em historesina
para andlise do glicogénio (Acido Periddio de Schiff
- PAS); fixados em solugdo de formol-célcio de Baker,
pos-fixadas em tetroxido de dsmio e incluidas em his-
toresina para analise do contetdo lipidico pela (Sudan
Black)’. As laminas foram observadas em microsco-
pio de luz (DX 60, Olympus), fotografadas (Axio Can
HRc, Zeiss) e a andlise morfométrica foi realizada em
programa de analise de imagens (Kontron KS 400,
Zeiss). A andlise da area ocupada pelas fibras colage-

nas e pelo glicogénio no tecido hepatico foi realizada
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pela mensuragdo destas estruturas, identificadas pe-
las coloragoes especificas, em cinco campos distin-
tos e aleatorios de cada animal (n = 10). A area foi
calculada pela somatéria das estruturas dos campos
analisados em relagdo a area total, resultando na por-
centagem de tecido hepatico ocupado pelo colageno
ou glicogénio. A quantifica¢ao da area ocupada pelas
tibras reticulares e lipidios foi realizada pelo método
dos pontos, o qual apresenta uma rede quadriculada
com 1369 pontos, formados pela interseccdo dos tra-
¢os horizontais e verticais’. Em cada uma das cinco
imagens obtidas de maneira aleatdria, foi realizada a
contagem dos pontos que coincidiam sobre as fibras
reticulares ou lipidios, calculando a porcentagem de
pontos sobrepostos em relagao ao total de pontos.
Todos os resultados da morfometria foram represen-
tados pelo valor médio e desvio padrio de todos os
animais analisados (n = 10).

As amostras de trés animais foram fixadas em glu-
taraldeido 2,5% tampao fosfato 0,1M, pos fixadas em
tetroxido de 6smio a 1% em tampao fosfato 0,2M pH
7,4, desidratados em acetona e incluidos em resina
SPURR. Apés a confecgdo dos blocos, estes foram le-
vados ao ultramicrétomo para realizacdo dos cortes
semifinos e ultrafinos. Foram realizados cortes semi-
finos e ultrafinos (50 e 70 nm) para visualizagdo em

microscépio eletronico de transmissao.

Resultados

Descri¢ao Histologica

O figado do avestruz é revestido por uma fina cap-
sula de tecido conjuntivo denso, rico em fibras cola-
genas. Os espagos porta, contendo ramos da arteri-
ola hepatica, ramos da vénula porta-hepatica, vasos
linfaticos e ductos biliferos (Figura 1A), e as vénulas
hepdticas terminais, vasos linfaticos e ductos biliferos
(Figura 1B) estao distribuidos uniformemente por
todo o érgao. O drgdo ndo apresenta lobos hepaticos

definidos (Figura 1B), possui distribui¢ao intersticial
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Figura 1 - Fotomicrografia do figado de avestruz, evidenciando em A: Espago porta-hepatico. Seta cheia-
vénula porta hepdtica. Seta vazada indica arteriola hepatica. Cabecga de seta indica Ducto biliar.
Barra = 200pm; em B - parénquima hepético (auséncia de 16bulos hepaticos. Cabega de seta - vénula
hepatica terminal. Barra = 300 um; em C- parénquima hepatico (Seta cheia - trabécula hepatica,
com canaliculo biliar ao centro. Seta vazada - capilar sinus6ide contendo hemacias. Cabeca de seta -
0 aspecto esponjoso do citoplasma dos hepatdcitos). Barra = 100 pm; em D - Parénquima hepitico.
Seta - trabécula hepdtica com dupla camada de hepatdcitos. Barra = 100 p.m. Coloragdo H.E

de fibras coldgenas homogeénea e difusa (Figura 2C)
na regido perissinusoidal e maior concentragdo nas
regides perivasculares.

O colageno e as fibras reticulares foram observados,
servindo como suporte e estdo relacionados com os
vasos sanguineos e com a rede de sinusoides presentes
no parénquima hepatico (Figuras 2C e 2D). Os hepato-
citos, mono ou binucleados, possuem nucleos posicio-
nados centralmente, com cromatina difusa e nucléolos
evidentes. Todos os animais analisados apresentaram

hepatdcitos com aspecto espumoso em maior ou me-
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nor grau. Este aspecto deve-se a presenga de diversas
goticulas lipidicas, pois foram positivas apos a colora-
¢do pela técnica de Sudan Black, especifica para lipidios
(Figura 2B) e negativas na coloragdo de PAS.

O figado do avestruz apresenta duas camadas de he-
patdcitos nas trabéculas hepaticas, que sao definidas
como placas de células entre os sinusoides. Observan-
do-se de maneira transversal ao microscopico eletrd-
nico é possivel definir o canaliculo biliar centralizado,
delimitado por hepatécitos e envolto pelos capilares

sinusoides do figado (Figuras 1C e 1D).
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A

Figura 2 - Fotomicrografia do figado de avestruz, evidenciando em A - parénquima hepdtico com presenca de
glicogénio. Coloragdo Acido periddico-Schiff (PAS). Barra = 200pum; em B - parénquima hepitico, com
lipossomos de hepatécitos corados em preto. Coloragdo Sudan Black B. Barra = 100 um; em C- fibras
colagenas apos diferenciagao com dcido cloridrico 0,5% por 10 segundos. Coloragdo Picrossirius. Barra
=200 pm e em D - espago porta-hepdtico. Método de Gordon e Sweets para andlise de fibras reticulares.

Barra = 200 pm

Analise e quantificacao de glicogénio

O glicogénio esta presente no figado do avestruz
como inclusdes citoplasmaticas nos hepatocitos em
todo o 6rgdo (Figura 2A). Apds a mensuragdo do
glicogénio hepatico, verificou-se que alguns animais
apresentavam maior quantidade em relagao a outros.
Os valores das médias e desvios padroes da quantifi-
cagdo de glicogénio de cada animal e da média entre
os animais estdo expressos na tabela 1.
Analise e quantificacio de gordura intracitoplas-

matica

Nas técnicas usuais de coloragdo histoldogica, foi
observado a presenca de vactiolos nao corados pre-
sentes nos hepatdcitos de todos os animais e apds a
coloragao positiva destes vacuolos pelo Sudan Black
B (Figura 2B), foi possivel determinar que tinham
conteudo lipidico as inclusdes citoplasmaticas, confe-
rindo um aspecto goticular compativel com um qua-
dro de esteatose hepatica. Todos os animais utilizados
no projeto apresentavam esta alteracao, em maior ou
menor intensidade. Foi calculada a média e o desvio

padréo dos valores encontrados para a quantidade de
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Tabela 1 - Densidade volumétrica de colageno, fibras reticulares, glicogénio e lipidios no
parénquima hepatico, expressos em porcentagem. Ao final, estdo presentes
os valores médios e seus respectivos desvios padrdes dos animais analisados
(n=24) - Sao Paulo - SP, periodo de 2006 a 2007

Animais Média dos valores obtidos
Colageno Fibras Reticulares Glicogénio Lipideos

1 13,60 6,75 5,78 13,25

2 14,80 7,50 8,16 15,25

3 12,70 5,25 8,88 11,75

4 13,75 5,75 8,23 8,50

5 14,00 6,50 4,27 11,25

6 15,40 8,25 7,62 16,25

7 9,60 4,25 4,28 12,50

8 11,30 5,75 10,18 13,75

9 13,80 6,25 6,44 10,25

10 8,70 4,25 9,03 6,75

11 8,10 4,75 n/d* 12,25

12 10,40 6,25 n/d* 13,75

13 12,10 7,50 n/d* 9,00

14 13,20 6,75 n/d* 10,75

15 18,21 6,23 6,34 4,36

16 15,46 4,64 4,29 3,97

17 17,38 5,73 4,66 10,20

18 15,46 4,91 4,32 9,37

19 14,23 6,23 5,15 4,58

20 24,63 6,47 2,35 6,36

21 16,12 5,23 4,66 9,89
22 21,30 5,80 4,68 9,27

23 18,93 5,20 2,38 5,62
24 19,93 6,94 1,82 7,06
MEDIA 14,71 5,96 5,68 9,83
Desvio Padrao 3,97 1,04 2,38 3,46

n/d* - valor ndo disponivel — impossibilidade de leitura da amostra

gordura no figado de cada animal, assim como a mé-
dia e os desvios entre os animais analisados. Os valo-
res encontrados estdo representados na tabela 1.
Analise e quantificacdo de fibras colagenas

Ap6s a coloragao com picrossirius e diferenciagdo
das fibras colagenas do restante do tecido (Figura 2C),
foi possivel descrever sua localiza¢dao e quantificar a
porcentagem de colageno hepatico, localizado prin-
cipalmente ao redor dos espagos porta-hepaticos. Foi
calculada a média e o desvio padrio dos valores en-
contrados para a quantidade de coldgeno no figado de
cada animal, assim como a média e os desvios entre os

animais analisados (Tabela 1).
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Andlise e quantificagiao de fibras reticulares no pa-
rénquima hepatico

Com a realizacio do método de Gordon & Sweets,
pode-se visualizar, descrever a localiza¢ao e quantifi-
car as fibras reticulares presentes no parénquima he-
patico (Figura 2D), distribuidas uniformemente por
todo o figado do animal. Sua quantidade foi mensu-
rada, calculando-se a porcentagem para cada animal e
também a média total de todos os animais (Tabela 1).
Microscopia eletronica de transmissiao ( MET)

Encontramos numerosas mitocondrias com varios
tamanhos e formatos, sendo esta a organela citoplas-

matica mais frequente. Algumas cisternas do reticulo



endoplasmatico granular estdo entre as mitocondrias
e o nucleo. Os lisossomos dos hepatdcitos possuem
forma em geral arredondada, tamanho e estrutura
interna variadas e possuem diametro menor que as
mitocondrias. Estes sdo menores em didmetro que
as mitocondrias. Os lisossomos podem ser encon-
trados em qualquer regido do citoplasma e possuem
uma elevada eletrondensidade. O reticulo endoplas-
matico granular ocorre em todo citoplasma da célula.
Encontra-se uma grande quantidade de goticulas de
gordura, com forma arredondada, porém, variando
no tamanho (Figuras 3A e 3D). Nas figuras 3A e 3D

observa-se mitocondrias (M), lisossomos (Ly), reti-
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culo endoplasmatico granular (REG) na figura 3-A
(seta), as gotas de gordura (Gg) nas figuras 3B, 3C e
3D, canaliculo biliar (CB) e ntcleo (N) na figura 3A.
Células estreladas com gotas de gordura no citoplas-
ma (Ce) foram observadas nas figuras 3B e 3C (ape-
nas a célula estrelada), célula em degeneragao (Cd) na
figura 3B, eritrdcitos (E) na figura 3C, colageno (C)
na figura 3D.

Discussao

A auséncia de 16bulos hepaticos no figado do aves-

truz é significativa, pois o érgdo ndo se apresenta

como ocorre nos mamiferos. As trabéculas hepaticas

Figura 3 - Eletronmicrografia de lamina do figado de Avestruz, evidenciando em A: o canaliculo biliar (CB);
reticulo endoplasmidtico granular (Seta); Numerosas mitocondrias (M); nucleo (Nu); lisossomos
(Ly); em B: gotas de gordura (Gg); células estreladas com gotas de gordura no citoplasma (Ce);
célula em degeneracio (Cd).; em C: gotas de gordura (Gg); célula estrelada (Ce); eritrocitos (E); em
D Eletronmicrogratia de lamina do figado de Avestruz, evidenciando mitocondrias (M); gotas de
gordura (Gg); lisossomos (Ly) e colageno (C). 5um
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definidas pelos capilares sinusoides apresentam uma
dupla camada de hepatdcitos, com o canaliculo biliar
situado entre as camadas, assim como ocorre em fran-
gos®”fe perus’. Porém, o canaliculo biliar no caso dos
avestruzes estudados costuma localizar-se ao centro.
Nas amostras do figado de todos os avestruzes cole-
tados, foram encontrados hepatécitos com degenera-
¢do macro e microgoticular no citoplasma. A presenca
destas goticulas de gordura foi evidenciada em MET e
foram encontradas em grande quantidade, com forma
arredondada, variando no tamanho. Esta presenca de
lipossomos, conhecida também por lipidose ou estea-
tose hepatica, pode ser decorrente de diversos fatores,
desde nutricionais até casos de intoxicagdes por diver-
sas substancias'®. Este quadro é resultante do estado
nutricional dos animais, ja que nenhum outro aspecto
relevante foi encontrado. Como estas aves sao desti-
nadas ao abate, sua alimentagdo é formulada para que
os animais apresentem rapido desenvolvimento e alto
ganho de peso, com niveis de lipidios acima do neces-
sario, causando uma deposi¢do de micelas de gordura
nos hepatdcitos. A origem, composicao e porcentagem
dos ingredientes utilizados na fabricagdo de dietas po-
dem influenciar de forma bastante significativa para
o aparecimento de quadros esteatéticos em aves''. O
coldgeno esta distribuido de maneira difusa por todo
o0 Orgdo. As fibras reticulares se distribuem, formando
uma trama juntamente com outras fibras colagenas,
contribuindo para a organizagdo estrutural, resistén-
cia e consisténcia do 6rgao. Como consequéncia de
diversas doencas (incluindo-se a esteatose hepatica)
que geram lesdes celulares no figado, pode ocorrer o
aparecimento de fibrose, podendo evoluir para um
quadro cirrédtico. O valor médio da propor¢do volumé-
trica de coldgeno foi de 12,25% nos animais analisados
e de 6,125% de fibras reticulares, porém nao foram ob-
servadas maiores alteracdes estruturais que pudessem
indicar algum tipo de lesio semelhante a cirrose. Nao
foram encontradas outras informagdes a respeito da

quantidade de colageno ou fibras reticulares no figa-
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do de avestruzes. Nos animais domésticos em geral, o
tigado contém cerca de 4% de colageno o que pode su-
gerir que esta ocorrendo uma ligeira fibrose nos aves-
truzes'?. O glicogénio, principal forma de armazena-
mento de carboidratos no organismo, ¢ especialmente
metabolizado no figado. O valor médio da propor¢ao
volumétrica de glicogénio contido nos hepatécitos do
tigado dos avestruzes estudados foi de 7,29%, porém
pode-se observar uma grande discrepancia dos valores
entre os animais, alguns apresentando uma quantida-
de menor de glicogénio em relagao a outros. Esta di-
ferenga pode ser consequéncia de uma série de fatores
relacionados ao armazenamento e consumo de energia
na forma de carboidratos nos organismos, dentre eles:
a condigao corporal, estado de saude, diferengas fisio-
légicas e de origem genética, stress durante os proce-
dimentos de abate e tempo de jejum pré-abate. Com
relagdo ao numero de mitocondrias hepaticas, nossos
achados relacionados aos avestruzes coincidem com os
relatados pelos autores”®’, que observaram uma grande
quantidade e a mesma disposigao respectivamente, nas
galinhas e perus com tamanhos e formatos heterogéne-
os, sendo esta a organela citoplasmatica mais frequente.
Algumas cisternas de reticulo endoplasmatico granular
(REG) estao proximas de algumas mitocondrias e tam-
bém estdo proximos do nucleo. Hodges”® e Bhatnagar
e Singh’ também notaram essas caracteristicas sobre o
REG nas galinhas e perus. Da mesma forma, Stornelli
et al.” observaram a presenca de REG no citoplasma
dos hepatdcitos dos avestruzes. Foi constatado que os
lisossomos hepaticos, nos avestruzes, possuem uma
forma variada no tamanho. Em geral, estes sdo arre-
dondados na forma e menores em didmetro em rela¢do
as mitocondrias e podem ser encontrados em qualquer
regido do citoplasma. Hodges”® encontrou lisossomos
nas galinhas com essas mesmas caracteristicas. Bhat-
nagar e Singh’ observaram que os lisossomos nos perus
foram distribuidos aleatoriamente. O método utilizado
para estimar as porcentagens ou densidades volumétri-

cas de glicogeénio, lipidios, colageno e fibras reticulares



presentes em todo o figado, realizado a partir da men-
suracio de areas em microscopia foi baseado no Prin-
cipio de Delesse, um geologista francés que, em 1842,
constatou que a fra¢do volumétrica de minerais pode-
ria ser estimada através da drea média na superficie de
rochas'. Apoiado em provas matematicas’, o principio
de Delesse corrobora com a hipétese de que a area mé-
dia é também um confidvel método de estimagdo de
volume em secg¢des histologicas. A area pode ser dire-
tamente medida, como foi feito no caso do colageno e
glicogénio, ou através do método de contagem de pon-
tos'* como se procedeu na contagem de fibras reticu-
lares e lipidios. Esta tltima opgao é utilizada quando o
programa de analise de imagem nao consegue diferen-
ciar automaticamente a estrutura-alvo do fundo, tendo

de ser feito visualmente.
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Conclusoes

Microscopicamente o figado do avestruz apresenta;
um canaliculo biliar ao centro, fibras colagenas e re-
ticulares localizadas ao redor do espago porta hepati-
co e capilares sinusoides. Assim como a maioria dos
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aspecto goticular com gotas de gordura em grandes
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