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Alteracoes do epitélio branquial e das lamelas de tilapias
(Oreochromis niloticus) causadas por mudancas do
ambiente aquatico em tanques de cultivo intensivo’
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ABSTRACT.- Reis A.B., Sant’‘Ana, D.M.G., Azevedo, J.F., Merlini, L.S. & Araujo, E.J.A.
2009. [The influence of the aquatic environment in tanks sequetially interconnected
with PVC pipes on the gill epithelium and lamellas of tilapia (Oreochromis niloticus).]
Alteragdes do epitélio branquial e das lamelas de tilapias (Oreochromis niloticus) causa-
das por mudancas do ambiente aquatico em tanques de cultivo intensivo. Pesquisa
Veterindria Brasileira 29(4):303-311. Laboratdrio de Neurogastroenterologia Experimental,
Universidade Paranaense, Praca Mascarenhas de Moraes 4286, Umuarama, PR 87502-
210, Brazil. E-mail: eduardoaraujo @ unipar.br

The behavior of the gill epithelium of tilapias cultured in tanks at different altitudes and
interconnected with PVC pipes was analyzed. Gill filaments of four specimens from four
tanks (T,, T,, T, e T,) sequentially interconnected were submitted to histological routine to
obtain 5-mm-thick cuts that were stained with HE or submitted to histochemistry reactions
PAS + diastase solution or Alcian Blue pH 2.5 or Alcian Blue pH 1.0. Considering the
intermediary, apical and basal regions of the filaments, the lamellar area was measured
and the amount of mucous cells was counted. It was verified that oxygen, pH, and
temperature decreased progressively as the water flew from one tank to another. Thus, an
increase was realized of the amount of mucous cells and the lamellar area in T, as well as
a progressive decrease of these measures on the tanks which received water from T,.
Moreover, detachment of the gill epithelium, cellular hyperplasiain the interlamellar space
and telangectasias were observed in the fishes from T, T, e T, It was concluded that the
aquatic environment in tanks sequentially mterconnected W|th PVC pipes suffers alterations
from one tank to another, as that physico-chemical fluctuations reflect on the behavior of
the gill epithelium through variations of the lamellar area and the amount of mucous cells.

INDEX TERMS: Nile tilapia, intensive culture system, gill; morphometry, mucous cells, secundary
lamellar cells.

RESUMO.- Objetivou-se analisar o comportamento do
epitélio branquial de tilapias, cultivadas em tanques
posicionados em diferentes altitudes e interconectados
por tubos de PVC. Filamentos branquiais de quatro espé-
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cimes de quatro tanques (T,, T,, T, e T,) interconectados
sequencialmente foram submetidos a rotina histolégica,
para obtencao de cortes de 5ym de espessura, 0s quais
foram corados com Hematoxilina-Eosina, ou submetidos
a técnica histoquimica para glicoconjugados: PAS + solu-
¢ao de diastase ou Alcian Blue pH 2,5 ou Alcian Blue pH
1,0. Considerando as regides basal, intermediaria e apical
dos filamentos, mensurou-se a area lamelar e contou-se
0 numero de células mucosas em cada uma dessas regi-
des, o que correspondia a 0,56 mm?. Verificou-se que a
concentracao de oxigénio, pH e a temperatura se reduzi-
am progressivamente com a passagem da dgua de um
tanque para outro. Em funcéo disso, constatou-se um
aumento abrupto do nimero de células mucosas e da area
lamelar no T,, e uma redugéo progressiva destas medi-
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das nos tanques que recebiam agua do T,. Além disso,
observou-se nos animaisdo T,, T, e T,, descolamento do
epitélio branquial, hiperplasia celular no espaco interla-
melar e telangectasias. Conclui-se que o ambiente aqua-
tico de tanques interconectados seqliencialmente por tu-
bos de PVC se altera ao passar de um tanque para o
outro, e que estas flutuagdes fisico-quimicas se refletem
no comportamento do epitélio branquial através de varia-
cOes da area lamelar e do numero de células mucosas.

TERMOS DE INDEXAQAO: Tilapias niléticas, cultivo intensivo,
branquia, morfometria, células mucosas e lamelas.

INTRODUCAO

Os recursos hidricos sempre determinaram a existéncia
da vida, estando a saude definitivamente relacionada com
a existéncia desses recursos, e sua relagao positiva com
0 meio ambiente (Maciel-Filho et al. 2003). A baixa quali-
dade da agua pode estar associada ao aumento de doen-
¢as infecto-contagiosas, pois esta constitui veiculo direto
ou indireto de doencas entre os seres vivos, quando con-
taminada por agentes quimicos e/ou biolégicos como bac-
térias, fungos, virus e parasitas. Alguns desses microor-
ganismos podem afetar os peixes que estejam expostos
a condicbes de estresse, tais adversidades podem pro-
vocar o surgimento de patologias. Essas doencas geram
um ciclo de causa-efeito de dificil solucao (Moraes &
Jordao 2002).

As alteracdes do meio aquatico também interferem sig-
nificativamente na saude humana, e contribuem para a
elevacao dos custos empregados no tratamento de doen-
cas advindas desse meio, por isso, a busca por solugcdes
para os problemas ambientais tornou-se prioridade no
mundo. Para a Organizacao Mundial da Saude, o sanea-
mento do meio “é a ciéncia e a arte de promover, proteger
€ recuperar a saude, através de medidas de alcance co-
letivo e de motivacao da populagédo”. Desta maneira, o
controle de todos os fatores do meio ambiente, que
interagem com 0s seres humanos e que exercem ou po-
dem exercer efeito nocivo sobre o bem-estar fisico, men-
tal e social do homem, deverao ser observados como a
primeira acao da saude publica (Carvalho & Oliveira 1997).

Considerando o campo da saude publica, podemos
encontrar agua que nao apresente nenhuma das mudan-
cas ecoldgicas caracteristicas da poluicdo, mas a mes-
ma pode estar contaminada de organismos patogénicos,
que acometem o homem e animais domésticos por inter-
médio de seu consumo ou pela ingestao de alimentos pro-
venientes desse meio (Mellanby 1982, Moraes & Jordao
2002).

Em nutricdo humana, o peixe constitui uma excelente
fonte de proteinas de alto valor bioldgico, ainda apresen-
ta quantidades significativas de fosforo, ferro, e outros sais
minerais, bem como diversas vitaminas, em especial as
do complexo B e vitaminas A e D. Em muitos paises, prin-
cipalmente da Europa e da Asia, é a proteina de origem
animal mais consumida (Hermanns & Bellé 2006). Além
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disso, a carne do pescado contém acidos graxos altamente
insaturados, os quais detém beneficios nutricionais e
medicinais como prevencgao e tratamento de doencas
cardiovasculares, hipertensao, inflamacdes em geral e
outros tipos de doenca (Suarez-Mahecha et al. 2002).

Os érgaos como a pele, tubo digestério e as branqui-
as estao em contato direto com a agua e com as altera-
¢oOes fisico-quimicas ambientais. Devido a isso, eles po-
dem sofrer alterag6es morfoldgicas, o que podera se re-
fletir como perturbagdes reversiveis ou irreversiveis a fi-
siologia destes 6rgaos. Varios sao os estudos que utili-
zam as branquias de peixes como bioindicadores de mu-
dangcas do meio aquatico, visto serem estruturas vitais
para a saude desses animais, pois além de serem o prin-
cipal local de trocas gasosas, também estdo envolvidas
nos processos de osmoregulacéo, equilibrio 4cido-basi-
o, excrec¢do de compostos nitrogenados e desempenham
ainda a funcao de 6rgao sensorial da gustacao (Araujo et
al. 1997, 1999, 2000, 2001, Leonardo 1999, Sabdia-Mo-
rais et al. 1999, Winkaler et al. 2001, Lopes 2006, Figuei-
redo-Fernandes et al. 2007, Garcia-Santos et al. 2007,
Fontainhas-Fernandes et al. 2008). Qualquer comprome-
timento nos filamentos e lamelas branquiais, que interfi-
ram em sua funcgao certamente comprometera a sobrevi-
véncia desses animais.

Certas condigbes podem comprometer a integridade
estrutural das branquias, levando a alteragées histologi-
cas, como edema e hiperplasia epitelial das lamelas se-
cundarias, infiltragado de células epiteliais, fusédo lamelar,
assim como a morte de células mucosas, devido a longos
periodos de hipersecrecdo de muco, alteragbes estas,
consequientes a uma resposta defensiva crénica a infec-
¢cOes parasitarias, bacterianas ou irritantes quimicos (Leo-
nardo 1999, Cavichiolo 2000, Figueiredo-Fernandes et al.
2007, Garcia-Santos et al. 2007, Fontainhas-Fernandes
et al. 2008).

Considerando o exposto, realizou-se este estudo no
intuito de avaliar densidade populacional de células mu-
cosas do epitélio branquial, assim como a area lamelar
de branquias de tilapias nildticas cultivadas em tanques
posicionados em diferentes altitudes e interconectados
sequencialmente através de tubos de PVC, visando a
movimentag¢do do ambiente aquatico.

MATERIAL E METODOS

O protocolo deste estudo foi previamente aprovado pelo Comi-
té de Etica em Pesquisa Envolvendo Experimentagao Animal
(CEPEEA) da Universidade Paranaense (UNIPAR) (protocolo
30/04, aprovado em 13/09/2004).

O sistema de piscicultura do fornecedor de animais. Este
estudo foi realizado com tilapias nildticas (Oreochromis niloticus)
adultas cultivadas num Pesque-Pague da regiao Noroeste do
Parana, que utiliza o sistema de piscicultura intensivo, por meio
de tanques conectados entre si através de tubulagdes de PVC.
Dos varios tanques existentes no estabelecimento comercial,
foram escolhidos quatro que estavam interconectados
sequencialmente para transito da agua, devido a estarem
posicionados em diferentes altitudes, sendo que o mais alto
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era o que recebia agua direto de uma nascente. Desta forma, a
agua do tanque 1 (T,) passava para o tanque 2 (T,), que em
seguida atravessava para o tanque 3 (T;), e por ultimo para o
tanque 4 (T,).

O primeiro tanque (o mais alto), considerado como tanque
controle, tinha 2.700 m2 (com aproximadamente 14.850 tilapias).
Este recebia agua de fonte natural, a qual se movia para os
demais tanques por energia mecéanica (sobretudo pelo seu com-
ponente gravitacional). O segundo tanque tinha 900 m? (~4.000
tilapias) e o terceiro 3.000 m? (~15.000 tilapias). O quarto tan-
que, de nivel de altitude mais baixa, tinha 9.000m2 (~40.000
tilapias).

Os animais deste pesque-pague foram adquiridos de forne-
cedores externos, quando tinham de 200-300g e foram alimen-
tados com ragéo comercial SUPLA®.

Minutos antes da coleta dos animais, mensurou-se a tem-
peratura, o pH e a concentracéo de oxigénio dissolvido na agua,
no intuito de tentar identificar se esses fatores poderiam estar
relacionados a morfologia do epitélio branquial.

Obtencao dos animais e coleta das holobranquias. Utili-
zando-se redes de pesca, quatro tilapias jovens de cada tan-
que com peso médio de 455,99 foram capturadas, as quais
foram anestesiadas com 3g de benzocaina diluida em 20mL de
alcool 99°GL, para 30 litros de agua. Os animais ficavam com-
pletamente sedados em 3-5 minutos, porém foram deixados
neste meio por 10 minutos para garantir que fossem submeti-
dos a eutanasia por aprofundamento anestésico. Em seguida,
foi realizada pesagem dos animais, medidos o comprimento
total (da cabeca até a extremidade da cauda), comprimento
padréo (da cabeca até a insergéo da cauda), altura (distancia
entre o ventre e dorso) e, cirurgicamente foi removida a segun-
da holobranquia esquerda.

Analise histologica. Apds 24 horas de fixagado, por imersdo
em paraformaldeido a 4% em tampao fosfato de sédio 0,01M
pH 7,4, os filamentos branquiais foram lavados com o mesmo
tampao do fixador, desidratados em concentragdes crescentes
de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. De
cada filamento foram feitos oito cortes longitudinais de 5um de
espessura, sendo que dois foram corados com Hematoxilina-
Eosina (HE), dois com Periodic Acid-Schff (PAS) + solugao de
diastase (para deteccao de glicoconjugados neutros), dois com
Alcian Blue pH 2,5 (para deteccéo de glicoconjugados &cidos:
sialomucinas e sulfomucinas), e os dois remanescentes com
Alcian Blue pH 1,0 (para detecgéo de glicoconjugados acidos
sulfatados: sulfomucinas).

Analise morfométrica das lamelas branquiais e densi-
dade populacional de células mucosas. Nas laminas histolo-
gicas, os filamentos branquiais foram medidos, utilizando ré-
gua milimetrada e um estereomicroscopio, e divididos em trés
partes iguais, as quais foram denominadas como Basal [B] (Re-
giao proximal ao rastelo), Intermediaria [I] e Apical [A] (Regiao
mais distal ao rastelo).

A area de 30 lamelas branquiais (de cada regiao do
filamento: B, | e A) dos animais de cada tanque foi medida uti-
lizando os cortes corados com HE. As imagens lamelares fo-
ram capturadas com auxilio de uma camera digital Moticam
2000, 2.0m pixel USB 2.0 acoplada a um microscopio fotdnico
Motic B5, e as andlises foram feitas utilizando-se o sistema
computacional de analise de imagens Motic Images Plus 2.0.

Para avaliar a densidade populacional de células mucosas,
contou-se 0 numero total dessas células numa area total de
0,56mm? (o0 que correspondia a praticamente toda a extensao
do filamento segmentado) por regido dos filamentos branquiais

coletados (B, | e A), utilizando uma ampliagéo de 400x através
de um microscépio fotdbnico Motic BL. Também se avaliou a
proporcdo do numero de células mucosas produtoras de
mucinas acidas (AB pH 2,5) em relagao ao numero de células
mucosas produtoras de mucinas neutras (P.A.S. + solugdo de
diastase) tanto para o filamento branquial inteiro como para suas
regibes acima denominadas.

Analise estatistica. Todos os dados foram inicialmente sub-
metidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov, para verificagédo do
tipo de distribuicdo. Dados com distribuicdo normal foram ex-
pressos como média + desvio-padrao, e os com distribuigéo livre
como mediana (P25; P75). Utilizou-se ANOVA, seguida pelo teste
de Tukey, para fazer comparac¢des entre os tanques de dados
que tinham distribuicdo normal. J& os dados com distribuicao
livre foram comparados através do teste de Qui-Quadrado. Em
todos os testes considerou-se 5% como nivel de significancia.

RESULTADOS

O Quadro 1 apresenta os resultados referentes aos para-
metros fisico-quimicos observados no momento da cole-
ta dos animais de cada um dos tanques. Apesar das alte-

Quadro 1. Concentracao de Oxigénio, pH e temperatura
da agua de tanques construidos em diferentes altitudes e
interconectados por tubos de PVC para cultivo intensivo

de tilapias niloticas

Densidade de estocagem Oxigénio pH Temperatura
(n° de peixes/m?) (mg/L)  (°C)

Tanque 12 5,5 9,8 6,5 30,2
Tanque 2P 4.4 8,13 6,4 29,7
Tanque 3° 5,0 6,3 6,3 28,7
Tanque 44 4.4 2,8 6,2 28,8

@Tanque com maior altitude. Recebia agua de fonte natural (nascente)
e repassava para o proximo tanque: Tanque 2.

b Tanque com altitude menor que o Tanque 1 e maior que o Tanque 3,
favorecendo o fluxo da agua.

¢ Tanque com altitude menor que o Tanque 2 e maior que o Tanque 4,
favorecendo o fluxo da agua.

dTanque com menor altitude e que recebia a agua passada pelos Tan-
ques 1,2 e 3.

Quadro 2. Média + desvio-padrao do peso, comprimento
total, comprimento padrao e altura de tilapias niloticas
coletadas de tanques construidos em diferentes altitudes
e interconectados por tubos de PVC

Peso Comp. total Comp. padrédo  Altura

(9° (cm)® (cm)® (cm)®
Tanque 12 443,8+44,2 27,8+1,3 22,8+0,5 9,6+0,5
Tanque 2b 390,0+73,6 26,8+1,0 21,8+1,0 9,4+1,1
Tanque 3¢  484,0+100,6 28,1+1,7 23,4+1,8 9,9+0,7
Tanque 49 506,0+41,7 28,9+0,7 23,9+0,8 9,9+0,7

@Tanque com maior altitude. Recebia dgua de fonte natural (nascente)
e repassava para o proximo tanque: Tanque 2.

b Tanque com altitude menor que o Tanque 1 e maior que o Tanque 3,
favorecendo o fluxo da agua.

¢ Tanque com altitude menor que o Tanque 2 e maior que o Tanque 4,
favorecendo o fluxo da agua.

dTanque com menor altitude e que recebia a 4gua passada pelos Tan-
ques 1,2 e 3.

N&o houve diferenca significativa entre os tanques para nenhuma das
variaveis, utilizando ANOVA, considerando 5% como nivel de
significancia.
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Quadro 3. Média + desvio-padrao do numero de células
mucosas coradas com Periodic-Acid Schiff (P.A.S.) +
solucao de diastase ou Alcian Blue (AB) pH 2,5 ou pH 1,0
numa area de 1,68 mm?2 de filamento branquial de tilapias
niléticas mantidas em cultivo intensivo, através de
tanques interconectados e posicionados em diferentes

altitudes
Tanque P.A.S. + solugéao AB pH 2,5 AB pH 1,0
de diastase
Tanque 1-A 70,42 + 13,8 91,28 + 22,8 89,42 + 38,3
Tanque 2-B 67,82 + 26,8 145,35¢ + 45,9 80,72 + 22,8
Tanque 3-C 105,5P + 18,9 136,8P + 39,4 87,02 + 242
Tanque 4-D 78,2+ 37,9 100° + 25,3 93,62 + 44,9

A: Tanque com maior altitude. Recebia agua de fonte natural (nascen-
te) e repassava para o préximo tanque: Tanque 2.

B: Tanque com altitude menor que o Tanque 1 e maior que o Tanque 3,
favorecendo o fluxo da agua.

C: Tanque com altitude menor que o Tanque 2 e maior que o Tanque 4,
favorecendo o fluxo da agua.

D: Tanque com menor altitude e que recebia a agua passada pelos
Tanques 1,2 e 3.

Médias seguidas por letras diferentes numa mesma coluna sao signifi-
cativamente diferentes, utilizando-se ANOVA seguida pelo teste de
Tukey, considerando 5% como nivel de significancia.

outro. Desta forma, considerou-se que os animais do tan-
que de maior altitude (T,) e que recebiam agua de uma
fonte natural (nascente) eram mantidos num ambiente
aquatico mais préximo das condigbes ideais para o culti-
vo de tilapias niléticas. Estes animais foram utilizados,
portanto, como parametro de comparagao do que € nor-
mal para esta espécie.

Apesar das flutuagdes fisico-quimicas observadas,
nenhuma alteracdo externa foi evidenciada nos animais
coletados dos diferentes tanques, ou seja, estes fatores
aparentemente nao interferiram no desenvolvimento dos
animais que estavam sendo mantidos em cultivo intensi-
vo, visto que, ndo houve diferenca significativa entre o
peso, comprimento total e padrédo e a altura dos animais
entre os diferentes tanques (p>0,05). Considerando que
0s parametros ideais para o cultivo de tilapias sao: tem-
peratura 26-28°C, concentragdo de oxigénio dissolvido 3-
6mg/l e pH 7,0-8,6 (Hein & Brianese 2004), observou-se
que os tanques deste estudo estavam dentro destes limi-
tes, inclusive o tanque 4 (o que recebia a agua depois de
passada por todos os demais), apesar de ter uma baixa
concentracao de oxigénio dissolvida na agua (2,8mg/l).

Quadro 4. Area de lamelas (um?) presentes na regiao apical, intermediaria e basal de
filamentos branquiais de tilapias niléticas, mantidas em cultivo intensivo através de
tanques interconectados e posicionados em diferentes altitudes

Regido T,-A T,-B T4-C T,-D
Apical - E 1067,92P 1796,53cd 1473,60ce 1351,3de
(875,6; 1411,4) (1411,6; 2105,2) (1197,5; 1750,5) (993,6; 1619,1)
Intermediaria - E 1308,92P 1455,8acd 1686,4bce 1236,69¢
(1065,0; 1618,8) (1171,3; 1830,4) (1386,7; 1931,0) (976,1; 1474,8)
Basal - E 895,62P 954,9 1095,62 1122,9P

(656,6; 1247,8)

(652,5; 1663,7)

(920,9; 1312,5) (972,9; 1315,6)

Filamento total - F 1181,402 + 458,07 1591,302 + 811.00 1501,10P¢ + 561,60 1245,60% + 398,73

A: Tanque com maior altitude. Recebia agua de fonte natural (nascente) e repassava para o proximo tanque:

Tanque 2.

B: Tanque com altitude menor que o Tanque 1 e maior que o Tanque 3, favorecendo o fluxo da agua.

C: Tanque com altitude menor que o Tanque 2 e maior que o Tanque 4, favorecendo o fluxo da agua.

D: Tanque com menor altitude e que recebia a agua passada pelos Tanques 1, 2 e 3.

E: Valores expressos como Mediana (P25; P75). Medianas seguidas pela mesma letra numa mesma linha
sao significativamente diferentes para o teste do qui-quadrado, considerando 5% como nivel de significancia.

F: Valores expressos como Média + desvio-padrao. Médias seguidas pela mesma letra numa mesma linha
sao significativamente diferentes para a ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando 5% como

nivel de significancia.

racoes fisico-quimicas observadas na agua destes tan-
ques, nao se constatou nenhuma alteracao significativa
quanto ao peso, comprimento total, comprimento padrao
e altura dos animais neles mantidos (Quadro 2). A densi-
dade populacional de células mucosas em todo filamento
branquial de todos os animais de cada tanque séo apre-
sentadas no Quadro 3.

A area de lamelas por regiao do filamento branquial
observada nos animais de cada tanque esta apresentada
no Quadro 4. A densidade populacional de células muco-
sas por regido do filamento branquial esta apresentada
no Quadro 5. A proporgao de células mucosas produto-
ras de mucinas acidas em relacao as produtoras de
mucinas neutras esta apresentada no Quadro 6.
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Pela andlise morfologica foram evidenciadas altera-
coOes histoldgicas nas branquias como elevagao epitelial,
hiperplasia, fusdo lamelar e telangectasia (Fig.1).

DISCUSSAO

Como os tanques observados neste estudo foram cons-
truidos em diferentes altitudes, mantendo-se conectados
por tubulagdo de PVC, a mesma agua passava por todos
os tanques, sob propulsao de energia mecanica (com pre-
dominancia do seu componente gravitacional). Quando
se avaliou os parametros fisico-quimicos (temperatura,
pH e concentracdo de oxigénio dissolvido) do ambiente
aquatico de cada tanque, percebeu-se que os valores de-
cresciam a medida que passava de um tanque para o
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Quadro 5. Média + desvio-padrdo do niimero de células mucosas em 0,56 mm?2,
coradas com Alcian Blue (AB) ou Periodic-Acid Schiff (P.A.S.) da regiao basal,
intermediaria e apical de filamentos branquiais de tilapias niléticas mantidas
em cultivo intensivo, através de tanques interconectados e posicionados em
diferentes altitudes

T4-A T,-B T5-C T,-D

P.AS. + Apical 785 +29 62,02+ 13,0 107,32+ 193 61,3°+26,3

Solugéo de  Intermediaria 66,0 + 22,4 88,3 + 39,0 120,8 £ 12,0 71,8 £ 31,6
diastase Basal 66,8 + 7,1 53,3+ 8,3 88,5+ 10,2 101,5 + 49,1
ABpH 2,5 Apical 101,82+ 151 18123 +378 1650+43,2 1155P+193

Intermediaria 83,8 + 26,5 122,8 + 30,9 126,0 + 39,9 96,8 + 21,2

Basal 88,0 + 27,0 133,5 + 52,4 119,5 + 25,0 88,0 + 31,6

AB pH 1,0 Apical 87,8 + 31,1 72,3+ 12,5 77,8 £ 11,1 116,8 + 30,3

Intermediaria  122,0 + 38,1 86,0+ 17,8 82,0+ 17,6 78,3 + 38,1

Basal 58,5 = 16,1 83,8 + 33,1 101,3 = 36,0 85,8 + 62,5

A: Tanque com maior altitude. Recebia agua de fonte natural (nascente) e repassava para o préximo
tanque: Tanque 2.

B: Tanque com altitude menor que o Tanque 1 e maior que o Tanque 3, favorecendo o fluxo da agua.

C: Tanque com altitude menor que o Tanque 2 e maior que o Tanque 4, favorecendo o fluxo da agua.

D: Tanque com menor altitude e que recebia a agua passada pelos Tanques 1, 2 e 3.

Médias seguidas pela mesma letra numa mesma linha sao significativamente diferentes paraa ANOVA

seguida pelo teste de Tukey, considerando 5% como nivel de significancia.

Fig.1. Cortes longitudinais de filamentos branquiais de tilapias do Nilo de origem Tailandesa culti-
vadas em tanques posicionados em diferentes altitudes e interconectados por tubos de PVC.
(A) Filamento branquial de animal do Tanque 1 (tanque de maior altitude e que recebia agua
diretamente de uma fonte natural) apresentando branquia com sua morfologia normal. (B)
Filamento branquial de animal do Tanque 2 (recebia agua do Tanque 1 e repassava para o
Tanque 3) apresentando elevagao do epitélio lamelar (seta) e hiperplasia celular (cabega de
seta) no espagco interlamelar. (C) Filamento branquial de animal do Tanque 3 (recebia agua do
Tanque 2 e repassava para o Tanque 4) apresentando hiperplasia celular (cabeca de seta) no
espaco interlamelar. (D) Filamento branquial de animal do Tanque 4 (recebia agua que passa-
va seqlencialmente pelos Tanques 1, 2 e 3) apresentando lamelas mais curtas, hiperplasia
celular (cabeca de seta) no espaco interlamelar e telangectasia (asterisco). HE, Barra = 100im.
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Quadro 6. Média + desvio-padrao da proporg¢ao do
numero de células mucosas produtoras de mucinas
acidas (Alcian Blue pH 2,5) em relagao ao numero de

células mucosas produtoras de mucinas neutras (P.A.S. +
solucao de diastase) no filamento branquial, e suas
respectivas regioes, de tilapias niléticas mantidas em
cultivo intensivo, através de tanques interconectados e
posicionados em diferentes altitudes

Filamento inteiro Apical Intermediaria Basal
T1-A 1,32+ 0,3 1,32+£0,2 1,3+04 1,32+0,3
T2-B 2,43 + 0,9 3,020 + 0,8 16+07 25%C+06
T3-C 1,30+ 04 1,60+ 0,5 1,1+04 1,42 +0,3
T4-D 1,6 0,9 21+0,9 1,7+1,1 1+0,6

A: Tanque com maior altitude. Recebia agua de fonte natural (natural)
e repassava para o proximo tanque: Tanque 2.

B: Tanque com altitude menor que o Tanque 1 e maior que o Tanque 3,
favorecendo o fluxo da agua.

C: Tanque com altitude menor que o Tanque 2 e maior que o Tanque 4,
favorecendo o fluxo da agua.

D: Tanque com menor altitude e que recebia a agua passada pelos
Tanques 1,2 e 3.

Médias seguidas pela mesma letra numa mesma coluna sao significa-
tivamente diferentes para a ANOVA seguida pelo teste de Tukey,
considerando 5% como nivel de significancia.

outro. Desta forma, considerou-se que os animais do tan-
que de maior altitude (T,) e que recebiam agua de uma
fonte natural (nascente) eram mantidos num ambiente
aquatico mais proximo das condigbes ideais para o culti-
vo de tilapias nildticas. Estes animais foram utilizados,
portanto, como parametro de comparacao do que € nor-
mal para esta espécie.

Apesar das flutuagdes fisico-quimicas observadas, ne-
nhuma alteracéo externa foi evidenciada nos animais
coletados dos diferentes tanques, ou seja, estes fatores
aparentemente nao interferiram no desenvolvimento dos
animais que estavam sendo mantidos em cultivo intensivo,
visto que, ndo houve diferenca significativa entre o peso,
comprimento total e padrdo e a altura dos animais entre os
diferentes tanques (p>0,05). Considerando que os para-
metros ideais para o cultivo de tilapias sdo: temperatura
26-28°C, concentragdo de oxigénio dissolvido 3-6mg/l e
pH 7,0-8,6 (Hein & Brianese 2004), observou-se que 0s
tanques deste estudo estavam dentro destes limites, inclu-
sive o tanque 4 (o que recebia a agua depois de passada
por todos os demais), apesar de ter uma baixa concentra-
¢ao de oxigénio dissolvida na agua (2,8mg/l). Corrobora-
se aos achados do presente trabalho, um estudo realizado
para avaliar os pardmetros para a criacao de tilapias
niléticas em gaiolas, no qual se observou que as variagdes
encontradas quanto ao nivel de oxigénio dissolvido
(5,8+1,9mg/l), pH (6,6+0,4) e temperatura (27,52,8°C) da
agua nao tiveram influéncia significativa no desempenho
dos peixes (Bozano et al. 1999). E importante ainda lem-
brar que, a densidade de estocagem tem efeito significati-
VO sobre a taxa de crescimento, consumo de alimento e
oxigénio (Zuanon et al. 2004), e se recomenda que esta
n&o ultrapasse cinco peixes por m? (Proenca & Bittencourt
1994), o que também foi observado neste estudo.
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Mesmo nao sendo possivel observar sinais de estres-
se pelas medidas corpdreas dos peixes, sabe-se que al-
teragbes anatdbmicas s6 ocorrem quando animais sao
submetidos a um grau importante de estresse em longo
prazo. Antes de se observar uma lesdo macroscopica-
mente, alteragcdes na biologia das células e tecidos acon-
tecem no intuito de manter a homeostasia do animal e/ou
prepara-lo, para se defender de uma situacdo que o ame-
ace (Mallatt 1985).

Neste sentido, indutores de irritacao branquial tém sido
investigados com muita freqiéncia, através de analises
microscopicas, tais como baixa qualidade da agua com
pH e temperaturas extremas (Mallatt 1985), agentes toxi-
cos e irritantes como metais pesados e pesticidas
(Schwaiger et al. 1997, Pane et al. 2004, Figueiredo-Fer-
nandes et al. 2007, Garcia-Santos et al. 2007, Fontainhas-
Fernandes et al. 2008), agentes infecciosos e presenca
de parasitas (Pavanelli et al. 2002).

A analise morfométrica de lamelas branquiais permite
avaliar de forma direta a relacao do peixe com o ambien-
te aquatico no que tange sua homeostasia, visto que é
esperado que a area lamelar seja maior quando ha condi-
cbes favoraveis para o que o animal tenha maior interagéo
com o0 ambiente aquatico, e o oposto ocorre quando o
animal esta num ambiente mais hostil, seja pela presen-
¢a de agentes quimicos ou bioldgicos irritantes, como tam-
bém variacoes de caracteristicas fisicas. Essa proprieda-
de das lamelas branquiais tém sido utilizada em estudos
de farmacognosia no intuito de se avaliar a toxicidade de
compostos fitoquimicos sobre células de origem animal
(Falkenberg et al. 2003).

Neste sentido, os resultados quanto a area lamelar
deste estudo, independente das regides do filamento, de-
monstraram um aumento progressivo da extensao desta
estrutura nos animais do T, ao T, e um pequeno declinio
nos animais do T,. Isto pode significar um aumento da
superficie de contato do epitélio branquial com o meio
aquatico no intuito de captar mais gas oxigénio, ja que a
concentracao desta molécula reduzia de um tanque para
o outro. Porémno T,, embora tivesse pouco oxigénio dis-
solvido, a reducdo da area lamelar pode significar um
mecanismo de contencao do animal frente a agentes irri-
tantes presentes no ambiente aquatico, como por exem-
plo metais pesados ou outros elementos que por lixiviagao
a partir de propriedades vizinhas poderiam ter sido esco-
ados para o tanque (ja que era o tanque de menor altitu-
de). Resultados semelhantes foram encontrados por Pane
et al. (2004) quando utilizaram peixes expostos a niquel,
no qual observaram alteracdes significativas na ultraes-
trutura das lamelas, que induziram um aumento em nu-
mero e extensao.

Contudo, quando se observou as lamelas consideran-
do as diferentes regides do filamento branquial, notou-se
nos animais do T, que a area lamelar aumentou progres-
sivamente, da regiao mais proximal do arco branquial em
sentido a ponta do filamento (sem diferenca significativa
para a regido basal). Praticamente o oposto ocorreu nos
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animais do T,, que tinham lamelas de maior area na re-
gido basal. Esses resultados se distanciam dos achados
por Silva et al. (2002), que utilizaram peixes expostos a
fracdes da folha e da casca do caule do pequi (Caryocar
brasilienses), e ndo encontraram diferencas significativas
entre as trés regides quando comparadas ao grupo con-
trole, sendo provavel que as concentracdes usadas no
experimento nao foram suficientes para provocar altera-
¢bes na morfometria lamelar.

As lamelas branquiais sédo os locais onde ocorre a tro-
ca efetiva entre elementos quimicos do sangue e da agua,
sobretudo, promovendo a hematose (Leonardo et al.
2001). Considerando que a concentragao de oxigénio dis-
solvido era cada vez menor com a passagem da agua de
um tanque para o outro, é razoavel considerar que uma
ampliagao da area das lamelas seja necessaria para man-
ter o nivel de O, circulante no sangue dos animais. Por
outro lado, era o T, que tinha o menor nivel de O, dissol-
vido na dgua e, contraditoriamente, os animais deste tan-
que tinham lamelas com area semelhante aos do T,,
exceto as que estavam na regiao basal do filamento. Su-
gere-se que isso provavelmente ocorreu em funcédo da
possivel existéncia de outros componentes do ambiente
aquatico, que eram irritantes para os animais deste tan-
que, e que desta maneira os forcavam a manter uma area
lamelar mais reduzida. Por outro lado, ja que as lamelas
da regido basal estéo posicionadas mais distalmente do
ambiente aquatico externo e de forma mais proximal da
agua que entra pela faringe do animal, possivelmente sua
maior extensao nos animais do T, seja explicada pelo fato
de terem uma maior responsabilidade na captacédo do
pouco O, existente na agua logo que era ingerida. Isso &
corroborado pelo fato de que o fluxo de 4gua, através das
diferentes porc¢des do filamento (basal, intermediaria e
apical) varia de acordo com o volume ventilatério do ani-
mal, e sob ventilagcdo moderada existe uma grande resis-
téncia para o fluxo na ponta do filamento (Severi et al.
2000). Por isso as lamelas localizadas perto da ponta do
filamento tendem a ser mais curtas que aquelas da base,
fato este que explica o encontrado nos animais do T,.

A superficie das branquias de peixes é coberta por um
muco, que contribui para protecdo do animal quanto as
flutuacdes dos parametros fisicos, quimicos e bioldgicos
do ambiente aquético. E esta forma de protecéo pode ser
avaliada através do numero das células produtoras das
glicoproteinas (mucinas) que compdem este muco, as-
sim como, pela analise das caracteristicas quimicas de
seus componentes (Fernandes & Perna-Martins 2001,
Breseguelo et al. 2004). Neste sentido, calculou-se a den-
sidade populacional de células mucosas em todo o
filamento branquial, e observou-se que houve aumento
expressivo do numero de células produtoras de mucinas
neutras nos animais do T,emrelagdoao T, e T, (p<0,05),
contudo néao houve diferenca no numero destas células
nos animais do T, (p>0,05). Quanto as células produto-
ras de mucinas acidas (sialomucinas e sulfomucinas),
observou-se um aumento em sua densidade populacional

nos animais do T, e uma redugao progressiva nos peixes
do T, (que também demonstram um aumento em relagao
aos animais do T,) e T, (p<0,05). Ja o numero de células
produtoras de mucinas acidas sulfatadas nao foi alterado
(p>0,05). Quando se avaliou a proporgao de células pro-
dutoras de mucinas acidas em relagao ao numero de cé-
lulas produtoras de mucinas neutras, constatou-se que
nos animais do T, esta propor¢gao aumentou em relagao
aos animais do T, e T, (p<0,05), contudo nenhuma varia-
¢ao desta razao foi observada nos animais do T, (p>0,05).
Mucinas &cidas sao mais soluveis do que as neutras quan-
do entram em contato com o meio aquatico, visto que
possuem maior quantidade de cargas elétricas residuais
(Myers et al., 2008). Desta forma, sugere-se que 0s ani-
mais do T, tinham um maior volume de muco sobre o
epitélio branquial, contudo, sem diferenca na composi-
¢éo quimica em relagéo aos peixes do T,. Por outro lado,
é importante destacar o aumento expressivo da propor-
¢ao de mucinas 4cidas em relagdo as neutras observado
nos animais do T,, fato que indica que nestes animais o
muco que recobria as branquias estava mais fluido em
relacdo ao dos animais dos outros tanques.

Mas quando se comparou quantitativamente o nume-
ro de células mucosas, considerando as regides do
filamento branquial (basal, intermediaria e apical), entre
os animais dos diferentes tanques, encontrou-se hiper-
plasia de células produtoras de mucinas acidas (sialomu-
cinas + sulfomucinas) somente na regiao apical dos ani-
mais do T, e hiperplasia de células produtoras de mucinas
neutras somente na regiao apical dos animais do T,. Con-
tudo um aumento da propor¢cao entre mucinas acidas e
neutras por regiao do filamento branquial foi evidenciado
tanto na regido apical como basal dos animais do T2
(p<0,05), o que de fato indica que o muco nestas duas
regides estava mais fluido nestes animais, o que é
indicativo de que a fisiologia dos peixes do T2 permitia,
nesta situagdo, uma maior interagé@o do epitélio branquial
e do ambiente aquatico. Como o T, tinha o menor nivel
de oxigénio dissolvido na agua, esperava-se observar al-
teragbes morfologicas nos animais deste tanque, que cor-
roborassem com uma maior interacao entre o epitélio
branquial lamelar e o meio aquatico, o que pode ser ob-
servado através da extensdo da area desta estrutura na
regiao basal dos filamentos.

Sabe-se que a proliferagéo e hipersecrecao das célu-
las mucosas nas branquias frente a situacdes de estres-
se, podem ser compreendidas como um mecanismo de
defesa em fungao de uma resposta defensiva cronica, en-
tretanto, podem comprometer a fungéo branquial depen-
dendo da severidade do processo (Mallatt 1985, Leonar-
do et al. 2001, Fracacio et al. 2003). Neste sentido,
Breseghelo et al. (2004) expuseram peixes a fldor, e ob-
servaram hiperplasia das células mucosas com maior in-
tensidade de glicoconjugados neutros no grupo controle
e maior intensidade de glicoconjugados acidos carboxila-
dos no grupo experimental. Fracécio et al. (2003) analisa-
ram a toxicidade de amostras de sedimentos coletados
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do rio Tieté (Sao Paulo, Brasil), para branquias de Danio
rerio e observaram hipertrofia das células mucosas. Leo-
nardo et al. (2001) alimentaram larvas de tilapias com di-
ferentes niveis de vitamina C, e observaram hipertrofia e
hiperplasia das células mucosas nos filamentos branquiais
das larvas que nao ingeriram vitamina C. Berntssen et al.
(1997) expuseram salmao atlantico (Salmo salar) em
ambientes aquaticos com diferentes concentracdes de
aluminio e observaram um aumento do nimero de célu-
las mucosas contendo mucinas acidas na branquia.
Martins et al. (2001) analisaram branquias de varias es-
pécies como tambacu hibrido, pacu, tambaqui, piaucu,
tilapia e curimbata infectado por parasitas (dinoflagelados),
e constataram aumento da produg¢do de muco em todas
as espécies. Resultado semelhante quanto ao nimero de
células mucosas foi encontrado por Dezfuli et al. (2003),
utilizando a espécie Abramis brama infectada por ectopa-
rasitas (Ergasilus sieboldi). Desta forma, a literatura mos-
tra que as alteragdes na morfometria e no nimero de cé-
lulas mucosas dependem do agente, cujo os peixes sao
expostos. No presente estudo, considera-se que outros
fatores (além dos fisico-quimicos observados) podem ter
influenciado nos achados apresentados quanto ao nume-
ro destas mucosas, ja que nao se pode desconsiderar a
possibilidade da presenca de parasitas, metais pesados
contidos nos sedimentos, além do fato de que a regiao do
pesque-pague alvo desta pesquisa € margeada por fa-
zendas com atividade pecuaria.

Na andlise qualitativa, constatou-se que o ambiente
aquatico influenciou na morfologia tecidual das branquias
entre os diferentes tanques. Nos animais do T,, que tinham
um ambiente aquatico dentro do ideal para o cultivo de
tildpias niléticas, constatou-se o aspecto normal da morfo-
logia de brénquias de teledsteos: quatro arcos branquiais
funcionais, contendo varios filamentos dos quais partiam
perpendicularmente as lamelas. Nos animais dos outros
tanques, notaram-se alteragées morfologicas, cada vez
mais intensas em relagao as alteragdes fisico-quimicas do
meio aquatico, ou seja, progressivamente havia maior des-
colamento do epitélio branquial, hiperplasia celular no es-
pago interlamelar, e nos animais do T, observou-se com
freqUéncia telangectasias. Resultados semelhantes s&o ob-
servados quando peixes sdo submetidos a estresse.
Cordova et al. (1996) observaram hiperplasia na ponta dos
filamentos e nas lamelas em tilapias confinadas em um
ambiente com espacgo reduzido. Schwaiger et al. (1997)
expuseram juvenis de truta marrom a metais pesados e
pesticidas e constataram proliferagcao de células epiteliais
dos filamentos e lamelas branquiais, fuséo lamelar e hiper-
plasia de células mucosas. Fracacio et al. (2003) observa-
ram hiperplasia e fusao lamelar em larvas de Danio rerio
expostas a sedimentos téxicos do rio Tieté (Sao Paulo,
Brasil). Leonardo et al. (2001) trabalhando com larvas de
tilapias alimentadas com diferentes niveis de vitamina C,
também evidenciaram elevacao epitelial, hiperplasia das
células dos filamentos, telangectasia e fusédo lamelar. Os
resultados observados neste estudo confrontados com a
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literatura demonstram que nao € possivel concluir que es-
tes achados se devam especificamente as variagdes fisi-
co-quimicas observadas no meio aquatico dos tanques
avaliados, visto que a literatura descreve o surgimento des-
tas alteracdes morfoldgicas quando peixes sao expostos
ao estresse, metais pesados, sedimentos toxicos e elemen-
tos da dieta.

CONCLUSOES

O declinio da temperatura, do pH e da concentragdo
de oxigénio dissolvido observado na agua de tanques de
cultivo intensivo das tilapias avaliadas neste estudo pro-
vocou inicialmente uma extensao da area lamelar e do
numero de células mucosas branquiais.

A continua queda destes parametros fisico-quimicos
induziu uma contencao tanto da area lamelar quanto do
numero de células mucosas.

Houve um progressivo aumento de alteracées morfo-
I6gicas do epitélio branquial (hiperplasia interlamelar, fu-
sado lamelar, descolamento epitelial e telangectasias)
quando foram observados os peixes cultivados em tan-
ques com condi¢coes menos favoraveis.

Os achados deste estudo também podem estar relaci-
onados a presenca de parasitas ou elementos quimicos
téxicos presentes no ambiente aquatico, os quais nao fo-
ram investigados.
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