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Morfologia das branquias de tilapia-do-nilo como biomarcador de exposi¢do a metal
pesado

Vagne de Melo Oliveira

"Médico Veterinario — UFRPE e Doutorando em Ciéncias Biol6gicas — UFPE. E-mail: vagne_melo@hotmail.com

Resumo: As alteracOes histopatolégicas sdo excelentes ferramentas de marcacdo bioldgica de
exposicdo a agentes quimicos por serem compativeis as respostas bioquimicas, principalmente
alteracdes nas cinéticas enzimaticas. Neste sentido, analises de visceras como branquias, figado,
estbmago e/ou intestino podem subsidiar num processo de investigacdo biol6gica. A analise
morfoldgica de tecidos também fornece informagBes importantes a respeito da fisiopatologia celular.
Assim, padrdes bioguimicos, teciduais e anatdmicos podem ser analisados como biomarcadores de
exposicdo de contaminantes em peixes e outros organismos aquaticos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a integridade dos rastros branquias de tilapias do Nilo expostas a concentracdo de 1 ppm de
sulfato de aluminio. Foram cultivados 10 peixes durante um periodo de 456 horas, sendo 120 horas de
adaptacdo e 336 de exposicdo ao contaminante, em aquarios com 90 litros de &gua, todos com
alimentacdo ad libitum, troca dindmica da agua (80%) a cada 24 horas com reposicdo do metal nos
aquarios de exposicdo, com limpeza periodica para evitar sujidades e fotoperiodo de 12:12. Os animais
foram divididos em 2 grupos experimentais, sendo o controle (sem exposicao) e exposto a 1 ppm de
sulfato de aluminio (Aly(SO4s). Ap6s o periodo de exposicdo, as branquias foram retiradas para
procedimentos histologicos. As pegas foram fixadas em solu¢do de Bouin por 24 horas, desidratados
em alcool etilico em concentracdes crescentes, diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em
parafina. As pecas foram incluidas de tal maneira que puderam ser observadas ao microscépio de luz,
cortes transversais. Os blocos foram cortados em micrétomo ajustado para 5 micrémetros (um), 0S
cortes foram coradas pela Hematoxilina e Eosina (H.E), observado e fotografado em microscépico
Olimpus BX-51. N&o foi observado qualquer tipo de alteracdo morfoldgica anormal para as visceras
estudadas. Concluimos que, nessa concentracdo e durante esse intervalo de tempo o sulfato de
aluminio ndo é prejudicial as branquias.

Palavras—chave: biomarcador, branquias, morfologia.

1. INTRODUCAO

A tildpia foi um dos primeiros peixes criados em aquicultura pelos antigos egipcios, ha
aproximadamente 4.000 anos e, embora a distribuicio mundial significativa de tilapias —
principalmente a de Mogambique Oreochromis mossambicus - tenha ocorrido entre as décadas de
1940 e 1950, a difusdo maior deste peixe ocorreu a partir da década de 1960 até a de 1980. A tilapia-
do-Nilo, Oreochromis niloticus, foi introduzida do Japdo para a Tailandia, em 1965, deste ultimo,
enviados para outros paises asiaticos e africanos (KUBITZA, 2006). Da Costa do Marfim, foi
introduzida no Brasil em 1971, sendo enviados ha mesma década para os Estados Unidos e a China,
que hoje é lider mundial na producgdo de tilapia e produziu mais da metade da producéo global nos
anos de 1992 a 2003 (FAO, 2010).

A caracteristica bioldgica da O. niloticus inclui: corpo compacto; espessura do pedinculo
caudal igual ao comprimento, escamas cicloides, protuberancia similar a um botdo, ausente na
superficie superior do focinho. O comprimento da mandibula superior ndo apresenta dimorfismo
sexual (ndo diferindo entre os sexos) e o primeiro arco branquial apresenta de 27 a 33 trilhas/rastros.
Peixes desta espécie apresentam ainda linha lateral interrompida, partes espinhosas e partes moles de
raios da nadadeira dorsal continuas, nadadeira dorsal com 16 a 17 espinhos, sendo a anal com 3 e a
caudal é truncada. Atinge maturidade sexual em torno de 6 meses, além de serem altamente proliferas
(podem gerar 4 desovas/ano) (KUBITZA, 2005; FAO, 2010). A maioria das espécies protege sua cria
na boca, onde sdo chocados. 1sso ajuda os ovos a ficarem oxigenados e 0s previne de serem atacados
por bactérias, fungos e demais predadores (KUBITZA, 2000).
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A tildpia é a espécie mais utilizada, entre os peixes de dgua doce, para cultivo comercial, por
apresentar melhor desempenho entre os peixes, sobretudo os machos, além de possuir boas
caracteristicas zootécnicas, organolépticas, ser de boa aceitagdo pelo publico; de seu valor nutricional
em termos de proteinas (IGARASHI, 2008). Com relacdo ao filé, o0 mesmo é desprovido de espinhas
intramusculares, e possui bom rendimento (KUBITZA et al., 2007). Somado a isso, estd o amplo
conhecimento técnico — tais como cultivo, alimentacdo, manejo -, e biolégico acerca da espécie, 0 que
viabiliza sua utilizacdo econdmica, potencializando-a para industrializacdo (ISHIKAWA et al., 2008).

Os metais pesados sdo substancias quimicamente reativas e bioacumulaveis, ou seja, 0s
organismos ndo sdo capazes de elimina-las; que possuem nimero atbmico superior a 22, situados entre
0 cobre (Cu) e o chumbo (Pb) na tabela periddica, tendo peso atdmico entre 63,546 e 200,590 e
densidade superior a 4,0 g/lcm® (BAIRD et al., 2002). Esses elementos ocorrem naturalmente em
pequenas concentracGes, na ordem de partes por bilhdo (ppb) a partes por trilhdo (ppt), no meio
ambiente e na matéria viva (FARIAS et al., 2007). Alguns metais tomam parte do metabolismo
fisioldgico, sendo considerados essenciais por atuarem como componentes funcionais, estruturas, e
regulatério de numerosas biomoléculas no metabolismo, podendo ser classificados como
potencialmente toxicos (p. ex.: arsénio, cddmio, mercurio, chumbo), provavelmente essenciais (p. ex.:
niquel, vanadio, cobalto) e essenciais (p. ex.: cobre, zinco, ferro, manganés). Estes elementos téxicos
podem ser muito prejudiciais, mesmo em baixas concentrac¢fes, quando ingeridos durante um longo
periodo de tempo (TUZEN, 2003; ULUOZLU et al. 2007).

E crescente 0 nimero de pesquisas acerca dos metais e suas consequéncias para a biota
aquatica. De 2000 até 2010 foram registrados varios estudos na tentativa de elencar os principais
elementos metalicos envolvidos na poluicdo marinha - 0s quais 0s principais trabalhos séo listados na
tabela 1 -, e seus efeitos toxicoldgicos na biota em geral. Dentre estes elementos, cadmio (Cd), prata
(AQ), cobre (Cu), cobalto (Co), cromo (Cr), mercurio (Hg), manganés (Mn), chumbo (Pb) e zinco (Zn)
merecem destagque por ja terem sido citados pela sua potencialidade toxica, sobretudo ao atingir os
sistemas nervoso, gastrointestinal e respiratorio das espécies acometidas, além de ocasionar danos
carcinogénicos quando do consumo de pescado contaminado por estes metais (BISINOTI et al., 2004).

Dentre os metais, o aluminio é o mais abundante da crosta terrestre, e o terceiro elemento mais
abundante depois do oxigénio e silicio (ATWOOD e YEARWOOD, 2000), ocorrendo apenas na
forma combinada. E usado extensivamente em utensilios de cozinha, méveis, automdveis e na
mineralizacdo, além de sua utilizacdo no tratamento de dgua, na forma de sais - sulfato de aluminio
(Aly(SO4)s3) -, agindo de forma floculante na remogéo de detritos (CAMARGO et al., 2009). Por causa
da distribuicdo ambiental, é considerado ubiquo (NAYAK, 2002; GOURIER-FRERY e FRERY,
2004). E nocivo para o ecossistema aquatico, sendo responsavel por eventos de toxicidade com graves
consequéncias ecoldgicas (CORREIA et al., 2010). Este metal pode se acumular na mitocéndria
(KUMAR et al., 2009), no lisossoma, no nucleo da célula e/ou na cromatina (NAYAK, 2002).

As alteragBes histopatoldgicas séo excelentes ferramentas de marcagéo biologica de exposigdo a
agentes quimicos por serem compativeis as respostas bioquimicas, principalmente alteragdes nas
cinéticas enzimaticas. Neste sentido, analises de visceras como branquias, figado, estbmago e/ou
intestino podem subsidiar num processo de investigagdo biologica. A analise morfoldgica de tecidos
também fornece informacGes importantes a respeito da fisiopatologia celular. Assim, padrdes
bioquimicos, teciduais e anatdmicos podem ser analisados como biomarcadores de exposicdo de
contaminantes em peixes e outros organismos aquaticos (VAN DER OOST et al., 2003). O objetivo
deste trabalho foi avaliar a integridade dos rastros branquias de tilapias do Nilo expostas a
concentragdo de 1 ppm de sulfato de aluminio.

2. MATERIAL E METODOS

Foram cultivados 10 peixes, machos e fémeas, durante um periodo de 456 horas, sendo 120
horas de adaptacdo e 336 de exposi¢do ao contaminante, em aquarios com 90 litros de 4gua, todos com
alimentacdo ad libitum, troca dindmica da agua (80%) a cada 24 horas com reposi¢cdo do metal nos
aquérios de exposicdo, com limpeza periddica para evitar sujidades e fotoperiodo de 12:12. Os animais
foram divididos em 2 grupos experimentais, sendo o grupo controle (sem exposicdo ao metal: 10,28
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cm; 22,13 g; 27,29°C; pH 6,50; 80,48% OD) e grupo exposto a 1 ppm de sulfato de aluminio
(Al(SO43) (10,19 cm; 38,0 g; 27,38°C; pH 6,13; 77,77% OD). Ap6s o periodo de exposicdo, as
branquias de todos os peixes foram retiradas para procedimentos histoldgicos. As pecas foram fixadas
em solucdo de Bouin por 24 horas, desidratados em alcool etilico em concentracBes crescentes,
diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em parafina. As pecas foram incluidas de tal maneira
que puderam ser observadas ao microscopio de luz, cortes transversais. Os blocos foram cortados em
micrétomo ajustado para 5 micrémetros (um), os cortes foram coradas pela Hematoxilina e Eosina
(H.E), observado e fotografado em microscopico Olimpus BX-51.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste trabalho, como ilustra a figura, ndo foi observado qualquer tipo de alteracdo nos rastros

branquiais dos peixes expostos a concentracdo de 1 ppm de sulfato de aluminio, como ilustra a figura
1 (grupo controle) e 2 (grupo exposto ao metal).

Figura 1: Corte histologico dos rastros branquiais. Grupo controle. Coloragdo H-E. (10x).

Figura 2: Corte histoldgico dos rastros branquiais. Grupo exposto a 1 ppm. Colorac¢do H-E. (10x).
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As branguias sdo 6rgados de vital importancia para os peixes, ocupando o primeiro lugar entre 0s
orgaos envolvidos na manutencdo da salde e metabolizagao de nutrientes, servindo de parametros para
0 bom desenvolvimento destes animais. Sua multifuncionalidade, a vasta area de superficie que ocupa
e a sua localizagdo relativamente ao meio externo faz das branquias um 6rgdo-chave para a a¢do dos
poluentes existentes no meio aquatico, assim qualquer alteracdo nesta estrutura causard um
desequilibrio organico comprometendo a sobrevivéncia e desempenho dos peixes. Dessa forma,
alteracdes histoldgicas das branquias sdo reconhecidas como um método rapido e valido para
determinar os danos causados pela exposicdo a diferentes irritantes nos peixes. O epitélio branquial
apresenta-se estratificado, sendo constituido por diversos tipos celulares, em particular, por trés: as
pavimentosas que aparecem em maior frequéncia e possuem funcdo de trocas gasosas; as células
cloreto responsaveis pela regulacdo ibnica, equilibrio acido-base e excrecdo de metabdlitos
nitrogenados, e as células mucosas, responsaveis pela producdo de muco, o qual possui funcdo de
lubrificacdo e bactericida (CARVICHIOLO, 2009).

A maior parte dos teledsteos possui cinco pares de arcos branquiais situados de cada lado da
cavidade bucal conectados pelo septo interbranquial. Os arcos branquiais possuem suporte de
cartilagem hialina e tecido dsseo, variando de acordo com a fase de desenvolvimento, associado a uma
camada transversal de tecido muscular liso e revestido por epitélio mucoso que se apresenta continuo
ao da faringe e cavidade bucal. Destes arcos partem uma fileira dupla de filamentos achatados
dorsoventralmente que se subdividem em lamelas branquiais que se encontram dispostas
perpendicularmente, sendo sua organizacao geral baseada em um sistema de subdivisdes sucessivas. O
epitélio da branquia é a principal superficie de contacto com o ambiente e constitui um importante
alvo dos poluentes presentes na agua, devido a sua extensa area superficial. Um bom conhecimento
basico de sua estrutura histoldgica é de extrema importancia no diagnéstico clinico, uma vez que
alteracBes estruturais em seu epitélio sdo 6timos indicativos antecipados de problemas ocasionados
pelo ambiente onde o peixe estd inserido, bem como de instalacdo de processos infecciosos. As
alteracBes mais comuns encontradas nas branquias dos peixes e previamente descritas sdo: elevacédo
epitelial, que se trata de uma elevacdo ou destacamento do epitélio lamelar e ocorre como primeiro
sinal de patologia; hiperplasia, proliferacdo de células do epitélio filamentar, a qual conduz, por vezes,
a fusdo parcial ou total das lamelas branquiais (CARVICHIOLO, 2009).

Alteracdes morfoldgicas nas estruturas das branquias podem ser empregadas na investigacdo da
toxicidade de compostos quimicos especificos e no monitoramento dos efeitos agudos, crbnicos e
crbnicos parciais, em ambientes aquaticos poluidos ou contaminados, pois estas sdo érgdos-alvo dos
peixes, sendo considerados biomarcadores ambientais. Essas alteragdes morfoldgicas podem ser
usadas para monitorar os efeitos subletais dos poluentes, especialmente, nagueles casos nos quais/em
que outros métodos de avalia¢do ndo sdo satisfatorios (NOGUEIRA et al, 2011).

4. CONCLUSOES

As laminas observadas ndo demonstraram alteracdo morfoldgica para a espécie estudada, nas
condigdes experimentais empregadas. Este trabalho foi submetido e aprovado pelo comité de ética da
Universidade Federal de Pernambuco.
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