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RESUMO

Diferentes métodos de validacdo do estado sanitario dos organismos aquaticos podem
levar a melhoria do desempenho, com aumento significativo da produtividade. O
diagndstico histopatoldgico, integrado com outros fatores componentes do sistema
produtivo apresenta-se como ferramentas para a analise e prevencdo da sanidade dos
organismos cultivados. O presente estudo analisou as alterac@es teciduais em branquias
e figado de tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, pos-revertidas, da linhagem GIFT
(Genetic Improvement of Farmed Tilapia) cultivadas em tanques rede de 6,0 m® sob
diferentes densidades de estocagem: 500, 1.000 e 1.500 peixes/tanque no rio do Corvo —
PR. Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado com trés
tratamentos e 12 repeti¢cBes. Registros limnoldgicos foram tomados a cada 15 dias.
Cortes de 6,0 um de espessura de amostras de figado de 12 peixes por tratamento foram
corados pelo método de coloracdo hematoxilina-eosina (HE) para andlise da area
citoplasmatica, posicdo do nucleo na célula, vacuolizacdo citoplasmatica e quantidade
de hepatdcitos. Dos mesmos 12 peixes retirou-se uma parte das amostras de branquias
que foram coradas pelo HE para analise morfologica de alteragcdes branquiais e outra,
submetida a técnica histoquimica Alcian Blue + &cido periodico de Schiff (PAS),
modificada (Alcian Blue pH 2,5 - PAS), para a evidenciagdo das células produtoras de
mucinas neutras e mucinas &cidas. As condi¢gdes limnoldgicas encontravam-se dos
padrdes para o cultivo da espécie. Houve uma diminuicéo significativa na quantidade de
células produtoras de mucinas acidas inversamente a densidade de estocagem, contudo
ndo ocorreram diferencas significativas na quantidade de células produtoras de mucinas
neutras entre os tratamentos. Células mucosas &cidas encontravam-se em maior
quantidade que as neutras. Ocorreram diferengas significativas na presenca de elevagéo

epitelial, fusdo lamelar, hiperplasia de células epiteliais, sendo que os tanques com 500
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peixes apresentaram valores médios inferiores dessas alteracdes e maior valor médio de
telangectasias. A analise das varidveis morfométricas do figado, em geral, ndo mostrou
diferencas estatisticas significativas entre os trés tratamentos. Densidades populacionais
inadequadas, aliadas as condi¢bes ambientais e a0 manejo improprio, podem levar a
modificagOes estruturais no figado e branquias. Mantidas essas condigdes por um tempo
mais prolongado, pode ocorrer a diminuicdo da produgdo por agravamento das

alteracdes teciduais.

Palavras-chave: desempenho, mucinas, alteracbes branquiais, hepatdcitos



ABSTRACT

Different methods of health validation of aquatic organisms may lead to improved
performance, with a substantial increase in productivity. The histopathologic diagnosis
integrated with other components of the production system factors is presented as tools
for the analysis and prevention of health of cultured organisms. The present study
analyzed the tissue changes in gills and liver of tilapia niloticus, post-reversed, GIFT
lineage (Genetic Improvement of Farmed Tilapia) grown in net tanks of 6.0 m® at
different stocking densities: 500, 1000 and 1500 fish/tank on the Corvo River - PR. We
used a completely randomized design with three treatments and 12 replications.
Limnological parameters were measured every 15 days. Sections of 6.0 um thick of
liver samples from twelve fish per treatment were stained by hematoxylin-eosin method
(HE) for analysis of cytoplasmic area, the position of the cell nucleus, cytoplasmic
vacuolization and quantity of hepatocytes. From the same twelve fish were cut a portion
of the gills samples and then one of them were stained by HE for morphological
analysis of gill changes and the other one submitted to histochemical technique Alcian
Blue+Periodic acid-Schiff (PAS), modified (Alcian Blue pH 2.5 - PAS) to point the
producing cells of neutral and aci mucins. Limnological conditions were within the
standards for species growing. As higher storage density there was a significant
reduction in the number of cells producing acid mucins, however there were no
significant differences in the quantity of cells producing neutral mucins among
treatments. Acid mucous cells were in greater quantity than the neutral. There were
significant differences in the presence of epithelial lifting, lamellar fusion, hyperplasia
of epithelial cell and tanks with 500 fish had lower average values of these changes and
higher mean of telangiectasia. The morphometric analysis of the liver, in general,

showed no statistically differences among the three treatments. Inadequate population
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densities, combined with inappropriate environmental conditions and management may
lead to structural changes in the liver and gills of fishes. These conditions maintained
over a longer time, can cause a decrease in production due the aggravation of the tissue
changes.

Keywords: performance, mucins, gill changes, hepatocytes



| - INTRODUCAO GERAL

1.1 Cultivo de peixes em tanques rede

O cultivo de peixes em tanque-rede constitui-se em alternativa para o
aproveitamento do potencial hidrico brasileiro, sendo a tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus, a espécie mais cultivada em tanques-rede (Zimmermann e Hasper, 2003;
MPA, 2011), pois esse tipo de sistema de cultivo, alem do papel essencial de
confinamento, permite a maior troca de &gua com o ambiente, cuja funcdo é
influenciada pelo volume tanque-rede, forma e material constituintes do tanque.

Tanques-rede séo recintos fechados, com fio ou rede de malha. O tamanho da
malha retém a tilapia, mas permite a troca de dgua e remocao de residuos. Em tanques-
rede de grande volume (capacidade maiores de 5,0 m®), podem ser estocadas entre 50 a
100 tilapias macho e até 600 tilapias por metro cubico em tanques de pequeno volume
(menores de 5,0 m®) e alimentados com racdo nutricionalmente completa.

As pequenas gaiolas sdo mais produtivas por unidade de volume por causa da
troca de agua mais eficiente (Popma e Lovshin, 1995; Schmittou, 1997). Altas
densidades de estocagem (de 300 a 500 tilapias m™) podem ser utilizadas em tanques
com capacidade 1 a 4 m®, com uma producdo de 150 a 250 kg m™ de tilapias, como
evidenciou Schmittou (1997).

Entretanto, EL-Khaldi (2010) considerou que as altas densidades de estocagem
sdo estressores e pode afetar a fisiologia dos peixes em geral, assim uma densidade
intermediaria tende a aumentar a eficiéncia do crescimento e diminuir a incidéncia de
doengas.

Quando ndo é determinada a densidade populacional adequada, esta pode se

tornar um importante agente estressor na producdo, que pode desencadear nos peixes



respostas ao agente que irdo minimizar o estresse (Val et al., 2004). Segundo esses
autores, as classes de agentes estressores sdo quimicos, bioldgicos, fisicos e de manejo.
A densidade populacional impropria, entre outros, tais como o confinamento,
tratamento de doencas e transporte, € um agente estressor de manejo.

As respostas dos peixes ao agente estressor podem iniciar, basicamente, com a
liberag&o dos hormonios de estresse — catecolaminas e cortisol — consideradas respostas
primarias, passando por mudancas metabdlicas, fisiologicas e estruturais, que
constituem respostas secundarias, evoluindo para respostas terciarias quando ocorrem
alteracbes na totalidade do animal, na populacdo, nos padrbes de crescimento e
reproducéo (Val et al., 2004).

As densidades nas quais diferentes espécies podem ser estocadas € um
importante fator na determinacdo do custo de producdo. A densidade depende das
condicGes ambientais, fluxo de agua e nivel tecnolégico empregado na criagdo, fatores
intrinsecos muitas vezes para cada regido. Assim, é necessario determinar a densidade
de estocagem ideal para cada situacdo para obter a produtividade almejada (Brand&o et
al., 2004). Popma e Lovshin (1995) indicaram que rendimentos de 50 a 300 kg de
tilapia m™ sdo possiveis em tanques-rede.

Em truta arco-iris, North et al. (2006) verificaram que as interagdes bioldgicas
ndo produziram efeitos consistentes nas médias de crescimento ou alteracfes
fisioldgicas aparentes em densidades de estoque de 80 kg de truta m™.

Sampaio e Braga (2005) ndo constataram diferenca significativa no peso médio
final, bem como no ganho em peso total por peixe e ganho em peso diario por peixe em
tilapias niloticas da linhagem Chitralada, revertidos, na fase de engorda cultivadas em
densidades de 150, 200 e 250 tilapias m™, em tanques-rede com volume (til de 4,0 m°.
Paiva et al. (2008) utilizaram densidades de 200, 250 e 300 tilapias nil6ticas m™ em
tanques-rede de 1 m®, colocados em viveiros de 2.400 m? povoados e ndo povoados
com a mesma espécie, obtendo melhores resultados de ganho em peso
significativamente superiores em tilapias cultivadas em tanque-rede instalados em
viveiros ndo povoados. Os autores relataram que ndo houve diferenca de ganho em peso
nas densidades de 200 e 250 peixes m™.

Entretanto, Lambert e Dutil (2001) mostram que a densidade de estocagem pode
influenciar no consumo de alimento e, concomitantemente, no crescimento,

relacionados com as interagcbes sociais ou bioldgicas estabelecidas, como o



desenvolvimento de hierarquia, de territorialidade e estresses associados a altas
densidades.

O uso da tecnica de criacdo de peixes em tanques-rede visa 0 aumento da
produtividade por area de cultivo e, consequentemente, maior lucratividade. As perdas
econdmicas resultantes da combinagdo de técnicas de monitoramento aquéatico e de
manejo dos peixes e a falta de reconhecimento de agentes estressores na criacdo dos
animais podem levar a baixa produtividade e representam fatores de risco para 0s
piscicultores. Portanto, tornam-se necessarias pesquisas que visem melhorar os indices
de crescimento e de producdo de peixes, associados a qualidade do produto final,
(Resende, 2009).

O desempenho produtivo depende das caracteristicas sanitarias e estruturais do
animal. Um peixe sem alteraces morfoldgicas teciduais pode representar ganho em
peso, menor tempo de crescimento e melhor aproveitamento do alimento (Oba, 2009).

O manejo como densidades populacionais inadequadas, pode levar a
modificagdes estruturais de oOrgdos dos peixes, principalmente em sistemas de
confinamento como tanques-rede, que, em primeira instancia pode ndo mostrar
alteraces de produtividade (Mallat, 1985). Entretanto, em sistemas intensivos de
criacdo, que cada vez mais vem crescendo no pais, o confinamento sob baixas
densidades populacionais levam a baixa produtividade por area (Schmittou, 1997) e em
altas densidades podem acarretar outros tipos de estresse nos organismos por meio de
estressores quimicos, como baixos niveis de oxigénio, pH improprio, niveis impréprios
de amonio e nitrito e niveis improprios de cations e &nions presentes na agua que podem
levar a alteracGes histopatoldgicas (Mallat, 1985; Kubtiza, 1997; Monteiro et al., 1999).

Souza et al. (1998), ao cultivar tilapias niléticas em tanques de dimensdo média
de 45 x 85 x 1,0 m de profundidade, com fundo de terra e paredes inclinadas,
revestidas com tijolos em espelho, nas densidades 3; 6 e 9 peixes m™, mostraram que
ocorreu aumento dos teores de amdnia no ambiente com a elevacdo da densidade de
populacional de O. niloticus e encontrou menores valores de oxigénio dissolvido em
maiores densidades de estocagem. Os valores de oxigénio dissolvido foram
considerados toleraveis para a especie cultivada no experimento, pois a tilapia do Nilo
sobrevive em indices menores que 1,0 mg L. Contudo, a sobrevivéncia dos peixes ndo
descarta a possibilidade de alteragdes estruturais na morfologia dos tecidos das

branquias e do figado em densidades populacionais inadequadas.



1.2 Histologia de branquias

Em til&pias, como na maioria dos teledsteos, as branquias constituem o principal
orgdo responsavel pelas trocas gasosas, além de desempenharem papel essencial nos
processos de osmorregulacdo, equilibrio acido-basico e excrecdo de compostos
nitrogenados (Fontainhas-Fernandes et al., 2008; Tseng e Hwang, 2008; Torres et al.,
2010).

Nas tilapias, as branquias estdo localizadas simetricamente ao lado da cavidade
bucal e sdo constituidas por duas regides bem delimitadas, os arcos branquiais e 0S
filamentos branquiais. Quatro pares de arcos branquiais se estendem do piso até o teto
da cavidade vestibular, estrutura constituida por tecido 0sseo, coberto por uma
membrana serosa, associado com musculos estriados abdutor e adutor que facilitam o
movimento das branquias na respiracdo. Na membrana serosa passam 0S VasoS
sanguineos que irrigam os filamentos e retornam o sangue nas trocas gasosas (Torres et
al., 2010).

Cada arco branquial tem uma série de filamentos branquiais ou holobranquias,
cada um dos quais € constituido por duas metades, denominado de hemibranquias,
formadas pelas lamelas branquiais, que proporcionam uma grande superficie que
suporta as funcdes respiratoria e excretora. Filamentos branquiais sdo especializa¢des
constituidas por um suporte cartilaginoso central hialino, arteriolas aferentes e eferentes
e outros vasos anastomosados, compreendendo o seio venoso central. Eles sdo cobertos
com um epitélio plano simples e uma lamina prépria de tecido conjuntivo frouxo,
contiguo com o revestimento de arcos branquiais e da mucosa oral da cavidade bucal. A
evaginacao do epitélio do filamento aumenta a area de superficie das branquias e cada
lamela é formada por um envelope de células apoiadas sobre uma membrana basal,
suportadas por células pilares. Espacos entre células pilares, denominadas lacunas,
conectam arteriolas aferentes e eferentes A contratilidade de células pilares controlam o
diametro lacunar regulando assim o fluxo de sangue (Genten et al., 2009; Torres, 2010)

Células de cloro, cercadas por células pavimentosas achatadas, podem ser
observadas na juncao entre as lamelas primarias e as secundarias; sao estruturas-chave
na troca ionica por meio das branquias nos peixes teledsteos, secretam NaCl por meio
de um gradiente eletroquimico pela acdo de uma ATPase Na'/K® e participam da
regulacdo do balango &cido base e processos de aclimatacdo no bombeamento de sal

para dentro (Ca** e CI) em 4gua doce. Estas células coram fortemente com eosina e s&o



ricamente dotadas de mitocondrias intrinsecamente relacionadas com uma rede tubular
de reticulo endoplasmatico liso (Tseng e Hwang, 2008; Torres, 2010)

Outra populacdo de ceélulas presentes nos filamentos branquiais € as células
caliciformes produtoras de mucinas que produzem uma interface rica em muco entre 0s
peixes e seu ambiente aquoso proporcionando protecdo mecanica, além de participarem
na regulacdo idnica e protecdo imunolodgica, atuando como barreira contra agentes
patdgenos e substancias toxicas (Genten et al., 2009).

O epitélio da branquia é a principal superficie de contacto com o ambiente e na
presenca de agentes estressores, as brénquias podem exibir modificagdes que sdo
consideradas respostas de defesa, visto que algumas levam ao aumento da distancia
entre 0 meio externo e 0 meio interno, diminuindo a area da superficie em contato com
0 meio. Agentes estressores quimicos, fisicos ou bioldgicos induzem reacGes nos
tecidos causando distarbios circulatorios, como congestdo, telangectasia, edema e a
proliferacdo de células como a hiperplasia epitelial e de células mucosas, além de
processos inflamatdrios que podem levar a necrose dos tecidos (Garcia-Santos et al.,
2007; Fontainhas-Fernandes et al., 2008; Schram et al., 2010).

Telangectasia lamelar ou aneurisma é uma alteracdo caracteristica dos sinusoides
branquiais e esta associada a traumas fisicos ou quimicos. Apresenta-se ap0s manejos
mais severos e pode estar associada com lesdes parasitarias, residuos metabélicos ou
contaminantes quimicos. Quando muitas lamelas sdo afetadas, a funcdo respiratéria
pode diminuir especialmente em temperaturas altas, quando os niveis de oxigénio sdo
baixos e a demanda metabdlica ¢ alta (Santos, 2010).

Vaérios estudos realizados com O. niloticus tém demonstrado que a exposi¢édo
das branquias a poluentes ambientais produzem alteracfes nos filamentos branquiais
como o espessamento do epitélio filamentar, que podem advir da proliferagéo de células
de cloro e de células indiferenciadas do epitélio. A proliferacdo celular pode conduzir a
fusdo parcial ou total das lamelas branquiais (Schwaiger et al., 1997; Garcia-Santos et
al., 2007; Fontainhas-Fernandes et al., 2008; Reis et al., 2009).

As alteracOes histoldgicas, por exemplo, a fusdo lamelar, podem funcionar como
mecanismos de defesa, diminuindo a area de superficie da brénquia ou, também,
aumentando a barreira de difusdo ao agente poluente ou estressor; entretanto, a maior
dificuldade respiratoria pode induzir & vasodilatagdo, podendo levar ao aparecimento de
edemas e descolamento do epitélio branquial (Erkmen e Kolankaya, 2000). Em bagres

africanos (Clarias gariepinus), Schram (2010) detectou altera¢fes branquiais com o



aumento da concentracdo de amodnia na agua como 0 espessamento do epitélio
interlamelar e lamelar e a consequente reducdo do espaco interlamelar, bem como
hiperplasia basal com fusdo lamelar, além do aumento da secrecdo de muco quando
expostos a concentracdes elevadas de NHs. Ainda nesse caso, houve aumento das

células de cloro.

1.3 Histologia de figado

O figado da tilapia do Nilo (O. niloticus) € o maior 6rgdo extramural e é
formado por dois l6bulos que estdo relacionados com o intestino. A vesicula biliar é
bem desenvolvida e tem uma forma arredondada. O figado de tilapias é constituido pelo
estroma e pelo parénquima. O estroma recobre o 6rgdo, protegendo-o e dele partem
tabiques de tecido conjuntivo que fornecem sustentacdo ao orgao (Vicentini et al., 2005;
Torres et al., 2010).

O parénquima é formado por dois componentes: o figado e o péancreas. O
componente hepatico é constituido pelos hepatocitos e um sistema de condutos que
drenam a bile. Os hepatocitos sdo células poliédricas, grandes, geralmente com um
nacleo central e nucléolos caracteristicos, espalhados como corddes dispostos em duas
camadas celulares, e rodeado por sinusoides. Os ductos biliares s&o geralmente
encontrados perto da veia porta e eles sdo revestidos por epitélio cuboide simples
(Vicentini et al., 2005; Genten et al., 2009; Torres et al., 2010).

Ainda no parénquima hepatico identifica-se um tecido pancreatico exocrino
intra-hepatico, com um arranjo acinar e difuso. O pancreas, separado por corddes de
hepatdcitos por meio de uma camada delgada de septos de tecido conjuntivo, forma uma
massa de células acinosserosas, de forma piramidal, nicleo arredondado e citoplasma
contendo granulos de zimogénio (Genten et al., 2009).

Semelhantes aos mamiferos, as fungbes do figado incluem a assimilacdo de
nutrientes, a producdo de bile, desintoxicacdo, manutencdo da homeostase metabolica
do animal que inclui o processamento de carboidratos, proteinas, lipidios e vitaminas. O
figado também desempenha papel-chave na sintese de proteinas plasmaticas, como a
albumina e fibrinogénio. A histologia do figado varia entre espécies, mas existem
caracteristicas gerais que sdo encontradas na maioria das espécies. A estrutura hepatica
normalmente pode variar muito com o sexo, idade, alimentagdo disponivel

(especialmente no que diz respeito ao contetdo de glicogénio e gordura), ou



temperatura, e com influéncia do sistema enddcrino fortemente ligado ao meio ambiente
regulados nas condicdes de criacdo (Genten et al., 2009).

Os hepatdcitos podem ser considerados o primeiro alvo de toxicidade de uma
substancia, o que caracteriza o figado como um orgdo biomarcador da poluicédo
ambiental (Zelikoff, 1998). Alteracdes como vacuolizacdo dos hepatdcitos, reducdo do
estoque de glicogénio, inflamacédo, alteracdo no formato dos capilares sinusoides e
neoplasmas podem ser interpretados como respostas ao estresse ambiental, sendo,
considerados indicadores histopatoldgicos da qualidade do ambiente (Teh et al.1997;).

A histopatologia, integrada com outros métodos, como a bioquimica, a
imunologia, avaliacdo de crescimento e diagndstico de doencas, € utilizada para a
avaliacdo dos efeitos ambientais como a qualidade da agua e as condi¢des de internas de
peixes, resultantes, por exemplo, da nutricdo. Em casos de uma nutricdo inadequada,
observam-se alteragdes histolégicas no figado, sendo comumente reconhecidos
vacuolizacdo dos hepatocitos, degeneracdo gordurosa do figado, alteraces na atividade

metabolica, alteracdes no parénquima hepatico e necrose (Raskovié et al., 2011).
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Il - OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve o objetivo de analisar as alteracdes teciduais em
branquias e figado de tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, em diferentes densidades

de estocagem, cultivadas em tanques-rede, no rio do Corvo - PR.



111 — Andlise da histologia hepatica e branquial em tilapia do nilo (Oreochromis
niloticus) cultivadas em diferentes densidades em tanques-rede, no rio do Corvo-PR

RESUMO

O estudo teve como objetivo analisar as alteragfes teciduais em branquias e figado de
tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, cultivadas em tanques rede de 6,0 m® em
diferentes densidades de estocagem: 500, 1.000 e 1.500 peixes/tanque. Utilizou-se
delineamento experimental inteiramente casualizado, com trés tratamentos e 12
repeti¢des. Registros limnoldgicos foram tomados a cada 15 dias. Cortes de 6,0 pm de
espessura de amostras de figado foram coradas pelo método de coloragdo Hematoxilina-
Eosina - HE. Parte das amostras de branquias foi corada pelo HE para andlise
morfolégica de alteragBes branquiais e outra, submetida a técnica histoquimica Alcian
Blue + &cido periddico de Schiff - PAS. As condi¢des limnoldgicas encontravam-se nos
padrdes para o cultivo da espécie. Houve uma diminuicéo significativa na quantidade de
células produtoras de mucinas acidas inversamente a densidade de estocagem, contudo
ndo ocorreram diferencas significativas na quantidade de células produtoras de mucinas
neutras entre os tratamentos, em menor quantidade que as acidas. Ocorreram diferencgas
significativas na presenca de elevacdo epitelial, fusdo lamelar, hiperplasia de células
epiteliais, sendo que os tanques com 500 peixes apresentaram valores médios inferiores
dessas alteragBes e maior valor médio de telangectasias. A analise das variaveis
morfométricas dos hepatocitos, em geral, ndo mostrou diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos. As andlises dos tecidos possibilitaram verificar a
sanidade dos tecidos hepatico e branquial de tilapias do Nilo cultivadas em diferentes

densidades de estocagem.

Palavras-chave: desempenho, mucinas, alteragdes branquiais, hepatdcitos
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Liver and gill histological analysis in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) cultured

at different densities in net- tanks in the river corvo in Parand state
ABSTRACT

The study analyzed the tissue changes in gills and liver of Nile tilapia, (Oreochromis
niloticus) grown in net tanks of 6.0 m* at different stocking densities: 500, 1000 and
1500 fish/tank. We used a completely randomized design with three treatments and 12
replications. Limnological parameters were measured every 15 days. Sections of 6.0 um
thick of liver were stained by hematoxylin-eosin method (HE). Portions of the gills
were stained by HE for morphological analysis of gill changes as the others were
submitted to histochemical technique Alcian Blue + PAS. Limnological conditions were
within the standards for species growing. The higher storage density present a
significant decrease in the quantity of cells producing acid mucin, however there were
no significant differences in the quantity of cells producing neutral mucin among
treatments which also were in less quantity than acids. There were significant
differences in the presence of epithelial lifting, lamellar fusion, hyperplasia of epithelial
cell and tanks with 500 fish had lower average values of these changes and higher mean
of telangiectasia.. The analysis of morphometric data of hepatocytes, in general, showed
no statistically differences among treatments. Analyses of tissues allowed observing the

health of liver and gill tissues of tilapia grown in different stocking densities.

Keywords: performance, mucins, gill changes, hepatocytes
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Introducéo

O manejo adequado, que atestem a sanidade dos organismos aquaticos
utilizados na alimentacdo humana, tem sido objeto de estudos nas ultimas décadas,
na busca de atender um mercado cada vez mais preocupado com a oferta de produtos
com garantias sanitarias, ambientais e sociais na produgdo (Ostrensky, 2007;
Resende, 2009).

Entre os organismos aquaticos, destaca-se a producdo de peixes, um
empreendimento em franca expansdo em um pais de clima favoravel e um grande
potencial hidrico, além de &reas disponiveis para a implantacdo da piscicultura
industrial (Bozano, 2002). Atualmente, na América do Sul, o Brasil tem-se
destacado pela forte expansdo e continuo crescimento da aquicultura, com destaque
para a producdo de peixes (57,9%), seguida pela producdo de crustaceos e moluscos,
que totalizam conjuntamente 42,1% (FAO, 2012).

No Brasil, a intensificacdo nos sistemas de producdo aquicola nacional de
origem continental teve um incremento de 38%, sendo a tildpia a espécie mais
cultivada, representando 46,62% da produgdo nacional de pescado da aquicultura
continental, no periodo de 2010 a 2011 (MPA, 2011).

Nesse contexto, com a intensificacdo nos sistemas de producao, a sanidade de
organismos aquaticos passou a ter grande importancia. Buscar o equilibrio dos
sistemas, entre os organismos cultivados, organismos oportunistas e patégenos e o
ambiente requer a incorporagdo de formas de prevencdo para a melhoria do sistema
de producdo. Diferentes métodos de validacdo do estado sanitario dos organismos
aquaticos podem levar a melhoria do desempenho, com aumento significativo da
produtividade. Entre estes métodos, o diagnodstico parasitolégico, hematoldgico e
histopatoldgico, integrado com a nutricdo, manejo do cultivo, monitoramento
ambiental e outros fatores componentes do sistema produtivo apresentam-se como
ferramentas para a andlise e prevencdo da sanidade dos organismos cultivados
(Resende, 2009; Sampaio et al., 2013).

O desempenho produtivo depende das caracteristicas sanitarias e estruturais
do animal. Um peixe sem alteracdes morfologicas teciduais pode representar ganho
em peso, menor tempo de crescimento e melhor aproveitamento do alimento. O
manejo, como densidades populacionais, especifico para cada tipo de sistema de

producdo e condigbes ambientais pode levar a modificacdes estruturais de érgaos de



15

peixes, principalmente em sistemas de confinamento como tanques-rede, que, em
primeira instdncia pode ndo mostrar alteragdes de produtividade (Mallat, 1985;
Monteiro et al., 1999).

As lesBes histologicas sdo indicadores da salde e estresse ambiental (Santos,
2010) e, no que tange as branquias, nos peixes teledsteos, o intimo contato com a
agua faz esse 6rgdo responder a quaisquer modificacdes do meio aquéatico, sejam
estressores quimicos, fisicos ou biologicos (Arellano et al., 1999). Esses agentes
induzem reacdes nos tecidos causando disturbios circulatérios, como congestéo,
telangectasia, edema e a proliferacdo de células como a hiperplasia epitelial e de
células mucosas, além de processos inflamatérios que podem levar a necrose dos
tecidos (Garcia-Santos et al., 2007; Fontainhas-Fernandes et al., 2008; Schram et al.,
2010).

Os hepatocitos podem ser considerados o primeiro alvo de toxicidade de uma
substancia, o que caracteriza o figado como um 6rgdo biomarcador da poluicéo
ambiental (Zelikoff, 1998). Alteracfes como vacuolizacdo dos hepatdcitos, reducédo
do estoque de glicogénio, inflamacéo, alteracdo no formato dos capilares sinusoides
e neoplasmas podem ser interpretados como respostas ao estresse ambiental, sendo,
considerados indicadores histopatolégicos da qualidade do ambiente (Teh et
al.,1997).

A realizacdo deste estudo teve como objetivo a anélise das alteracGes
teciduais em branquias e figado de tilapias do Nilo, O. niloticus, em diferentes
densidades de estocagem, cultivadas em tanques-rede.

Material e Métodos

O estudo foi realizado no rio do Corvo, afluente do rio Paranapanema,
tributario do reservatdrio da hidrelétrica de Rosana e delimita os municipios de
Diamante do Norte e Terra Rica no Estado do Parand com acesso no km 52 da PR
557 (Figura 1). O experimento foi realizado num periodo de 110 dias a partir da sua
implantacédo, em setembro de 2011.
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7o

Figura 1 — Localizacdo da estacdo experimental da Universidade Estadual de Maringa,

no rio do Corvo (52°45°W; 22°45°S), municipio de Diamante do Norte, Parand, Brasil.
Fonte: Google Maps modificado.

Para a analise histolégica de branquias e de figado, a unidade experimental foi o
peixe, utilizando delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos e 12
repeticBes. Os tratamentos foram constituidos por diferentes densidades de estocagem:
500 peixes/tanque (83 peixes m?; TR500), 1.000 peixes/tanque (167 peixes m™;
TR1000) e 1.500 peixes/tanque (250 peixes m™; TR1500). Foram distribuidas 18.000
tilapias do Nilo pos-revertidas, da linhagem GIFT (Genetic Improvement of Farmed
Tilapia), provenientes da piscicultura Sgarbi (Palotina-PR), com peso médio vivo inicial
de 81,32 g + 4,70, denominadas de peixes iniciais (PI).

Foram analisadas as alteracdes histologicas em branquias e figado resultante do
manejo de trés diferentes densidades de estocagem (500, 1.000 e 1.500 peixes por
tanque-rede), em tanques-rede com capacidade de 6,0 m® Gteis (dimensdes de 2 m/2
m/1.70 m).

Os tanques utilizados apresentam estrutura de aluminio, recobertas de telas de
arame galvanizado, revestidos com PVC, malha de 3/4 de polegada, com cobertura e
boias de flutuacao.

Os tanques-rede foram dispostos conforme esquema a seguir (Figura 2),
organizados em baterias de dois tanques, com espacamento de 2,0 m entre si. Foram
dispostas nove baterias distantes 40 m entre si.
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Figura 2 — Desenho esquematico da distribuicdo dos 18 tanques-rede no delineamento
experimental e dos pontos (P1 a P5) de amostragem das variaveis limnoldgicas no rio
do Corvo. P1: &rea sem cultivo de peixe a montante; P2: densidade de 83 peixes m3;
P3: densidade de 167 peixes m?3; P4: densidade de 250 peixes m™ e P5: area sem cultivo
de peixe a jusante.

Até uma semana anterior ao inicio do experimento os peixes foram alimentados
com ragdo comercial com 40% de proteina bruta e apos a distribui¢do nos tanques-rede
com diferentes densidades até a despesca dos animais, com ragcdo comercial com 32%
de proteina bruta e granulometria de 8 mm. A dieta obedeceu as normas de manejo
aplicado na Estacdo Experimental do rio do Corvo da Universidade Estadual de
Maringa, ofertadas duas vezes ao dia (as 9 h e as 17 h), em quantidade determinada no
inicio e durante o experimento, em funcao da biomassa total do tanque e da temperatura
da &gua.

Foram realizados registros de parametros ambientais fisicos e quimicos em um
intervalo aproximado de 15 dias durante o periodo experimental, tomando-se as
medidas da transparéncia da agua, mensurada com um disco de Secchi as 14 h;
temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg L™) mensurados com um oximetro F-1050
YSI; pH obtido com um pHmetro portatil Master F-1002 e condutividade elétrica obtida
com um condutivimetro modelo CD-860, sendo estas determinadas in situ. Foram
tomadas medidas em trés niveis de profundidade da coluna d’agua: superficie (20 cm),

intermediario (2 m) e fundo (entre 6 a 9 m) em trés pontos proximos a linha mediana da
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localizacdo dos tanques-rede em relacdo & margem do rio e dois pontos distantes 100 m
dos tanques tanto a montante quanto a jusante.

Na implantacdo do experimento, oito tilapias do Nilo (O. niloticus) foram
sacrificadas por seccdo da medula cervical, apds serem anestesiadas com benzocaina
(1 9/10 mL de &lcool/10L de agua) (Stoskopf, 1993). O figado e os arcos branquiais
foram removidos, lavados em solucdo fisioldgica (NaCl 0,9%) e processadas as
amostras de figado (por¢do mediana do lobo esquerdo) e branquias (segundo arco
branquial direito).

Ao final do periodo experimental, tanto para a analise da morfometria do figado
como para a analise das alteracBes branquiais e quantidade de células mucosa foram
retirados 12 peixes por tratamento (2 peixes/repeticao), totalizando 36 peixes, dos quais
foram coletados os materiais para as analises.

As amostras foram fixadas em solugdo de Bouin aquoso (BEHMER, 1976) e
posteriormente transferidas para frascos contendo &lcool 70% para conservagao do
material.

As andlises histologicas do figado e das branquias foram realizadas no
Laboratdrio de Histotécnica Animal do Departamento de Morfologia da Universidade
Estadual de Maringa. A preparacdo do figado e das branquias foi realizada segundo a
rotina do laboratorio.

O material foi desidratado pelas passagens em séries crescentes de alcodis,
diafanizado em xilol e incluido em parafina, para a obtencdo de cortes transversais
semisseriados, com 6,0 um de espessura para o figado e branquias, com auxilio de
microtomo rotativo LEICA, no Laboratério de Histotécnica Animal do Departamento
de Morfologia da Universidade Estadual de Maringa.

Amostras do figado foram processadas e coradas pelo método de Hematoxilina e
Eosina - HE (Behmer et al., 1976) para analise da &rea dos hepatdcitos, posicdo do
nucleo (centralizado ou periférico), vacuolizacédo do citoplasma hepatico e determinacao
do nimero de hepatocitos por area.

Para a analise da vacuolizacdo utilizou-se 0 método semiquantitativo, adaptado
em escala crescente de valores médios de vacuoliza¢do (VMV):

Nivel 1 = vacuolizagéo leve.

Nivel 2 = vacuolizacdo moderada e pontual.

Nivel 3 = vacuolizagdo severa e extensa.
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Foram avaliadas 20 imagens por animal, totalizando 240 imagens por
tratamento, conferindo a cada imagem um nivel de vacuolizacdo, das quais foi
calculado o valor médio de niveis de vacuolizacdo para o tratamento. O mesmo
procedimento foi realizado para oito peixes iniciais (160 imagens) na implantacdo do
experimento a fim de verificar o estado de vacuoliza¢do dos hepatdcitos.

Estas avaliagOes foram realizadas com auxilio de software de anélise de imagem
Image Pro Plus® (version 4.5, Media Cybernetics, USA).

As analises morfométricas dos hepatocitos, independente da tecnica, foram
realizadas a partir de imagens capturadas em microscopio Optico Olympus BX41
acoplado com cédmera QColor 3 Olympus, utilizando objetiva de 40X em quatro
imagens por corte (20 imagens/animal), totalizando 240 imagens/tratamento. De cada
imagem foi mensurada a area de 50 hepatdcitos (1.000 hepatocitos/animal), perfazendo
12.000 hepatocitos/tratamento. Foi determinado o nimero de hepatécitos da area total
de 240 imagens/tratamento, subtraida a area ocupada pela veia central. Nessas imagens
foi observada a posicdo do nucleo dos hepatdcitos (periférica ou centralizada) e a
vacuolizacdo do citoplasma. A area total da imagem foi 14081,50 pm?, da qual se
subtrairam 1385,02 um? da area ocupada pela veia central, obtendo-se a &rea dtil
utilizada para as medices de 12696,48 um?.

Amostras das branquias foram coradas pelo método usual de Hematoxilina-
Eosina — HE (Behmer et al., 1976), para analise morfoldgica e verificacdo de possiveis
alteracfes branquiais utilizando o método semiquantitativo proposto por Schwaiger et
al. (1997), adaptado em escala crescente de valores médios de alteragdo (VMA),
dependendo do grau de severidade das lesdes, descritas por Mallatt (1985), de acordo
com a seguinte escala:

Nivel 1 = nenhuma alterag&o histoldgica.

Nivel 2 = alteraces leves.

Nivel 3 = altera¢cbes moderadas e pontuais.

Nivel 4 = alteracdes severas e extensas.

Com base nesta escala, um valor médio de alteracdo histolégica (VMA) foi
conferido para cada animal. A partir dos dados individuais foi calculada a média de
VMA para cada tratamento. A ocorréncia e frequéncia das alteracdes: hiperplasia, fuséo
lamelar, elevacdo epitelial e telangectasia foram analisadas em quatro cortes
histoldgicas por animal (36 cortes por tratamento), em microscopio de luz (Olympus
CX31RBSFA) e objetiva de 40X.
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Parte das amostras foram submetidas a técnica histoquimica Alcian Blue + acido
periodico de Schiff (PAS) modificada (Alcian Blue pH 2,5), para a evidenciacdo das
células produtoras de mucinas neutras e mucinas acidas e posterior analise quantitativa.
Esta andlise foi realizada a partir de imagens capturadas em microscopio optico
Olympus BX41 acoplado com cdmera QColor 3 Olympus, utilizando objetiva de 40X.
Para avaliar o nimero de células mucosas utilizou-se toda a extensdo de um filamento
branquial intacto, dividido em trés regides: proximal ao rastelo, denominada de regido
basal (B); em posicdo intermediaria (1) e a regido mais distal do rastelo, denominada
apical (A), obtendo-se sete imagens/regido em cada corte, totalizando 28 imagens por
regido e 84 imagens/animal, perfazendo um total de 1.008 imagens/tratamento. Estas
medidas foram realizadas com auxilio de software de analise de imagem Image Pro
Plus® (version 4.5, Media Cybernetics, USA).

As analises estatisticas foram executadas no programa de analise estatistica R
(versdo 3.0.2). Foi aplicado o teste de normalidade Shapiro-Wilk para cada variavel
para a verificacdo da normalidade dos dados obtidos.

Nos dados, quando apresentado normalidade, foi aplicado o modelo linear
generalizado com distribuicdo de Gauss e submetidos a analise de variancia-Anova,
para cada variavel resposta em nivel de 5% de significancia. Quando ndo apresentou
normalidade foi aplicada a distribuicdo de Poisson e teste qui-quadrado. Os dados foram
analisados a 5% de probabilidade.

Para a analise estatistica dos valores médios de alteracdes (VMA) em filamentos
branquiais utilizou-se a distribuicdo Gamma e teste F, a 5% de significancia.

O protocolo do projeto foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso de
Animais em Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringa pelo parecer n°
057/2012, emitido em abril de 2012.

Resultados e Discussao

Os valores médios dos parametros ambientais fisicos e quimicos no periodo do
experimento encontram-se na faixa considerada adequada para o cultivo da tilapia do
Nilo (O. niloticus) (Popma e Lovshin 1996; Kubitza 2000; Ribeiro 2001; Marengoni
2006) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Média + desvio-padrdo (DP) dos parametros ambientais fisicos e quimicos
no periodo execugdo do experimento.

Variavel Area amostrada
Média £DP
Profundidade (m) 7,5+0,7
Temperatura (°C) 24,9429
pH 6,8+0,4
Condutividade elétrica (uS cm™) 0,05+0,04
Oxigénio (mg L™) 5,5+1,2

O crescimento de tilapias € influenciado pela genética, bem como a quantidade e
qualidade dos alimentos, a qualidade da &gua, a temperatura da agua, o sexo, a idade, o
tamanho, a salde e densidade (Popma e Lovshin, 1995).

As interacGes bioldgicas no sistema de producdo intensiva, como a producdo de
tilapias em tanques-rede, podem levar esses animais a uma situacéo de estresse cronico,
resultantes da utilizacdo de altas densidades de estocagem. Esse fator somado a
deterioracdo da qualidade da agua por produtos quimicos ou produtos da excre¢cdo dos
animais pode trazer efeitos danosos a salde do peixe e causar alteracGes e lesdes
histoldgicas, além de aumentar a susceptibilidade do animal a doengas infecciosas (Oba
et al., 2009). O monitoramento de variaveis fisico-quimicas e bioldgicas de qualidade da
agua, da qualidade dos sedimentos e da fauna macrobenténica, associado a técnicas de
monitoramento do desempenho zootécnico, a avaliacdo de biomarcadores fisiol6gicos e
a dindmica de contaminantes nos diferentes sistemas séo partes da organizagao espacial
e da dimensdo manejo, nutricdo e sanidade na aquicultura (Sampaio et al., 2013) que
pode minimizar os efeitos de uma situacdo de estresse num empreendimento aquicola.

A sanidade em peixes pode ter como indicadores o controle e registro de
sintomas aparentes e comportamentais (Sampaio et al., 2013). Iwama (1998) afirmou
que respostas comportamentais e fisiolégicas a um estressor estdo intimamente
relacionadas e, em resposta a um estressor, como manipulagdo ou aglomeracdo (altas
densidades de estocagem, por exemplo), o peixe desencadeara alteracfes bioquimicas e
fisioldgicas para compensar o desafio imposto, cujas alteraces tém sido classificadas
como respostas primaria (rapida liberagdo de horménios do estresse, como
catecolaminas e cortisol, na circulacéo), secundarias (hormonios do estresse ativam vias
metabolicas que resultam em alteragdes na quimica do sangue e hematologica) e
terciaria (mudangas inteiras de animais pode ocorrer como resultado da demanda de

energia reforgada associada com o estresse).
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Em tildpias, como na maioria dos teledsteos, as branquias constituem o principal
Orgdo responsavel pelas trocas gasosas, além de desempenharem papel essencial nos
processos de osmorregulacdo, equilibrio acido-basico e excrecdo de compostos nitrogenados
(Fontainhas-Fernandes et al., 2008; Tseng e Hwang, 2008; Torres et al., 2010).

Para conservar as func@es fisiologicas quando ocorrem mudangas no meio, 0s
peixes podem desenvolver estratégias adaptativas como alteracdes morfoldgicas da
branquia, como, por exemplo, hiperplasia de células produtoras de muco, que
contribuem para a protecdo do animal em relacdo as flutuacdes dos parametros do
ambiente aquatico. A densidade de estocagem pode afetar as interacdes bioldgicas entre
0s animais, alterando a quantidade das células produtoras de muco, sendo, portanto
passivel a analise dessa forma de protecdo. Breseguelo et al. (2004), analisando a
producdo de mucinas em branquias de peixe guaru (Poecilia vivipara), constataram que
alteracOes do epitélio branquial podem indicar uma adaptacdo ao meio para o retorno a
homeostasia, caracterizando mais uma protecao as superficies teciduais.

Os valores obtidos para 0 numero de células produtoras de muco no experimento
mostrou que, de forma geral, células produtoras de mucinas acidas encontravam-se em
maior quantidade que células produzindo mucinas neutras (Tabela 2). Esse fator pode
ser um indicativo das condi¢cbes ambientais adequadas ao cultivo da tilapia do Nilo,
considerando que as mucinas acidas sdo mais sollveis que as neutras quando a

qualidade da 4gua ndo se encontra alterada (Myers et al., 2008; Reis et al., 2009).

Tabela 2 — Média * desvio-padrdo do numero de células mucosas, produtoras de
mucinas acidas e de mucinas neutras, presentes na regido apical, intermediaria e basal
de filamentos branquiais de tilapias do Nilo em peixes iniciais (PI) e cultivadas em
densidades de 500, 1.000 e 1.500 peixes/tanque rede com capacidade (til de 6,0 m®,

Posicio Acidas
Pl TR500 TR1000 TR1500
A 709,87+181,27°  1035,41+592 54"  01508+276,92%  789,33+307,33%
I 49525+14589°  623,41+328.36"" 549,91+301,11%°  494,00+165,83"
B 469,25+173,22°  518,25+252.88"° 483,16+256,91%°  379,75+153,25°
Total 1674,37+421,78 2177,07 A 1948,15°° 1663,08°
Neutras
Pl TR500 TR1000 TR1500
A 338,12+184,21%  491,83+126,97 *  406,66+156,82 %  513,58+96,37 "
I 180,25+62,98 ° 265,00+89,29 ©° 354,83+131,11"°  322,08+93,54 B
B 185,87+76,29 ° 248,41+62,19 A° 307,25+71,94 A° 256,66+68,86 “°
Total 704,25+310,11 1005,24 A 1068,74% 1092,32 4

Na mesma linha, médias com letras maiUsculas diferentes indicam diferencas significativas (P<0,05).
Na mesma coluna, médias com letras mintsculas diferentes indicam diferencas significativas (P<0,05).
A: Apice; I: Intermediério; B: Basal.
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No presente estudo, houve uma diminuigdo significativa na quantidade de
células produtoras de mucinas &cidas inversamente proporcionais a densidade de
estocagem. Portanto, as trocas gasosas em TR500 sdo mais eficientes que em TR1000 e
esse, por sua vez, mais que em TR1500, pois células produtoras de mucinas acidas nas
branquias produzem muco mais fluido, permitindo maior interacdo entre o epitélio
branquial e 0 meio aquético (Reis et al., 2009).

A comparacdo da quantidade de células produtoras de mucinas acidas e neutras,
quando consideradas as regides do filamento branquial (Figura 3) mostrou maior
quantidade na regido apical e uma tendéncia a diminuicdo desse nimero em direcdo a
regido basal, que corroboram a maior interacdo da regido apical do epitélio branquial

com o0 meio aquatico (Tabela 2).

ra

Figur 3 Regic”)e de filamentos b nqiais normais. Al. regido apical, BZ.Areiéo
intermediaria; C3. regido basal. PAS+Alcian Blue; 20X (Barra=10um).

As mucinas neutras sdo mais densas que as mucinas acidas, promovendo maior
protecdo e lubrificacdo das células epiteliais branquiais em ambientes contendo
substancias abrasivas, toxicas ou irritantes (Shiraishi et al., 2009). As boas condi¢des
ambientais podem ser confirmadas ao se observar que ndo houve diferencas
significativas no total de células produtoras de mucinas neutras nos diferentes
tratamentos (Figura 4).

Lima et al. (2006) mostraram que em sistemas de cultivo intensivo, a elevacao das
densidades de animais e 0 manejo exigido pela atividade ocasionam estresse, podendo
interferir no desempenho dos peixes e consideraram ainda, que entre as respostas ao
estresse, 0s peixes podem aumentar a demanda de absorcdo de oxigénio pelas branquias,
em funcdo do aumento da taxa de ventilacdo, estimulando o fluxo branquial e a capacidade
de difusdo do oxigénio, principalmente, pelas catecolaminas circulantes (adrenalina e
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noradrenalina), liberadas na circulacdo em condi¢Ges que requerem um incremento no
transporte de oxigénio do sangue e na mobilizacdo de substratos energéticos, como da

glicose hepatica e de &cidos graxos livres.

Figura 4 Celulas produtoras de mucinas aC|das (MA) e celulas produtoras de mucinas
neutras (MN) das regides de um filamento branquial; TR500: B1: regi&o apical. B2: regido
intermediéria. B3: regido basal. PAS + Alcian Blue, 40X (Barra = 10um); TR1000: C1:
regido apical. C2: regido intermediéria. C3: regido basal. PAS + Alcian Blue, 40X (Barra =
10um); TR1500: D1: regido apical. D2: regido intermedidria. D3: regido basal. PAS +
Alcian Blue, 40X (Barra = 10um).

A realocacdo de energia é o mecanismo de adaptacéo ao estresse agudo gquanto no
estresse cronico; essa realocacdo ocorre em direcdo as atividades de restauracdo da
homeostase, como respiracéo, locomocéo, balanco hidromineral e reparagdo de tecidos em
detrimento as atividades de alta demanda energética, como a reproducéo e crescimento
(Lima et al., 2006). Mallat (1985) apontou que, dependendo da severidade do processo, as
fungdes branquiais poderdo ser comprometidas.

A quantidade total de células produtoras de mucinas acidas em branquias retiradas
de peixes iniciais, préxima ao valor encontrado em TR1500, pode ser pelo estresse que
esses individuos foram submetidos durante o transporte e a implantacéo do experimento.
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Os valores médios das alteragBes histoldgicas (Figura 5) na analise dos filamentos
branquiais de tildpia do Nilo mostraram diferencas significativas entre os tratamentos
(Tabela 3).

** Vs N S

E5 = A0 57 \[

Figura 5 — E1: Filamento branquial normal no inicio do experimento. HE, 40X. (Barra =

10um); E2: Telangectasia (TI), fusdo lamelar total (FLT) em TR1500. HE, 40X (Barra =

10um); E3: Detalhe de Telangectasia (Tl) em TR1500. HE, 100X (Barra = 10um): E4:

Hiperplasia de células do epitélio (HpCE), com fusdo parcial da lamela (FLP) em

TR1500. HE, 100X (Barra = 10um); E5: Hiperplasia de células mucosa (HpCM).

PAS+Alcian Blue. 40X (Barra = 10um); E6: Elevacdo epitelial (EE) com edema

intersticial (EI) em TR1500, detalhe com parasito monogenoidea presente na lamela
branquial (Pr). PAS+Alcian Blue. 40X (Barra = 10um).
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Tabela 3 — Valores médios de alteracdo (VMA) presentes nos filamentos branquiais de
tilapias do Nilo em peixes iniciais (PI) e cultivadas em densidades de 500, 1.000 e 1.500
peixes/tanque-rede com capacidade Gtil de 6,0 m®.

~ Tratamentos
Alteracdo Pl T500 T1000 T1500
Elevacdo epitelial 2,13+0,64 266+089b 283+0,39ab 3,00+0,60a
Fuséo lamelar 2,13+0,35 291+067b 3,16+0,72a 3,16 £0,58 a
Hiperplasia 2,63+0,74 350+052b 3,50+0,52b 3,75+0,45a
Telangectasia 2,13+0,52 241+100a 241+100a 1,83+0,60 b

Na mesma linha, médias com letras diferentes indicam diferengas significativas (P<0,05).

A fusdo lamelar, com valores médios de alteragdo maiores nos tanques de 1.000 e
1.500 peixes, pode acarretar o colapso da estrutura dos filamentos branquiais decorrente da
adesdo das células epiteliais com o sistema de sustentacdo das células pilares. As alteracdes
histologicas, como a fusdo lamelar, podem funcionar como mecanismos de defesa,
diminuindo a &rea de superficie da branquia ou, também, aumentando a barreira de difuséo
ao agente poluente ou estressor; entretanto, a maior dificuldade respiratoria pode induzir a
vasodilatacdo, podendo levar ao aparecimento de edemas e descolamento do epitélio
branquial (Erkmen e Kolankaya, 2000).

Schwaiger et al. (1997) consideraram que o levantamento do epitélio lamelar
aumenta a distancia de difusdo dos agentes estressores ambientais, como poluentes
quimicos, sendo também um mecanismo adaptativo para protecdo do animal e manutencéao
da homeostase. Contudo, essa alteragdo pode indicar o aparecimento de patologias pelo
prejuizo das trocas gasosas que acarretam, induzindo a vasodilatacdo do eixo vascular
acarretando a ruptura das células pilar e, consequentemente, a desagregacdo da estrutura de
suporte que levam ao aparecimento de aneurismas lamelares ou as telangectasias (Garcia-
Santos, 2007).

As telangectasias em peixes sdo bastante frequentes em animais expostos a
poluentes e sdo fartamente descritas em estudos ambientais ha algumas décadas (Mallat,
1985; Arellano et al., 2000; Garcia-Santos et al., 2006; Fontainhas-Fernandes et al., 2008).

Os resultados obtidos para os valores medios de alteracbes nos filamentos
branquiais mostram que a densidade de 500 peixes/tanque demonstra menor media de
alteracdes quanto a elevacdo epitelial, fusdo lamelar e hiperplasia em relacdo ao tratamento
com 1.500 peixes/tanque. Estatisticamente, o tratamento com 1.000 peixes/tanque é igual
aos demais para elevacao epitelial. J& para fusdo lamelar e hiperplasia, igual & densidade de

500 peixes/tanque e 1.500 peixes/tanque, respectivamente.
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Em relagéo a telangectasia foi observado um fendmeno inverso com maior média de
ocorréncia nos tratamentos 500 peixes/tanque e 1.000 peixes/tanque em relagdo ao tratamento
com 1.500 peixes/tanque, que demonstram que pode ter ocorrido uma inducéo a formacéo de
aneurismas mais frequentemente pela maior media de presenca de elevacdes epiteliais.

Cavichiolo (2009) considerou que em cultivo de tildpias é comum a presenca de
hiperplasia das células de filamentos branquiais e fusdo lamelar em resposta a algum
processo inflamatdrio. A inflamacdo é caracterizada pela producdo de exsudatos e de
celulas para a protecdo do tecido lesado e uma vez cessada a acdo do agente causador, 0
tecido pode ser reparado ou regenerado, ocorrendo a repopulacdo das células (Moraes e
Moraes, 2009). A criacdo de peixes em tanques-rede, caracterizada pelas altas densidades
de estocagem e niveis elevados de arracoamento, aumenta as situacBes de estresse e,
consequentemente, pode ocorrer inibicdo das funcbes digestivas, reprodutoras, imunes e de
crescimento nos peixes, levando aos surtos de enfermidades causadas por agentes
patogénicos e oportunistas. As interagdes bioldgicas como as interagdes de dominancia
entre os individuos é caracteristica entre as tilapias do Nilo; peixes hierarquicamente
subordinados podem desenvolver danos anatdbmicos como crescimento reduzido e
alteracdes patoldgicas no tecido gastrintestinal que podem ser reduzidos com boas préaticas
de manejo na criacdo dos peixes (Franci, 2005; Oba, 2009).

A visdo macroscoépica de figados de tilapias do Nilo mostrou a organizacdo desse
6rgdo em dois lobos, sendo que o lobo esquerdo é maior e se espalha na cavidade corporal.
Observaram-se figados de coloracdo vermelha amarronzada, de textura firme e superficie
lisa, bem como outros com coloragdo amarelada, fridveis ao tato e superficie opaca. Esse
ultimo foi verificado principalmente na avaliacdo do figado na implantacdo do experimento,
quando as tilapias apresentavam peso médio vivo de 81,32+4,70 g. Bruslé e Anadon (1996)
consideraram que a coloragdo amarelada se deve a elevados estoques de gordura no figado.

Microscopicamente, o parénquima hepatico € formado por hepatdcitos, que
constituem cerca de 80% das células do 6rgdo (Cavichiolo, 2009), dispostos em dois
corddes entre dois sinusoides. Em condices ideais, cada hepatdcito pode apresentar um ou
dois nucleos de forma arredondada, centralizados, com um ou mais nucléolos bem
evidentes (Vicentini et al., 2005, Cavichiolo, 2009).

Em todos os tratamentos, a maioria das células apresentava o ndcleo em posicao
mais periférica e poucos hepatdcitos continham dois nucleos. Na maioria dos peixes
observados ndo foi possivel distinguir com clareza os I6bulos hepéaticos, com a formacéao

caracteristica poliédrica e organizacao radial.
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ObservagBes microscopicas permitiram a visualizacdo de varios tecidos
pancreéticos exocrinos intra-hepéaticos, com disposi¢éo acinar e difusos no parénquima do
tecido hepatico (Figura 6) e presenca de células com caracteristicas de células adiposas

nesse tecido.

Figura 6 — Visualizacdo de células com caracteristicas de células adiposas (CCA) no
hepatopancreas de diferentes tratamentos: F1: TR500 — PAS 20X (Barra = 10um); F2:
TR1000 — PAS 10X (Barra = 10um); F3: TR1500 — PAS 20X (Barra = 10um). Tecido
pancreatico exdcrino (Pex) intra-hepatico, com disposicdo acinar e difuso no
parénquima do tecido hepatico (PH): F4 (TR500), F5 (TR1000) e F6 (TR1500) HE 40X
(Barra = 10um).

Na implantagdo do experimento, utilizando o método semiquantitativo, observou-se
que 70% dos peixes apresentavam uma vacuolizagdo extensas nos hepatocitos (nivel 3) e
30% moderada e pontual (nivel 2) e nicleos localizados mais perifericamente.

Ao final do experimento, verificou-se que ndo houve diferencgas significativas

entre os tratamentos nos niveis de vacuoliza¢do dos hepatdcitos (Tabela 4).

Tabela 4 — Probabilidade de ocorréncia de vacuolizacdo em hepatdcitos de tilapias do
Nilo em peixes iniciais (Pl) e cultivadas em densidades de 500, 1.000 e 1.500
peixes/tanque-rede com capacidade Util de 6,0 m®,

Probabilidade média de

ocorréncia de Tratamento

vacuolizacao (%)

Pl TR500 TR1000 TR1500
Nivel 1 0 17,08+20,61 ° 8,75+14,32 ° 541+8,11°
Nivel 2 30,00 26,25+17,73 ¢ 21,25+20,57 ° 21,25+19,67 °
Nivel 3 70,00 56,66+34,53 ° 70,00429,70 ° 73,33+26,83 °

Na mesma linha, médias com letras diferentes indicam diferencas significativas (P<0,05)
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Os dados de vacuolizacdo dos hepatdcitos corroboram o deslocamento do nucleo
para a periferia, um indicativo de grande presenca de gorduras no figado dos peixes
(Graciano et al., 2010). Nos teledsteos, entre as diversas funcdes do figado, destaca-se a
capacidade desse 6rgdo para armazenar glicogénio e lipidios; o glicogénio é armazenado de
forma mais dispersa no citoplasma, enquanto que particulas de lipidios podem apresentar
um aspecto de gotas claras e de contorno bem definidas (Takashima e Hibiya, 1995;
Graciano et al., 2010). Esse ultimo aspecto foi 0 mais presente no figado dos peixes nos
diferentes tratamentos (Figura 7). Analises de inclusdo de glicogénio e de inclusdo de

lipidios, com a utilizacdo de técnicas histoquimicas, permitiriam uma analise mais precisa

da vacuolizacéo (Graciano et al., 2010).

Figura 7 — Parénquima hepatico evidenciando estrutura cordonal dos hepatocitos (CH);
sinusoides (Sn); vacuolizagdo citoplasmatica (VCit); deslocamento periférico do nicleo
de hepatécitos (NP); veia central (VCen). G1: PI, G2: TR500; G3: TR1000; G4:
TR1500. HE 40X (Barra = 10um).

A area média celular dos hepatdcitos dos peixes no inicio do experimento foi de
292,77 um? e a média do nimero de células amostradas no campo microscépico de

297,59 células. A érea celular dos hepatocitos ndo mostrou diferengas significativas,
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entre os tratamentos. Quanto ao nimero de hepatocitos, os animais dos tanques com 500
peixes e de 1.000 peixes mostraram uma diferenga estatistica significativa; todavia,
tratamento com 1.500 peixes foi estatisticamente igual aos demais tratamentos (Tabela
5).

Tabela 5 — Valores médios da area celular (AH) e do nimero de hepatocitos (NH) em
tilapias do Nilo em peixes iniciais e cultivadas em densidades de 500, 1.000 e 1.500
peixes/tanque-rede com capacidade Gtil de 6,0 m®.

Morfometria Tratamento

Pl T500 T1.000 T1.500
AH (um?) 292,77+106,33 263,87+19,60 2 290,21+29,95 2 271,43+31,14°
NH 297,59+110,74 248,17+45,03 2 186,08+36,69 ° 220,94+47,26®

Na mesma linha, médias com letras diferentes indicam diferengas significativas (P<0,05).

As diferencas nas densidades ndo mostraram influéncia sobre a area das células,
entretanto, as dimensdes das células hepéticas podem refletir o estado fisioldgico do
animal, com indicativos de um estado hiper ou hipofuncional. Um aumento das areas
celulares pode indicar um acumulo de substancias como lipidios e glicogénio ou ainda
uma elevada taxa metabolica (Takashima e Hibiya, 1995). Oliveira et al. (2010)
indicaram valores de 4rea citoplasmatica que variavam de 181,7 a 287,8 um? e que 0
aumento da area decorreu de um actumulo de glicogénio hepatico, comprovado pelo
teste de amilase realizado, embora, indiquem que este acimulo depende da dieta, do
tamanho e do sexo dos peixes.

A andlise das variaveis morfométricas do figado, em geral, ndo mostrou
diferencas estatisticas significativas entre os trés tratamentos, indicando que densidades
de 1.500 peixes em relacdo a densidades menores de estocagem (500 e 1.000 peixes por
tanque-rede) ndo causam diferencas significativas na morfometria do tecido hepatico,
nas condicdes de criacdo do experimento.

Concluséao

As células produtoras de mucinas acidas das branquias encontravam-se em
maior quantidade do que as células produzindo mucinas neutras, indicio de que as
condicGes ambientais foram adequadas ao cultivo da tilapia do Nilo e que a qualidade

da agua néo se encontrava alterada no local do experimento, sendo que a densidade de



31

estocagem de 500 peixes em tanques com capacidade Util de 6,0 m*® apresentou
estatisticamente maior quantidade de células produtoras de mucinas cidas.

A densidade de 500 peixes/tanque mostrou menor média de elevacédo epitelial,
fusdo lamelar e hiperplasia em relacdo ao tratamento com 1.500 peixes/tanque.

A andlise das variaveis morfométricas do figado, em geral, ndo mostrou
diferencas estatisticas significativas entre os trés tratamentos, nas condi¢Ges de criagdo
do experimento.

As andlises dos tecidos branquiais e hepaticos mostraram que a densidade de
estocagem de 500 peixes em tanques com capacidade Gtil de 6,0 m® apresentaram

tecidos com menos modificagcdes que os tanques com densidades maiores.
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