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Alteragoes histologicas em branquias de tilapia nilotica Oreochromis niloticus
causadas pelo cadmio

[Histological alterations in gills of Nile tilapia Oreochromis niloticus caused by cadmium)
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RESUMO

Os efeitos histopatologicos do cadmio nas branquias de tilapia Oreochromis niloticus foram estudados
por microscopia optica, usando 25mgl” de CdCl, durante quatro dias, com o objetivo de identificar seus
efeitos agudos na estrutura das branquias. A morfologia geral das branquias de O. niloticus ¢ idéntica a de
outros teledsteos, apresentando quatro pares de arcos branquiais com filamentos bem desenvolvidos.
Situadas lateralmente, encontram-se as lamelas provenientes do eixo central dos filamentos. No epitélio
filamentar foi possivel identificar células de cloro, pavimentosas e mucosas. Os peixes expostos ao
cadmio mostraram sinais de lesdes epiteliais; edema intersticial, vasodilatagdo das lamelas, destacamento
do epitélio lamelar e proliferacdo do epitélio filamentar. As alteragdes observadas também incluiram
fusdo nas lamelas como resultado de hiperplasia e hipertrofia epitelial, ruptura do sistema de células pilar,
aneurismas e necroses.
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ABSTRACT

The histopathogical effects of cadmium on the gills of tilapia Oreochromis niloticus were studied by light
microscopy, using 25mgl™" of CdCl, during four days to identified the effects of short-term exposure on
gills structure. The general morphology of O. niloticus gills is similar to the other teleostean fishes,
showing four pairs of gills arches with well developed filaments. Bilaterally situated, secondary lamellae
branches are found from the central axis of the filaments. The filamentar epithelium showed the chloride
cells, the pavement cells and mucous cells. Fish exposed to cadmium showed signs of epithelial lesion,
namely the interstitial edema, swollen of the lamellae, lifting and cellular proliferation of the filamentar
epithelium. The changes of the gills also included lamellar fusion as a result of epithelial hyperplasia and
hypertrophy, the breakdown of pillar cell system, and aneurisms with some ruptures and necrosis,
especially in the filamentar epithelium.
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INTRODUCAO pavimentosas de revestimento, células de cloro e

mucosas (Monteiro et al., 2004). As branquias

A organizagdo geral das branquias de teledsteos sdo um orgdo envolvido nas trocas gasosas, no
baseia-se num sistema de subdivisdes sucessivas, balango acido-base e no transporte e excreg¢do de
e 0 seu epitélio é constituido por diversos tipos compostos azotados (Perry, 1997). A sua
celulares, em  particular, por  células multifuncionalidade, a vasta area de superficie
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que ocupa ¢ a sua localizagdo relativamente ao
meio externo fazem das branquias um 6rgéo chave
para a agdo dos poluentes existentes no meio
aquatico. Nesse sentido, as alteragdes histologicas
da branquia sdo reconhecidas como um método
rapido e valido para determinar os danos causados
pela exposicdo a diferentes poluentes nos peixes
(Arellano et al., 1999).

O cadmio (Cd) ¢ um metal pesado muito utilizado
em estudos de toxicologia, devido ao aumento
significativo da sua concentragdo no ambiente,
resultante da crescente acumulagdo de residuos
industriais e domésticos (Wright e Welbourn, 1994;
Goering et al., 1995). Adicionalmente, o seu carater
persistente e a sua conseqilente acumula¢do nos
organismos conferem-lhe um significado ecoldgico
importante (Jensen e Bro-Rasiriussen, 1992;
Alazemi et al., 1996). Sabe-se que a presenga do Cd
em concentracdes elevadas pode originar a desova
prematura, um atraso no crescimento € o aumento
da mortalidade em peixes (Beholt et al., 1976).

Os efeitos da exposicdo ao Cd tém sido
investigados ao nivel morfoldgico e bioquimico em
diferentes espécies de peixes (Pratap e Wendelaar
Bonga, 1993; Wong e Wong, 2000; Garcia-Santos
et al., 2005). Os teores mais elevados em Cd foram
detectados nos rins, figado e nas branquias (Cattani
et al., 1996). A informacdo atual sobre alteragdes
histologicas provocadas pelo Cd nas branquias,
tanto em condi¢des agudas como cronicas, ainda ¢
escassa (Thophon et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi identificar as
principais alteragdes histologicas das branquias de
tilapia nilotica O. Niloticus causadas pela exposicao
ao cadmio durante um periodo de quatro dias.

MATERIAL E METODOS

As tildpias foram fornecidas pelo Institut National
de Recherche Agronomique (Rennes, Franca) e
mantidas em condigdes de laboratério na
Universidade de Tras-os--Montes e Alto Douro
durante trés geragdes. A reprodugdo ocorreu em
cativeiro em condi¢des controladas e as pds-larvas
foram recolhidas de fémeas de O. niloticus 10 a 12
dias depois da fecundag@o em agua doce, logo apos
a reabsor¢do do saco vitelino. Até o inicio do
experimento com o cadmio, a manutencdo dos
alevinos foi efetuada em um sistema de agua
recirculada em aquarios de 6001, com fluxo de agua
constante.
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A 4gua foi mantida a uma temperatura constante de
25+1°C e o fotoperiodo foi controlado durante 12h.
Foi fornecida oxigenacdo suplementar em cada
tanque para manter os niveis de oxigénio proximos
da saturacdo. Os principais parametros de qualidade
da 4gua, teores de amonia, nitritos, nitratos e
solidos em suspensdo, foram controlados
periodicamente, sendo mantidos de acordo com os
limites considerados satisfatorios para a espécie,
mediante  filtragdo  bioldgica e  mecanica
(Fontainhas-Fernandes, 1999).

Doze tilapias em idade adulta, com peso e tamanho
médios de 47,242 4¢g e 11,14+0,14cm,
respectivamente, foram expostas em seis tanques de
1001 em 4gua com 25mgl” de CdCl, durante quatro
dias, sendo a concentragio de Cd mantida
constante. Uma solugdo stock de CdCl, foi
adicionada a trés tanques no inicio do experimento,
com vista a alcangar a concentra¢do pretendida. Os
peixes do grupo-controle foram mantidos em outros
tanques, em condi¢des idénticas em agua doce sem
adicdo de Cd.

Os peixes foram ligeiramente anestesiados com
monofenil-éter-etileno-glicol', tendo sido recolhido
o terceiro arco branquial do lado esquerdo e
processado por rotina para estudos de microscopia
optica. O tecido branquial foi fixado em Bouin
durante 24 horas, desidratado em concentragdes
crescentes de alcool e incluido em parafina liquida.
Foram feitos cortes de Sum em micrémetro
rotativo’ e corados em hematoxilina-eosina. As
alteracdes induzidas pelo cadmio foram analisadas
e fotografadas em microscopio optico 600N>.

RESULTADOS

A tilapia nilotica O. Niloticus possui quatro arcos
branquiais, situados de cada lado da cavidade bucal.
Cada arco branquial tem uma estrutura cartilaginosa
e possui uma fileira dupla de filamentos branquiais
achatados dorso-ventralmente. Esses filamentos
subdividem-se em lamelas branquiais que se
encontram  dispostas  perpendicularmente. Os
filamentos branquiais possuem um epitélio
estratificado, constituido por diversos tipos de
células, entre os quais foi possivel distinguir as
células de cloro, mucosas e pavimentosas (Fig. 1).

O epitélio assenta-se sobre o seio venoso central e
encontra-se segmentado por eixos vasculares que

! Merck — New Jersey, EUA
% Leica-RM 2135 — Heideberg, Alemanha
* Nikon Labophot — Portugal

377



Garcia-Santos et al.

originam as lamelas. Essas estruturas representam
projecdes teciduais acima da superficie externa do
epitélio filamentar. Desse modo, as lamelas sdo
constituidas centralmente por um eixo vascular e
por um epitélio composto por células pavimentosas
de revestimento e indiferenciadas. Esse epitélio
assenta-se na lamina basal de células endoteliais
modificadas (células pilar) que suportam e
delimitam o compartimento sangiiineo lamelar.

As branquias dos peixes mantidos em agua doce
sem adi¢do de Cd (grupo-controle) apresentaram
aspecto normal. Os peixes expostos ao poluente
mostraram  algumas  alteracdes  histologicas,
proliferacao do epitélio filamentar, vasodilatagdo do
seio venoso central e da regido basal do eixo
vascular das lamelas e destacamento do epitélio

F - ~
Figura 1. Filamento branquial do grupo-controle.
Cc= células de cloro, cm= células mucosas, cp= células
pilar, e= eritrocitos, eF= epitélio filamentar, evL= eixo
vascular da lamela, pv= células pavimentosas, svc= seio
venoso central. Microscopia optica, HE. (Barra = 10pm).
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Figura 3. Proliferagdo generalizada do epitélio filamentar

com fusdo (F) quase total das lamelas branquiais. Edema
intersticial (*). Microscopia Optica, HE. (Barra = 10pm).
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lamelar associado a edema intersticial pronunciado
(Fig. 2 e 3). A proliferacdo do epitélio filamentar
estendeu-se a toda a area epitelial conduzindo a
fusdo quase completa das lamelas (Fig. 3). A
necrose constituiu outro tipo de lesdo observado, a
qual foi mais acentuada na base do epitélio
filamentar estendendo-se, por vezes, na sua
totalidade (Fig. 4). Esse tipo de lesdo caracterizou-
se pela condensacdo dos nucleos e ruptura das
membranas celulares e resultou da agdo direta do
poluente. A vasodilatagdo marcada do eixo vascular
das lamelas também foi observada, tendo por vezes
conduzido a ruptura das células pilar (Fig. 5), com
perda da sua capacidade de suporte. Esse fato pode
ter conduzido ao aparecimento de aneurismas
lamelares que estdo representados na Fig. 6.
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Figura 2. Destacamento do epitélio lamelar (cabega de
setas) ¢ edema intersticial (*). Nota-se vasodilatagdo na
base do eixo vascular das lamelas. Pv= célula pavimentosa.
Microscopia oOptica, HE. (Barra = 20um).
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Figura 4. Nucleos picnoticos (setas brancas), ruptura de
membranas celulares (setas pretas), caracteristicos de
necrose. Células basais com citoplasma translicido,
auséncia de organelas citoplasmaticas. Necrose na base do
epitélio filamentar. Microscopia optica,HE. (Barra= 10um).
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Figura 5. Ruptura de uma célula pilar (Rcp) associada a
congestdo vascular (+), edema justalamelar pronunciado (*),
proliferagdo do epitélio filamentar (seta preta) e necrose (nc).
Microscopia oOptica, HE. (Barra = 10um).

DISCUSSAO

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 (Wong e
Wong, 2000). Nesse sentido, a analise das
alteragdes histoloégicas das branquias dos
teledsteos causadas pela exposicdo aos metais
pesados tem merecido um interesse crescente em
estudos de toxicologia (Pratap e Wendelaar
Bonga, 1993; Thophon et al., 2003).

Segundo Mallatt (1985), uma das principais
alteragdes estruturais das branquias causadas
pela exposigdo aos metais pesados consiste no
aparecimento de edema nos epitélios lamelar e
filamentar. No presente estudo, verificou-se essa
lesdo com maior incidéncia ao nivel das lamelas,
0 que pode ter conduzido a um extenso
destacamento epitelial observado. Thophon et al.
(2003) referem-se a presenga de edema
acompanhado pelo destacamento do epitélio
lamelar como sendo um primeiro sinal de
patologia em peixes.

O espessamento do epitélio filamentar e lamelar
também tem sido observado em estudos
efectuados em peixes expostos a diferentes
poluentes (Arellano et al., 2000). Esse aumento
do epitélio pode ser devido a proliferacao de
células de cloro e de células indiferenciadas
(Dang et al., 1999). Neste trabalho, a exposicao
ao cadmio induziu apenas a proliferacdo do
epitélio filamentar, a qual conduziu, por vezes, a
fusdo parcial ou total das lamelas branquiais.
Thophon et al. (2003) observaram resultados
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Figura 6. Vasodilatagdo do eixo vascular das lamelas com
perda da capacidade de suporte das células pilar e formagao
de aneurismas (setas). Cart= cartilagem. Microscopia
optica, HE. (Barra = 20pm).

idénticos em Lates calcarifer submetido ao
cadmio. Resultados similares foram obtidos em
tilapia nildtica O. Niloticus exposta ao cobre por
Monteiro (2001) e Monteiro et al (2005).

Outras lesdes observadas foram o edema
intersticial, o destacamento  epitelial, a
proliferacdo do epitélio filamentar e a fusdo de
lamelas. Essas alteragdes histologicas funcionam
como mecanismos de defesa, porque diminuem a
area de superficie vulneravel da branquia e/ou
aumentam a barreira de difusdo ao poluente
(Karlsson-Norrgren et al., 1985; Erkmen e
Kolankaya, 2000). Essas respostas dificultam o
acesso do poluente ao sangue prejudicando,
contudo, a realizagdo de trocas gasosas
(McDonald ¢ Wood, 1993). Por sua vez, as
dificuldades respiratdrias podem ser responsaveis
pela indugdo da vasodilatagao.

A vasodilatagdo do eixo vascular das lamelas
conduziu, por vezes, a ruptura das células pilar
com perda da sua capacidade de suporte, levando
ao aparecimento dos aneurismas lamelares.
Resultados similares foram observados por
Thophon et al. (2003) em L. calcarifer também
submetidos a exposi¢do ao cadmio.

A necrose e a ruptura do epitélio branquial
também foram observadas neste estudo. Tratam-
se de lesdes que refletem o efeito direto dos
poluentes (Temmink et al., 1983) e que ocorrem
em condigdes de maior toxicidade (Abel et al.,
1976). A exposigdo de tilapia nildtica O.
Niloticus ao cobre também conduz ao
aparecimento de necrose quando exposta a uma
concentragdo de 400ug/l (Monteiro, 2001). Essa
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morte celular pode resultar da acumulacdo de
cobre, que induz danificagdo celular e aumento
da substituicdo celular e da regeneragdo epitelial
(Pelgrom et al., 1995). A degeneracdo por
necrose € apoptose das células do epitélio
branquial, essencialmente, células de cloro e
pavimentosas, também foi mencionada em
estudos de natureza ultraestrutural realizados em
teledsteos submetidos a diferentes poluentes
(Pratap ¢ Wendelaar Bonga, 1993; Mazon et al.,
2002).

CONCLUSAO

As alteragdes histologicas revelam que a
crescente contaminagdo, causada pelos niveis de
cadmio que afetam o ambiente aquatico, conduz
ao aparecimento de lesdes nas branquias de O.
niloticus.
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