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Resumo

Os sistemas de piscicultura estdo em crescimento no Brasil, porém, a condicdo de
confinamento é estressante aos animais, 0 mau manejo dos tanques pode levar a fatores como
a alta densidade de estocagem (ADE) e/ou ao acumulo de excretas nitrogenadas como
amoOnia, nitrito ou nitrato. O tambaqui (Colossoma macropomum) € uma das espécies mais
cultivadas, e é bastante conhecido por sua rusticidade e facil adaptacdo ao cativeiro. A
branquia é um drgdo importante nessa rusticidade e é responsavel pela troca gasosa e i6nica,
também possui alta plasticidade para se adaptar a condi¢cdes diversas. Através de dados
estereoldgicos foi possivel avaliar a capacidade de difusdo gasosa maxima do animal quando
se encontra exposto a ADE ou ao nitrito. Animais juvenis de massa aproximada de 150¢g
foram expostos a 0,3 mg/L de nitrito ou a alta densidade de estocagem, onde 0 maximo
aceitavel para este tipo de sistema de cultivo é de 1,5 kg/m?®, portanto a densidade utilizada
neste trabalho foi de 2,0 Kg/m® pelo periodo de 96 horas. Um lado completo das branquias foi
coletado para analises estereoldgicas. Nos animais expostos ao nitrito verificou-se a reducéo
da barreira de troca gasosa e da area de superficie. A ADE danificou os animais mais
agressivamente, pois o contato fisico causou estresse mecanico e maior diminuicdo tanto da
barreira de troca quanto da superficie respiratoria lamelar, favoreceu também a proliferacéo
de parasitas e 0 aumento da taxa de mortalidade. A partir disso pode-se concluir que
ocorreram alteracbes morfologicas nas branquias para atender a maior necessidade de

oxigénio, ja que o animal ndo se encontra em condigdes ideais.

Palavras chave: tambaqui, branquias, piscicultura, estereologia.



Sumario
(0] 5100710 T 5
2.0BIETIVOS.......oioeeeeeeeeiesee ettt 8
3. MATERIAL E METODOS........cooiiieieieieee ettt 8
4. RESULTADOS........coomieiereiesesiis s sesssessess s ses s sses s s ssss s sesssssassssssss s snsssnsenssss 16
5. DISCUSSAD. ..ottt 25
B. REFERENCIAS. ...ttt ten st 28

7. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES.........cooi i 33



1. INTRODUCAO

A piscicultura no Estado do Amazonas tem apresentado um crescimento significativo
nos ultimos anos. Apesar do crescente interesse, ha alguns fatores que podem afetar
negativamente a producdo: um sistema deficiente de recirculacdo de agua e remocéo de
excretas nitrogenados, baixa oxigenacdo, alta densidade de estocagem (ADE), dentre
outros. Todos estes fatores provocam alteracfes na qualidade da agua, afetando o
metabolismo, a fisiologia e a morfologia das branquias dos peixes. Em ltima andlise
estes aspectos tendem a reduzir a taxa de crescimento e/ou aumentar a mortalidade dos
peixes em condigdes de cultivo. Os estudos dos efeitos das alteragcdes na qualidade da
agua e das condicdes de cultivo sobre os processos morfofuncionais dos animais aquaticos
podem fornecer informacGes importantes para as boas praticas de manejo e cultivo das
espécies de peixes promissoras para a regido, tais como o tambaqui (Colossoma

macropomum).

O tambaqui, Colossoma macropomum, €& uma espécie pertencente a familia
Serrasalmidae (Serralsalminae). E a primeira espécie da qual ja se sabe o suficiente para

manejo dos estoques naturais e criacdo em cativeiro (Aradjo-Lima & Goulding,1997).

Um dos principais problemas no cultivo de peixes é a densidade de estocagem (DE),
inicialmente pode atrair o piscicultor, com intencdo de maior producdo, porém causa
demasiado estresse para o animal, devido aos choques fisicos, hipoxia, aumento na
producdo de excretas nitrogenadas e também dando oportunidade proliferacdo de
microrganismos patogenos e o podendo resultar em um alto indice de mortalidade. N&o ha
informacao para o tambaqui, contudo a alta DE pode afetar o sistema imune de teleGsteos

(Lorenz, 2010)



A alta DE pode levar a producéo excessiva de cortisol, hormonio associado ao nivel de
estresse, produzido pela glandula supra-renal (Vijayan et al. 1990) que aumenta a
proliferacdo de CRM (células ricas em mitocondrias) causando mudancgas no epitélio
branquial dos peixes (Bindon et al. 1994). Alteracdes na morfologia branquial podem
afetar a capacidade de transporte de oxigénio e ionoregulacdo. Invariavelmente, a ADE
pode resultar no aumento da concentracdo de excretas nitrogenados no meio (Jobling,
1993), o que pode ser letal ao peixe. A aménia é o principal produto de excregédo
nitrogenada dos peixes na agua. Bactérias nitrificantes convertem a amonia em nitrito e a
partir deste convertido em nitrato. O nitrito (NO2") é o mais toxico dentre 0s compostos
nitrogenados, geralmente esta em baixas concentracdes, podendo ser elevadas quando a
agua recebe efluentes nitrogenados vindo de ambientes hipoxicos ou de industrias
produtoras de metal, corantes, fertilizantes (Pitter,1999), nessas condi¢cdes pode
comprometer funcbes fisioldgicas como a regulacdo idnica, o transporte de oxigénio no
sangue, a funcionalidade da hemoglobina e a producdo de metahemoglobina e alteracfes
morfolégicas nas branquias (Kroupova et al, 2005; Svobodova et al, 2005; Jensen, 1995,
2003). Os peixes de agua doce sdo mais sensiveis ao nitrito quando comparados aos
peixes marinhos, pois estes tém a protecdo do cloreto (CI) presente na agua do mar (Eddy
et al, 1983), e a qualidade da agua também influencia na acumulacdo de NO, (Russo &

Thurtston, 1991).

As branquias dos peixes sao orgaos multifuncionais (Evans et al. 2005). Possuem uma
vasta area superficial em contato com o meio ambiente (lamela e filamento branquial) que
representa um grande sitio para acdo de estressores. Como nos demais teledsteos o
tambaqui apresenta uma organizacdo branquial formada por filamentos e lamelas. As
branquias sdo a porta de entrada de O,, CO, e ions sendo este o0 responsavel por suprir o

metabolismo oxidativo, rota essencial aos processos biolégicos. E razoavel estabelecer



que alteracbes morfoldgicas nesse 6rgdo possam comprometer o crescimento do animal.
Determinar valores dentro do sistema branquial € essencial para se estabelecer as
capacidades do sistema em suportar determinado nivel de estresse e através da
estereologia, é possivel verificar sob tais condi¢des valores morfométricos, auxiliando na
compreensdo dos mecanismos do tambaqui mediante os dois estressores (ADE e nitrito) e
correlacionar com a rusticidade deste animal, bem preparado para situacdes de hipdxia e

outros estressores (Alvez, 1999).

O estresse aos animais oriundo das praticas de cultivo intensivo de peixes podem
resultar em elevada mortalidade por alterarem a morfologia do sistema branquial a ponto
de reduzirem a capacidade de difusdo gasosa. Determinar valores dentro do sistema
branquial é essencial para se estabelecer as capacidades do sistema em suportar
determinado nivel de estresse. Tais valores somente sdo precisos e acurados quando
obtidos através da analise estereoldgica (um ramo da anatomia quantitativa que emprega
técnicas de analise matematicamente fundamentadas) (Howard & Reed, 2005).
Estereologia é a ciéncia que possibilita a inferéncia estatistica de parametros geométricos
(3-D) a partir de informacdes amostradas espacialmente (2-D). Vale ressaltar que poucas
informacbes morfométricas sobre o sistema branquial de peixes amazOnicos estdo

disponiveis.

O presente projeto tem a finalidade de executar uma analise morfométrica das
branquias de exemplares de tambaqui submetidos a agentes estressores durante o cultivo
intensivo (NO;™ e alta densidade de estocagem) com o intuito de gerar subsidios para
posteriores programas de manejo dessa espécie em cativeiro e correlacionar os dados

obtidos com as informac0es da fisiologia da espécie disponiveis na literatura.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar a morfometria (estereoldgica) do sistema branquial de tambaqui, Colossoma
macropomum (Cuvier, 1818) em um ambiente de cultivo intensivo, em diferentes
estressores, alta densidade de estocagem ou nitrito.

2.2 Objetivos especificos
i) Aplicar técnicas estereoldgicas para a determinacdo do volume total, &rea
superficial, relacdo superficie-volume, espessura da barreira de troca gasosa,
capacidade de difusdo morfométrica e fator de difusdo anatdbmico do sistema

branquial;

i) Comparar as medidas estereoldgicas frente aos agentes estressores aplicados (NO;

e alta densidade de estocagem)

iii) Correlacionar os dados obtidos a biologia da espécie.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 METODO:
3.1.1 Local
Os experimentos foram desenvolvidos na Fazenda Agroindustrial Tambaqui
LTDA., localizada no Km 143, Rodovia AM-010, ME, Itacoatiara, AM, Brasil. Os
animais serdo oriundos da Fazenda Santo Antonio, localizada na Rodovia AM 010,

Km 113, ME, Ramal do Procépio km 1,5 ME, Rio Preto da Eva, AM.



3.1.2 EXPERIMENTACAO

Foram utilizados exemplares juvenis de tambaqui (controle: 121 + 12,30 g; 18 + 0,89
cm; nitrito: 107+ 15,17 g; 17 + 0,40 cm; ADE: 91 + 22,09 g; 15 + 1,4 cm). Apds a coleta,
os peixes foram mantidos por 4 semanas antes do inicio dos experimentos em tanques
circulares de PVC de 3.000 supridos com fluxo continuo de agua fresca e aerada (tenséo
de oxigénio, pO2 > 130 mmHg). A composicdo quimica da agua foi determinada durante
este periodo. Os peixes foram alimentados diariamente com racdo comercial, porém, a
mesma foi suspensa 2 dias antes do inicio dos experimentos. O fotoperiodo mantido
constante em 12 horas de luz: 12 horas de escuriddo. Foram feitas verificaces diarias no
estado de satde dos animais (condicdo das nadadeiras, branquias e pele quanto a presenca
de erosdes, parasitas e sintomas de infestacdo por bactérias) e somente animais

aparentemente saudaveis foram utilizados nos experimentos.
3.1.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos em tanques circulares de PVC de 800 L com fluxo
continuo de &gua aerada e com a mesma composi¢cdo quimica utilizada na aclimatagdo. O

seguinte protocolo experimental foi adotado:

1. Tratamento 1: grupo controle (N=10), agua isenta de NO;".

2. Tratamento 2: grupo exposto ao NO, (N=20), adicdo de nitrito de sddio
(NaNO,; Merck) até a concentracdo de 0,04 mM NO,". Essa concentragdo
representa 31% da LC50 96 h NO," estimada para o tambaqui (0,13 mM) no
estudo de Costa et al., (2000).

3. Tratamento 3: grupo com ADE (N=60), agua isenta de NO, com o total de 13

animais por m-.
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Em cada tratamento as condices fisico-quimicas da agua foram constantes e

monitoradas por 96 horas.

3.1.4 COLETA DOS TECIDOS

Ap0s o periodo de exposicdo, os peixes foram anestesiados (Eugenol) e imediatamente
sacrificados através de contusdo na regido cefalica. Apos esta etapa, foi realizada a biometria
de cada animal (comprimento total (cm) e peso (g)) antes da coleta dos tecidos. As branquias
(um lado completo) foram coletadas e fixadas in situ por imersdo em solucédo de glutaraldeido
2,5% + solucdo tampdo de fosfato de Na® (pH 7,8; osmolaridade, aproximadamente
300mOsmol). O conjunto completo contendo quatro arcos branquiais foi utilizado nas

analises estereologicas.
3.1.5 ANALISE DAS CONDICOES DA AGUA

Os niveis de nitrito foram determinados coloricamente como descrito por Boyd & Tucker
1992, que consiste na reacdo do nitrito com uma solucdo de sulfanilamida em &cido
cloridrico, que ao reagir com etileno diamino N-(1-naftil) forma um composto de cor rosa
proporcional a concentracdo de nitrogénio do nitrito (N-NO;) de absorbancia de 543 nm de
comprimento de onda. As amostras foram analisadas com auxilio de um espectrofotémetro

Bioespectro SP-22

3.1.6 ESTEREOLOGIA DAS BRANQUIAS (MICROSCOPIA OPTICA)

Os procedimentos de amostragem e orientacdo dos tecidos foram planejados para
combinar o Principio de Cavalieri para a determinacdo do volume de referéncia (Michel &

Cruz-Orive, 1988) com o método de seccionamento vertical para a determinacdo de area
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superficial (Baddeley et al., 1986; Costa et al., 2001; Costa et al., 2007). Cada arco branquial
foi separado e indicado com respeito a sua posi¢cdo no animal (1° ao 4° - cefalico-caudal).
Cada arco foi seccionado em trés porcGes de comprimentos aproximados (3 amostras de cada
arco branquial — nenhuma porcdo de arco foi descartada). Continuando o procedimento, as
amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol e impregnadas com
hidroxietil-metacrilato (Technovit 7100, Kilzer-Heraues, Alemanha). Nesta etapa as amostras
ganharam consisténcia ao corte. Em seguida, as amostras foram ordenadas em um molde
histologico de forma que a posicdo geométrica da 1% amostra seja escolhida ao acaso, as
amostras seguintes foram dispostas sobre a 12 seguindo um giro de 15° no sentido esquerda-
direita. Ao final do processo, teremos um bloco para microtomia contendo um arco inteiro,
fragmentado em 3 por¢des onde cada secao é vertical em relagcdo ao plano horizontal em que
as mesmas foram dispostas (Baddeley et al., 1986; Costa et al., 2001; Costa et al., 2007). A
partir da microtomia foram produzidas seis segdes histologicas (3 um) por arco por
branquia/animal. As sec¢Oes foram coradas com PAS (periodic acid Schiff reaction; Kiernan,

1990) e azul de toluidina 0,5%.

3.1.7 DETERMINACAO DO VOLUME DE REFERENCIA DE ACORDO COM O
PRINCIPIO DE CAVALIERI

A imagem do conjunto de arcos alinhados vista através do bloco de resina foi medida
(comprimento total) com a ajuda de um estereomicroscopio Olympus SZ40 equipado com
uma lente micrometrada e o valor aferido foi dividido por seis (numero de secOes
pretendidas). A primeira posicao de corte foi determinada ao acaso e as seguintes acrescidas

do correspondente valor de espessura entre cada secao.

O volume do tecido branquial foi determinado usando um microscopio Olympus BX-41
(objetiva plana acromatica 4x/01/aumento total 40x) conectado com uma camara-clara

(Olympus U-DA) e posicionado sobre um negatoscéopio onde sistemas teste de contagem
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contendo pontos e arcos cicléides serviram como parametros de determinacao (Perry, 1978).

O volume de referéncia (\Vt) dos filamentos e lamela secundaria juntos foram calculados pela
contagem de pontos (Howard & Reed, 2005) como Vt = ZPi(a/ p)*Ts, onde pZPi o
i=1 i=n

numero total de pontos sobre os tecidos do filamento e da lamela secundaria, a/p é a area
representada por cada ponto e Ts € a distancia entre as se¢des seqiienciais (Howard & Reed,
2005). Um coeficiente de erro de 5% e desvio de 15% serdo considerados aceitaveis
(Gundersen & Jensen, 1987). A equacdo apresentada se deve a Bonaventura Cavalieri
(Cavalieri, 1635) e representa a forma mais elegante de determinacao de volume de qualquer
estrutura, independente de sua forma ou complexidade a partir de secGes seriais do

objeto/érgéo.
3.1.8 DETERMINACAO DOS VOLUMES DIFERENCIAIS (RELATIVOS)

Os volumes dos diferentes componentes branquiais (filamento) e lamela (epitélio +
células pilares + espacos de sangue) foram determinados por contagem de pontos empregando
as mesmas se¢Oes usadas para determinacdo do volume segundo Cavalieri, mas em aumento
maior (400 X). Um sistema teste para secdes verticais com uma relacdo contendo arcos

cicléides e pontos foi empregado.

3.1.9 DETERMINACAO DA AREA SUPERFICIAL DA ESPESSURA DA BARREIRA

DE DIFUSAO: SECOES VERTICAIS.

A area superficial (S) foi estimada em conjunto com a determinagdo dos volumes
diferenciais. A area superficial dos filamentos e da lamela secundaria foi estimada e suas
respectivas relagbes superficie-volume (Sy), determinadas a partir das intersecbes das
superficies branquiais com os arcos cicloides de comprimento conhecido multiplicado pelo

volume de cada componente (filamento e lamela secundéria), de acordo com Baddeley et al.
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(1986). O valor de Sy de filamento e lamela secundaria foi calculado como Sy = 2I/L, onde | é
0 namero de intersecOes das linhas teste com a superficie e L € o comprimento total das linhas

teste.

A espessura da barreira de difusdo agua-sangue foi estimada no maior aumento. Um
sistema de linhas paralelas foi sobreposto ao sistema teste estereoldgico, o angulo de
inclinacdo dessas linhas é variavel e escolhido ao acaso usando dados de 10 lados. As
distancias (I;) foram medidas usando-se uma régua semi-logaritimica (Perry, 1981), construida
de modo que a por¢cdo mais acurada (linear) da régua correspondesse com o0 maximo de
freqUiéncia das medidas. A média harmdnica da espessura da barreira (Weibel & Knight,
1964) foi calculada para cada animal como # = 2/3 I, onde I, € a média harménica dos

comprimentos medidos ao microscépio, corrigidos em relacdo ao aumento.

3.1.10 SUPERFICIES RESPIRATORIAS E NAO RESPIRATORIAS

Os pontos de intersecdo foram classificados em trés categorias: 1) aqueles coincidindo com
superficies respiratoria (Sg), 2) aqueles coincidindo com superficies ndo-respiratoria (Syr) €
3) aqueles em que a natureza respiratoria e ndo-respiratoria da superficie ndo pode ser
determinada (Sna). A porcentagem de area superficial que foi considerada respiratéria (% Sg)

foi calculada como:

%S, ——F %100

R+INR

Onde Ir é a soma de todas as interse¢des que tocam superficies respiratorias e Iyg € a soma

de todas as intersecfes que tocam superficies ndo-respiratdrias
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Fator de difusdo anatémico e capacidade de difusdo morfométrica

O fator de difusdo anatémico (FDA) (Perry, 1978) foi calculado como a &rea superficial
respiratdria em relacdo a massa corporal (Sg/Mg) dividido pela média harménica da espessura
da barreira (). A capacidade de difusdo morfométrica (D) foi calculada como o produto da
ADF e o coeficiente de difusdo de Krogh (K) da camada tissular respectiva corrigido para

25C (Weibel, 1979).
3.1.11 ESTIMATIVA DA CONSTANTE DE DIFUSAO DE KROGH (K)

Os valores de K para os gases respiratorios no tecido epitelial sdo aproximadamente duas
vezes daqueles para o tecido conjuntivo. Portanto o volume relativo das células epiteliais foi
estimado separadamente daqueles das células pilares e membrana basal associada. O valor
obtido por cada tecido foi multiplicado pelo valor de K apropriado. Essa relagdo numérica
proporcional produzira valores de K para o oxigénio (Koz) no tecido branquial. O mesmo

procedimento foi realizado para 0 Kcoa.

3.1.12 ESTATISTICA

Os dados estereoldgicos obtidos através da microscopia de luz foram avaliados para cada
tratamento e o estimador da variancia foi determinado usando o coeficiente de erro (C.E.)
para cada parametro. A precisdo da estimativa do volume de referéncia segundo Cavalieri foi

determinada de acordo com Cruz-Orive (1993) e Howard & Reed (2005):

Jvar P

CEQ P)= P

A varP depende do “noise” (acuracia do sistema teste) e a varidncia da soma das areas
(Varsarea): VarP = noise + varssea (Gundersen & Jensen, 1987; Howard & Reed 2005). O

“noise” indica o quanto a estimativa poderia mudar se o sistema teste fosse disposto de modo
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diferente. A variancia da area € uma funcdo do numero de secdes e é calculada baseada na

andlise de covariograma dos dados sobre as areas transversais (Howard & Reed, 2005).

O CE da relagdo superficie-volume (Sv) foi estimada de acordo com Howard & Reed

23
1

(2005) usando a equagdo: Sv=—"=—

1/ p Pi
i=1

Onde n € o numero de campos usados para a estimativa da densidade de superficie, | € 0
namero de intersecBes entre as linhas teste e interfaces, Pi € o nmero de pontos que tocam o

espaco de referéncia, I/p é o comprimento da linha teste por ponto.

Como o desvio padrdo da média harmdnica da barreira de difusdo nao é definido, o estimador
da variancia da espessura da barreira sera dado como SD e CE da média aritmética do

comprimento dos interceptos.

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média, E. P. M. Diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos foi detectada por meio de analise de
variancia one-way ANOVA seguida pelo t-teste de maltiplas comparacGes de Bonferroni.

Diferenca significativa foi considerada quando P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DA AGUA

As condicdes fisico-quimicas da agua foram monitoradas a cada 24 horas durante o
periodo de exposicdo de 96 horas e estdo apresentadas na Tabela 1. ApOs 72 horas de
exposicdo todos os tanques experimentaram uma variacdo nos parametros fisico-quimicos

devido a uma chuva torrencial ocorrida na noite anterior. As condi¢cdes se mantiveram nos

padrdes ideais para cultivo (Kubitza, 1997).

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos da dgua durante o experimento com valores maximo e minimos, e a
média de variacdo. Concentracdo de nitrito na &gua com desvio padrao.

Parametros Controle ADE Nitrito (NOy)
pH 7,48 7,37 7,58
Min:6.9 Min:6,9 Min:7,1
Max:8,4 Méx: 8,4 Méx:8,2
Temperatura °C 28,65 29,05 28,67
Min: 27,1 Min: 28,8 Min: 27,6
Max:29,7 Max: 30,0 Max: 30,0
TDS ppm 8,00 10,00 9,00
Min e Max: 8,0 Min: 9,0 Min: 8,0
Méx: 13,0 Max: 9,0
O, dissolvido mg/L 8,22 7,11 7,76
Min: 6,9 Min: 6,5 Min: 6,6
Max: 8,7 Méx: 8,5 Max: 9,0
Condutividade Q.cm 62.750 50.850 58.300
Min: 61.200 Min: 38.300 Min: 55.400
Max: 83.000 Max: 58.600 Max: 64.000
NO, na agua mg/L 0,06 0,05 0,32
Min: 0,04 Min: 0,04 Min: 0,22
Max: 0,7 Max: 0,10 Max: 0,43
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A Tabela 2 apresenta a biometria dos animais em cada tratamento. Os animais do
controle apresentaram a maior massa, enquanto que 0s animais expostos a alta densidade

apresentaram a menor.

Tabela 2. Biometria dos animais utilizados, com Comprimento total (cm) e massa (Q)

Controle Nitrito ADE
Comp. total-cm Peso-g Comp. total-cmm Peso-g | Comp. total -cm
Animal
#1 18,0 123 17,5 133 15,5 93
Animal
#2 19,0 134 17,0 105 17,5 111
Animal
#3 18,0 110 17,0 103 16,5 94
Animal
#4 17,0 108 17,5 107 13,5 52

4.2 MORFOLOGIA BRANQUIAL
As branquias de Colossoma macropomum apresentam a mesma estrutura descrita para

outros teledsteos (Fig. 1) (Laurant & Dunnel, 1980).

Fig.1 Branquias de C. macropomum sob microscopia 6tica (20x). Animais utilizados como
controle. (F = filamento; L= lamela) Observar a espessura do epitélio lamelar (*)
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Quatro pares de arcos branquiais podem ser facilmente identificados. A partir de cada arco
irradiam duas fileiras de filamentos (holobranquias) com excec¢do do primeiro arco que €

composto apenas por uma fileira de filamentos e suas lamelas (hemibranquia).

As lamelas sdo compostas por duas fileiras de células epiteliais e uma membrana basal
que também é comum com as células pilares que mantém a integridade mecénica dos canais
vasculares. As flanges citoplasmaéticas das células pilares formam o componente mais interno
(endotelial) da barreira de difusdo agua-sangue. Um espaco intersticial que contém tecido
conjuntivo e elementos celulares, assim como vasos linfaticos, ocorre entre as células
endoteliais e as células epiteliais. As células-cloreto e as células mucosas séo freqientemente
encontradas no filamento ou no espaco interlamelar. O filamento é revestido por um epitélio
estratificado pavimentoso. Células mucosas sdo comumente vistas proximo a superficie do
epitélio filamentar. As lamelas de C. macropomum (controle) (Fig.1) apresentam uma
espessura incomum aos peixes de respiracdo aquatica. Sdo freqientes as células-cloreto e
pavimentosas (as primeiras com frequéncia elevada) o que torna a lamela espessa. Nos
animais expostos a ADE (Fig. 2) e nitrito (Fig.3) o inverso foi observado. Neste estudo, a
espessura da lamela apresenta intima relacdo com a barreira de troca gasosa (epitélio lamelar

+ prolongamento das células pilares).

Fig. 2 Microscopia Gtica das branquias de tambaqui (ADE), mostrando também parasitas
entre as lamelas (seta). Observar lamelas mais delgadas (*). F= filamento; L=lamela.
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Fig. 3 Microscopia Optica das branquias de tambaqui expostas ao nitrito. Observar as lamelas
delgadas (*). F=filamento; L= lamela

4.3 ESTEREOLOGIA
Ndo houve alteracdo significativa entre os volumes de lamela e filamento entre os

tratamentos e o controle (Fig. 4).

VOLUMES
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0 ‘ ; ; ; ; ;
CONTROLE NITRITO  ALTA DENSIDADE

Fig. 4 Gréafico apresentando os volumes totais de lamelas e filamentos, nos trés
tratamentos. (* indica diferenca significativa em relacdo ao controle, p< 0,05)
Na Fig.5 pode se observar a area superficial branquial (filamento e lamela) de C.
macropomum dos animais expostos a condigdes estressantes e do controle. A exposi¢do ao
nitrito e ADE resultou em uma redugdo significativa na area superficial de filamento e lamela.

A queda da area superficial € muito mais pronunciada na lamela se comparada ao filamento.
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Fig. 5 Grafico com os valores de area superficial de filamentos e lamelas (* indica diferenca
significativa em relagdo ao controle, p< 0,05)

A Fig. 6 apresenta a relacdo entre area superficial, espessura da barreira gasosa e 0
fator de difusdo anatdmico (FDA). Os animais do controle apresentaram maior area
superficial, grande espessura da barreira de troca gasosa, o que resultou em um menor
FDA (8,876 cm®g™.um™), j&4 nos animais em condicdes de alta concentragdo de
nitrito, ndo houve variacdo significativa na area de superficie, 0 que ndo ocorreu em
relacdo a espessura da barreira com diminuicdo notavel, por isso seu elevado FDA
(13,017 cm?g™*.um™) . Os animais da ADE apresentaram area superficial e espessura

de barreira bem menor que os animais do controle, com FDA intermediério.
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Fig. 6 — Grafico relacionando area superficial, espessura da barreira e FDA. As linhas partindo
de cada simbolo auxiliam na localizacdo dos correspondentes valores.

A Fig. 7 apresenta a capacidade de difusdo morfométrica gasosa. Os peixes expostos ao
nitrito apresentam maior capacidade de difusdo de CO, quanto e de O, ja os peixes em ADE
nédo houve alteracéo significativa em relacéo ao controle.
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Fig. 7 — Capacidade morfomeétrica de difuséo de O, e CO, em todos os trataments. N=4;

(* indica diferenca significativa em relacdo ao controle, p < 0,05
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4.4 IMPLICACOES

Os agentes estressores empregados nesse estudo (nitrito e ADE) resultaram em
consequéncias negativas para C.macropomum em cultivo. Aqui dois parametros foram
utilizados para avaliar as implicacdes da acdo dos estressores: proliferacdo de parasitas
(Tavares-Dias, 2009) e mortalidade.

Na Fig. 8a € notavel o alto nimero de parasitas nos peixes sob agentes estressores,
principalmente na ADE. A Fig. 8b apresenta o perfil do Unico parasita (provavelmente da
classe Monogenoidea, Filo Plathyelminthes) que estava infestando as branquias de

C.macropomum.
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Fig. 8a Grafico com os niumeros de parasitas encontrados nos peixes coletados (* indica diferenca
significativa em relagdo ao controle, p< 0,05). Fig. 8b Parasita, Classe Monogenoidea, seta.

Na figura 9 os indices de mortalidade estdo expostos, onde o maior indice também é

dos peixes em ADE, seguido de animais expostos ao nitrito e nenhum 6bito no controle.



23

MORTALIDADE
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Fig. 9 Grafico mostrando a mortalidade ao longo da exposigdo de C. macropomum a agentes
estressores (nitrito e alta densidade de estocagem).

4.4.1 CONDICOES DE SAUDE DOS PEIXES

Os animais estavam em boas condi¢fes de salde antes do experimento, como pode ser
observado no controle. (Fig 10) As branquias estavam em cor vermelho brilhantes, sem
falta de escamas e aparentemente sem fungos ou parasitas. Durante o experimento
ocorreram Obitos principalmente no tanque onde a densidade de peixes era alta (Fig. 11).
Os peixes deste tanque apds 48 horas apresentaram producdo excessiva de muco, fungos
sobre a pele e ja nadavam na superficie da dgua, mesmo com quantidade normal de
oxigénio na &gua. Nos animais expostos ao nitrito (Fig. 12) também ocorreu producao
excessiva de muco e alguns peixes (tanto da ADE quanto Nitrito) tinham as nadadeiras
corroidas, auséncia de escamas em algumas partes do corpo, podendo ter sido causados

por atagues de outros peixes.



24

Fig. 10a Animal usado como controle, em boas condi¢bes de saude. Fig. 10b Opérculo e
escamas em boas condicoes, setas.

Fig. 11a excesso de muco e fungos sobre a pele, setas. Fig. 11b Animal da ADE onde é
possivel observar o peixe nadando na superficie da agua.

Fig. 12a Animal expostos ao nitrito, com auséncia de escamas, seta. Fig. 12b Peixe com nadadeiras

danificadas, em evidéncia.
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5. DISCUSSAO

Durante a época de cheia, o tambaqui pode adentrar os lagos de varzea a procura de
comida. Em terras alagadas pode ocorrer a reducdo no niveis de oxigénio, abaixo de 5mg/L
(Junk, 1973; Saint-Paul,1984). Na natureza, o tambaqui tem bastante resiténcia a ambientes

hipoxicos, e isso tem sido um dos fatores para sua utilizagdo em cativeiro.

Vaérios estudos tem mostrado o efeito de agentes estressores sob o0s peixes em cultivo
intensivo (Almendras, 1987; Trzebiatowski, 1981). No presente estudo o nitrito e ADE foram
avaliados como potenciais estressores do tambaqui, ambos agentes se desenvolvem facilmente
em cultivo (Svobodova et al, 2005, Kroupova et al, 2005). A ADE mostrou-se mais danosa ao
tambaqui que a exposicdo ao nitrito. Em nosso estudo, é provavel que a alta densidade de
estocagem tenha contribuido para queda da imunidade dos peixes levando ao aparecimento de

fungos e parasitas oportunistas, e por sua vez aumentando a taxa de mortalidade.

A tabela 3 resume as informacdes obtidas a partir dos dados estereolégicos das lamelas
respiratorias de C. macropomum. Os animais do controle se caracterizaram por uma espessa
barreira de troca gasosa associada a uma maior area superficial respiratdria, juntos esses
fatores indicaram uma baixa FDA (area superficial dividida pela espessura da barreira de
troca). O Fator de Difusdo Anatomico é uma medida da eficiéncia de um epitélio para troca
gasosa (Perry, 1978). A primeira vista esses dados indicam que as branquias de C.
macropomum ndo sdo eficientes para tomar O, da dgua e excretar CO, para 0 meio. Contudo,
0 tambaqui é conhecido por sua alta resisténcia a hipoxia no meio aquatico (Val et al, 2005 ).
Quando os niveis de oxigénio baixam a valores inferiores a 5 mg/L esses animais
desenvolvem uma extenséo labial e adotam uma mudanga comportamental deslizando sobre a
superficie da coluna de agua conduzindo a camada de agua superficial, rica em oxigénio , para
as branquias. Esta mudanca comportamental ndo foi observada em nenhum dos tratamentos.

As caracteristicas morfoldgicas das branquias de C. macropomum enguanto, aparentemente,
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limitam a tomada de O, do meio garantem ao animal impermeabilidade a entrada de &gua,
resisténcia a distdrbios i6nicos e osmoticos e disturbios acido-base. Vale a pena ressaltar que
a morfologia € apenas um dos elos para o entendimento da adaptacdo dos peixes a seu
ambiente, sendo necessario a complementacdo com dados fisioldgicos e bioquimicos. Por
exemplo, é de conhecimento que as hemoglobinas de C. macropomum apresentam uma
elevada afinidade pelo oxigénio e juntamente com as nossas informacgdes morfologicas

explicam a grande rusticidade deste animal ao cultivo.

Tabela 3. Aspectos positivos ( + ) e negativos ( - ) de acordo com a espessura da
barreira de troca gasosa.

BARREIRA AREA FATOR DE
TRATAMENTO | DETROCA |SUPERFICI| DIFUSAO IMPLICACOES
GASOSA AL ANATOMICO

(+) Protegéo contra distUrbios osmaticos

CONTROLE ESPESSA ALTA BAIXO
(+) Reducdo na perda de ions

(- ) Redugdo na capacidade de troca gasosa

(+) Ameniza a hipoxemia tissular causada pelo
aumento na produg¢do de metahemoglobina

(- ) Aumenta a perda idnica

NITRITO DELGADA ALTA ALTO (- ) Aumenta a tomada de nitrito daagua
(- ) Quedana imunidade devido ao estresse
(-) Proliferagdo de parasitas

(- )Aumento de mortalidade

(- ) Redugdo na capacidade de troca gasosa
ALTA (- ) Quedana imunidade devido ao estresse
DELGADA BAIXA BAIXO
DENSIDADE (-) Proliferacéo de parasitas

(- ) Aumento de mortalidade

Ja existem muitos trabalhos acerca do efeito toxico do nitrito aos peixes (Piedras et al,

2005; Kroupova et al, 2005; Svobodova et al, 2005). No presente estudo, a exposi¢cdo ao
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nitrito resultou em diminuicdo da barreira de troca gasosa. No tambaqui essa barreira é
basicamente representada pela aglomeracdo de células cloreto na lamela respiratéria (algo
incomum em peixes de respiracdo aquatica exceto quando estes sd@o expostos a um meio
extremamente diluido em ions). Apds a exposicdo ao nitrito varias células cloreto
desaparecem da lamela respiratoria de C. macropomum. Essas células representam o principal
sitio de tomada de nitrito a partir do meio aquatico e seu desaparecimento é devido a sua
elevada atividade metabdlica na presenca do nitrito (Margiocco et al, 1983; Lewis & Morris,
1986). Assim o0s resultados obtidos estdo de acordo com a literatura. O FDA elevado
contribuiu efetivamente para 0 aumento da capacidade de difusdo gasosa nas branquias de C.
macropomum. Contudo, o dano mais proeminente provocado pela intoxicacdo com nitrito é a
formacdo de metahemoglobina, que impede o fornecimento de oxigénio aos tecidos (Jesen
2003). A reducdo da barreira de troca gasosa apds exposi¢cdo ao nitrito ameniza a hipoxemia
tissular. Por outro lado favorece a perda de ions, o que torna a exposi¢cdo ao NO,™ tdxica ao

tambaqui.

De todos os tratamentos a ADE é o mais agressivo para C. macropomum. Os animais
nesta condi¢cdo compartilharam duas condi¢des extremamente danosas aos peixes em estresse:
reducdo na espessura da barreira e na area superficial. Tais condi¢Ges séo letais pois resultam
em perda difusiva de ions e excessivo gasto energértico para manutencdo da osmoregulagéo.
Isso ficou evidente com a elevada mortalidade observada e a proliferacdo de parasitas. Este

ultimo, provavelmente, devido a queda na imunidade.

O aumento na densidade de estocagem de peixes, ndo € vantajoso para o piscicultor pois,
vem associado a elevada mortalidade. A ferramenta utilizada neste estudo foi sensivel para

detectar tais alteracdes.
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