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“Um dia a gente aprende... 
 
Que há diferença, a sutil diferença, entre dar a mão e acorrentar uma alma...  

A aceitar suas derrotas com a cabeça erguida e olhos adiante, com a graça de um adulto e não 

com a tristeza de uma criança...  

A construir todas as suas estradas no hoje, porque o terreno do amanhã é incerto demais para 

os planos, e o futuro tem o costume de cair em meio ao vão...  

A aceitar que não importa quão boa seja uma pessoa, ela vai feri-lo de vez em quando e você 

precisa perdoá-la...  

Que verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas distâncias...  

Que importa não é o que você tem na vida, mas quem você tem na vida... 

Que as pessoas com quem você mais se importa na vida são tomadas de você muito depressa, 

por isso sempre devemos deixar as pessoas que amamos com palavras amorosas, pode ser a 

última vez que as vejamos...  

Que as circunstâncias e os ambientes têm influência sobre nós, mas nós somos responsáveis por 

nós mesmos...  

Que não importa aonde já chegou, mas onde está indo, mas se você não sabe para onde está 

indo, qualquer lugar serve...  

Que, ou você controla seus atos ou eles o controlarão, e que ser flexível não significa ser fraco 

ou não ter personalidade, pois não importa quão delicada e frágil seja uma situação, sempre 

existem dois lados...  

Que heróis são pessoas que fizeram o que era necessário fazer, enfrentando as conseqüências...  

Que paciência requer muita prática. Descobre que algumas vezes a pessoa que você espera que 

o chute quando você cai é uma das poucas que o ajudam a levantar-se...  

Que maturidade tem mais a ver com os tipos de experiência que se teve e o que você aprendeu 

com elas do que com quantos aniversários você celebrou...  

Que há mais dos seus pais em você do que você supunha... 

Que nem sempre é suficiente ser perdoado por alguém, algumas vezes você tem que aprender a 

perdoar-se a si mesmo...  

Que com a mesma severidade com que julga você será em algum momento condenado...  

Que não importa em quantos pedaços seu coração foi partido, o mundo não pára para que você 

o conserte... 

Que o tempo não é algo que possa voltar para trás...  

Que realmente pode suportar... que realmente é forte, e que pode ir muito mais longe depois de 

pensar que não se pode mais... 

E que realmente a vida tem valor e que você tem valor diante da vida!" 

(William Shakespeare) 
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RESUMO 
 

CONDESSA, Suellen Silva, M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, outubro de 2009. 
Toxicidade subcrônica de lambaris Astyanax aff. bimaculatus expostos ao zinco. 
Orientador: Sérgio Luis P. da Matta. Co-Orientadores: Jorge Abdala Dergam e Juraci 
Alves de Oliveira. 
 
 

Muitos metais ocorrem naturalmente em ambientes aquáticos e são classificados 

como poluentes somente quando adicionados pelo homem em quantidades suficientes 

para produzir efeitos deletérios em organismos. Dentre estes metais já existentes no 

ambiente aquático pode-se citar o zinco (Zn) que é um elemento essencial para os seres 

vivos. Em concentrações elevadas, o Zn pode se tornar tóxico aos seres vivos por 

reduzir os níveis séricos de cobre, causando a diminuição da imunidade. O presente 

estudo busca analisar a bioacumulação e os efeitos da exposição subcrônica a diferentes 

concentrações de Zn, na histologia de brânquias, fígado e testículos de indivíduos 

adultos de lambaris Astyanax aff. bimaculatus para avaliar a potencialidade da espécie 

como bioindicador de qualidade de água. Foram utilizados 65 lambaris, divididos 

igualmente em 5 aquários. Foi constituído um grupo controle, mantido nas mesmas 

condições que os tratados, porém sem o metal. A cada dia acrescentou-se 0,16; 0,33; 0,5 

e 0,66 µg L-1 de Zn na água, totalizando 5, 10, 15 e 20 mg L-1 de Zn, respectivamente, 

no final do período experimental, de 30 dias. Ao final da exposição, os animais foram 

anestesiados, eutanasiados, medidos, pesados sendo retirados os ossos, testículos, 

fígado, brânquias, cabeça e músculo. Amostras dos tecidos coletados foram desidratadas 

e digeridas para a determinação das concentrações do zinco através do 

espectrofotômetro de absorção atômica. O restante dos tecidos foi fixado, incluído e 

seccionado em micrótomo rotativo e corado para confecção de lâminas. Nos grupos em 

que as dosagens de Zn na água foram de 5 e 10 mg L-1, o acúmulo desse metal foi maior 

nos testículos, seguido das brânquias, ossos, cabeça e músculos, e nos tratamentos em 

que as dosagens de Zn na água foram de 15 e 20 mg L-1, o acúmulo desse metal foi 

maior nas brânquias, seguidas pelos testículos, ossos, músculo e cabeça. Foram 

qualificadas e quantificadas várias histopatologias nas brânquias, nos testículos e no 

fígado onde também foram quantificados pontos sobre núcleo e citoplasma de 

hepatócitos, capilar sinusóide e infiltrados leucocitários, além da determinação do 

diâmetro nuclear dos hepatócitos e calculados os índices hepatossomáticos. Nos 

testículos foram quantificados morfometricamente, os pontos coincidentes sobre cisto, 
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intertúbulo, espermatozóides e líquido seminal. Os resultados revelam que mesmo na 

concentração mais baixa (considerada como máxima permitida pela legislação 

ambiental vigente) os níveis experimentais de Zn causaram lesões irreversíveis tanto nas 

brânquias quanto no fígado de A. aff. bimaculatus, comprometendo a função destes 

tecidos. A exposição de A. aff. bimaculatus ao Zn provocou alterações histopatológicas 

severas e permanentes nos testículos, levando à redução na produção de 

espermatozóides, o que pode provocar, no ambiente natural, o declínio da taxa de 

fecundidade e a extinção local da população. Os resultados apresentados provaram 

claramente a acumulação crescente do Zn nos diferentes tecidos dos animais em estudo 

submetidos a uma exposição subcrônica (30 dias). Sendo assim, A. aff. bimaculatus 

mostrou-se uma espécie sensível mesmo quando exposta a concentração de 5 mg L-1 de 

Zn, estabelecida pela Resolução CONAMA n° 357 de 17/03/2005 como máximo para 

água própria para a criação de animais. Portanto, é adequada como bioindicador. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiii 

 

ABSTRACT 

 

CONDESSA, Suellen Silva, M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, october, 2009. 
Subchronic toxicity in Astyanax aff. bimaculatus exposed to zinc. Advisor: Sérgio 
Luis P. da Matta. Co-Advisors: Jorge Abdala Dergam and Juraci Alves de Oliveira. 
 

Many metals occur naturally in aquatic environments and are classified as 

pollutants only when added by men in sufficient amounts to produce deleterious effects 

on organisms. Among these metals already existent on the aquatic environment it can be 

mentioned zinc (Zn) which is an essential element for living beings. In high 

concentrations, zinc can become toxic to living things by reducing the serum levels of 

copper, causing an immunity decrease. This study aims to analyze the bioaccumulation 

and the effects of subchronic exposure to different concentrations of Zn, on the 

histology of gills, liver and testis of adult individuals of lambaris Astyanax aff. 

bimaculatus to evaluate the potential of the species as bioindicator of water quality. 

Sixty five lambaris were used, divided equally into five tanks. A control group was 

made, kept under the same conditions as the treated ones, nevertheless without the 

metal. Every day was added 0,16, 0,33, 0,5 and 0,66 µg L-1 of Zn in the water, adding 

up to 5, 10, 15 and 20 mg L-1 Zn, respectively, at the end of the experimental period, of 

30 days. At the end of exposure, animals were anesthetized, euthanized, weighed, 

measured and the bones, testis, liver, gills, head and muscle were removed. Collected 

tissue samples were dried and digested for the determination of zinc concentrations over 

atomic absorption spectrophotometer. The remaining tissue was fixed, included and 

sectioned in rotative microtome and stained for producing slides. At the groups where 

the Zn serum in water were 5 and 10 mg L-1, the accumulation of the metal was higher 

on the testis, followed by gills, bones, head and muscles, and in the treatments where 

the Zn serum in water were 15 and 20 mg L-1, the accumulation of the metal was higher 

on the gills, followed by testis, bones, muscle and head. Various histopathologies were 

classified and quantified on the gills, testicles and liver which were also measured 

points over the nucleus and cytoplasm of hepatocytes, sinusoidal capillary and 

leukocyte infiltrated, beyond the determination of the nuclear diameter of hepatocytes 

and calculated hepatossomatic indexes. On the testicles were morphometrically 

quantified, the matching points on cyst, intertubule, sperm and seminal fluid. The 

results show that even in the lowest concentration (considered as the top allowed by 
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environmental regulations) experimental levels of Zn caused irreversible damage in 

both gills and liver of A. aff. bimaculatus, compromising the function of these tissues. 

The exposure of A. aff. bimaculatus to Zn caused severe and permanent 

histopathological changes on the testicles, leading to a reduction on sperm production, 

which may result, in the natural environment, the decline of fertility rate and the local 

extinction of the population. The presented results clearly proved the increasing 

accumulation of Zn on different tissues of animals in study kept down a subchronic 

exposure (30 days). Thus, A. aff. bimaculatus showed itself a susceptible species even 

when exposed to 5 mg L-1 Zn, established by CONAMA Resolution No. 357, of 

17/03/2005 as the maximum for appropriate water for breeding. Therefore, it is suitable 

as a bioindicator.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL  

Com a crescente interferência do homem na natureza, observa-se um aumento da carga 

de efluentes lançados no ar, na água e no solo e, por isso, a poluição e a contaminação do 

ambiente vêm aumentando. O ecossistema aquático é considerado o mais susceptível à 

poluição (BERTOLETTI, 1990), a qual está comumente associada à descarga de efluentes 

domésticos, industriais ou agrícolas (MASON, 1996), podendo ocorrer de forma intencional 

ou acidental, a partir de fontes naturais ou em decorrência da atividade humana (JOBLING, 

1995).  

Para que sejam implementadas medidas visando à redução da toxicidade, é importante 

identificar as substâncias responsáveis pela toxicidade detectada, assim como as suas fontes 

geradoras. Os ensaios de toxicidade aguda ou crônica e as análises físico-químicas 

possibilitam a avaliação das características dos diferentes efluentes gerados (BERTOLETTI; 

ZAGATTO, 2006) e a adoção de medidas de controle da poluição e prevenção dos danos aos 

ecossistemas aquáticos (OLIVEIRA FILHO, 2003). O bjetivo geral desse tipo de estudo é 

estabelecer os limites máximos permissíveis para a proteção da vida aquática, conhecidos 

como critérios e/ou padrões de emissão de efluentes líquidos e de qualidade de águas 

(BERTOLETTI; ZAGATTO, 2006). 

 

TOXIDEZ, METAL PESADO E BIOACUMULAÇÃO  

Metais pesados podem ser perigosos nos níveis registrados no ambiente, pois não são 

degradados, o que pode acarretar em sua permanente adição ao meio aquático. 

Consequentemente apresentam significativo potencial para bioacumulação na biota aquática, 

podendo, inclusive, biomagnificar-se ao longo de cadeias alimentares (BURATINI; 

BRANDELLI, 2006).  

Os metais pesados ou metais-traço constituem parte integrante do ambiente e da 

matéria viva, ocorrendo naturalmente em pequenas concentrações, na ordem de partes por 

bilhão ou partes por milhão. Entre estes, destacam-se por serem essenciais aos organismos, 

ainda que em quantidades mínimas, o zinco (Zn), o ferro (Fe), o manganês (Mn), o cobre 

(Cu), o cobalto (Co) e o molibdênio (Mo). Por outro lado, existem metais como chumbo (Pb), 

cádmio (Cd) e mercúrio (Hg), que não são essenciais aos organismos e podem alterar o seu 

desenvolvimento (SILVA, 2005). 

Diversos estudos indicam que o Hg, Cd, Pb, Cu, Zn, Co, Mn, Mo, alumínio (Al), 

arsênio (As), tálio (Tl), cromo (Cr), níquel (Ni), selênio (Se), telúrio (Te), antimônio (Sb), 

berílio (Be), estanho (Sn), tungstênio (W) e vanádio (V) são os principais metais presentes no 
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ambiente aquático (SCHLENK; BENSON, 2001). Tais elementos reagem com ligantes 

difusores, com macromoléculas e com ligantes presentes em membranas o que, muitas vezes, 

lhes confere as propriedades de bioacumulação, biomagnificação na cadeia alimentar, 

persistência no ambiente e capacidade de provocar distúrbios nos processos metabólicos dos 

seres vivos. As bioacumulações e biomagnificações se encarregam de transformar 

concentrações consideradas normais em concentrações tóxicas para as diferentes espécies da 

biota e para o homem. A persistência garante os efeitos a longo prazo, mesmo depois de 

interrompidas as emissões (TAVARES; CARVALHO, 1992). Dependendo da concentração 

atingida no tecido animal, os metais pesados podem desnaturar proteínas, inativar enzimas, 

alterar a atividade celular e modificar as membranas celulares prejudicando suas funções, 

causando a morte celular e a destruição do tecido (JESUS; CARVALHO, 2008). Em peixes o 

acúmulo de metal pode afetar a reprodução e, tornar os peixes juvenis e adultos mais 

susceptíveis à predação e/ou menos capazes de tolerar outro agente estressante, como baixas 

concentrações de oxigênio dissolvido (MULLER; LLOYD, 1994). Diversas classes de 

poluentes, incluindo metais, são conhecidas por acentuar a formação de espécies reativas de 

oxigênio (ERO). Organismos aquáticos, como peixes, têm desenvolvido uma variedade de 

mecanismos para se protegerem dos efeitos tóxicos de metais, já que estes podem vir a causar 

estresse oxidativo, prejudicando a saúde e a sobrevivência desses organismos (ALMEIDA et 

al., 2002; LIONETTO et al., 2003; OAKES; VAN DER KRAAK, 2003; SIRAJ BASHA; 

USHA RANI, 2003; DAUTREMEPUITS et al., 2004). Parte das defesas celulares envolve a 

participação de enzimas antioxidantes, como a dismutase do superóxido (SOD) e a catalase 

(CAT), que atuam contra a toxicidade originada por formas ativas de oxigênio. A SOD tem 

por função transformar o ânion superóxido em peróxido de hidrogênio. A partir desta reação, 

a CAT atua decompondo o peróxido de hidrogênio em água e oxigênio, que são produtos não 

tóxicos à célula (ROMEO et al., 2000; SIRAJ BASHA; USHA RANI, 2003; HO, 2004; 

AVCI at al., 2005). 

 

BIOINDICADORES E BIOMARCADORES DE CONTAMINAÇÃO AMBIENTAL 

O uso de bioindicadores e biomarcadores na avaliação da toxicidade de compostos 

químicos de origem antrópica em áreas impactadas vem crescendo nas últimas décadas 

(OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005). Bioindicadores são definidos como espécies capazes de 

indicar os primeiros sinais de estresse ambiental causado por contaminantes em diferentes 

níveis de organização biológica (ADAMS, 2002). Os biomarcadores constituem uma 

abordagem eficiente nos estudos de avaliação de risco e impacto ambiental, pois detectam de 
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forma precoce os efeitos reais que estão ocorrendo aos seres vivos em situações de exposição 

a ambientes poluídos (FREIRE et al., 2008). 

É expressivo o número de trabalhos onde peixes são empregados como bioindicadores 

da qualidade dos ecossistemas aquáticos (OVERSTREET, 1988; TEH et al., 1997; 

SCHWAIGER et al., 1997; GUNDERSEN et al., 2000; PACHECO; SANTOS, 2002; 

THOPHON et al., 2003; BARCAROLLI; MARTINEZ, 2004). Os peixes ocupam os mais 

diversos ambientes aquáticos (VAZZOLER, 1993; LOWE-MCCONNELL, 1999), servem de 

alimento para diversos animais dentro da cadeia alimentar; são de grande importância 

comercial, já que fazem parte da dieta usual em muitos países e, em alguns constituem a 

principal fonte de proteínas da população. Além disso, economicamente os peixes 

representam a principal fonte de renda para comunidades ribeirinhas e litorâneas (SILVA 

FILHO et al., 2000). Os efeitos dos poluentes sobre os peixes podem resultar em acentuada 

mortalidade, no caso de poluição severa, ou em morte de alguns indivíduos quando a 

exposição é prolongada, porém sob condições menos drásticas. Além disso, mesmo que a 

exposição não seja letal, a poluição pode prejudicar a habilidade dos peixes em realizar suas 

funções fisiológicas (RAND; PETROCELLI, 1985; JOBLING, 1995). Em estudos de 

toxicidade, biomarcadores em nível bioquímico, fisiológico e histológico têm sido muito 

utilizados para avaliar as respostas aos estressores, permitindo a avaliação mais rápida das 

alterações nos organismos (MAYER et al., 1992). Os biomarcadores histopatológicos são 

utilizados para documentar e quantificar tanto a exposição quanto o efeito dos poluentes 

(WINKALER et al., 2001; PACHECO; SANTOS, 2002; VEIGA et al., 2002; MELETTI et 

al., 2003) e são considerados mais sensíveis que os parâmetros relacionados apenas com o 

crescimento ou reprodução do indivíduo (TEH et al., 1997).  

Características histopatológicas específicas de cada organismo resultam de uma 

variedade de mudanças bioquímicas e fisiológicas no organismo que podem levar à formação 

de lesões nas células, nos tecidos ou órgãos (HINTON; LAURÉN, 1990; HINTON et al., 

1992). Biomarcadores histopatológicos são utilizados em estudos de campo para avaliar o 

efeito tóxico dos poluentes no ambiente aquático e têm a capacidade de diferenciar lesões nos 

órgãos, induzidas por doenças e outros fatores do ambiente, daquelas provocadas pela 

exposição aos poluentes (SCHWAIGER et al., 1997).  

Uma vez no ambiente aquático, os poluentes podem ser absorvidos pelos teleósteos 

principalmente por meio da alimentação e das brânquias, e acumular-se nas brânquias, no 

fígado, nos rins, no intestino e nos músculos. Parte desses poluentes é transferida e 

biotransformada por meio de enzimas, tornando-se, então, hidrossolúvel e passível de ser 
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excretada pela pele, através do muco, pelo intestino, através das fezes, pelos rins, através da 

urina, ou pelas brânquias (HEATH, 1987). 

 

FÍGADO  

O fígado de peixes teleósteos representa um volume considerável em relação ao corpo. 

É composto por dois lobos: o lobo direito, que está ao lado da vesícula biliar, e o lobo 

esquerdo, próximo ao baço. É de cor marrom nas espécies carnívoras, e marrom claro nas 

espécies herbívoras (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). É composto de células parenquimatosas 

(células hepáticas ou hepatócitos) e uma rede de fibras cuja função é de suportar os elementos 

celulares. A superfície do fígado é envolvida por membrana serosa, e alguns septos do tecido 

conjuntivo dessa cápsula se estendem para o interior do parênquima (GARTNER; HIATT, 

2007). Além dos hepatócitos, são encontradas no fígado as células epiteliais dos ductos 

biliares, os macrófagos, as células sanguíneas e as células endoteliais (TAKASHIMA; 

HIBIYA, 1995). 

As principais células do fígado, os hepatócitos, são poliédricas com um ou dois 

núcleos grandes, esféricos e centralmente localizados, com nucléolo evidente, e o citoplasma 

com granulações e aspecto vacuolizado. O citoplasma dos hepatócitos apresenta aspecto 

variável, dependendo do estado nutricional do indivíduo. Quando este se encontra bem 

alimentado, os hepatócitos armazenam quantidades significativas de glicogênio e processam 

grandes quantidades de lipídios (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). As células hepáticas têm 

várias funções vitais além da secreção da bile e metabolismo de xenobióticos. Elas 

apresentam importante papel no metabolismo das proteínas, lipídios e carboidratos e, além 

disso, estão envolvidas na hematopoese e na produção de anticorpos durante o período larval 

dos peixes (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995; PARIS-PALACIOS et al., 2000). 

 

BRÂNQUIAS 

Na maioria dos teleósteos são encontrados quatro arcos branquiais, situados de cada 

lado da cavidade bucal. Cada arco branquial é formado por em eixo cartilaginoso, ou ósseo, e 

uma fileira dupla de filamentos branquiais achatados dorso-ventralmente. Esses filamentos 

subdividem-se em lamelas branquiais, que se encontram dispostas perpendicularmente ao eixo 

das branquias. Os filamentos (ou lamelas) branquiais possuem um epitélio estratificado, 

constituído por diversos tipos de células, entre as quais é possível distinguir as células de 

cloro, as mucosas e as pavimentosas. O arco branquial possui um seio venoso central, que se 

segmenta em eixos vasculares que suprem as lamelas. As lamelas representam projeções 
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teciduais acima da superfície externa do epitélio filamentar (ou lamelar). Desse modo, as 

lamelas são constituídas centralmente por um eixo vascular recoberto por um epitélio 

composto por células pavimentosas de revestimento e indiferenciadas. Esse epitélio assenta-se 

na lâmina basal de células endoteliais modificadas (células pilares) que suportam e delimitam 

o compartimento sanguíneo lamelar (GARCIA-SANTOS et al., 2007; GENTEN et al., 2009).  

As brânquias têm sítios de ligação que promovem suas funções regulares, os quais 

podem se ligar às substâncias tóxicas, provocando respostas mecânicas e efeitos tóxicos aos 

organismos (HOLLIS; PLAYLE, 1997). As alterações do tecido são precedidas por respostas 

bioquímicas e fisiológicas, e uma vez que os danos são detectados, os efeitos adversos nos 

organismos são incontestáveis (EWALD, 1995). A detecção destas alterações quando os 

organismos são expostos a determinadas condições ambientais, confirmam a degradação 

daquele ambinete (FRACÁCIO et al., 2003).  

 

REPRODUÇÃO E ESPERMATOGÊNESE EM TELEÓSTEOS 

A etapa mais importante do ciclo de vida dos peixes e também de sua dinâmica 

populacional, é a reprodução. Os recursos utilizados pelos indivíduos no período reprodutivo 

são fundamentais para o sucesso dos teleósteos e, consequentemente, da população como um 

todo (WOOTTON, 1984). Aspectos de reprodução de peixes, baseados na maturação gonadal 

e na utilização de indicadores quantitativos, têm servido de parâmetro para o entendimento 

ecológico do papel desempenhado pelas espécies de um ambiente aquático. O índice 

gonadossomático é, para a maioria das espécies de teleósteos, utilizado como indicador 

quantitativo na avaliação do período de reprodução da espécie (VAZZOLER, 1993). A 

estratégia reprodutiva é o padrão geral reprodutivo adotado por uma espécie. Em razão da alta 

diversidade de espécies e da ocupação dos mais variados tipos de ambientes, os peixes 

desenvolveram imensa variedade de estratégias reprodutivas (BREDER; ROSEN, 1966; 

WALLACE; SELMAN, 1981; VAZZOLER, 1993; COWARD et al., 2002).  

A maioria dos teleósteos (peixes da classe Actinopterygii), dentre os quais estão os 

peixes brasileiros de água doce utilizados em aquicultura, são espécies ovíparas que liberam 

os ovócitos no meio aquático onde são fertilizados pelos espermatozóides (peixes de 

fertilização externa). Quanto ao desenvolvimento dos embriões, estes independem do auxílio 

dos pais, embora, em alguns casos, ambos os progenitores tomem conta da prole. Além disso, 

os embriões contam com o suporte dos nutrientes do vitelo ovocitário para seu 

desenvolvimento (GODINHO, 2007). 
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A reprodução dos peixes é cíclica, e compreende um período de repouso intercalado 

por períodos de atividade sexual, os quais terminam com o surgimento de nova prole. O 

processo espermatogênico pode ocorrer de duas maneiras, conforme a distribuição das 

espermatogônias ao longo do túbulo seminífero: tipo espermatogonial irrestrito, no qual as 

espermatogônias estão distribuídas ao longo do túbulo, e o tipo espermatogonial restrito, onde 

as espermatogônias estão restritas à porção distal do túbulo seminífero, próxima à albugínea 

testicular (GRIER et al., 1980; GRIER, 1981). Nos teleósteos, a espermatogênese desenvolve-

se em cistos que se formam quando as células de Sertoli e uma espermatogônia primária se 

associam (MATTA et al., 2009). Durante este processo, a espermatogônia primária é 

circundada por células de Sertoli, as quais, neste estágio, são pouco desenvolvidas, assumindo 

aspecto de células epiteliais escamosas com o núcleo ovóide ou alongado e com a cromatina 

em diferentes graus de condensação (PUDNEY, 1995). Em várias espécies de teleósteos é 

possível a observação de um nucléolo proeminente em núcleos das células de Sertoli, que 

muitas vezes apresentam-se com aspecto triangular (MATTA et al., 2002).  

O processo espermatogênico dos teleósteos assemelha-se ao de outros vertebrados. 

Assim, a espermatogônia primária divide-se e origina espermatogônias secundárias que, 

depois de várias divisões mitóticas espécie-específicas, diferenciam-se em espermatócitos 

primários. Estes entram em divisão meiótica formando os espermatócitos secundários, células 

haplóides que sofrem a segunda divisão meiótica para produzir células, as espermátides. Estas 

passam pela fase espermiogênica caracterizada por marcantes alterações morfológicas, 

principalmente relacionadas com a condensação nuclear e a formação da peça intermediária e 

do flagelo, originando os espermatozóides que são células altamente especializadas e 

equipadas para alcançar e fertilizar os ovócitos (MIURA, 1999). 

 

Astyanax aff. bimaculatus 

O lambari, Astyanax aff. bimaculatus, pertence à família Characidae, que engloba a 

maior parte dos peixes de água doce do Brasil. As espécies do gênero Astyanax são 

consideradas como Incertae Sedis dentro dos Characidae (LIMA et al., 2003), diversas de 

suas populações apresentam, aparentemente, pouca diferenciação morfológica, ecológica e 

comportamental, sugerindo um grupo em especiação. São considerados como elementos 

importantes para a manutenção do equilíbrio ecológico e apresentam o mesmo ciclo 

reprodutivo dos peixes de "piracema", realizando curtas migrações ascendentes na época de 

cheias, o que lhes proporciona o estímulo necessário para a reprodução (GURGEL, 2004). 

Dentro de Astyanax, os dois complexos de espécies com maior distribuição são os lambaris-
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de-rabo-vermelho Astyanax fasciatus, e os lambaris-do-rabo-amarelo, A. aff. bimaculatus 

(ARAÚJO; SIMONI, 1997), conhecidos, também, por tambiú, piabas no Nordeste e matupiris 

no Norte do Brasil. Os dois complexos estão distribuídos desde o Nordeste brasileiro até a 

bacia do Prata (AGOSTINHO et al., 1982; BARBIERI et al., 1982). São apreciados na pesca 

esportiva e têm importante função como larvófagos, alimentando-se, por exemplo, de larvas 

de pernilongos. Na cadeia alimentar dos sistemas ecológicos em que ocorrem, são importantes 

na base trófica para as espécies carnívoras (MORAIS et al., 2007). 

O A. aff. bimaculatus é um peixe de pequeno porte, atingindo cerca de 20 cm de 

comprimento e peso de até 40 g. O corpo é alto, o dorso é castanho-escuro, com uma mancha 

umeral negra ovalada de limites bem distintos. Apresenta uma faixa lateral prateada ou 

escura, ao logo do flanco, até a mancha no fim do pedúnculo caudal. As nadadeiras ventrais e 

a anal são amarelas (VAZ et al., 2000). Muito ativo, move-se em cardumes e pode realizar 

curtas migrações ascendentes na época das cheias, o que lhe proporciona o estímulo 

necessário para a reprodução (VAZ et al., 2000). Dependendo das condições ambientais, pode 

apresentar desova parcelada ou total (IHERING; AZEVEDO 1934; NOMURA 1975; 

GARUTTI 1989; GENNARI FILHO; BRAGA 1996). As estimativas para o tamanho de 

maturação sexual da espécie variam de 7,8 a 10,4 cm de comprimento total (NOMURA 1975; 

AGOSTINHO et al., 1984; SANTOS et al.,1991). A idade da primeira maturação gonadal em 

cativeiro ocorre aos quatro meses (SILVA et al., 1996). 

No rio Mogi-Guaçu, em São Paulo, espécie A. aff.  bimaculatus foi definida como 

onívora, em estudos realizados no rio com predominância de consumo de restos de vegetais 

superiores (NOMURA, 1975). Porém, a espécie pode apresentar tendência à herbivoria-

insetivoria, refletindo uma característica oportunista (SILVA, 1998). Microcrustáceos 

constituem-se, também, num recurso relativamente expressivo na sua alimentação (GASPAR 

DA LUZ, 1996).  

 

2. OBJETIVOS  

GERAL 

Objetivou-se estudar a bioacumulação de Zn e os efeitos da exposição subcrônica de 

diferentes concentrações deste metal, na histologia de brânquias, fígado e testículo de 

indivíduos adultos de lambaris (A. aff. bimaculatus) para avaliar o potencial da espécie como 

bioindicador de qualidade de água.  
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ESPECÍFICOS  

a) determinar a concentração de Zn absorvida em brânquias, osso, músculo, cabeça, 

testículos e fígado, a partir de diferentes concentrações de Zn na água; 

b) avaliar, qualitativamente e quantitativamente, a histopatologia de brânquias, fígado 

e testículo causadas pela exposição crônica ao Zn na água;  

c) avaliar o uso de características histopatológicas dos tecidos branquial, hepático e 

testicular como biomarcador da concentração de Zn. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

Esta pesquisa foi submetida ao Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA) da 

Universidade de Brasília (UnB), protocolo nº 95806/2009. Foram utilizados 65 machos de A. 

aff. bimaculatus, procedentes da Piscicultura da Universidade Federal de Viçosa, localizada 

na cidade de Viçosa-MG.  

A pesquisa foi desenvolvida nos seguintes Laboratórios: Morfofisiologia de Peixes do 

Departamento de Veterinária; Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral; 

Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal; Aplicação de Radioisótopos do 

Departamento de Biologia Geral e no Laboratório de Espectrofotometria de Absorção 

Atômica do Departamento de Solos, todos da Universidade Federal de Viçosa, MG. 

No período de adaptação foram utilizados cinco aquários de vidro, cada um com 

capacidade de 150 L de água livre de cloro (por evaporação), mantendo-se 13 peixes por 

aquário, durante 40 dias. Todos os aquários contaram com sistema de filtragem por britas de 

diferentes tamanhos e uma malha acrílica, com sistema de filtração com bombas (Sarlo Better 

650 l/h), e aeração contínua da água. Diariamente, cerca de 20% do volume de água dos 

aquários era sifonado para eliminar restos de matéria orgânica e, imediatamente, substituído, 

mantendo-se as mesmas características iniciais. A qualidade da água foi monitorada a cada 

sete dias, medindo-se: o oxigênio dissolvido, a amônia tóxica, a dureza total e o nitrito através 

de kits colorimétricos (Labcon Test – Alcon); o pH, pelo medidor de pH digital de bancada 

(Tracom 10) e a condutividade elétrica, pelo condutivímetro digital de bancada (Tonka CD 

820). Foram coletadas amostras de água a cada sete dias para determinação das concentrações 

de Zn através do espectrofotômetro de absorção atômica (SpectrAA 220FS Varian).  

A temperatura foi controlada (26 ± 1 °C) (FISHBASE, 2009) através de aquecedores e 

termostatos (Atman 150 W). O fotoperíodo estabelecido foi de 12 horas-luz/12 horas-escuro, 

controlado por temporizador. Os peixes tiveram alimentação diária ad libitum ou até aparente 

saciedade com ração comercial (45% proteína bruta), oferecida duas vezes ao dia, às 8 e às 17 

horas. Essa ração apresenta-se em grânulos de 4 mm e, devido à incompatibilidade com o 

tamanho da cavidade bucal dos peixes, foi triturada e peneirada, utilizando-se peneira com 

malha de 1 mm. 

A cada dia acrescentou-se 0,16; 0,33; 0,5 e 0,66 µg L-1 de Zn na água, fornecido na 

forma de ZnSO4.7H2O (Merck, n° 1.08883.1000), totalizando 5, 10, 15 e 20 mg L-1 de Zn no 

final do período experimental, que foi de 30 dias. Foi instituído um grupo controle, mantido 

nas mesmas condições que os tratados, porém sem a adição do metal no água. Cada peixe 

constituiu uma unidade experimental, com 13 repetições. 
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A partir do momento que foi observada mortalidade dos animais, no 15º dia 

experimental, foram feitas observações a cada hora para retirada dos animais mortos nesse 

intervalo. Estes animais foram submetidos aos mesmos procedimentos daqueles que 

sobreviveram até o final do tempo de exposição. Ao final do período experimental, os animais 

foram previamente anestesiados com solução de benzocaína 1:10000, seguido de 

aprofundamento da anestesia, sendo então eutanasiados por secção da medula espinhal, na 

região occipital. 

De cada exemplar foram registrados os seguintes dados: comprimento total (CT), 

comprimento padrão (CP), peso corporal (PC), peso das gônadas (PG), peso do fígado (PF), 

peso das brânquias (PB), peso dos fragmentos de músculos (PM), peso da cabeça (PCa) e 

peso dos fragmentos dos ossos (PO). Os pesos foram obtidos utilizando-se uma balança 

analítica digital com precisão de 0.0001 g (Scientech, AS 210). Para a medição, utilizou-se 

paquímetro digital Mitutoyo 500-144B com precisão de 0,02 mm e, para a retirada dos 

tecidos, tesoura e bisturi cirúrgico. Para a histologia das brânquias foram utilizados 

fragmentos da região mediana do segundo arco braquial, e para a histologia do fígado e dos 

testículos, as regiões medianas dos respectivos órgãos. 

 
Determinação da concentração do zinco nos peixes  

Amostras de fragmentos de osso, testículos, fígado, brânquias, cabeça e músculo, após 

a pesagem, foram mantidas em estufa, a 70 ºC, até alcançarem peso seco constante. As 

amostras pré-secas foram acondicionadas em Erlenmeyer de 25 mL, adicionando-se então 1,5 

mL de HNO3 concentrado, 0,5 mL de HClO4 70%, 2 gotas de água oxigenada 30% e 1 gota 

de querosene para reduzir a formação de espuma. A temperatura do bloco digestor foi 

aumentada gradualmente até atingir 90 °C, de forma a porporcionar a digestão completa. 

Após diluição do material digerido, procedeu-se à determinação das concentrações dos 

elementos minerais através do espectrofotômetro de absorção atômica (SpectrAA 220FS 

Varian). 

 
Análises das brânquias 

Após a incisão na região opercular, as brânquias foram retiradas e fragmentos do 

segundo arco braquial, região mediana, foram fixados em solução de Karnovsky por 24 horas 

sendo depois transferidos para álcool 70%. Os fragmentos branquiais foram colocados em 

série etanólica crescente (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), com trocas a cada 30 minutos, 

procedendo-se a inclusão em glicol-metacrilato (Historesin®, Leica). Após a inclusão, foram 
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feitas secções semi-seriadas de 3 µm de espessura, em micrótomo rotativo (Reichert-Jung 

2045), utilizando-se navalhas de vidro. As preparações foram coradas com azul de toluidina e 

borato de sódio 1%, montadas com Entellan® (Merck) e analisadas sob microscopia de luz 

(microscópio Olympus BX-50). As imagens digitais foram capturadas por meio de 

fotomicroscópio Olympus AX70 TRF, no Laboratório de Anatomia Vegetal do Departamento 

de Biologia Vegetal (UFV) e processadas utilizando-se o software Adobe Photoshop CS2®. 

Para as análises histopatológicas das brânquias foram qualificadas e quantificadas as 

seguintes patologias utilizando dez campos/animal: hiperplasia, redução de lamelas 

secundárias, fusão das lamelas primárias e secundárias, aneurisma, destruição do epitélio 

lamelar, deleção de epitélio lamelar primário e secundário, ruptura de membrana, produção 

excessiva de muco, espessamento lamelar, vacuolização lamelar, destacamento de epitélio, 

edema, redução e aumento do espaço interlamelar, deformação da lamela primária e presença 

de tecido muscular. Se a patologia estivesse presente em pelo menos um dos campos 

visualizados, esta era considerada presente no animal. Por último, foi feita uma relação entre 

os animais que apresentaram patologia e o total presente no tratamento (n=13), expressando-

se o resultado em porcentagem.  

 
Análises do fígado 

Após a incisão longitudinal ventral da parede celomática com tesoura cirúrgica, o 

fígado foi removido e fragmentos desse órgão foram retirados seguindo o mesmo 

procedimento histológico descrito para as brânquias. Após a inclusão, foram feitas secções 

semi-seriadas de 3 µm de espessura, em micrótomo rotativo (Reichert-Jung 2045), utilizando-

se navalhas de vidro. As preparações foram coradas com hematoxilina de Mayer e floxina B, 

montadas com Entellan® (Merck), e analisadas sob microscopia de luz (microscópio 

Olympus BX-50). As imagens digitais foram capturadas por meio de fotomicroscópio 

Olympus AX70 TRF, no Laboratório de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia 

Vegetal (UFV) e processadas utilizando-se o software Adobe Photoshop CS2®. 

Nas análises histopatológicas do fígado, foram qualificadas e quantificadas as 

seguintes patologias utilizando-se dez campos/animal: deslocamento de núcleo do hepatócito, 

necrose, desarranjo da estrutura cordonal, infiltrado leucocitário, vacuolização de hepatócito, 

hepatócito com núcleo picnótico, citoplasma com granulação densa, degeneração nuclear, 

degeneração citoplasmática, proliferação e inchaço sinusóide, hipertrofia nuclear, hipertrofia 

celular e congestão vascular. Se a patologia estivesse presente em pelo menos um dos campos 

visualizados, esta era considerada presente no animal. Ao final, foi feita uma relação entre os 
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animais que apresentaram patologia e o total presente no tratamento (n=13), expressando-se o 

resultado em porcentagem.  

Morfometricamente foram quantificados, com auxílio do programa para análise de 

imagem Image Pro Plus, pontos sobre núcleo e citoplasma de hepatócitos, sobre capilares 

sinusóides e sobre infiltrados leucocitários, totalizando 2.660 pontos/animal. Para 

determinação do diâmetro nuclear dos hepatócitos, foram medidos 30 núcleos/animal com 

auxílio do programa para análise de imagem Image Pro Plus. 

Para obter o grau de desenvolvimento do fígado em relação ao peso corporal foi 

calculado o índice hepatossomático (IHS) mediante a fórmula: IHS1= PF/PC x 100. Para 

verificar a influência do fígado sobre o índice hepatossomático, foi utilizada a fórmula IHS2= 

PF/ (PC-PF) x 100, em que PF = Peso do Fígado e PC = Peso Corporal. 

Os resultados das variações dos constituintes do tecido hepático, índice 

hepatossomático e diâmetros nucleares de hepatócitos foram submetidos à análise estatística 

utilizando-se teste de Newman-Keuls, com valor de p≥ 0,05. Os resultados das histopatologias 

foram analisados de forma descritiva.  

 
Análises dos testículos 

Após a incisão longitudinal ventral da parede celomática com tesoura cirúrgica, os 

testículos foram removidos, e fragmentos testiculares da região mediana seguiram o mesmo 

procedimento histológico descrito para as brânquias. Após a inclusão, foram feitas secções 

seriadas de 3 µm de espessura, em micrótomo rotativo (Reichert-Jung 2045), utilizando-se 

navalhas de vidro. As preparações foram coradas com azul de toluidina e borato de sódio 1%, 

montadas com Entellan® (Merck), e analisadas sob microscopia de luz (microscópio 

Olympus BX-50). As imagens digitais foram capturadas por meio de fotomicroscópio 

Olympus AX70 TRF, no Laboratório de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia 

Vegetal (UFV), e processadas utilizando-se o software Adobe Photoshop CS2®.  

As gônadas foram analisadas morfológica e morfometricamente de acordo com 

MATTA et al. (2002).  

Para as análises histológicas do testículo foram qualificadas e quantificadas as 

seguintes patologias, utilizando-se dez campos/animal: ruptura de cisto, deslocamento da 

parede dos túbulos, retardo do desenvolvimento gonadal, agrupamento celular, núcleo 

picnótico, vacuolização, muco, degeneração, deslocamento de cisto, destruição do tecido 

intertubular, desorganização dos cistos e destruição dos cistos. Se a patologia estivesse 

presente em pelo menos um dos campos visualizados, esta era considerada presente no 
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animal. Ao final, foi feito uma relação entre os animais que apresentaram patologia e o total 

presente no tratamento (n=13), expressando-se o resultado em porcentagem.  

Morfometricamente foram quantificados pontos coincidentes sobre cisto, intertúbulo, 

espermatozóides e líquido seminal através do programa para análise de imagem Image Pro 

Plus, totalizando 2.660 pontos por animal, sendo os resultados expressos em percentagem. 

Para obter a relação entre o peso corporal e o peso das gônadas foi calculado o índice 

gonadossomático (IGS) mediante a fórmula: IGS1= PG/PC x100. Para estimar a influência do 

peso dos testículos sobre o IGS, foi utilizada a fórmula IGS2= PG/ (PC-PG) x 100, em que PG 

= Peso das gônadas e PC = Peso Corporal. 

Os resultados dos constituintes do tecido testicular e índice gonadossomático foram 

submetidos à análise estatística utilizando-se teste de Newman-Keuls com valor de p≥ 0,05. 

Os resultados das histopatologias foram analisados de forma descritiva. 
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CAPITULO 1 

 

BIOACUMULAÇÃO DE ZINCO EM Astyanax aff. bimaculatus APÓS EXPOSIÇÃO 

SUBCRÔNICA 

RESUMO 

Muitos metais ocorrem naturalmente em ambientes aquáticos e são classificados 

como poluentes quando adicionados pelos seres humanos em quantidades suficientes para 

produzir efeitos deletérios em algumas características do organismo. Dentre estes metais já 

existentes no ambiente aquático, pode-se citar o zinco (Zn) que é um elemento essencial 

para os seres vivos, mas em concentrações elevadas, pode se tornar tóxico aos seres vivos. 

Sendo assim, propôs-se com o presente estudo analisar a bioacumulação de Zn em 

diferentes tecidos de indivíduos machos adultos de lambaris (Astyanax aff. bimaculatus), a 

partir de exposição subcrônica em diferentes concentrações e avaliar a espécie como 

bioindicador. Foram utilizados 65 lambaris, divididos igualmente em 5 aquários. Foi 

constituído um grupo controle, mantido nas mesmas condições que os tratados, porém sem 

o metal. A cada dia acrescentou-se 0,16; 0,33; 0,5 e 0,66 µg L-1 de Zn na água, totalizando 

5, 10, 15 e 20 mg L-1 de Zn, respectivamente, no final do período experimental, de 30 dias. 

Ao final da exposição, os animais foram anestesiados, eutanasiados, medidos, pesados 

sendo retirados os ossos, testículos, fígado, brânquias, cabeça e músculo. Amostras dos 

tecidos coletados foram desidratadas e digeridas para a determinação das concentrações do 

Zn através do espectrofotômetro de absorção atômica. Nos tratamentos em que as dosagens 

de Zn na água foram de 5 e 10 mg L-1, o acúmulo desse metal foi maior nos testículos, 

seguido das brânquias, ossos, cabeça e músculos. Nos tratamentos em que as dosagens de 

Zn na água foram de 15 e 20 mg L-1, o acúmulo desse metal foi maior nas brânquias, 

seguido pelos testículos, ossos, músculo e cabeça. No fígado não houve acúmulo 

significativo em qualquer tratamento. As diferenças no nível da acumulação nos diferentes 

órgãos dos peixes podem primeiramente ser atribuídas às diferenças no papel fisiológico de 

cada órgão. O Zn mostrou-se altamente tóxico para A. aff. bimaculatus, em exposições 

subcrônicas, mesmo quando os animais foram expostos a concentração de 5 mg L-1 de Zn, 

estabelecida pela Resolução CONAMA n° 357 de 17/03/2005 como máximo permitida 

para água própria para a criação de animais. Sendo assim, A. aff. bimaculatus mostrou-se 

uma espécie sensível mesmo quando exposta a baixa concentração de Zn, podendo ser 

sugerida como bioindicador. 

PALAVRAS-CHAVE: Cabeça, metal pesado, músculo, ossos, peixes, toxicologia. 
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ABSTRACT 

Many metals occur naturally in aquatic environments and are classified as 

pollutants when added ppel humans in quantities sufficient to produce deleterious effects 

on some characteristics of the organism. Among these metals existing in the aquatic 

environment may be cited as zinc (Zn) which is an essential element for living beings. In 

high concentrations, the Zn can become toxic to living things, reducing serum levels of 

copper and causing a decrease in immunity. Therefore, it was proposed in this study to 

analyze the accumulation of Zn in different tissues of adult male individuals of tetra 

(Astyanax aff. bimaculatus), from subchronic exposure to different concentrations and 

assess the species as bioindicator. Sixty five lambaris were used, divided equally into five 

tanks. A control group was made, kept under the same conditions as the treated ones, 

nevertheless without the metal. Every day was added 0,16, 0,33, 0,5 and 0,66 µg L-1 of Zn 

in the water, adding up to 5, 10, 15 and 20 mg L-1 Zn, respectively, at the end of the 

experimental period, of 30 days. At the end of exposure, animals were anesthetized, 

euthanized, weighed, measured and the bones, testis, liver, gills, head and muscle were 

removed. Collected tissue samples were dried and digested for the determination of zinc 

concentrations over atomic absorption spectrophotometer. At the groups where the Zn 

serum in water were 5 and 10 mg L-1, the accumulation of the metal was higher on the 

testis, followed by gills, bones, head and muscles, and in the treatments where the Zn 

serum in water were 15 and 20 mg L-1, the accumulation of the metal was higher on the 

gills, followed by testis, bones, muscle and head.  In the liver no significant accumulation 

in any treatment. The differences in the level of accumulation in different organs of fish 

can primarily be attributed to differences in the physiological role of each organ. The Zn 

was highly toxic to A. aff. bimaculatus, exhibitions subchronic, even when the animals 

were exposed to 5 mg L-1 Zn, established by CONAMA Resolution No. 357 of 17/03/2005 

to maximum allowed for water suitable for breeding. Thus, A. aff. bimaculatus showed a 

sensitive species even when exposed to low concentrations of Zn, may be suggested as a 

bioindicator.  

KEYWORDS: head, heavy metal, muscle, bones, fish toxicology.  
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INTRODUÇÃO 

A partir da revolução industrial, um modelo de civilização se impôs, trazendo a 

industrialização como forma de produção e organização de trabalho e, como consequência, 

trouxe a disponibilidade de uma diversidade enorme de produtos químicos potencialmente 

tóxicos e a geração de resíduos em quantidade significativamente prejudicial ao ambiente 

(ZAGATTO, 2006). 

Nas décadas de 1980/1990, os resultados de validação entre dados de testes de 

toxicidade laboratoriais versus levantamento das comunidades aquáticas in loco mostraram 

estreita correlação quando se utilizam espécies representativas do ambiente. É foi neste 

período que se intensificou a implementação dos testes ecotoxicológicos, para o 

estabelecimento de padrões de qualidade da água e de lançamento de efluentes líquidos, no 

monitoramento da qualidade das águas e na avaliação do nível de periculosidade e do risco 

de substâncias químicas no ambiente, visando o controle da poluição hídrica. Nesse 

período, foram intensificadas as pesquisas para o desenvolvimento de testes bioquímicos, 

biossensores e biomarcadores, para avaliação da exposição a concentrações subletais de 

agentes químicos (ZAGATTO, 2006). 

Dependendo das propriedades físico-químicas do poluente, de sua concentração e 

também das características dos ecossistemas, podem ocorrer efeitos adversos à biota. Estes 

efeitos podem variar sistematicamente, incluindo desde respostas bioquímicas ou 

fisiológicas, denominadas respostas homeostáticas em organismos individuais, até a 

toxicidade em níveis de organização mais elevados, sobre um indivíduo, uma espécie, uma 

população, uma comunidade ou um ecossistema (BURATINI et al., 2006). 

Muitos metais ocorrem naturalmente em ambientes aquáticos e são classificados 

como poluentes uando adicionados pelos seres humanos em quantidades suficientes para 

produzir efeitos deletérios em algumas características do organismo (WOLFE, 1974; 

FREEDMAN, 1989). Os metais pesados acumulam-se nos tecidos de animais aquáticos, 

podendo tornar-se tóxicos, dependendo dos níveis de acumulação, que variam 

consideravelmente entre metais e espécie (HEATH, 1987). A presença de alguns metais 

pesados em ambientes aquáticos e suas acumulações nos peixes e nos outros organismos 

foi estudada por vários autores: a presença de cádmio (Cd), cobre (Cu), zinco (Zn), ferro 

(Fe) e chumbo (Pb) em Mullus barbatus e Sparus aurata (KARGIN, 1996), Cd, Pb, Cu, 

cromo (Cr), níquel (Ni), Zn e Fe em Mugil cephalus, Mullus barbatus e Caranx crysos 

(KALAY et al., 1999), Cd, Cr, Fe, Pb e Zn em Sparus auratus, Atherina hepsetus, Mugil 
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cephalus, Trigla cuculus, Sardina pilchardus e Scomberesox saurus (CANLI; ATLI, 

2003), Fe, Co, Ni, Cr, Pb e Zn em Mugil cephalus e Trachurus mediterraneus (YILMAZ, 

2003), Cd, Fe, Pb, Zn, Cu manganês (Mn), Ni, Cr, cobalto (Co) e alumínio (Al) em 

Saurida undosquamis, Sparus aurata e Mullus barbatus (TURKMEN et al., 2005).  

Dentre estes metais já existentes no ambiente aquático, pode-se citar o Zn que é um 

elemento essencial para os seres vivos. Seu papel engloba a participação na regulação e 

inicialização da resposta imune, esteroidogênese, espermatogênese, metabolismo da 

vitamina A, metabolismo energético, síntese protéica e divisão celular, além de apresentar 

importante função antioxidante (SALGUEIRO et al., 2000; FASCINELI, 2001). É um 

elemento que se apresenta em quantidades diminutas no organismo, representando apenas 

0,003% (1,4 a 2,3 g) do corpo humano (TASMAN-JONES, 1992). Ele se apresenta em 

maiores concentrações no cérebro, na próstata, no esperma, na pele e nos seus anexos, no 

fígado, no pâncreas, nos ossos e no sangue de mamíferos (TASMAN-JONES, 1992; 

WEISS et al., 2001). Nos peixes encontra-se em média de 3 a 5 mg kg-1 de Zn 

(OEHLENSCHLAGER, 2002).  

Os peixes servem como alimento para diversos animais e cada vez mais os seres 

humanos são dependentes dos peixes como fonte protéica, sendo, portanto, essencial saber 

o impacto da poluição da água sobre estes organismos. A assimilação e a retenção de um 

contaminante por um organismo podem acarretar a concentração elevada do mesmo, 

resultante da absorção direta, a partir do ambiente, ou da sua transferência nos níveis 

tróficos (BURATINI et al., 2006). 

Por se tratar de um metal essencial para a nutrição, o Zn tem papéis estruturais e 

regulatórios em muitos sistemas biológicos. Porém, em concentrações elevadas, o Zn pode 

se tornar tóxico aos animais e humanos (BENTLEY, 1992; ROMANI et al., 2003; CELIK; 

OEHLENSCHAGER, 2004), diminuindo os níveis séricos de Cu e causando a diminuição 

da imunidade (SHAMBAUGH, 1989). Os efeitos tóxicos do Zn devem-se, principalmente, 

às interações com outros elementos conforme demonstrado por HOGSTRAND e WOOD 

(1995), relataram que concentrações subletais de Zn, em peixes, causaram a inibição da 

absorção de Ca2+, já que estes íons competem pelos mesmos sítios de absorção nas 

brânquias. Consequentemente, essa redução da concentração de Ca afetaria a integridade 

da membrana celular e a estabilização da permeabilidade branquial (DE LA TORRE et al., 

2000). 

Diversos estudos têm utilizado peixes como bioindicadores demonstrando que os 

metais pesados podem alterar as atividades fisiológicas e os parâmetros bioquímicos nos 
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tecidos e no sangue (BASHA; RANI, 2003; CANLI, 1995). Alguns autores revisaram os 

efeitos tóxicos e a bioacumulação de Cr, Cu, Pb, e Zn em  Poxomis nigromaculatus, 

Lepomis macrochirus e Micropterus salmoides (AUCOIN et al., 1999) e de Zn e Cd em 

Mytilus galloprovincialis (ADAMI et al., 2002). 

Diversos estudos relatam a inibição da atividade colinesterásica plasmática e 

cerebral, as mudanças comportamentais na motilidade e na perda do equilíbrio em Brycon 

cephalus (AGUIAR et al., 2004), Piaractus mesopotamicus (BASTOS et al., 1998), Salmo 

trutta e Pleuronectes americanus (PAYNE et al., 1996), Danio rerio (ROEX et al., 2003), 

Callichthys callichthys (SILVA et al., 1993), Limanda limanda, Platichthys flesus e 

Serranus cabrilla (STURM et al., 1999), Oreochromis niloticus (THANGNIPON et al., 

1995). Alterações na composição bioquímica das brânquias e dos músculos, como a 

resposta ao estresse causado pela poluição ambiental, também foram avaliadas (JAMES et 

al., 1995; VIRK; SHARMA, 2003).  

Neste contexto, a proposta deste estudo foi determinar os efeitos biológicos de 

diferentes concentrações de Zn, verificando sua bioacumulação em diferentes tecidos de 

indivíduos machos adultos de lambaris (A. aff. bimaculatus), após exposição subcrônica, 

visando avaliar esta espécie como potencial bioindicadora. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Esta pesquisa foi submetida ao Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA) da 

Universidade de Brasília (UnB), protocolo nº 95806/2009. Foram utilizados 65 machos de 

A. aff. bimaculatus, procedentes da Piscicultura da Universidade Federal de Viçosa, 

localizada na cidade de Viçosa-MG.  

A pesquisa foi desenvolvida nos seguintes Laboratórios: Morfofisiologia de Peixes 

do Departamento de Veterinária; Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral; 

Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal; Aplicação de Radioisótopos do 

Departamento de Biologia Geral e no Laboratório de Espectrofotometria de Absorção 

Atômica do Departamento de Solos, todos da Universidade Federal de Viçosa, MG. 

No período de adaptação foram utilizados cinco aquários de vidro, cada um com 

capacidade de 150 L de água livre de cloro (por evaporação), mantendo-se 13 peixes por 

aquário, durante 40 dias. Todos os aquários contaram com sistema de filtragem por britas 

de diferentes tamanhos e uma malha acrílica, com sistema de filtração com bombas (Sarlo 

Better 650 l/h), e aeração contínua da água. Diariamente, cerca de 20% do volume de água 

dos aquários era sifonado para eliminar restos de matéria orgânica e, imediatamente, 
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substituído, mantendo-se as mesmas características iniciais. A qualidade da água foi 

monitorada a cada sete dias, medindo-se: o oxigênio dissolvido, a amônia tóxica, a dureza 

total e o nitrito através de kits colorimétricos (Labcon Test – Alcon); o pH, pelo medidor 

de pH digital de bancada (Tracom 10) e a condutividade elétrica, pelo condutivímetro 

digital de bancada (Tonka CD 820). Foram coletadas amostras de água a cada sete dias 

para determinação das concentrações de Zn através do espectrofotômetro de absorção 

atômica (SpectrAA 220FS Varian).  

A temperatura foi controlada (26 ± 1 °C) (FISHBASE, 2009) através de 

aquecedores e termostatos (Atman 150 W). O fotoperíodo estabelecido foi de 12 horas-

luz/12 horas-escuro, controlado por temporizador. Os peixes tiveram alimentação diária ad 

libitum ou até aparente saciedade com ração comercial (45% proteína bruta), oferecida 2 

vezes ao dia, as 8 e às 17 horas. Essa ração apresenta-se em grânulos de 4 mm e, devido à 

incompatibilidade com o tamanho da cavidade bucal dos peixes, foi triturada e peneirada, 

utilizando-se peneira com malha de 1 mm. 

Os animais foram expostos a concentrações de 5, 10, 15 e 20 mg L-1 de Zn na água, 

que foram divididas durante o período experimental, de 30 dias. A cada dia acrescentou-se 

0,16; 0,33; 0,5 e 0,66 µg L-1 de Zn, fornecido na forma de ZnSO4.7H2O (Merck, n° 

1.08883.1000). Foi constituído um grupo controle, mantido nas mesmas condições que os 

tratados, porém sem o metal. Cada peixe constituiu uma unidade experimental, com 13 

repetições. 

A partir do momento que foi observado mortalidade dos animais, no 15º dia 

experimental, foram feitas observações a cada hora para retirada dos animais mortos nesse 

intervalo. Estes animais foram submetidos aos mesmos procedimentos daqueles que 

sobreviveram até o final do tempo de exposição. Ao final do período experimental, os 

animais foram previamente anestesiados com solução de benzocaína 1:10000, seguido de 

aprofundamento da anestesia, sendo então eutanasiados por secção da medula espinhal, ao 

nível do opérculo.  

De cada exemplar foram registrados os seguintes dados: comprimento total (CT), 

comprimento padrão (CP), peso corporal (PC), peso das gônadas (PG), peso do fígado 

(PF), peso das brânquias (PB), peso dos fragmentos de músculos (PM), peso da cabeça 

(PCa) e peso dos fragmentos dos ossos (PO). Os pesos foram obtidos utilizando-se uma 

balança analítica digital com precisão de 0,0001 g (Scientech, AS 210). Para a medição, 

utilizou-se paquímetro digital Mitutoyo 500-144B com precisão de 0,02 mm e, para a 

retirada dos tecidos, tesoura e bisturi cirúrgico. Para a histologia das brânquias, foram 
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utilizados fragmentos da região mediana do segundo arco braquial, e para a histologia do 

fígado e dos testículos, as regiões medianas dos respectivos órgãos. 

As amostras de fragmentos de ossos, testículos, fígado, brânquias, cabeça e 

músculo, após pesagem em balança analítica digital com precisão de 0,0001 g (Scientech 

AS 210), foram mantidas em estufa, a 70 ºC, até alcançarem peso seco constante. As 

amostras pré-secas foram acondicionadas em erlenmeyer de 25 mL, seguidas da adição de 

1,5 mL de HNO3 concentrado, 0,5 mL de HClO4 70%, 2 gotas de água oxigenada 30% e 1 

gota de querosene para reduzir a formação de espuma. A temperatura do bloco digestor foi 

aumentada gradualmente, iniciando a 70 °C até atingir 90 °C, de forma que a digestão 

completa durasse cerca de 30 minutos. Após diluição do material digerido, procedeu-se à 

determinação das concentrações dos elementos minerais através do espectrofotômetro de 

absorção atômica (SpectrAA 220FS Varian), com os resultados expressados em mg g-1 de 

massa de tecido fresco. 

Os resultados de acúmulo do Zn nos tecidos foram submetidos à análise estatística 

utilizando-se teste de Newman-Keuls com valor de p≥ 0,05. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A qualidade da água avaliada durante o período experimental não diferiu 

significativamente ao longo do período nem entre os diferentes tratamentos, exceto com 

relação à condutividade elétrica, que aumentou à medida que a concentração de Zn na água 

aumentava (TAB. 1 - ANEXO A). Os resultados de pH, oxigênio dissolvido, amônia 

tóxica, dureza total e nitrito encontravam-se dentro da faixa determinada como adequada 

para peixes de água doce (OSTRENSKY; BOEGER, 1998; MOREIRA et al., 2001; 

ARANA, 2004). A condutividade elétrica acima de 100 µS cm-1 está associada, em geral, a 

ambientes impactados fornecendo assim uma boa indicação das modificações na 

composição de uma água, especialmente na sua concentração mineral, mas não fornece 

qualquer indicação das quantidades relativas dos vários componentes. À medida que mais 

sólidos dissolvidos são adicionados, a condutividade da água aumenta e altos valores 

podem indicar características corrosivas da água (CETESB, 2009).  

A concentração de Zn dos aquários foi monitorado a cada sete dias. Constatou-se 

que as concentrações deste elemento sofreram aumento gradativo durante os 30 dias de 

exposição. No entanto, a adição diária de Zn, embora tenha ocasionado aumento na 

concentração do mesmo em solução, não atingiu os valores definidos nos tratamentos. 

Provavelmente, processos adsortivos nas paredes dos recipientes ou com material em 
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suspensão tenham colaborado para que as concentrações definidas nos tratamentos não 

tenham sido alcançadas.  

O comprimento padrão e os pesos do fígado, dos testículos e da cabeça variaram 

significativamente entre os tratamentos e o controle (TAB. 1). No entanto, não foram 

observadas diferenças significativas no peso e altura corporal e peso das brânquias. 

Foi observada redução do peso do fígado e aumento dos testículos, diferente do que 

foi observado por ANDERSSON et al. (1988), em percas (Perca fluviatilis), os quais 

relataram redução no crescimento da gônada e aumento no tamanho do fígado como 

sintomas de peixes expostos a águas poluídas por metais pesados.  

 
Tabela 1: Biometria corporal de machos de A. aff. bimaculatus (um grupo controle e quatro 
tratamentos) em condições de exposição a diferentes concentrações de zinco na água por 30 dias 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: PC: peso corporal; CP: comprimento Padrão; AC: Altura Corporal; PF: Peso do 
Fígado; PT: Peso dos Testículos; PB: Peso das Brânquias e PCa: Peso da Cabeça. 
Letras iguais na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, p≥ 0,05. 

 

 

No grupo controle e no grupo tratado com concentração de 5 mg L-1 de Zn não 

houve mortalidade dos peixes até o final do experimento. Entre o 15º e o 28º dia de 

exposição, os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1apresentaram, 

respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade.  

A morte dos peixes foi precedida de comportamento anormal, permanecendo 

próximos à superfície do aquário com intenso batimento opercular, natação descoordenada 

e letargia. Aqueles que sobreviveram reduziram a ingestão de alimento. Por outro lado, os 

animais que não receberam o Zn e aqueles que receberam o metal na concentração de 5 mg 

Concentração de Zinco (mg L-1) 

Padrões 0 5 10 15 20 

PC (g) 5,437a 6,811a 10,311a 7,085a 6,536a 

CP (cm) 4,710a 6,336b 6,764b 6,747c 6,822b 

AC (cm) 2,280a 2,063a 2,194a 2,152a 2,311a 

PF (g) 0,044a 0,039ab 0,021b 0,023b 0,028ab 

PT (g) 0,053a 0,157b 0,180b 0,197b 0,204b 

PB (g) 0,184a 0,183a 0,209a 0,223a 0,208a 

PCa (g) 0,839a 1,109b 1,005ab 1,055b 0,993b 
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L-1, movimentavam-se intensamente em cardumes e se alimentavam normalmente, 

mostrando comportamento semelhante ao grupo de controle. 
 

 
Tabela. 2: Percentual da mortalidade de A. aff. bimaculatus durante o tempo de exposição a diferentes 
concentrações de zinco (mg L-1) (n = 13). 
 

Concentração 
de zinco  
(mg L-1) 

Mortalidade (%) 
Tempo (dias) 

14 20 25 28 30 Total 

0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 

10 0 24 18 20 0 62 

15 0 23 27 35 0 85 

20 0 26 32 42 0 100 

 

Trabalho realizado por SANTOS (2009) utilizando-se Astyanax aff. bimaculatus 

sob exposição aguda (96 h), verificou-se que não houve mortalidade em concentração de 5 

mg L-1 de Zn, enquanto que na concentração de 20 mg L-1 ocorreu 100% de mortalidade 

em apenas 24 horas. A concentração letal para 50% dos organismos (CL50) na exposição 

aguda (96 horas), para A. aff. bimaculatus, foi determinada como sendo de 10 mg L-1 de 

Zn, o dobro do permitido pela legislação brasileira (5 mg L-1) na água para criação de 

animais (CONAMA, 2005), indicando o alto nível de toxicidade do Zn para a espécie em 

estudo. 

Nos tratamentos em que as dosagens de Zn na água foram de 5 e 10 mg L-1, o 

acúmulo desse metal foi maior nos testículos, seguido das brânquias, ossos, cabeça e 

músculos (TAB. 3 - FIG. 1). No fígado não houve acúmulo significativo entre os 

tratamentos. Contrariamente, alguns trabalhos relatam expressivo acúmulo de Zn no 

fígado, como em Channa punctatus (MURUGAN et al.; 2008) e em outras três espécies de 

peixes (ISMAIL; ABU-HILAL; 2008). Nos demais órgãos, como brânquias, gônadas e 

músculo, os relatos são coerentes com os resultados obtidos neste trabalho (ISMAIL; 

ABU-HILAL; 2008; MURUGAN et al.; 2008). Estudos realizados em Astyanax aff. 

bimaculatus demonstraram que o acúmulo de Zn, após a exposição aguda com 10 mg L-1, 

ocorreu de forma mais expressiva em brânquias e ossos e, na exposição com 5 mg L-1 não 

houve diferença de acúmulo entre os indivíduos tratados e o controle (SANTOS, 2009).  
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Tabela. 3: Concentração de zinco em tecidos (mg g-1) de machos de A. aff. bimaculatus expostos a 
diferentes concentrações de zinco na água por 30 dias. Sendo que entre o 15º e o 28º dia de exposição, os 
tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1 apresentaram, respectivamente, 62%, 85% e 
100% de mortalidade. 

Concentração de Zinco (mg L-1)   

Tecidos 0 5 10 15 20 

Testículos 0,0001a 0,1715a 0,3106a 0,0596a 0,0750a 

Brânquias 0,0001a 0,1152b 0,2804c 0,2873b 0,3411b 

Osso 0,0001a 0,0264b 0,0269b 0,0317b 0,0344b 

Cabeça 0,0001a 0,0142b 0,0115ab 0,0099b 0,0101b 

Músculo 0,0001a 0,0108b 0,0104b 0,0128b 0,0235c 

    Letras iguais na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, p≥ 0,05 
 

Daqueles tecidos que acumularam Zn, verificou-se que as menores concentrações 

foram detectadas nos músculos, conforme constatado por MARCOVECCHIO e MORENO 

(1993). Trabalho feito com A. aff. bimaculatus, sob exposição aguda de Zn, não foi 

verificado acúmulo deste elemento na musculatura (SANTOS; 2009). Este reduzido 

acúmulo de Zn no músculo de peixes pode ser devido à transferência do metal acumulado 

para outros órgãos (CINIER et al., 1998; MADHUSUDAN et al., 2003).  

Nos tratamentos em que as dosagens de Zn na água foram de 15 e 20 mg L-1, o 

acúmulo desse metal foi maior nas brânquias, seguidas pelos testículos, ossos, músculo e 

cabeça (TAB. 3 e FIG. 1). No fígado não houve acúmulo significativo entre os tratamentos. 

Estudos realizados com A. aff. bimaculatus, sob exposição aguda de Zn, constataram que à 

medida que se aumenta a concentração do metal na água, aumenta também o seu acúmulo 

nas brânquias, caracterizando dose dependência (SANTOS, 2009). 

O elevado acúmulo do Zn nas brânquias, encontrado neste estudo, pode ser 

justificado pelo fato do epitélio branquial ser a principal superfície de contato com o 

ambiente e por constituir um importante alvo dos poluentes presentes na água, devido à sua 

extensa área superficial (WONG; WONG, 2000). O excesso de Zn nas brânquias é 

considerado tóxico por provocar efeitos deletérios, tais como hipocalcemia (SPRY; 

WOOD, 1985) e neurodegeneração (FREDERICKSON; BUSH, 2001). Um dos mais 

importantes efeitos subletais do Zn em peixes é a inibição da absorção de Ca2+ já que estes 

íons competem pelos mesmos sítios de absorção nas brânquias (HOGSTRAND; WOOD, 

1995). A redução da concentração de Ca2+ é prejudicial ao organismo, já que este elemento 
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é essencial para a integridade da membrana celular e estabilização da permeabilidade 

branquial (DE LA TORRE et al., 2000). 

Estudos realizados com A. aff. bimaculatus, sob exposição aguda de Zn revelou 

que, nos tratamentos com concentração superior a 10 mg L-1, o acúmulo desse metal foi 

maior no fragmento ósseo, seguido de testículo e músculo (SANTOS, 2009). Dependendo 

da forma de exposição, se aguda ou crônica, e dos órgãos analisados, verifica-se que o Zn 

pode acumular-se nos diversos tecidos em diferentes magnitudes. A exposição aguda de 10 

mg L-1 de Zn resultou em maiores concentrações do elemento no fragmento ósseo, seguido 

de testículo e músculo de Astyanax aff. bimaculatus (SANTOS, 2009). Em Oncorhyncus 

mykiss sob exposição crônica, as maiores concentrações ocorreram nas brânquias, fígado e 

rins (McGEER et al. 2000). 

A determinação da concentração de Zn na cabeça dos peixes, embora tenha 

resultado em reduzidos valores, é parâmetro importante para se avaliar o grau de 

toxicidade de determinado metal, conforme foi verificado por NAJI et al. (2007) no estudo 

de avaliação da poluição e comprometimento de peixes no rio Galma envolvendo cinco 

metais pesados. 

Nos ossos de A. aff. bimaculatus, houve diferenças entre todos os tratamentos 

quanto ao acúmulo de Zn, mostrando ser dose-dependente. Resultados semelhantes foram 

obtidos em estudos com exposição aguda, nas concentrações de 10, 15 e 20 mg L-1 de Zn, 

em A. aff. bimaculatus (SANTOS, 2009). 
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Figura. 1. Concentração de zinco nos tecidos (mg/g) de machos de A. aff. bimaculatus expostos a 
diferentes concentrações de zinco na água por 30 dias. Sendo que entre o 15º e o 28º dia de exposição, os 
tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1 apresentaram, respectivamente, 62%, 85% e 
100% de mortalidade. 
*Letras iguais sobre barras do mesmo tecido não diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, p≥0,05. 

 

A baixa concentracão de Zn acumulado no tecido hepático, observado neste estudo, 

pode ser justificada, em parte, pelo aumento da excreção biliar e/ou excreção renal 

induzido pela atuação de hormônios, como as catecolaminas, que têm a produção 

aumentada sob condições de estresse (WEPENER et al., 2001).  

As diferenças no nível da acumulação nos diferentes órgãos dos peixes podem, 

primeiramente, ser atribuídas às diferenças no papel fisiológico de cada órgão 

(KARUPPASAMY, 2004) e, consequentemente, da capacidade de tolerância e das 

diversas funções regulatórias que podem influenciar nas diferenças da acumulação nos 

tecidos (ROMANENKO et al., 1986).  

 
CONCLUSÕES 
 

O Zn mostrou-se altamente tóxico para A. aff. bimaculatus, em exposições 

crônicas, mesmo na concentração permitida pela legislação brasileira. 

Nos tratamentos contendo 5 e 10 mg L-1 de Zn na água, houve maior acúmulo deste 

metal nos testículos, seguidos pelas brânquias, osso, cabeça e músculo. Nos tratamentos 

contendo 15 e 20 mg L-1 de Zn na água houve maior acúmulo de zinco nos tecidos 
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branquiais seguido dos testículos, osso, músculo e cabeça. O fígado não apresentou 

acúmulo significativo em nenhum dos tratamentos. 

Os resultados apresentados comprovam a acumulação crescente do Zn nos 

diferentes tecidos dos animais em estudo submetidos a exposição subcrônica (30 dias). 

Assim, o A. aff. bimaculatus mostrou-se uma espécie sensível, mesmo quando exposta a 

baixas concentrações de Zn na água, sendo, portanto, adequada para utilização como 

bioindicador potencia. 
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CAPÍTULO 2 
 
 

MORFOLOGIA DAS BRÂNQUIAS E DO FÍGADO DE Astyanax aff. bimaculatus 

EXPOSTOS AO ZINCO 

RESUMO 

Respostas biológicas ao estresse provocado por metais pesados, como o zinco (Zn), 

por exemplo, podem ser utilizadas para identificar sinais iniciais de danos aos peixes e 

podem ser denominadas biomarcadores. Assim, o trabalho ora desenvolvido propôs-se a 

estudar os efeitos de diferentes concentrações de Zn na histologia das brânquias e do 

fígado de lambaris (Astyanax aff. bimaculatus) machos adultos, após exposição 

subcrônica, e avaliar a espécie como bioindicador de ambientes impactados. Foram 

utilizados 65 lambaris, divididos igualmente em 5 aquários. Foi constituído um grupo 

controle, mantido nas mesmas condições que os tratados, porém sem o metal. A cada dia 

acrescentou-se 0,16; 0,33; 0,5 e 0,66 µg L-1 de Zn na água, totalizando 5, 10, 15 e 20 mg L-

1 de Zn, respectivamente, no final do período experimental, de 30 dias. Ao final da 

exposição, os animais foram anestesiados, eutanasiados, medidos, pesados sendo retirados 

os ossos, testículos, fígado, brânquias, cabeça e músculo. Fragmentos de brânquias e 

fígado foram fixados, incluídos e seccionados em micrótomo rotativo e corados para 

confecção de preparações histológicas. Foram qualificadas e quantificadas várias 

histopatologias nas brânquias e no fígado onde também foram quantificados pontos sobre 

núcleo e citoplasma de hepatócitos, capilar sinusóide e infiltrados leucocitários, além da 

determinação do diâmetro nuclear dos hepatócitos e calculados os índices 

hepatossomáticos. A presença de alterações histológicas das brânquias e do fígado, para 

cada organismo, foi avaliada de forma semi-quantitativa através do método Degree of 

Tissue Change (DTC), o qual foi baseado na gravidade das lesões. Todos os grupos 

tratados obtiveram valores de DTC superiores a 100, com média 582±28 e 440±10, 

indicando a presença de alterações irreversíveis nas brânquias e no fígado, 

respectivamente. Em relação aos índices hepatossomáticos, houve redução significativa em 

todos os grupos tratados em relação ao grupo controle. Contatou-se que as alterações 

histológicas revelam que as crescentes contaminações causadas pelos altos níveis de Zn 

afetam o ambiente aquático, comprometendo a função dos tecidos e causando a morte dos 

peixes, e que esta espécie foi adequada como bioindicador do ecossistema aquático. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Histopatologias, peixes, toxidez. 
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ABSTRACT 

Biological responses to stress causes by heavy metals such as zinc (Zn), for 

example, can be used to iden be early signs of damage to fish and can be called 

biomarkers. Thus, the work developed now proposed to study the effects of different 

concentrations of Zn in the histology of the gills and liver of tetra (Astyanax aff. 

bimaculatus) adult males after subchronic exposure, and assess the species as a 

bioindicator of similar environments. 65 minnows were used, divided equally into 5 tanks. 

Was a control group, kept under the same conditions as the treated, but without the metal. 

Sixty five lambaris were used, divided equally into five tanks. A control group was made, 

kept under the same conditions as the treated ones, nevertheless without the metal. Every 

day was added 0,16, 0,33, 0,5 and 0,66 µg L-1 of Zn in the water, adding up to 5, 10, 15 

and 20 mg L-1 Zn, respectively, at the end of the experimental period, of 30 days. At the 

end of exposure, animals were anesthetized, euthanized, weighed, measured and the bones, 

testis, liver, gills, head and muscle were removed. Colleted tirrue samples of gills and liver 

were fixed, included and sectioned with a rotary microtome and stained for making 

histological preparations. Were classified and quantified various histopathology in the gills 

and liver which were also measured points on the nucleus and cytoplasm of hepatocytes 

and sinusoidal capillary leukocyte infiltration, and determination of the nuclear diameter of 

hepatocytes and hepatossomatic calculated indexes. The presence of histological changes 

of the gills and liver, for each organism was evaluated in a semi-quantitative method 

through the Degree of Tissue Change (DTC), which was based on the severity of injuries. 

All treated groups achieved values of DTC than 100, averaging 582±28 and 440±10, 

indicating the presence of irreversible changes in the gills and liver, respectively. 

Compared to the hepatossomatic, decreased significantly in all treated groups compared to 

the control group. Histological changes show that the increasing contamination caused by 

high levels of Zn affect the aquatic environment, compromising the function of tissues and 

causing the death of fish. It was found that Zn had severe effects in different concentrations 

for the subchronic toxicity tests, and that this species appropriate as bioindicators of the 

aquatic ecosystem.  

 

KEY WORDS: Histopathology, fish toxicity.  
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INTRODUÇÃO 

O crescimento populacional verificado nas últimas décadas, acoplado ao avanço 

tecnológico e ao aumento da geração de produtos industriais, dentre os quais a manufatura 

de produtos químicos para serem usados como fertilizantes, inseticidas e herbicidas, tem 

levado a economia global a uma expansão do nível de compostos xenobióticos no 

ecossistema aquático. Tal fato vem contribuindo para a redução da qualidade dos diversos 

compartimentos ambientais (água, sedimento, ar e solo), bem como para o 

comprometimento da saúde dos seres vivos que habitam esses ecossistemas 

(CAJARAVILLE et al., 2000).  

Através das primeiras discussões científicas mundiais sobre prevenção de impactos 

ambientais, em 1992, a Agência Americana de Proteção Ambiental (United States 

Environmental Protection Agency – USEPA) lançou uma nova abordagem, intitulada 

“Avaliação de Risco”. Esta abordagem incorpora informações derivadas cientificamente, 

com preocupações sociais e econômicas, para projetar as consequências da ação de 

estressores de origem antrópica sobre o ambiente e, com base nesse modelo projetado, 

definirem ações para evitá-las (JESUS; CARVALHO, 2008). 

Processos naturais e atividades antrópicas liberam para o ambiente aquático uma 

grande variedade de produtos tóxicos, dentre eles metais como o Zn (BENTLEY, 1992; 

RASHED, 2001; BORDAJANDI et al., 2003), capazes de interagir com o organismo vivo 

causando múltiplas alterações, as quais podem gerar graves consequências em populações, 

comunidades ou ecossistemas, dependendo do grau de contaminação e do tempo de 

exposição (JESUS; CARVALHO, 2008). 

O Zn é um metal de transição considerado micronutriente essencial, necessário para 

a função celular (KARAN et al., 1998; McGEER et al., 2000). É considerado o mais 

abundante elemento traço intracelular e está envolvido na estrutura e na função de mais de 

300 enzimas, sendo essencial para a função celular e metabólica. Este íon também é 

integrante de metaloenzimas como a fosfatase alcalina, álcool desidrogenase e anidrase 

carbônica (WATANABE et al., 1997; CELIK; OEHLENSCHAGER, 2004).  

A absorção de Zn pode ocorrer diretamente através da água ou indiretamente 

através da cadeia alimentar (BENTLEY, 1992; HAMILTON et al.,1998). Nos peixes, as 

brânquias, são órgãos multifuncionais que executam funções vitais como a respiração, 

osmorregulação, equilíbrio ácido-basico e excreção (NEWSTEAD, 1987; FRACÁCIO et 

al., 2003; PANDEY et al. 2008). Por estarem em contato direto com o meio externo e por 

apresentarem uma vasta área superficial, as brânquias interagem e absorvem tóxicos 
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facilmente, representando alvos preliminares de distúrbios provocados pelos poluentes 

aquáticos (MALLAT, 1985; EVANS, 1987). Assim, as alterações histológicas das 

brânquias são reconhecidas como um método rápido e válido para determinar os danos 

causados nos peixes pela exposição a diferentes poluentes (PLAYLE et al., 1992; 

ARELLANO et al., 1999; DE BOECK et al., 2001; GARCIA-SANTOS et al., 2007).   

A organização geral das brânquias baseia-se em um sistema progressivo de 

subdivisões dando origem, primeiramente, às fendas branquiais, as quais são separadas por 

um septo branquial que contém o arco branquial (NOGUEIRA et al., 2008). O epitélio que 

recobre este arco branquial é constituído por diversos tipos celulares e, em particular, por 

células pavimentosas de revestimento, células de cloro e mucosas (MONTEIRO et al., 

2004). Na superfície do arco branquial voltada para a cavidade opercular inserem-se duas 

fileiras de filamentos branquiais (holobrânquias), cujas superfícies dão origem a uma série 

de dobras que constituem as lamelas, as quais são os sítios primários das trocas de gases na 

maioria dos peixes (SAKURAGUI, 2000; GENTEN et al., 2009).  

O contato direto entre as brânquias e a água promove maior interação com as 

substâncias tóxicas encontradas na água, devido à presença dos sítios de ligações iônicas 

(HOLLIS; PLAYLE, 1997). A fina camada epitelial que cobre as lamelas secundárias 

representa o local de maior troca gasosa. As células de cloreto, responsáveis pelas trocas 

iônicas, estão concentradas, geralmente, na lamela primária, mas são encontradas entre as 

lamelas secundárias sob condições de baixas concentrações iônicas. Além de transportar 

sódio, cloro e cálcio, estas células podem eventualmente acumular metais tóxicos e outras 

substâncias, o que provoca uma alteração indicativa de resposta morfológica de proteção 

ao organismo, pois aumenta a barreira água-sangue aos poluentes tóxicos bio-disponíveis. 

Esta barreira pode fazer com que os peixes morram asfixiados quando o espaço entre as 

lamelas secundárias, onde ocorrem trocas gasosas, se torna muito pequeno (FRACÁCIO et 

al., 2003).  

O fígado é um órgão chave para avaliação da ação dos poluentes químicos sobre o 

peixe. É o primeiro órgão na biotransformação dos xenobióticos e, provavelmente, também 

para excreção de metais. Assim, muitos metais e outros xenobióticos se acumulam no 

fígado, de modo que suas células ficam expostas a um nível elevado de agentes químicos 

que podem estar presentes tanto no ambiente quanto em outros órgãos do peixe (HEATH, 

1987). Devido à sua função no metabolismo de xenobióticos e à sua sensibilidade aos 

poluentes do ambiente, o fígado tem recebido atenção especial em estudos toxicológicos 

relacionados à contaminação de diferentes espécies de peixes por agentes químicos 
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orgânicos e inorgânicos (HINTON et al., 1992). Assim, os efeitos hepatotóxicos dos 

diversos agentes químicos podem ser utilizados como biomarcadores de contaminação 

aquática (HINTON et al., 1992; GUNDERSEN et al., 2000), pois, na presença de 

poluentes, o fígado pode desenvolver alterações histológicas que podem ser usadas para o 

monitoramento de efeitos de contaminantes (GUNDERSEN et al., 2000; AMORIM et al., 

2000; PARIS-PALÁCIOS et al., 2000; SCHWAIGER, 2001; PACHECO; SANTOS, 

2002; THOPHON et al., 2003; FANTA et al., 2003). Por isso, alguns parâmetros 

hepáticos, como alterações histopatológicas e depleção de glicogênio, têm sido utilizados 

em programas de biomonitoramento (SCHWAIGER et al., 1997; JOHNSEN et al., 1998; 

PACHECO; SANTOS, 2002; FANTA et al., 2003). 

Desse modo foi proposto avaliar neste trabalho os efeitos de diferentes 

concentrações de Zn na histologia das brânquias e do fígado de lambaris (A. aff. 

bimaculatus) machos adultos, após exposição subcrônica, e avaliar a espécie como 

bioindicador de ambientes impactados. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 
 

Esta pesquisa foi submetida ao Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA) da 

Universidade de Brasília (UnB), protocolo nº 95806/2009. Foram utilizados 65 machos de 

A. aff. bimaculatus, procedentes da Piscicultura da Universidade Federal de Viçosa, 

localizada na cidade de Viçosa-MG.  

A pesquisa foi desenvolvida nos seguintes Laboratórios: Morfofisiologia de Peixes 

do Departamento de Veterinária; Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral; 

Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal; Aplicação de Radioisótopos do 

Departamento de Biologia Geral e no Laboratório de Espectrofotometria de Absorção 

Atômica do Departamento de Solos, todos da Universidade Federal de Viçosa, MG. 

No período de adaptação foram utilizados cinco aquários de vidro, cada um com 

capacidade de 150 L de água livre de cloro (por evaporação), mantendo-se 13 peixes por 

aquário, durante 40 dias. Todos os aquários contaram com sistema de filtragem por britas 

de diferentes tamanhos e uma malha acrílica, com sistema de filtração com bombas (Sarlo 

Better 650 l/h), e aeração contínua da água. Diariamente, cerca de 20% do volume de água 

dos aquários era sifonado para eliminar restos de matéria orgânica e, imediatamente, 

substituído, mantendo-se as mesmas características iniciais. A qualidade da água foi 

monitorada a cada sete dias, medindo-se: o oxigênio dissolvido, a amônia tóxica, a dureza 

total e o nitrito através de kits colorimétricos (Labcon Test – Alcon); o pH, pelo medidor 
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de pH digital de bancada (Tracom 10) e a condutividade elétrica, pelo condutivímetro 

digital de bancada (Tonka CD 820). Foram coletadas amostras de água a cada sete dias 

para determinação das concentrações de Zn através do espectrofotômetro de absorção 

atômica (SpectrAA 220FS Varian).  

A temperatura foi controlada (26 ± 1 °C) (FISHBASE, 2009) através de 

aquecedores e termostatos (Atman 150 W). O fotoperíodo estabelecido foi de 12 horas-

luz/12 horas-escuro, controlado por temporizador. Os peixes tiveram alimentação diária ad 

libitum ou até aparente saciedade com ração comercial (45% proteína bruta), oferecida 2 

vezes ao dia, as 8 e às 17 horas. Essa ração apresenta-se em grânulos de 4 mm e, devido à 

incompatibilidade com o tamanho da cavidade bucal dos peixes, foi triturada e peneirada, 

utilizando-se peneira com malha de 1 mm. 

Os animais foram expostos a concentrações de 5, 10, 15 e 20 mg L-1 de Zn na água, 

que foram divididas durante o período experimental, de 30 dias. A cada dia acrescentou-se 

0,16; 0,33; 0,5 e 0,66 µg L-1 de Zn, fornecido na forma de ZnSO4.7H2O (Merck, n° 

1.08883.1000). Foi constituído um grupo controle, mantido nas mesmas condições que os 

tratados, porém sem o metal. Cada peixe constituiu uma unidade experimental, com 13 

repetições. 

A partir do momento que foi observado mortalidade dos animais, no 15º dia 

experimental, foram feitas observações a cada hora para retirada dos animais mortos nesse 

intervalo. Estes animais foram submetidos aos mesmos procedimentos daqueles que 

sobreviveram até o final do tempo de exposição. Ao final do período experimental, os 

animais foram previamente anestesiados com solução de benzocaína 1:10000, seguido de 

aprofundamento da anestesia, sendo então eutanasiados por secção da medula espinhal, ao 

nível do opérculo.  

De cada exemplar foram registrados os seguintes dados: comprimento total (CT), 

comprimento padrão (CP), peso corporal (PC), peso das gônadas (PG), peso do fígado 

(PF), peso das brânquias (PB), peso dos fragmentos de músculos (PM), peso da cabeça 

(PCa) e peso dos fragmentos dos ossos (PO). Os pesos foram obtidos utilizando-se uma 

balança analítica digital com precisão de 0,0001 g (Scientech, AS 210). Para a medição, 

utilizou-se paquímetro digital Mitutoyo 500-144B com precisão de 0,02 mm e, para a 

retirada dos tecidos, tesoura e bisturi cirúrgico. Para a histologia das brânquias, foram 

utilizados fragmentos da região mediana do segundo arco braquial, e para a histologia do 

fígado e dos testículos, as regiões medianas dos respectivos órgãos. 
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Foram retirados fragmentos de músculo, osso, testículos, fígado e brânquias para a 

determinação da concentração de Zn nestes tecidos através de espectrofotometria de 

absorção atômica. 

Fragmentos de brânquias e fígado foram fixados em solução de Karnovsky por 24 

horas e depois transferidos para álcool 70%. Em seguida, foram desidratados em série 

etanólica crescente, com trocas a cada 30 minutos, procedendo-se a inclusão em 

glicolmetacrilato (Historesin®, Leica). 

Após a inclusão foram feitas, para as brânquias, secções seriadas, e, para os 

fragmentos de fígado, secções semi-seriadas, de 3 µm de espessura, em micrótomo rotativo 

(Reichert-Jung 2045), utilizando-se navalhas de vidro. 

As preparações de brânquias foram coradas com azul de toluidina e borato de sódio 

1%, e as de fígado foram coradas com hematoxilina de Mayer e Floxina B, montadas com 

Entellan® - Merck, e analisadas sob microscopia de luz (Olympus BX-50). As imagens 

digitais foram obtidas utilizando fotomicroscópio Olympus AX70 TRF. 

Para as análises histopatológicas das brânquias foram qualificadas e quantificadas 

as seguintes patologias, utilizando-se dez campos/animal: hiperplasia lamelar, redução de 

lamelas secundárias, fusão das lamelas primárias e secundárias, aneurisma, destruição do 

epitélio lamelar, deleção de epitélio lamelar primário e secundário, ruptura celular, 

produção excessiva de muco, espessamento lamelar, vacuolização lamelar, destacamento 

de epitélio, edema, redução e aumento do espaço interlamelar, deformação da lamela 

primária e presença de tecido muscular.  

Para as análises histopatológicas do fígado foram qualificadas e quantificadas as 

seguintes patologias, utilizando dez campos/animal: deslocamento de núcleo do hepatócito, 

necrose e desarranjo da estrutura cordonal, infiltrado leucocitário, vacuolização de 

hepatócitos, hepatócito com núcleo picnótico, citoplasma com granulação densa, 

degeneração nuclear, degeneração citoplasmática, proliferação e inchaço sinusóide, 

hipertrofia nuclear, hipertrofia celular e congestão vascular.  

Morfometricamente foram quantificados pontos sobre núcleo e citoplasma de 

hepatócitos, capilar sinusóide e infiltrados leucocitários, totalizando 2660 pontos/animal 

com auxílio do programa para análise de imagem Image Pro Plus. Para determinação do 

diâmetro nuclear dos hepatócitos, foram medidos 30 núcleos/animal com auxílio do 

programa para análise de imagem Image Pro Plus. 

Para obter a proporção do fígado em relação ao peso corporal foi calculado o índice 

hepatossomático (IHS) mediante a fórmula IHS1= PF/PCx100. Adicionalmente, para 
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verificar a influência do fígado sobre o índice hepatossomático, foi utilizada a fórmula: 

IHS2= PF/ (PC-PF)x100, em que PF = Peso do Fígado e PC = Peso Corporal. 

A presença de alterações histológicas das brânquias e do fígado, para cada 

organismo, foi avaliada de forma semi-quantitativa através do Degree of Tissue Change 

(Alteração Degradativa do Tecido – DTC), o qual foi baseado na severidade das lesões. 

Para o cálculo do DTC segundo POLËKSIC e MITROVIC-TUTUNDZIC (1994), as 

alterações são classificadas em estágios (ou fases) progressivas para cada tecido, que vão 

de I a III. Alterações do estágio I são consideradas leves, não alteram a função do tecido; 

alterações do estágio II são moderadas e alteram parcialmente a função do tecido; 

alterações do estágio III são severas e alteram totalmente a função do tecido. O valor do 

DTC foi calculado para cada animal utilizando-se a seguinte fórmula: DTC= (1 x SI) + (10 

x SII) + (100 x SIII), onde I, II e III correspondem ao número de alterações do estágios I, II 

e III, respectivamente. Os valores do DTC entre 0 a 10 indicam funcionamento normal do 

órgão; valores entre 11 e 20 indicam leves alterações; valores entre 21 e 50 indicam 

alterações moderadas no órgão; valores entre 51 e 100 indicam lesões severas no órgão e 

valores acima de 100 indicam alterações irreversíveis no órgão. Os resultados do DTC 

foram expressos em médias. 

Os resultados das variações nos diâmetros nucleares de hepatócitos, dos 

constituintes do tecido hepático e índice hepatossomático foram submetidos à análise 

estatística utilizando-se teste de Newman-Keuls com p≥ 0,05. Os resultados das 

histopatologias das brânquias e do fígado foram analisados de forma descritiva.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

O comprimento padrão e os pesos do fígado, dos testículos e da cabeça variaram 

significativamente entre os tratamentos e o controle (TAB. 1). No entanto, não foram 

observadas diferenças significativas no peso e altura corporal e peso das brânquias. 
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Tabela 1: Biometria corporal de machos de A. aff. bimaculatus (um grupo controle e quatro 
tratamentos) expostos a diferentes concentrações de zinco na água por 30 dias. 

 
 
 
 

Legenda: PC: Peso Corporal; CP: Comprimento Padrão; AC: Altura Corporal; PF: Peso do  
Fígado; PT: Peso dos Testículos; PB: Peso das Brânquias e PCa: Peso da Cabeça.  

*Letras iguais na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, p≥ 0,05 
 

A qualidade da água avaliada durante o período experimental não diferiu 

significativamente ao longo do período nem entre os diferentes tratamentos, exceto com 

relação à condutividade elétrica, que aumentou à medida que a concentração de Zn na água 

aumentava (TAB. 1 - ANEXO A). Os resultados de pH, oxigênio dissolvido, amônia 

tóxica, dureza total e nitrito encontravam-se dentro da faixa determinada como adequada 

para peixes de água doce (OSTRENSKY; BOEGER, 1998; MOREIRA et al., 2001; 

ARANA, 2004). A condutividade elétrica acima de 100 µS cm-1 está associada, em geral, a 

ambientes impactados fornecendo assim uma boa indicação das modificações na 

composição de uma água, especialmente na sua concentração mineral, mas não fornece 

qualquer indicação das quantidades relativas dos vários componentes. À medida que mais 

sólidos dissolvidos são adicionados, a condutividade da água aumenta e altos valores 

podem indicar características corrosivas da água (CETESB, 2009).  

A concentração de Zn dos aquários foi monitorado a cada sete dias. Constatou-se 

que as concentrações deste elemento sofreram aumento gradativo durante os 30 dias de 

exposição. No entanto, a adição diária de Zn, embora tenha ocasionado aumento na 

concentração do mesmo em solução, não atingiu os valores definidos nos tratamentos. 

Provavelmente, processos adsortivos nas paredes dos recipientes ou com material em 

suspensão tenham colaborado para que as concentrações definidas nos tratamentos não 

tenham sido alcançadas.  

Concentração de Zinco (mg L-1) 

Padrões 0 5 10 15 20 

PC (g) 5,437a 6,811a 10,311a 7,085a 6,536a 

CP (cm) 4,710a 6,336b 6,764b 6,747c 6,822b 

AC (cm) 2,280a 2,063a 2,194a 2,152a 2,311a 

PF (g) 0,044a 0,039ab 0,021b 0,023b 0,028ab 

PT (g) 0,053a 0,157b 0,180b 0,197b 0,204b 

PB (g) 0,184a 0,183a 0,209a 0,223a 0,208a 

PCa (g) 0,839a 1,109b 1,005ab 1,055b 0,993b 
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No grupo controle e no grupo tratado com concentração de 5 mg L-1 de Zn não 

houve mortalidade dos peixes até o final do experimento. Entre o 15º e o 28º dia de 

exposição, os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1apresentaram, 

respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade.  

A morte dos peixes foi precedida de comportamento anormal, permanecendo 

próximos à superfície do aquário com intenso batimento opercular, natação descoordenada 

e letargia. Aqueles que sobreviveram reduziram a ingestão de alimento. Por outro lado, os 

animais que não receberam o Zn e aqueles que receberam o metal na concentração de 5 mg 

L-1, movimentavam-se intensamente em cardumes e se alimentavam normalmente, 

mostrando comportamento semelhante ao grupo de controle. 

 
Tabela. 2: Percentual da mortalidade de A. aff. bimaculatus durante o tempo de exposição a diferentes 
concentrações de zinco (n = 13) 

Concentração 
de zinco  
(mg L-1) 

Mortalidade (%) 
Tempo (dias) 

14 20 25 28 30 Total 

0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 

10 0 24 18 20 0 62 

15 0 23 27 35 0 85 

20 0 26 32 42 0 100 

 

Trabalho realizado por SANTOS (2009) utilizando-se A. aff. bimaculatus sob 

exposição aguda (96 h), verificou-se que não houve mortalidade em concentração de 5 mg 

L-1 de Zn, enquanto que na concentração de 20 mg L-1 ocorreu 100% de mortalidade em 

apenas 24 horas. A concentração letal para 50% dos organismos (CL50) na exposição 

aguda (96 horas), para A. aff. bimaculatus, foi determinada como sendo de 10 mg L-1 de 

Zn, o dobro do permitido pela legislação brasileira (5 mg L-1) na água para criação de 

animais (CONAMA, 2005), indicando o alto nível de toxicidade do Zn para a espécie em 

estudo. 

A estrutura geral das brânquias do grupo controle apresentou-se com distribuição 

normal dos constituintes celulares e padrão de organização das lamelas primárias, 

secundárias e vasos sanguíneos, conforme exposto na FIG. 1. Nos animais tratados foram 

encontradas as seguintes alterações branquiais: hiperplasia, redução de lamelas 

secundárias, fusão das lamelas primárias e secundárias, aneurisma, destruição do epitélio 
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lamelar, deleção de epitélio lamelar primário e secundário, ruptura celular, produção 

excessiva de muco, espessamento lamelar, vacuolização lamelar, destacamento de epitélio, 

edema, redução e aumento do espaço interlamelar, deformação da lamela primária e 

presença de tecido muscular (FIG. 3, 4, 5, 6). 

As principais mudanças estruturais induzidas por substâncias tóxicas e outros 

produtos químicos na estrutura das brânquias dos peixes e as lesões mais comuns são 

necrose, hiperplasia, hipertrofia e ruptura de tecidos das brânquias, fusão lamelar, 

hipersecreção e proliferação de células mucosas, alterações nas células do cloreto e 

vascularização (MALLAT, 1985). Tais alterações também foram observadas como 

resultado da ação de endosulfan (NOWAK, 1992) e tri-n-butiltina (GRINWIS et al.,1997).  

 

 
Figura 1: Fotomicrografias da organização estrutural dos filamentos branquiais de A. aff.      
bimaculatus do grupo controle. (LP) lamela primária, (LS) lamela secundária. Note o padrão 
de organização das células nas lamelas secundárias. Coloração Azul de toluidina. Aumento: 
450x. 

 

Todos os grupos tratados obtiveram valores do Degree of Tissue Change (DTC) 

superiores a 100, com média 582±28, indicando a presença de alterações irreversíveis nas 

brânquias (FIG. 2). Estudos com peixes coletados em áreas urbanas já relataram valores do 

DTC para as brânquias variando de 3,6 a 13, 2, com média de 9,8, o que estaria associado 

ao funcionamento normal do órgão (CAMARGO; MARTINEZ, 2007). De acordo com as 
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médias gerais obtidas para cada grupo, entre as alterações patológicas do estágio I, a 

deformação da lamela primária foi a que apresentou com maior frequência em todos os 

grupos. Esta alteração foi seguida por hiperplasia, fusão lamelar, redução do espaço 

interlamelar secundário, produção excessiva de muco e aumento do espaço interlamelar 

secundário. A ruptura celular foi a alteração patológica que prevaleceu em todos os grupos 

em relação ao estágio II, seguida pelo aneurisma, fusão lamelar, edema, vacuolização 

lamelar e tecido muscular. No estágio III, a destruição do epitélio lamelar foi a alteração 

que obteve a maior média em todos os grupos, seguida pela deleção do epitélio lamelar 

secundário, redução da lamela secundária, deleção do epitélio lamelar primário, 

destacamento de epitélio, união de filamentos e espessamento lamelar (TAB. 3). 

 
  

Figura 2: Valores médios do Degree of Tissue Change (DTC) nas brânquias de machos de A. aff.  
bimaculatus após exposição a diferentes concentrações de zinco na água por 30 dias. Sendo que 
entre o 15º e o 28º dia de exposição, os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1 

apresentaram, respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade. 
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Tabela 3: Divisão em estágios (modificado por CONDESSA, 2009) e percentual da média geral das 
alterações histopatológicas das brânquias detectadas em machos de A. aff. bimaculatus após 
exposição a diferentes concentrações de zinco (mg L-1) na água por 30 dias. Sendo que entre o 15º e 
o 28º dia de exposição, os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1 apresentaram, 
respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade. 

ESTÁGIOS HISTOPATOLOGIAS MÉDIA GERAL (%)
 Hiperplasia 82,90 
 Aumento do espaço interlamelar secundário 18,66 

I Deformação da lamela primária 88,12 
 Produção excessiva muco 42,84 
 Redução do espaço interlamelar secundário 76,47 
 Aneurisma 84,63 
 Fusão lamelar 82,24 

II Ruptura celular 85,49 
 Vacuolização lamelar 51,47 
 Edema 65,98 
 Tecido muscular 3,28 
 Redução da lamela Secundária 37,44 
 Destruição do epitélio lamelar 89,52 
 Deleção do epitélio lamelar secundário 54,02 

III Espessamento lamelar 7,07 
 Deleção do epitélio lamelar primário 33,79 

 Destacamento de epitélio 19,45 
 União de filamentos 16,87 

 

 

Constatou-se que 98% dos animais tratados com 5 mg L-1 de Zn apresentaram 

deformação da lamela primária, seguido de aneurisma, ruptura celular, hiperplasia, 

destruição do epitélio lamelar e redução do espaço interlamelar. No tratamento com 10 mg 

L-1 de Zn, 93% dos animais apresentaram deformação da lamela primária, seguida de 

aneurisma, destruição do epitélio lamelar, hiperplasia e ruptura celular (TAB. 4 – FIG. 3, 4, 

5, 6). Observou-se ruptura celular no epitélio branquial em todos os grupos tratados, mas, 

nos grupos que receberam 5 e 10 mg L-1 de Zn, encontraram-se as maiores porcentagens, 

87% e 86% , respectivamente (FIG. 3, 4, 5, 6). Este tipo de patologia está associado às 

lesões que refletem o efeito direto dos poluentes (TEMMINK et al., 1983) e que ocorrem 

em condições de maior toxicidade (ABEL et al., 1976). O maior índice desta patologia nos 

grupos em estudo pode ser explicado pelo período que estes animais ficaram expostos ao 

Zn, já que todos os peixes que receberam 5 mg L-1 de Zn sobreviveram até o final do 

experimento, e somente 38% e 15% dos animais que receberam 10 e 15 mg L-1  de Zn 

sobreviveram os 30 dias. Já os peixes do grupo tratado com 20 mg L-1,  morreram antes de 

completar os 30 dias, não apresentando tempo suficiente para adquirir maiores índices de 

ruptura celular (Figuras 3, 4, 5, 6). A presença de ruptura celular no epitélio branquial em 
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tilápia nilótica (Oreochromis niloticus) expostas ao cádmio já foi verificada por meio de 

estudo realizado por GARCIA-SANTOS et al. (2007). 

A dilatação do eixo vascular das lamelas foi observada em todos os grupos tratados. 

Nos grupos tratados com 5 e 10 mg L-1 de Zn, verificou-se uma percentagem maior do que 

nos outros grupos. Este fato conduziu à ruptura das células pilares, com perda da 

capacidade de suporte e, consequentemente, levou ao aparecimento de aneurismas 

lamelares. Esta dilatação do eixo vascular das lamelas também foi observada em estudo 

realizado com A. aff. bimaculatus expostos a diferentes concentrações de Zn em dosagens 

agudas (SANTOS, 2009). Resultados similares foram observados em L. calcarifer quando 

submetidos à exposição ao cádmio (THOPHON et al., 2003). 
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Figura 3: Fotomicrografias da organização estrutural dos filamentos branquiais de A. aff. bimaculatus 
expostos a concentração de 5 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. (HP) hiperplasia; 
(DEV) dilatação do eixo vascular; (DELP) deleção do epitélio lamelar primário; (FL) fusão lamelar; 
(RIL) redução do espaço interlamelar; (RC) ruptura celular; (DELS) deleção do epitélio lamelar 
secundário; (DFLP) deformação da lamela; (A) aneurisma; (DSEL) destruição do epitélio lamelar 
primário. Coloração Azul de toluidina. Aumento: 280x. 
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Observou-se, no grupo tratado com 15 mg L-1 de Zn, destruição do epitélio lamelar 

em 92% dos peixes, seguida pela deformação da lamela primária, ruptura de membrana, 

hiperplasia, fusão lamelar e edema. No tratamento de 20 mg L-1, também foi observado em 

92% dos animais a destruição do epitélio lamelar, seguido de edema, fusão lamelar, 

vacuolização lamelar, ruptura de membrana e aneurisma (TAB. 4 - FIG. 3, 4, 5, 6). Em 

estudo anterior, verificou-se que no tratamento que recebeu 3 mg L-1 de Zn, houve 83% de 

destruição do epitélio lamelar e, nos tratamentos subsequentes, essa destruição foi de 100% 

(SANTOS, 2009). 

A deleção do epitélio lamelar secundário, consequência da destruição das lamelas 

secundárias, aumentou gradualmente de acordo com o aumento das concentrações de Zn 

nos grupos tratados (TAB. 4 - FIG. 3, 4, 5, 6). O grupo que recebeu 15 mg L-1 de Zn 

apresentou 51% de deleção das lamelas secundárias, indicando toxicidade para os animais 

e comprometimento das funções vitais das brânquias, o que explica a mortalidade de 85% 

dos peixes desse grupo em 30 dias. O grupo que recebeu 20 mg L-1 de Zn apresentou 85% 

de deleção das lamelas secundárias, levando à morte de todos os peixes no período de 28 

dias. SANTOS (2009) verificou que no tratamento onde os peixes (A. aff. bimaculatus) 

foram expostos a 5 mg L-1 de Zn, a deleção das lamelas secundárias foi de 50% e nos 

grupos de 10 e 15 mg L-1, a percentagem de deleção lamelar secundária foi de 83%. O 

tratamento de 20 mg L-1 de Zn causou deleção lamelar secundária de 91% das brânquias 

(SANTOS, 2009) causando a morte de todos os animais. 

A proliferação do epitélio lamelar levou à fusão parcial e total das lamelas 

secundárias nos grupos que receberam concentrações de 5, 10, 15 e 20 mg L-1 de Zn. A 

partir da concentração de 10 mg L-1, a fusão de lamelas foi igual ou superior a 80%, 

indicando que os peixes sofreram interferência no sistema respiratório causadas pela 

exposição ao metal. Já foi comprovada, em estudos com A. aff. bimaculatus expostos a 

diferentes concentrações de Zn em dosagens agudas, a proliferação do epitélio lamelar, 

levando à fusão parcial e total das lamelas secundárias, em grupos que receberam 

concentração acima de 3 mg L-1, e a partir do grupo com 5 mg L-1, a fusão de lamelas foi 

de 100% (SANTOS, 2009). A exposição ao cádmio induz apenas a proliferação do epitélio 

filamentar, a qual conduz, por vezes, à fusão parcial ou total das lamelas branquiais 

(GARCIA-SANTOS et al, 2007). Resultados idênticos foram observados em Lates 

calcarifer submetido ao cádmio (THOPHON et al., 2003) e, também, em tilápia nilótica 

exposta ao cobre (MONTEIRO, 2001; MONTEIRO et al., 2005). 
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Figura 4: Fotomicrografias da organização estrutural dos filamentos branquiais de A. aff. bimaculatus 
expostos a concentração de 10 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. (HP) hiperplasia; 
(DEV) dilatação do eixo vascular; (DELP) deleção do epitélio lamelar primário; (FL) fusão lamelar; 
(RC) ruptura celular; (DELS) deleção do epitélio lamelar secundário; (DFLP) deformação da lamela; 
(A) aneurisma; (DSEL) destruição do epitélio lamelar primário; (TM) tecido muscular; (DEP) 
destacamento de epitélio; (DFLP) deformação da lamela primária. Coloração Azul de toluidina. 
Aumento: 280x. 
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Figura 5: Fotomicrografias da organização estrutural dos filamentos branquiais de A. aff. 
bimaculatus expostos a concentração de 15 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. 
(HP) hiperplasia; (DEV) dilatação do eixo vascular; (DELP) deleção do epitélio lamelar primário; 
(FL) fusão lamelar; (RC) ruptura celular; (A) aneurisma; (DSEL) destruição do epitélio lamelar 
primário; (DFLP) deformação da lamela primária; (PL) espessamento lamelar; (AIL) aumento do 
espaço interlamelar; (UF) união filamentar. Coloração Azul de toluidina. Aumento: 280x. 
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Figura 6: Fotomicrografias da organização estrutural dos filamentos branquiais de A. aff. 
bimaculatus expostos a concentração de 20 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. 
(DEV) dilatação do eixo vascular; (DELP) deleção do epitélio lamelar primário; (FL) fusão 
lamelar; (RC) ruptura celular; (A) aneurisma; (DSEL) destruição do epitélio lamelar primário; 
(DFLP) deformação da lamela primária; (TM) tecido muscular; (DELS) deleção do epitélio lamelar 
secundário; (PM) produção excessiva de muco; (E) edema. Coloração Azul de toluidina. Aumento: 
280x. 
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Outras lesões observadas foram edema intersticial, o destacamento epitelial, a 

proliferação do epitélio filamentar e a fusão de lamelas. Segundo alguns autores essas 

alterações histológicas funcionam como mecanismos de defesa, porque diminuem a área 

de superfície vulnerável da brânquia e/ou aumentam a barreira de difusão ao poluente 

(KARLSSON-NORRGREN et al., 1985; ERKMEN; KOLANKAYA, 2000). Essas 

respostas dificultam o acesso do poluente ao sangue prejudicando, contudo, a realização 

de trocas gasosas (McDONALD; WOOD, 1993). 
 
 

Tabela 4: Percentual de alterações histopatológicas das brânquias detectadas em machos de A. aff. 
bimaculatus após exposição a diferentes concentrações de zinco(mg L-1) na água por 30 dias. Sendo que 
entre o 15º e o 28º dia de exposição, os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1 

apresentaram, respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade. 
                                                                                        CONCENTRAÇÃO DO ZINCO 

                                                                                     (mg L-1) 
ESTÁGIOS HISTOPATOLOGIAS 0 5 10 15 20 
  Hiperplasia 0,0 87,27 86,88 84,12 73,33

  
Aumento do espaço interlamelar 
secundário 0,0 44,55 16,47 12,50 1,11 

I Deformação da lamelar primário 0,0 98,89 93,75 85,29 74,55
 Produção excessiva muco 0,0 16,36 48,82 50,63 55,56

 Redução do espaço interlamelar 
secundário 0,0 84,38 80,59 80,00 60,91

 Aneurisma 0,0 89,38 88,24 80,91 80,00
 Fusão lamelar 0,0 77,78 79,41 83,64 88,13

II Ruptura celular 0,0 87,78 86,36 84,71 83,13
 Vacuolização lamelar 0,0 38,18 38,75 41,18 87,78
 Edema 0,0 34,55 55,29 81,88 92,22
 Tecido muscular 0,0 0,00 0,63 4,71 7,78 
 Redução da lamela seccundária 0,0 26,67 34,55 35,63 52,94
 Destruição do epitélio lamelar 0,0 84,44 88,18 92,50 92,94
 Deleção do epitélio lamelar secundário 0,0 37,50 41,76 51,82 85,00

III Espessamento lamelar 0,0 2,22 8,24 8,75 9,09 
  Deleção do epitélio lamelar primário 0,0 30,00 31,82 33,33 40,00
  Destacamento de epitélio 0,0 10,00 21,76 19,38 26,67
  União de filamentos 0,0 8,18 12,35 22,50 24,44

 

 

Os fígados dos peixes do grupo controle apresentaram hepatócitos com forma 

arredondada, citoplasma acidófilo, núcleo central com um ou dois nucléolos e organização 

cordonal das células. Os sinusóides apresentaram-se repletos de sangue, porém sem 

caracterizar congestão vascular (FIG. 7).  
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Figura 7: Fotomicrografias da organização histológica do tecido hepático de A. aff. bimaculatus do grupo 
controle. (N) núcleo de hepatócito; (CS) capilar sinusóide; (HP) hepatócito. Coloração hematoxilina de 
Mayer e Floxina B. Aumento: 450x. 

 

Nos grupos tratados foram encontradas as seguintes alterações: hipertrofia nuclear, 

deslocamento de núcleo do hepatócito, hipertrofia celular, citoplasma com granulação 

densa, degeneração nuclear, degeneração citoplasmática, hepatócito com núcleo picnótico, 

vacuolização celular, desarranjo da estrutura cordonal, necrose, congestão vascular, 

infiltrado leucocitário, proliferação e inchaço sinusóide. Estudos sobre indicadores 

histopatológicos em peixes salientaram que as alterações histopatológicas mais severas 

observadas no fígado são mais frequentes nos indivíduos de áreas contaminadas, embora 

também ocorram em menor frequência em indivíduos de áreas menos degradadas 

(SCHWAIGER et al., 1997).  

Todos os grupos tratados obtiveram valores de DTC superiores a 100, com média 

440±10, indicando a presença de alterações irreversíveis no tecido hepático (FIG. 8). 

Estudo já realizado com peixes coletados em áreas urbanas constatou que a média do DTC 

para o fígado foi 52, indicando alterações severas no tecido (CAMARGO; MARTINEZ, 

2007). 
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Figura 8: Valores médios do Degree of Tissue Change (DTC) tecido hepático de machos de 
A. aff. bimaculatus após exposição a diferentes concentrações de zinco na água por 30 dias. 
Sendo que entre o 15º e o 28º dia de exposição, os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 
mg L-1e 20 mg L-1apresentaram, respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade. 

 

 
Tabela 5: Divisão em estágios (modificado por CONDESSA, 2009) e percentual da 
média geral das alterações histopatológicas do tecido hepático detectadas em 
machos de A. aff. bimaculatus após exposição a diferentes concentrações de zinco 
(mg L-1) na água por 30 dias. Sendo que entre o 15º e o 28º dia de exposição, os 
tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1 apresentaram, 
respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade. 

ESTÁGIO HISTOPATOLOGIAS 
MÉDIA 
GERAL 

(%) 
 Hipertrofia nuclear 43,2 
 Deslocamento de núcleo do hepatócito 99,0 

I Hipertrofia Celular 43,0 
 Citoplasma com granulação densa 42,5 
 Degeneração nuclear 79,8 
 Degeneração Citoplasmática 68,0 

II Hepatócito com núcleo picnótico 87,0 
 Vacuolização 81,0 
 Desarranjo da Estrutura cordonal 54,8 
 Necrose 92,5 

III Congestão Vascular 87,7 
 Infiltrado leucocitário 89,4 

  Proliferação e Inchaço sinusóide 24,4 
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Das alterações patológicas que constituem o estágio I, o deslocamento de núcleo do 

hepatócito foi a que se apresentou em maior quantidade em todos os grupos, seguido por 

hipertrofia nuclear, hipertrofia celular e citoplasma com granulação densa. Hepatócito com 

núcleo picnótico foi a alteração patológica que prevaleceu em todos os grupos, em relação 

ao estágio II, seguida pela vacuolização, degeneração nuclear, degeneração citoplasmática 

e desarranjo da estrutura cordonal. No estágio III, a necrose foi a que obteve a maior média 

em todos os grupos, seguida pelo infiltrado leucocitário, congestão vascular, proliferação e 

inchaço sinusóide (TAB. 5 – FIG. 9, 10, 11 e 12). O fígado dos teleósteos é um órgão 

multifuncional responsável pela conversão do alimento, produção da vitelogenina durante 

o crescimento gonadal e desintoxicação de compostos estranhos (STEGEMAN; LECH, 

1991). Alterações como vacuolização dos hepatócitos, depleção de glicogênio, inflamação, 

alteração no formato dos vasos sinusóides e neoplasmas podem ser interpretados como 

respostas ao estresse ambiental, sendo, desta forma, consideradas como indicadores 

histopatológicos da qualidade do ambiente (THOMAS, 1990; KÖHLER et al., 1992; TEH 

et al., 1997).  

Observou-se necrose e vacuolização nos grupos tratados com 5, 10, 15 e 20 mg L-1 

de Zn. No grupo com 5 mg L-1, 82% dos peixes apresentaram necrose. Nos grupos com 10, 

15 e 20 mg L-1, 92%, 95% e 100% dos animais apresentaram esta patologia, 

respectivamente (TAB. 6 – FIG. 9, 10, 11 e 12). A necrose pode ser caracterizada por 

alterações nucleares e citoplasmáticas, seguidas de perda dos limites celulares (ROBERTS, 

1989). Ao ocorrer necrose de uma célula há liberação de sinalizadores que induzem a 

proliferação celular para a substituição das células mortas para retornar à condição 

estrutural e funcional do tecido. Este tipo de lesão causa prejuízos estruturais e funcionais 

no fígado de peixes (STENTIFORD et al., 2003), diminuindo a funcionalidade, podendo 

causar a falência do órgão e, consequentemente, afetar maiores níveis de organização 

biológica (RABITTO et al., 2005). A necrose ainda pode levar a degeneração de proteínas 

estruturais na membrana dos hepatócitos, podendo trazer problemas teciduais, pois as 

proteínas estruturais de membrana mantêm o parênquima hepático como um tecido 

compacto e homogêneo (PACHECO; SANTOS, 2002). Para outros metais pesados, como 

por exemplo, o cobre causou alterações, como necrose e vacuolização, no fígado de tilápias 

(FIGUEIREDO-FERNANDES et al, 2007) e estas alterações foram mais evidentes nos 

peixes expostos às concentrações mais elevadas de cobre. Estas patologias estão associadas 

frequentemente às condições necróticas-degenerativas (MYERS et al., 1987). Diversos 

estudos mostram variedades de alterações no fígado de O. niloticus, resultado da exposição 
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a diferentes produtos químicos e tóxicos (VISOOTTIVISETH et al., 1999; FIGUEIREDO-

FERNANDES et al., 2006). A acumulação crônica de cobre no fígado dos peixes causa 

lise, cirrose e morte do hepatócito (POURAHAMAD; O' BRIEN, 2000; VARANKA et al., 

2001).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9: Fotomicrografias da organização estrutural do fígado de A. aff. bimaculatus expostos a 
concentração de 5 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. (HPC) hipertrofia celular; (IL) 
infiltrado leucocitário; (NC) necrose, (DGN) degeneração nuclear; (DGC) degeneração citoplasmática; 
(CV) congestão vascular; (V) vacuolização; (DEC) desarranjo da estrutura cordonal; (NP) núcleo 
picnótico; (DN) deslocamento do núcleo. Coloração hematoxilina de Mayer e Floxina B. Aumento: 
280x. 
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O desarranjo da estrutura cordonal hepática foi observado em todos os peixes dos 

tratamentos contendo 5, 10, 15 e 20 mg L-1 de zinco. Nos tratamentos superiores a 10 mg 

L-1 essa patologia foi de 60% (TAB. 6 – FIG. 9, 10, 11 e 12). Essas alterações podem 

indicar a degeneração dos processos intracelulares dos hepatócitos, pois o fígado realiza 

importantes funções no processo de desintoxicação do animal (DUTTA et al., 1993; 

HASCHEK et al., 2002). Verificou-se que em tratamentos contendo 48 e 54 mg L-1 de 

cobre ocorreu o deslocamento dos grânulos de glicogênio de regiões próximas das veias 

centrais, para o interior do hepatopâncreas, ocasionando o desarranjo da organização 

cordonal dos hepatócitos (HENARES, 2008). A desorganização do arranjo cordonal 

também foi observada em bagre (Heteropneustes fossilis) exposto ao malation (DUTTA et 

al., 1993) e em dourada (Sparus auratus), exposta ao detergente dodecil sulfato de sódio 

(RIBELLES et al., 1995). Estudo recente verificou a ocorrência de desorganização da 

estrutura cordonal em A. aff. bimaculatus expostos ao Zn, em dosagens agudas de 3, 5, 10, 

15 e 20 mg L-1, sendo que essa patologia foi de 70% nos tratamentos superiores a 5 mg L-1 

(SANTOS, 2009). 
 

 

Tabela 6: Percentual de alterações histopatológicas do tecido hepático detectadas em machos de A. aff. 
bimaculatus após exposição a diferentes concentrações de zinco (mg L-1)na água por 30 dias. Sendo 
que entre o 15º e o 28º dia de exposição, os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-

1 apresentaram, respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade. 

 
                                                                CONCENTRAÇÃO DO ZINCO  

                                                              (mg L-1) 
ESTÁGIO           HISTOPATOLOGIAS 0 5 10 15 20 
  Hipertrofia nuclear 0,0 20,0 46,4 46,5 60,0 
  Deslocamento de núcleo do hepatócito 0,0 98,2 98,2 99,4 100,0

I Hipertrofia Celular 0,0 13,5 46,4 51,1 61,2 
 Citoplasma com granulação densa 0,0 0,0 40,6 62,2 67,1 
 Degeneração nuclear 0,0 59,4 81,8 86,7 91,2 
 Degeneração Citoplasmática 0,0 41,2 73,6 77,1 80,0 

II Hepatócito com núcleo picnótico 0,0 81,2 83,3 88,2 95,3 
 Vacuolização de hepatócitos 0,0 75,9 77,3 84,4 86,5 
 Desarranjo da Estrutura cordonal 0,0 38,8 57,3 60,0 62,9 
 Necrose 0,0 82,7 91,8 95,6 100,0

III Congestão Vascular 0,0 71,1 87,1 92,7 100,0
 Infiltrado leucocitário 0,0 64,5 95,6 98,2 99,4 

  Proliferação e Inchaço sinusóide 0,0 16,7 18,2 21,8 40,9 
 

 

 



  62

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10: Fotomicrografias da organização estrutural do fígado de A. aff. bimaculatus expostos a 
concentração de 10 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. (IL) infiltrado 
leucocitário; (NC) necrose; (DGN) degeneração nuclear; (DGC) degeneração citoplasmática; (V) 
vacuolização; (DEC) desarranjo da estrutura cordonal; (NP) núcleo picnótico; (DN) deslocamento 
do núcleo; (PIS) proliferação e inchaço sinusóide. Coloração hematoxilina de Mayer e Floxina B. 
Aumento: 280x. 
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Figura 11: Fotomicrografias da organização estrutural do fígado de A. aff. bimaculatus expostos a 
concentração de 15 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. (IL) infiltrado leucocitário; 
(NC) necrose; (DGN) degeneração nuclear; (DGC) degeneração citoplasmática; (V) vacuolização; 
(DEC) desarranjo da estrutura cordonal; (NP) núcleo picnótico; (DN) deslocamento do núcleo; (CV) 
congestão vascular; (PIS) proliferação e inchaço de sinusóide; (CGD) citoplasma com granulação 
densa. Coloração hematoxilina de Mayer e Floxina B. Aumento: 280x. 
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Observou-se que, nos grupos tratados com 15 e 20 mg L-1 de Zn, o citoplasma da 

maioria das células hepáticas perdeu o padrão de coloração normal e adquiriu uma 

granulação desigual, o que pode reduzir a eficiência do fígado e prejudicando o 

funcionamento de outros órgãos, podendo causar a morte do animal (FIG. 11 e 12). 

Alterações semelhantes também foram observadas em Astyanax jacuhiensis expostos a 

efluentes petroquímicos (FLORES-LOPES; MALABARBA, 2007), em Heteropneustes 

fossilis exposto a malation (DUTTA et al., 1993) e em Corydoras paleatus exposto a 

parationa metílica (FANTA et al., 2003). 

Verificou-se congestão vascular dos sinusóides hepáticos nos peixes, a partir do 

grupo tratado com 5 mg L-1, havendo aumento progressivo, chegando a 100%, no 

tratamento contendo 20 mg L-1 de Zn na água (TAB. 6 - FIG. 9, 10, 11 e 12). A congestão 

vascular dos sinusóides ou em veias pequenas é uma mudança patológica que ocorre no 

fígado. Células hepáticas na área adjacente podem sofrer atrofia em casos severos de 

congestão (WESTER, et al., 2002). Essa alteração é definida como o acúmulo de sangue 

causando dilatação dos vasos sanguíneos (ROBERTS, 1989). Este distúrbio circulatório 

está relacionado com a diminuição da velocidade de circulação de sangue no local. Em 

grandes proporções, causa diminuição das trocas metabólicas entre o plasma sanguíneo e o 

tecido, causando danos às células locais, conforme foi constatado em Leporinus 

macrocephalus expostos ao diquate (HENARES et al, 2007); em peixes de água doce de 

áreas poluídas (GÜL et al., 2004) e em A. aff. bimaculatus expostos ao Zn em diferentes 

concentrações agudas (SANTOS, 2009). 
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Figura 12: Fotomicrografias da organização estrutural do fígado de A. aff. bimaculatus expostos a 
concentração de 20 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. (IL) infiltrado leucocitário; 
(NC) necrose; (DGN) degeneração nuclear; (DGC) degeneração citoplasmática; (V) vacuolização de 
hepatócito; (DEC) desarranjo da estrutura cordonal; (NP) núcleo picnótico; (DN) deslocamento do 
núcleo; (CV) congestão vascular; (PIS) proliferação e inchaço de sinusóide; (CGD) citoplasma com 
granulação densa; (HPC) hipertrofia celular. Coloração hematoxilina de Mayer e Floxina B. 
Aumento: 280x. 
 



  66

Todos os grupos tratados com Zn apresentaram deslocamento de núcleo de 

hepatócito e hepatócitos com núcleo picnótico, que aumentaram gradativamente à 

medida que se aumentou a concentração de Zn na água (TAB. 6 – FIG. 9, 10, 11 e 12). 

A presença de grânulos no interior das células provoca o deslocamento do núcleo dos 

hepatócitos para a periferia das células (HENARES et al., 2008). Já foi observado em 

tecidos hepáticos de tilápias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) coletadas na represa de 

Guarapiranga- SP, a presença de hepatócitos com núcleos picnóticos progredindo para 

uma condição de cariólise, alteração esta possivelmente relacionada com a ação de 

substâncias tóxicas ou xenobióticas presentes na água da represa (SANTOS et al., 

2004).  

O percentual da constituição tecidual dos núcleos de hepatócitos diminuiu 

significativamente nos grupos tratados com 15 e 20 mg L-1 de Zn em relação aos animais 

controle (TAB. 7 - FIG. 11 e 12). Diversos estudos demonstraram que as alterações no 

número, no tamanho e na forma do núcleo dos hepatócitos podem ser devido aos 

contaminantes (BRAUNBECK et al., 1990). 

 
Tabela 7: Percentual da constituição tecidual detectadas no fígado de machos de A. aff. bimaculatus 
após exposição a diferentes concentrações de zinco (mg L-1) na água por 30 dias. Sendo que entre o 
15º e o 28º dia de exposição, os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1 

apresentaram, respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade. 
                                                                        Concentração de zinco em mg L-1 
Constituição Tecidual (%) 0 5 10 15 20 
Núcleo de hepatócitos 11,55a 10,00ac 11,85a 7,80bc 9,10cb 

Citoplasma de hepatócitos 70,44ab 62,00b 64,41bc 68,89ca 73,00da 

Capilar sinusóide 17,41a 27,00b 22,25ab 22,57ab 17,20a 

Infiltrado leucocitário 0,61ac 1,00ba 1,50ac 0,74c 0,70ac 

       Letras iguais na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, p≥ 0,05 
 

 

Estatisticamente, houve diferença entre os diâmetros nucleares dos hepatócitos nos 

animais controle, tratados com 5 e 15 mg L-1, em relação aos tratados com 20 mg L-1 de 

Zn. No tratamento em que se utilizou a maior concentração de Zn, os animais apresentaram 

aumento no diâmetro nuclear dos hepatócitos (TAB. 8). As alterações no tamanho e na 

forma do núcleo têm sido frequentemente consideradas, tanto como sinais de aumento da 

atividade metabólica quanto de origem patológica (BRAUNBECK et al., 1990). Já foi 
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constatada redução do diâmetro nuclear dos hepatócitos de A. aff. bimaculatus expostos a 

diferentes concentrações de Zn (SANTOS, 2009). A histopatologia hepática em peixes de 

água doce de áreas poluídas mostra extensa proliferação de hepatócitos, indicando 

aparentemente a ação tóxica de poluentes (GÜL et al., 2004). A histologia qualitativa do 

fígado de tilápias expostas ao diquate mostrou o aumento no tamanho dos hepatócitos, que 

pode ser devido ao elevado índice de lipídios (HENARES et al., 2008). Alterações no 

tamanho do núcleo foram observadas em Brachydanio rerio expostos a concentrações 

subletais de sulfato de cobre (PARIS-PALACIOS et al., 2000) 

 
Tabela 8: Diâmetro nuclear de hepatócitos e Índices hepatossomático de machos de A. aff. 
bimaculatus após exposição a diferentes concentrações de zinco (mg L -1) na água por 30 dias. 
Sendo que entre o 15º e o 28º dia de exposição, os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg 
L-1e 20 mg L-1 apresentaram, respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade. 
                                                                          Concentrações de Zinco (mg L-1)  

 0 5 10 15 20 

Diâmetro Nuclear de Hepatócitos (µm) 4,30ac 4,38ac 4,65cd 4,34a 5,20d 

IHS1 0,81a 0,55c 0,30b 0,33b 0,45bc 

IHS2 0,81a 0,56c 0,31b 0,34b 0,46bc 
          Letras iguais na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, p≥ 0,05 
 
 
 

Houve redução significativa no percentual de citoplasma no grupo tratado com 5 

mg L-1 de Zn em relação ao grupo controle (TAB. 7). Em estudo recente foi observado 

aumento progressivo no percentual de núcleos de hepatócitos, acompanhado da redução do 

percentual de citoplasma, indicando aumento da população celular hepática em todos os 

animais que entraram em contato com o Zn, quando comparados ao grupo controle 

(SANTOS, 2009).  

Em relação aos índices hepatossomáticos (IHS1 e IHS2), houve redução 

significativa em todos os grupos tratados em relação ao grupo controle (FIG. 13). O IHS2 

obteve resultados significativos indicando que o peso do fígado interfere nesse índice 

(TAB. 8). Alguns autores sugerem que a redução do IHS pode ocorrer devido à maior 

participação do fígado como fornecedor de energia (via glicogênio) para o processo de 

reabsorção e reorganização testicular do que na transferência de substâncias hepáticas para 

o metabolismo envolvido na produção de gametas nos testículos (ANDRADE et al., 2006). 

Essa tendência é compartilhada por SAINT-PAUL (1984), que declara que os peixes 

apresentam 0,5 a 1,5% do peso em glicogênio hepático, e essa reserva é mobilizada, 
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principalmente, quando ocorre demanda súbita de energia. VARGAS e RIBEIRO (2009) 

relataram que os animais tratados com Homeopatila RS® apresentaram índice 

hepatossomático significativamente inferior ao grupo controle. As diferenças no 

metabolismo hepático, nos animais tratados, podem ser consideradas como fatores que 

poderiam alterar a proporção do fígado em relação ao peso corporal, uma vez que, neste 

experimento, os animais dos diferentes tratamentos apresentavam-se na mesma fase de 

desenvolvimento (VARGAS; RIBEIRO, 2009). Experimentos realizados em tilápias, não 

relacionados a intoxicações, apontam para diferenças nos índices hepatossomáticos, que 

podem estar correlacionadas à maior ou menor deposição lipídica ou de glicogênio neste 

órgão, dependendo da qualidade e quantidade da alimentação, bem como da fase de 

desenvolvimento dos peixes (BRUSLÉ; ANADON, 1996; LANNA et al., 2004; 

CAVICHIOLO, 2005). Adicionalmente, a quantidade de poluentes no fígado de peixes é 

diretamente proporcional ao grau de poluição do ambiente por metais pesados e pesticidas, 

o que provoca um aumento no índice hepatossomático (FLORES-LOPES; MALABARBA, 

2007). Já foi constatado que o aumento do IHS obtido em Perca fluviatilis e Scorpius 

myoxocephalus pode ser indicativo do aumento da atividade de enzimas xenobióticas 

biotransformadas (HUUSKONEN; LINDSTRÖM-SEPPA, 1995; STEPHENSEN et al., 

2000) sendo sugerido existir também uma relação positiva entre o peso do fígado e o 

metabolismo de enzimas xenobióticas de tilápias expostas ao paraquate (FIGUEIREDO-

FERNANDES et al., 2006).  

O fígado, como o maior órgão do metabolismo, entra em contato direto com 

poluentes absorvidos do ambiente (SALEH, 1982; BRAUNBECK et al., 1990; 

GONZALEZ et al., 1993), e lesões no fígado são frequentemente associadas com poluição 

do ambiente aquático. Os resultados obtidos demonstraram que a ocorrência de lesões no 

fígado parece estar relacionada à presença de Zn na água. Resultados semelhantes foram 

obtidos em outro estudo que observou existência de uma forte relação entre os 

contaminantes químicos encontrados nos sedimentos com aumento na prevalência de 

doenças de fígado (COLLIER et al., 1998). A observação de lesões no fígado entre 

populações de teleósteos marinhos indica a potencialidade de utilização de peixes como 

modelos para o desenvolvimento de estudos toxicológicos (KRANZ; PETERS, 1985), com 

a degradação dos ambientes aquáticos. 

A Resolução CONAMA n° 357 de 17 de março de 2005 estabelece o valor máximo 

de 5 mg L-1 de Zn para água própria para a criação de animais (CONAMA, 2005). No 

entanto, de acordo com o presente estudo, a concentração de 5 mg L-1 de Zn na água 



  69

comprometeu as funções fisiológicas do fígado e das brânquias da espécie havendo, 

portanto, a necessidade de revisão desta legislação brasileira. 

 

CONCLUSÃO 

As alterações histológicas revelam que as crescentes contaminações causadas pelos 

níveis de Zn afetam o ambiente aquático, conduzem ao aparecimento de lesões 

irreversíveis tanto nas brânquias quanto no fígado de A. aff. bimaculatus, comprometendo 

a função destes tecidos e causando a morte dos peixes. Tal constatação indica que o Zn 

apresentou efeitos severos nas diferentes concentrações durante os testes de toxicidade 

subcrônica, e que esta espécie é adequada como bioindicador do ecossistema aquático. 
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CAPITULO 3 

 

MORFOLOGIA TESTICULAR DE Astyanax aff. bimaculatus EXPOSTOS AO ZINCO 

 

RESUMO 

Processos naturais e atividades antropogênicas liberam para o ambiente aquático uma 

grande variedade de produtos tóxicos, dentre eles metais como o zinco (Zn), capazes de 

interagir com o organismo vivo causando múltiplas alterações, as quais podem gerar graves 

consequências em organismos. Neste contexto, este trabalho propôs-se estudar os efeitos de 

diferentes concentrações de Zn na histologia dos testículos de lambaris (A. aff. bimaculatus) 

adultos, após exposição subcrônica, e avaliar o potencial da espécie como bioindicador de 

ambientes impactados. Foram utilizados 65 lambaris, divididos igualmente em 5 aquários. Foi 

instituído um grupo controle, mantido nas mesmas condições que os tratados, porém sem o 

metal. A cada dia acrescentou-se 0,16, 0,33, 0,5 e 0,66 µg L-1 de Zn na água, totalizando 5, 10, 

15 e 20 mg L-1 de Zn, respectivamente, no final do período experimental, de 30 dias. Ao final 

da exposição, os animais foram anestesiados, eutanasiados, medidos, pesados sendo retirados 

os ossos, testículos, fígado, brânquias, cabeça e músculo. Fragmentos de testículos foram 

fixados, incluídos e seccionados em micrótomo rotativo e corados para confecção de 

preparações histológicas. Foram qualificadas e quantificadas várias histopatologias nos 

testículos onde também foram quantificados pontos coincidentes sobre cisto, intertúbulo, 

espermatozóides, líquido seminal. Também foram calculados os índices gonadossomáticos. A 

presença de alterações histológicas para cada organismo foi avaliada de forma semi-

quantitativa através do método Degree of Tissue Change (DTC), expressando a gravidade das 

lesões. Todos os grupos tratados obtiveram valores do DTC superiores a 100, com média 

403±24 indicando a presença de alterações irreversíveis nos testículos. As maiores dosagens 

de Zn obtiveram os maiores valores de DTC. Em relação ao índice gonadossomático, houve 

aumento significativo em todos os grupos tratados em relação ao grupo controle. A exposição 

de A. aff. bimaculatus ao Zn provocou alterações histopatológicas severas e permanentes nos 

testículos, levando à redução na produção de espermatozóides, o que pode comprometer a 

taxa de fecundidade e provocar a extinção local das populações. Tal constatação indica que o 

Zn apresentou efeitos severos nas diferentes concentrações durante os testes de toxicidade 

subcrônica, afetando negativamente a reprodução dos peixes e que esta espécie é adequada 

como bioindicador do ecossistema aquático. 
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ABSTRACT 

Natural processes and human activities release into the aquatic environment a wide 

variety of toxic products, among them metals such as zinc (Zn), able to interact with the living 

organism causing multiple changes, which can have severe effects on organisms. In this 

context, this study proposed to study the effects of different concentrations of Zn in the 

histology of the testes of minnows (A. aff. bimaculatus) adults after subchronic exposure, and 

evaluate the potential of the species as a bioindicator of similar environments. Sixty five 

lambaris were used, divided equally into five tanks. A control group was made, kept under the 

same conditions as the treated ones, nevertheless without the metal. Every day was added 

0,16, 0,33, 0,5 and 0,66 µg L-1 of Zn in the water, adding up to 5, 10, 15 and 20 mg L-1 Zn, 

respectively, at the end of the experimental period, of 30 days At the end of exposure, animals 

were anesthetized, euthanized, weighed, measured and the bones, testis, liver, gills, head and 

muscle were removed. Collected tissue samples of testis were fixed, included and sectioned 

with a rotary microtome and stained for making histological preparations. Were qualified and 

quantified several histopathology in the testis which were also measured matching points on 

cyst, intertubular, sperm, seminal fluid. We also calculated the gonadosomatic indices. The 

presence of histological changes for each organism was assessed in a semi-quantitative 

method through the Degree of Tissue Change (DTC), expressing the severity of injuries. All 

treated groups achieved values of DTC than 100, averaging 403±24 indicating the presence of 

irreversible changes in the testes. The higher doses of Zn had the highest values of DTC. In 

relation to gonadosomatic index increased significantly in all treated groups compared to the 

control group. Exposure of A. aff. bimaculatus to Zn caused severe histopathological changes 

and permanent in the testis, leading to a reduction in sperm production, which may 

compromise the fertility rate and cause the extinction of local populations. This indicates that 

Zn had severe effects at different concentrations for the subchronic toxicity tests, adversely 

affecting fish reproduction and that this species is suitable as bioindicators of the aquatic 

ecosystem.  

KEY WORDS: Spermatogenesis, histopathology, fish toxicity. 
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INTRODUÇÃO 

A preocupação com a biodiversidade no Brasil tem crescido acentuadamente nas 

últimas duas décadas, acompanhada pela proliferação de organizações conservacionistas não 

governamentais e pela legislação ambiental. Além disso, agências governamentais relevantes 

consolidaram-se e expandiram-se, levando à criação do Ministério do Meio Ambiente. Várias 

áreas protegidas foram criadas desde o início dos anos 1980 e a mídia tem dado atenção 

crescente à conservação da vida silvestre (AGOSTINHO et al., 2005). Segundo estes autores, 

as principais causas da perda direta da biodiversidade em ecossistemas aquáticos continentais 

brasileiros são poluição e eutrofização, assoreamento, construção de barragens e controle de 

cheias, pesca indiscriminada e introdução de espécies.  

Na água, os metais e os resíduos de pesticidas podem ser adsorvidos pelo material em 

suspensão, depositados no sedimento ou absorvidos por organismos, podendo ser 

metabolizados, desintoxicados e/ou acumulados (AGUIAR, 2002). 

Respostas biológicas ao estresse provocado pelos poluentes podem ser utilizadas para 

identificar sinais iniciais de danos aos peixes e podem ser denominadas biomarcadores. Estes 

biomarcadores são excelentes ferramentas para monitorar a saúde do ecossistema aquático e 

têm sido incluídos em vários programas modernos de monitoramento ambiental de países 

desenvolvidos (WALKER et al., 1996). 

Os peixes habitam uma enorme variedade de ambientes aquáticos. Além disso, seus 

hábitos de acasalamento são freqüentemente influenciados por fatores ambientais como 

temperatura e salinidade (MIURA, 1999). Os efeitos de contaminantes em peixes podem se 

manifestar em vários níveis de organização biológica, incluindo disfunções fisiológicas, 

alterações estruturais em órgãos e tecidos, e modificações comportamentais prejudicam o 

crescimento e reprodução (ADAMS, 1990).  

Os testículos dos peixes estão localizados na cavidade celomática, dorsalmente ao tubo 

digestório, ventralmente ao mesonefro e ventrodorsalmente ao longo da bexiga gasosa, 

encontrando-se presos à parede celomática e à bexiga gasosa pelo mesórquio. 

Macroscopicamente os testículos da maioria dos teleósteos estudados são órgãos pares, 

podendo estar parcial ou totalmente fundidos entre si, apresentam usualmente tamanho similar 

entre o direito e o esquerdo e são freqüentemente alongados, embora existam outras formas 

como lobulados e foliáceos (LE GAC; LOIR, 1999). 
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Os testículos consistem essencialmente de dois compartimentos. Um deles, chamado 

compartimento seminífero, é composto de células germinativas e elementos não germinativos, 

as células somáticas de Sertoli, formando estruturas denominadas lóbulos ou túbulos 

seminíferos. O segundo compartimento é do tecido intersticial que, além dos elementos do 

tecido conjuntivo, veias e vasos linfáticos, possui células de Leydig que produzem hormônios 

andrógenos. Estes compartimentos estão envolvidos por uma cápsula de tecido conjuntivo, a 

albugínea testicular (PUDNEY, 1995; FRANÇA; CHIARINI-GARCIA, 2004).  

A produção de andrógenos é importante para a diferenciação sexual, para o 

desenvolvimento das características sexuais secundárias, para o comportamento sexual e para 

a regulação da espermatogênese (WELTZIEN et al., 2004). O compartimento tubular contém 

células somáticas (células de Sertoli) e células germinativas, que irão formar os 

espermatozóides após passarem por um processo bastante complexo e altamente organizado – 

a espermatogênese (BILLARD, 1990; KOULISH et al., 2002). 

A espermatogênese é um processo de desenvolvimento complexo. Ela começa com a 

proliferação mitótica da espermatogônia e, na sequência, passa por duas divisões de redução 

meiótica e termina com a espermiogênese, durante a qual a espermátide haplóide se diferencia 

em espermatozóide. Embora seja geralmente aceito que os principais hormônios controladores 

da espermatogênese de vertebrados sejam as gonadotrofinas hipofisárias (GTHs) e 

andrógenos, o papel específico desempenhado por hormônios, individualmente, não foi ainda 

bem estabelecido. Progressos nesse campo são dificultados pela complexa organização dos 

testículos de vertebrados superiores, nos quais os túbulos seminíferos contêm várias e 

sucessivas gerações de células germinativas. Por outro lado, as células germinativas dentro de 

cada cisto testicular formado pelas células de Sertoli nos peixes desenvolvem-se 

sincronicamente. Este sistema tem provado ser vantajoso para o estudo da espermatogênese 

(MIURA, 1999). 

O desenvolvimento do aparelho reprodutivo é um processo contínuo durante a 

ontogenia e, consequentemente, está sujeito ao efeito de estressores ambientais em todas as 

fases do ciclo de vida (HOAR; RANDALL, 1969). Poluentes como metais pesados, derivados 

do petróleo, esgotos domésticos ou industriais e agrotóxicos, chegam ao ecossistema 

prejudicando os organismos vivos, nos quais as moléculas dos tóxicos geram distúrbios nas 

células, promovendo alterações de membrana que refletem no ciclo celular, nas suas 

diferentes etapas (NAZ, 1999). 

A exposição a substâncias tóxicas em diferentes fases do ciclo de vida tem como 

características gerais, relacionadas com o aparelho reprodutor, o retardamento de fases de 
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desenvolvimento e da maturação gonadal, a redução no número e viabilidade de gametas, 

histopatologias de testículo e ovário e a redução do número e viabilidade de descendentes 

(RAND; PETROCELLI, 1985; ADAMS, 1990). Alguns estudos realizados com adição de 

metais pesados (cádmio, cobre, arsênico e mercúrio) na água demonstraram inibição da 

espermatogênese em peixes, apresentando grande quantidade de espermatogônias e 

espermatócitos, pequena quantidade de espermátides maduras, atrofia ou necrose das células 

intersticiais e mudanças na estrutura das células de Sertoli (AHSAN; AHSAN, 1974; 

SEHGAL; PANDEY, 1984; SEHGAL et al., 1984; SHUKLA; PANDEY, 1984c; RAM; 

SATHYANESAN, 1986; SRIVASTAVA, 1987; PUNDIR; SAXENA, 1990).  

O desenvolvimento gonadal foi reduzido quando  Cyprinus carpio foram expostos a 

situações de hipóxia por oito semanas. Houve redução significativa no número dos 

espermatócitos e das espermátides, reduziu-se a ocorrência de mitoses, diminuindo o diâmetro 

lobular dos testículos, além da motilidade espermática dos animais (CHELLAPPA et al., 

2004) 

Em estudos realizados sobre toxicidade doZn em peixes, Lebistes reticulatus, em que 

os animais, machos e fêmeas, foram expostos a concentração subletal do Zn, constatou-se a 

inibição da resposta gonadal dos peixes, tanto nas fêmeas quanto nos machos e alteração na 

histologia e nas funções normais dos órgãos reprodutivos (SEHGAL et al., 1984; SEHGAL; 

SAXENA, 1986). 

Neste contexto, este trabalho propôs-se estudar os efeitos de diferentes concentrações 

de Zn na histologia dos testículos de lambaris (A. aff. bimaculatus) adultos, após exposição 

subcrônica, e avaliar a espécie como bioindicador de ecossistemas aquáticos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Esta pesquisa foi submetida ao Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA) da 

Universidade de Brasília (UnB), protocolo nº 95806/2009. Foram utilizados 65 machos de A. 

aff. bimaculatus, procedentes da Piscicultura da Universidade Federal de Viçosa, localizada 

na cidade de Viçosa-MG.  

A pesquisa foi desenvolvida nos seguintes Laboratórios: Morfofisiologia de Peixes do 

Departamento de Veterinária; Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral; 

Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal; Aplicação de Radioisótopos do 

Departamento de Biologia Geral e no Laboratório de Espectrofotometria de Absorção 

Atômica do Departamento de Solos, todos da Universidade Federal de Viçosa, MG. 
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No período de adaptação foram utilizados cinco aquários de vidro, cada um com 

capacidade de 150 L de água livre de cloro (por evaporação), mantendo-se 13 peixes por 

aquário, durante 40 dias. Todos os aquários contaram com sistema de filtragem por britas de 

diferentes tamanhos e uma malha acrílica, com sistema de filtração com bombas (Sarlo Better 

650 l/h), e aeração contínua da água. Diariamente, cerca de 20% do volume de água dos 

aquários era sifonado para eliminar restos de matéria orgânica e, imediatamente, substituído, 

mantendo-se as mesmas características iniciais. A qualidade da água foi monitorada a cada 

sete dias, medindo-se: o oxigênio dissolvido, a amônia tóxica, a dureza total e o nitrito através 

de kits colorimétricos (Labcon Test – Alcon); o pH, pelo medidor de pH digital de bancada 

(Tracom 10) e a condutividade elétrica, pelo condutivímetro digital de bancada (Tonka CD 

820). Foram coletadas amostras de água a cada sete dias para determinação das concentrações 

de Zn através do espectrofotômetro de absorção atômica (SpectrAA 220FS Varian).  

A temperatura foi controlada (26 ± 1 °C) (FISHBASE, 2009) através de aquecedores e 

termostatos (Atman 150 W). O fotoperíodo estabelecido foi de 12 horas-luz/12 horas-escuro, 

controlado por temporizador. Os peixes tiveram alimentação diária ad libitum ou até aparente 

saciedade com ração comercial (45% proteína bruta), oferecida 2 vezes ao dia, as 8 e às 17 

horas. Essa ração apresenta-se em grânulos de 4 mm e, devido à incompatibilidade com o 

tamanho da cavidade bucal dos peixes, foi triturada e peneirada, utilizando-se peneira com 

malha de 1 mm. 

Os animais foram expostos a concentrações de 5, 10, 15 e 20 mg L-1 de Zn na água, 

que foram divididas durante o período experimental, de 30 dias. A cada dia acrescentou-se 

0,16; 0,33; 0,5 e 0,66 µg L-1 de Zn, fornecido na forma de ZnSO4.7H2O (Merck, n° 

1.08883.1000). Foi constituído um grupo controle, mantido nas mesmas condições que os 

tratados, porém sem o metal. Cada peixe constituiu uma unidade experimental, com 13 

repetições. 

A partir do momento que foi observado mortalidade dos animais, no 15º dia 

experimental, foram feitas observações a cada hora para retirada dos animais mortos nesse 

intervalo. Estes animais foram submetidos aos mesmos procedimentos daqueles que 

sobreviveram até o final do tempo de exposição. Ao final do período experimental, os animais 

foram previamente anestesiados com solução de benzocaína 1:10000, seguido de 

aprofundamento da anestesia, sendo então eutanasiados por secção da medula espinhal, ao 

nível do opérculo.  

De cada exemplar foram registrados os seguintes dados: comprimento total (CT), 

comprimento padrão (CP), peso corporal (PC), peso das gônadas (PG), peso do fígado (PF), 
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peso das brânquias (PB), peso dos fragmentos de músculos (PM), peso da cabeça (PCa) e 

peso dos fragmentos dos ossos (PO). Os pesos foram obtidos utilizando-se uma balança 

analítica digital com precisão de 0,0001 g (Scientech, AS 210). Para a medição, utilizou-se 

paquímetro digital Mitutoyo 500-144B com precisão de 0,02 mm e, para a retirada dos 

tecidos, tesoura e bisturi cirúrgico. Para a histologia das brânquias, foram utilizados 

fragmentos da região mediana do segundo arco braquial, e para a histologia do fígado e dos 

testículos, as regiões medianas dos respectivos órgãos. 

Foram retirados fragmentos de músculo, testículo, fígado, osso e brânquias para a 

determinação da concentração de Zn nestes tecidos através de espectrofotometria de absorção 

atômica. 

Fragmentos testiculares foram fixados em solução de Karnovsky por 24 horas e depois 

transferidos para álcool 70%. Em seguida, foram desidratados em série etanólica crescente, 

com trocas a cada 30 minutos, procedendo-se a inclusão em glicol-metacrilato (Historesin®, 

Leica). 

Após a inclusão foram feitas secções seriadas de 3 µm de espessura, em micrótomo 

rotativo (Reichert-Jung 2045), utilizando-se navalhas de vidro. As preparações foram coradas 

com azul de toluidina e borato de sódio 1%, montadas com Entellan®-Merck, e analisadas 

sob microscopia de luz (Olympus BX-50). As imagens digitais foram obtidas utilizando 

fotomicroscópio Olympus AX70 TRF. 

Para as análises histológicas do testículo foram qualificadas e quantificadas as 

seguintes patologias, utilizando-se dez campos/animal: ruptura de cisto, deslocamento da 

parede dos túbulos, retardo do desenvolvimento gonadal, agrupamento celular, núcleo 

picnótico, vacuolização, muco, degeneração, descolamento de cisto, destruição do tecido 

intertubular, desorganização dos cistos e destruição dos cistos. 

Morfometricamente foram quantificados pontos coincidentes sobre cisto, intertúbulo, 

espermatozóides e líquido seminal, através do programa para análise de imagem Image Pro 

Plus, totalizando 2660 pontos por animal, sendo os resultados expressos em percentagem. 

Para obter a relação entre o peso corporal e o peso das gônadas foi calculado o índice 

gonadossomático (IGS) mediante a fórmula: IGS1= PG/PC x100. E para estimar a influência 

do peso dos testículos sobre o IGS foi utilizada a fórmula: IGS2= PG/ (PC-PG) x 100, em que 

PG = Peso das gônadas e PC = Peso Corporal. 

A presença de alterações histológicas para cada organismo foi avaliada de forma semi-

quantitativa através do Degree of Tissue Change (DTC), o qual foi baseado na gravidade das 

lesões. Para o cálculo do DTC, segundo POLËKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC (1994), as 
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alterações foram classificadas em estágios (ou fases) progressivos para cada tecido, que 

variam de I a III. Alterações do estágio I são consideradas leves, não alteram a função do 

tecido; alterações do estágio II são moderadas e alteram parcialmente a função do tecido; e 

alterações do estágio III são severas, alteram totalmente a função do tecido. O valor do DTC 

foi calculado para cada animal utilizando-se a seguinte fórmula DTC= (1 x SI) + (10 x SII) + 

(100 x SIII), onde I, II e III correspondem ao número de alterações do estágios I, II e III, 

respectivamente. Os valores do DTC entre 0 a 10 indicam funcionamento normal do órgão; 

valores entre 11 e 20 indicam leves alterações; valores entre 21 e 50 indicam alterações 

moderadas no órgão; valores entre 51 e 100 indicam lesões severas no órgão e valores acima 

de 100 indicam alterações irreversíveis. 

Os resultados dos constituintes do tecido testicular e índice gonadossomático foram 

submetidos à análise estatística utilizando-se teste de Newman-Keuls com p≥ 0,05. Os 

resultados de histopatologias foram analisados de forma descritiva. 

 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

O comprimento padrão e os pesos do fígado, dos testículos e da cabeça variaram 

significativamente entre os grupos tratados e o grupo controle (TAB. 1). No entanto não 

foram observadas diferenças significativas no peso e altura corporal e peso das brânquias. 

A qualidade da água avaliada durante o período experimental não diferiu 

significativamente ao longo do período nem entre os diferentes tratamentos, exceto com 

relação à condutividade elétrica, que aumentou à medida que a concentração deZn na água 

aumentava (TAB. 1 - ANEXO A). Os resultados de pH, oxigênio dissolvido, amônia tóxica, 

dureza total e nitrito encontravam-se dentro da faixa determinada como adequada para peixes 

de água doce (OSTRENSKY; BOEGER, 1998; MOREIRA et al., 2001; ARANA, 2004). A 

condutividade elétrica acima de 100 µS cm-1 está associada, em geral, a ambientes impactados 

fornecendo assim uma boa indicação das modificações na composição de uma água, 

especialmente na sua concentração mineral, mas não fornece qualquer indicação das 

quantidades relativas dos vários componentes. À medida que mais sólidos dissolvidos são 

adicionados, a condutividade da água aumenta e altos valores podem indicar características 

corrosivas da água (CETESB, 2009).  

A concentração de Zn dos aquários foi monitorada a cada sete dias. Constatou-se que 

as concentrações deste elemento sofreram aumento gradativo durante os 30 dias de exposição. 

A adição diária de Zn, embora tenha ocasionado aumento na concentração do mesmo em 
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solução, não atingiu os valores definidos nos tratamentos. Provavelmente, processos 

adsortivos nas paredes dos recipientes ou com material em suspensão tenham colaborado para 

que as concentrações definidas nos tratamentos não tenham sido alcançadas.  

 
Tabela 1: Biometria corporal de machos de A. aff. bimaculatus (um grupo controle e quatro 
tratamentos) em condições de exposição a diferentes concentrações de zinco na água por 30 dias.  

 

 

 

 

 

Legenda: PC: peso corporal; CP: comprimento padrão; AC: altura corporal; PF: peso do fígado; PT: 
peso dos testículos; PB: peso das brânquias e PCa: peso da cabeça.  
*Letras iguais na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, p≥ 0,05 

 

No grupo controle e no grupo tratado com concentração de 5 mg L-1 de Zn não houve 

mortalidade dos peixes até o final do experimento. Entre o 15º e o 28º dia de exposição, os 

tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1apresentaram, respectivamente, 

62%, 85% e 100% de mortalidade.  

A morte dos peixes foi precedida de comportamento anormal, permanecendo próximos 

à superfície do aquário com intenso batimento opercular, natação descoordenada e letargia. 

Aqueles que sobreviveram reduziram a ingestão de alimento. Por outro lado, os animais que 

não receberam o Zn e aqueles que receberam o metal na concentração de 5 mg L-1, 

movimentavam-se intensamente em cardumes e se alimentavam normalmente, mostrando 

comportamento semelhante ao grupo de controle. 
 
 
 
 
 
 
 
 

Concentração de Zinco (mg L-1) 

Padrões 0 5 10 15 20 

PC (g) 5,437a 6,811a 10,311a 7,085a 6,536a 

CP (cm) 4,710a 6,336b 6,764b 6,747c 6,822b 

AC (cm) 2,280a 2,063a 2,194a 2,152a 2,311a 

PF (g) 0,044a 0,039ab 0,021b 0,023b 0,028ab 

PT (g) 0,053a 0,157b 0,180b 0,197b 0,204b 

PB (g) 0,184a 0,183a 0,209a 0,223a 0,208a 

PCa (g) 0,839a 1,109b 1,005ab 1,055b 0,993b 
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Tabela. 2: Percentual da mortalidade de A. aff. bimaculatus durante o tempo de exposição a diferentes 
concentrações de zinco (mg L-1) (n = 13) 
 

Concentração 
de zinco  
(mg L-1) 

Mortalidade (%) 
Tempo (dias) 

14 20 25 28 30 Total 

0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 

10 0 24 18 20 0 62 

15 0 23 27 35 0 85 

20 0 26 32 42 0 100 

 

Trabalho realizado por SANTOS (2009) utilizando-se A. aff. bimaculatus sob 

exposição aguda (96 h), verificou-se que não houve mortalidade em concentração de 5 mg L-1 

de Zn, enquanto que na concentração de 20 mg L-1 ocorreu 100% de mortalidade em apenas 

24 horas. A concentração letal para 50% dos organismos (CL50) na exposição aguda (96 

horas), para A. aff. bimaculatus, foi determinada como sendo de 10 mg L-1 de Zn, o dobro do 

permitido pela legislação brasileira (5 mg L-1) na água para criação de animais (CONAMA, 

2005), indicando o alto nível de toxicidade do Zn para a espécie em estudo. 

Os testículos de A. aff. bimaculatus do grupo controle apresentaram características 

similares às de outros teleósteos, mostrando uma organização tubular seminífera cística 

(RUSSELL et al., 1990). A espermatogênese desenvolve-se em cistos que se formam quando 

células de Sertoli e uma espermatogônia primária se associam (MATTA, 2000). Durante o 

processo espermatogênico todas as células germinativas dentro de um cisto estão na mesma 

fase de desenvolvimento (PUDNEY, 1995) (FIG. 1).  

Foram encontradas as seguintes alterações nos testículos: ruptura de cisto, 

deslocamento da parede dos túbulos, retardo do desenvolvimento gonadal, agrupamento 

celular, núcleo picnótico, vacuolização, muco, degeneração, deslocamento de cisto, destruição 

do tecido intertubular, desorganização dos cistos, destruição dos cistos (TAB. 3). Segundo 

diversos autores, inibição da espermatogênese, grandes números de espermatogônias e 

espermatócitos, pouco esperma, espermátides maduras, atrofia e/ou necrose das células 

intersticiais e mudanças na estrutura das células de Sertoli são efeitos comuns observados em 
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peixes expostos a metais pesados (SEHGAL; PANDEY, 1984; SEHGAL et al., 1984; 

SHUKLA; PANDEY, 1984b; RAM; SATHYANESAN, 1986; SRIVASTAVA, 1987; 

PUNDIR; SAXENA, 1990; CREASY, 1997). Foram também observadas outras mudanças 

estruturais no sistema reprodutivo de machos causados por metais pesados como má 

formação, danos ao ducto espermático, paredes dos túbulos danificadas e coagulação 

sanguínea lobular (SEHGAL; PANDEY, 1984; SEHGAL et al., 1984; SHUKLA; PANDEY, 

1984c; SRIVASTAVA, 1987; PUNDIR; SAXENA, 1990). 

Figura 1: Fotomicrografias da organização estrutural testicular de A. aff. bimaculatus do grupo 
controle. (C) cistos, (L) lúmen tubular contendo espermatozóides e fluido testicular, (I) Intertúbulo. 
Coloração Azul de toluidina. Aumento: 450x. 

 

A histopatologia testicular é considerada o parâmetro mais indicado para a detecção da 

toxicologia testicular (TAKAYAMA et al.,1995).  

Todos os grupos tratados obtiveram valores do Degree of Tissue Change (DTC) 

superiores a 100, com média 403±24,04, indicando a presença de alterações irreversíveis nos 

testículos. As maiores dosagens de Zn obtiveram os maiores valores de DTC (FIG.2 - TAB. 

3). 

Observou-se em todos os grupos tratados número crescente de células contendo 

vacuolizações, podendo tornar-se células necróticas quando encontradas em estágio avançado. 
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No grupo tratado com 10 mg L-1 de Zn, 90%  dos peixes apresentavam esta patologia. E no 

grupo contendo 20 mg L-1, ela foi encontrada em 98% dos animais (TAB. 4 - FIG. 3, 4, 5 e 6). 

Foram observadas em indivíduos machos de Lebistes reticulatus, tratados com concentração 

subletal (300 rag L) de sulfato de zinco por 20 dias, mudanças drásticas nos testículos, entre 

as quais vacuolização nos espermatócitos (SEHGAL; SAXENA, 1986). 
 
 
 

 
Figura 2: Valores médios do Degree of Tissue Change (DTC) nos testículos de A. aff. bimaculatus após 
exposição a diferentes concentrações de zinco na água por 30 dias. Sendo que entre o 15º e o 28º dia de 
exposição, os tratamentos que receberam 10 mg.L-1, 15 mg.L-1e 20 mg.L-1apresentaram, respectivamente, 
62%, 85% e 100% de mortalidade. 

 

Tabela 3: Divisão em estágios (modificado por CONDESSA, 2009) e percentual da média geral das 
alterações histopatológicas dos testículos detectadas em machos de A. aff. bimaculatus após exposição a 
diferentes concentrações de zinco na água por 30 dias. Sendo que entre o 15º e o 28º dia de exposição, os 
tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1 apresentaram, respectivamente, 62%, 85% e 
100% de mortalidade. 

ESTÁGIOS HISTOPATOLOGIAS MÉDIA GERAL (%) 
I Ruptura de Cisto 77,49 
 Deslocamento da parede dos Túbulos 19,05 

 Retardo do desenvolvimento Gonadal 28,45 

 Agrupamento Celular 56,01 

II Núcleo Picnótico 46,49 
 Vacuolização 88,96 

 Muco 3,33 

 Degeneração 68,58 
 Descolamento de Cisto 3,30 
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III Destruição do Tecido Intertubular 56,68 
 Desorganização dos Cistos 34,40 

 Destruição dos Cistos 31,26 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3: Fotomicrografias da organização estrutural do testículo de A. aff. bimaculatus, expostos a 
concentração de 5 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. (AC) aglomeração celular; 



  90

(V) vacuolização; (DPT) deslocamento da parede dos túbulos; (RC) ruptura de cisto; (DTI) 
destruição do tecido intertubular; (RD) retardo no desenvolvimento do cisto; (NP) núcleo picnótico. 
Coloração Azul de toluidina. Aumento: 280x. 

 

À medida que se aumentou a concentração de Zn na água, aumentou também o 

percentual de ruptura de cistos. Em 50% dos animais tratados com 5 mg L-1 de Zn houve 

ruptura de cisto e no grupo com 20 mg L-1, este percentual chegou a 94% (TAB. 4 - FIG. 3, 4, 

5 e 6). Estudo realizado com A. aff. bimaculatus expostos ao Zn, permitiu observação da 

correlação positiva entre a concentração de Zn e o aumento na ruptura e o deslocamento de 

cistos causando retração na parede dos túbulos seminíferos (SANTOS, 2009). 

 

 
Tabela 4: Percentual de alterações histopatológicas dos testículos detectadas em A. aff. bimaculatus após 
exposição a tratamentos com diferentes concentrações de zinco (mg L-1) por 30 dias. Sendo que entre o 15º e 
o 28º dia de exposição, os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1 apresentaram, 
respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade. 

                                                                             CONCENTRAÇÃO DO ZINCO (mg L-1) 

ESTÁGIOS HISTOPATOLOGIAS 0 5 10 15 20 
I Ruptura de Cisto 0,0 50,00 82,22 83,64 94,12 
 Deslocamento da parede dos Túbulos 0,0 11,18 16,67 23,64 24,71 
 Retardo do desenvolvimento Gonadal 0,0 11,11 25,88 35,88 40,91 
 Agrupamento Celular 0,0 37,65 45,88 62,73 77,78 

II Núcleo Picnótico 0,0 21,11 41,76 47,65 75,45 
 Vacuolização 0,0 71,18 90,00 96,47 98,18 
 Muco 0,0 0,00 0,00 0,00 13,33 
 Degeneração 0,0 61,18 61,82 73,53 77,78 
 Deslocamento de Cisto 0,0 1,76 1,82 2,94 6,67 
 Destruição do Tecido Intertubular 0,0 45,29 45,88 60,00 75,56 

III Desorganização dos Cistos 0,0 9,09 27,06 45,88 55,56 
 Destruição dos Cistos 0,0 24,44 30,00 32,35 38,24 
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Figura 4: Fotomicrografias da organização estrutural do testículo de A. aff. bimaculatus, expostos a 
concentração de 10 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. (AC) aglomeração celular; (V) 
vacuolização; (DPT) deslocamento da parede dos túbulos; (RC) ruptura de cisto; (DTI) destruição do 
tecido intertubular; (RD) retardo no desenvolvimento do cisto; (NP) núcleo picnótico; (DG) 
degeneração. Coloração Azul de toluidina. Aumento: 280x. 
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Com o aumento das dosagens de Zn, foi observado acréscimo no percentual de 

degeneração e destruição do tecido intertubular dos peixes, que atingiu 70% ou mais dos 

animais no tratamento de maior dosagem (TAB. 4, FIG. 3, 4, 5 e 6). Estudos anteriores 

permitiram observar que indivíduos machos de Puntius conchonius expostos ao Zn 

apresentaram lesões permanentes e severas, como necrose e degeneração de túbulos 

seminíferos (KUMAR; PANT, 1984). 

O Zn apresentou efeito negativo em relação ao desenvolvimento das células da 

linhagem germinativa, provocando retardo no desenvolvimento dos cistos, e causou a 

formação de agrupamentos celulares, devido ao comprometimento do processo de divisão 

celular que não se completou normalmente (TAB. 4, FIG. 3, 4, 5 e 6). Em estudo realizado 

com A. aff. bimaculatus expostos agudamente ao Zn foi possível observar existência de 

retardo no desenvolvimento das células da linhagem germinativa e a formação de 

aglomerados de células da linhagem germinativa causada pelo aumento da concentração de 

Zn (SANTOS, 2009). Foi observado, em indivíduos machos de Puntius conchonius, o 

desaparecimento de estágios intermediários entre espermatogônias e espermátides após dois 

meses de exposição ao cobre e o reaparecimento destes estágios intermediários após três 

meses de exposição (KUMAR; PANT, 1984).  Estudo sobre o efeito de metais pesados em 

diversas espécies de peixes permitiu que se observasse que o processo de espermatogênese 

não prosseguiu além das espermatogônias, pois o mesmo foi interrompido pela morte celular 

(YAMAGUCHI et al, 2007). Pesquisas sobre o efeito dos poluentes na reprodução dos peixes 

permitiram a constatação da interrupção da fase de proliferação na espermatogênese do 

bluegill (Lepomis macrochirus) após exposição aguda ao diazinon, inseticida organofosforado 

(DUTTA et al., 2003). Exposições crônicas ao cádmio geraram inibição da espermatogênese 

em truta (Oncorhynchus mykiss) e em guppy (Poecilia reticulata) (BILLARD et al., 1978). 

Substâncias tóxicas parecem atuar indiretamente sobre o equilíbrio entre os hormônios 

gonadotróficos, vitelogênicos, dopamina e estrogênio, o que se refletirá na diferenciação, 

maturação, morfologia e fisiologia gonadal (ADAMS, 1990), podendo, entretanto influir 

diretamente nas divisões celulares do tecido germinativo (BADRE; KUMAR, 1987). 
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Figura 5: Fotomicrografias da organização estrutural do testículo de A. aff. bimaculatus, expostos a 
concentração de 15 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. (AC) aglomeração celular; (V) 
vacuolização; (DPT) deslocamento da parede dos túbulos; (RC) ruptura de cisto; (DIT) destruição do 
tecido intertubular; (RD) retardo no desenvolvimento do cisto; (NP) Núcleo picnótico; (DG) degeneração; 
(DOC) desorganização dos cistos. Coloração Azul de toluidina. Aumento: 280x.  
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Houve redução do número de cistos nas diferentes concentrações de Zn quando 

comparadas ao grupo controle (TAB. 4). Em contrapartida, houve pequeno aumento de 

intertúbulo nos grupos submetidos aos tratamentos com 15 e 20 mg L-1 (TAB. 5). Já foi 

observada redução significativa de cistos em Lebistes reticulatus (SEHGAL; SAXENA, 

1986) e A. aff. bimaculatus (SANTOS, 2009) expostos a diferentes concentrações de Zn.  

Ocorreu redução na produção espermática nos grupos tratados com 15 e 20 mg L-1, e 

aumento nos grupos de 5 e 10 mg L-1 quando comparados ao grupo controle. Em 

compensação, houve aumento do fluido testicular em todos os grupos tratados em relação ao 

grupo controle (TAB. 5). Os resultados observados nesta pesquisa também foram relatados 

em outro estudo onde se identificou redução na produção de espermatozóides nos grupos 

submetidos aos tratamentos com 10, 15 e 20 mg L-1 e aumento na produção de líquido tubular 

nos túbulos seminíferos dos peixes tratados com dosagens agudas de 5, 15 e 20 mg L-1 de Zn 

(SANTOS, 2009). 

 

 
Tabela 5: Percentual da constituição tecidual detectadas nos testículos de A. aff. bimaculatus após 
exposição a diferentes concentrações de zinco na água (mg L-1) por 30 dias. Sendo que entre o 15º e o 
28º dia de exposição, os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1 apresentaram, 
respectivamente, 62%, 85% e 100% de mortalidade. 
                                                                        Concentração de zinco (mg L-1) 
Constituição Tecidual (%) 0 5 10 15 20 
Cisto 112,19a 89,16ab 74,68b 59,52b 60,33b 

Intertúbulo 38,71a 18,72b 28,53ab 42,47a 43,15a 

Espermatozóide 95,29ac 136,83ba 129,15ab 88,58ac 58,39c 

Fluido Testicular 19,81a 21,27a 33,62a 59,78b 104,12c 

Letras iguais na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, p≥ 0,05 
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Figura 6: Fotomicrografias da organização estrutural do testículo de A. aff. bimaculatus, expostos a 
concentração de 20 mg L-1 de zinco na água, após 30 dias de tratamento. (AC) aglomeração celular; 
(V) vacuolização; (DPT) deslocamento da parede dos túbulos; (RC) ruptura de cisto; (DTI) destruição 
do tecido intertubular; (RD) retardo no desenvolvimento do cisto; (DG) degeneração; (DOC) 
desorganização dos cistos. Coloração Azul de toluidina. Aumento: 280x. 
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Em relação ao índice gonadossomático (IGS1 e IGS2), houve aumento significativo em 

todos os grupos tratados ao comparar com o grupo controle (TAB. 6). De acordo com os 

resultados do IGS2 há interferência das gônadas neste índice. Embora seja bastante comum a 

utilização do IGS como indicador do grau de desenvolvimento de peixes, ele não é sempre um 

índice confiável de atividade gonadal (DELAHUNTY; DE VLAMING, 1980; DE 

VLAMING et al., 1982), particularmente com relação a indivíduos machos (MATTA et al., 

2009). Alterações no IGS são as conseqüências mais comuns observadas em peixes expostos 

a poluentes (KIME, 1995). Já foi observada redução nas concentrações do hormônio sexual 

no plasma e do índice gonadossomático de Perca flavescens após exposição crônica a 

diferentes metais (LEVESQUE et al., 2006) e redução do IGS em Channa punctatus expostos 

ao mercúrio (RAM; SATHYANESAN, 1986; SAXENA; MANI, 1985) e em Puntios ticto e 

Lebistes reticulatus expostos ao cádmio (SEHGAL; PANDEY, 1984; PUNDIR; SAXENA, 

1990).  

 
Tabela 6: Índices Gonadossomáticos de machos de A. aff. bimaculatus após exposição a diferentes 
concentrações de zinco (mg L-1) na água, por 30 dias. Sendo que entre o 15º e o 28º dia de exposição, 
os tratamentos que receberam 10 mg L-1, 15 mg L-1e 20 mg L-1 apresentaram, respectivamente, 62%, 
85% e 100% de mortalidade. 
                                                 Concentrações de Zinco (mg L-1)      

 0 5 10 15 20 

IGS1 0,96a 2,31b 2,46b 2,74b 3,15b 

IGS2 0,97a 2,38b 2,53b 2,82b 3,31b 
Letras iguais na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Newman-Keuls, p≥0,05 

 
 

A Resolução CONAMA n° 357, de 17 de março de 2005, estabelece o valor máximo 

de 5 mg L-1 de Zn para água própria para a criação de animais (CONAMA, 2005). No 

entanto, de acordo com nosso estudo, essa concentração de Zn na água comprometeu as 

funções reprodutivas da espécie havendo, portanto, a necessidade de revisão desta legislação 

brasileira. 
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CONCLUSÕES  
 

O Zn mostrou-se altamente tóxico, em exposição subcrônica, para A. aff. bimaculatus, 

mesmo na concentração permitida pela legislação brasileira. 

A exposição de A. aff. bimaculatus ao Zn provocou alterações histopatológicas severas 

e permanentes nos testículos, levando à redução na produção de espermatozóides, o que pode 

comprometer a taxa de fecundidade e provocar a extinção local da população. 

O A. aff. bimaculatus mostrou-se uma espécie sensível mesmo quando exposta a 

baixas concentrações de Zn na água, sendo, portanto,  adequado como bioindicador de 

ecossistemas aquáticos 

Com os resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que o Zn afeta negativamente 

a reprodução desta espécie. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

O zinco mostrou-se altamente tóxico para A. aff. bimaculatus, em exposições 

subcrônicas, mesmo na concentração permitida pela legislação brasileira. 

Nos tratamentos contendo 5 e 10 mg L-1 de zinco na água, houve maior acúmulo deste 

metal nos testículos, seguidos pelas brânquias, osso, cabeça e músculo. Nos tratamentos 

contendo 15 e 20 mg L-1 de Zn na água, houve maior acúmulo de zinco nos tecidos branquiais 

seguidos de testículos, osso, músculo e cabeça. O fígado não apresentou acúmulo significativo 

em nenhum dos tratamentos. 

A exposição de A. aff. bimaculatus ao zinco provocou alterações histopatológicas 

severas e permanentes nas brânquias e no fígado comprometendo a função destes tecidos e 

causando a morte dos peixes; e nos testículos, o zinco causou a redução na produção de 

espermatozóides, o que pode comprometer a taxa de fecundidade e provocar a extinção local 

de populações da espécie.  

Os resultados apresentados comprovam a acumulação crescente do zinco nos 

diferentes tecidos dos animais em estudo submetidos a exposição subcrônica (30 dias). 

Portanto, há necessidade de revisão desta resolução devido ao grande numero de patologias 

identificadas nos órgãos estudados, considerados vitais para os peixes. Sendo assim, A. aff. 

bimaculatus mostrou-se uma espécie sensível mesmo quando exposta  a concentração de 5 mg 

L-1 de zinco,  estabelecida pela  Resolução CONAMA n° 357 de 17/03/2005 como máximo 

para água própria para a criação de animais e também para consumo humano. 
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ANEXOS 
 
 

ANEXO A: ÍNDICES DE QUALIDADE DA ÁGUA AVALIADOS DURANTE O 
EXPERIMENTO COM Astyanax aff. bimaculatus EXPOSTOS AO ZINCO 
 
 

Tabela 1: Oxigênio dissolvido (O2 – mg L-1), Nitrito (NO-
2), dureza total (DT - mg L-1 de 

CaCO3), amônia tóxica (AT – mg dm3), condutividade elétrica (CE- µS cm-1) e pH na água dos 
aquários durante o período experimental de exposição de A. aff. bimaculatus a diferentes 
concentrações de zinco. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Concentração 
de 

 

Características                      
Tempo(dias)       

Zinco (mg L-1)   
 1 7 14 21 28 30 

    O2 4,00 4,00 6,00 4,00 6,00 4,00 
    NO-

2 0,25 0,00 0,00 0,00 0,25 0,25 
0   D.T 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 

    A.T 0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 0,002 
    C.E. 65,40 66,50 70,70 70,10 71,00 71,00 
    pH 6,09 7,12 6,48 6,75 6,39 5,79 
    O2 4,00 1,00 11,00 4,00 4,00 4,00 
    NO-

2 0,25 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 
5   D.T 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 

    A.T 0,003 0,001 0,001 0,001 0,001 0,005 
    C.E. 67,78 102,40 92,20 96,50 105,30 141,20
    pH 7,12 6,85 6,23 6,28 5,79 5,53 
    O2 4,00 3,00 4,00 4,00 4,00 4,00 
    NO-

2 0,25 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 
10   D.T 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 

    A.T 0,000 0,001 0,000 0,001 0,001 0,002 
    C.E. 66,10 99,40 87,00 95,40 106,00 130,10
    pH 7,37 7,06 6,57 6,37 5,94 5,64 
    O2 4,00 4,00 4,00 3,00 4,00 4,00 
    NO-

2 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
15   D.T 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 

    A.T 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 
    C.E. 88,10 92,50 86,60 104,00 108,00 135,00
    pH 7,17 7,09 6,59 6,47 6,21 5,61 
    O2 4,00 3,00 4,00 4,00 4,00 4,00 
    NO-

2 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
20   D.T 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 

    A.T 0,002 0,003 0,001 0,001 0,001 0,005 
    C.E. 85,60 117,50 112,50 122,30 140,20 166,00
    pH 7,21 7,09 6,43 6,21 5,71 5,34 
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