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RESUMO

O robalo-flecha (Centropomus undecimalis) tem grande potencial para a
aquicultura. Considerando a existéncia de poucos estudos relacionados a
exigéncia de parametros fisico quimicos da qualidade de agua com larvas
e juvenis desta espécie e visando a otimizacdo do desempenho
zootécnico, o presente estudo determinou sua tolerancia & amonia e ao
nitrito. Desta forma, foram conduzidos trés experimentos para avaliar a
toxicidade aguda de amdnia ndo ionizada (NHs) e de nitrito (NO2), e para
determinar a concentracdo letal média (CLso) em 24, 48, 72 e 96 h de
exposicdo a ambos 0s compostos. No primeiro experimento foi avaliada
a tolerdncia de larvas de robalo-flecha expostas a concentracGes
crescentes de aménia ndo ionizada por 96 h. Dez larvas (20,85+1,46 mm)
de 47 dias de idade por unidade experimental (1,5 L) foram submetidas
por 96 h aos seguintes tratamentos em triplicatas: controle (0,00 mg L
NHs) e cinco concentragdes crescentes de amonia (0,65+0,04; 1,29+0,09;
2,59+0,18; 3,88+0,27; 5,17+0,34 e 6,47+0,43 mg L! NH3). Durante este
periodo, ndo foram observadas mortalidades. Para o segundo
experimento, utilizaram-se cinco juvenis (20,35+6,10 g; 13,90+1,75 cm)
por unidade experimental (60 L) expostos a concentracfes de aménia ndo
ionizada de 0,00+0,00; 2,26+0,07; 2,68+0,11; 3,20+0,13; 3,68+0,17 e
4,27+0,16 mg L. Apds 96 h de exposicdo, amostras de branquias e
sangue foram coletadas para andlise histologica e bioquimica,
respectivamente. A mortalidade dos peixes aumentou a medida que as
concentracdes de amonia aumentaram, e a CLso 96 h foi 3,52 mg L't NHs.
Os resultados demonstraram que as larvas sdo mais tolerantes que os
juvenis, indicando que a toxicidade ambiental da amonia para o robalo-
flecha ¢ influenciada pela idade. A exposicdo subletal a aménia causou
danos histologicos em branquias de juvenis bem como variacao nos niveis
de glicose, hematdcrito e contagem total de eritrocitos (RBC),
demonstrando efeitos negativos sobre a homeostase dos peixes. No
terceiro experimento avaliou-se a tolerancia de juvenis de robalo-flecha a
exposicdo aguda de nitrito em salinidade 30 g L %. Houve efeito letal nos
peixes, aumento da toxicidade do nitrito ao longo do tempo de exposi¢éo
e a CLsp 96 h foi 166,89 mg Lt NO..

Palavras chave: Aquicultura. Peixe marinho. Nitrogénio.






ABSTRACT

The common snook (Centropomus undecimalis) has great potential for
aquaculture. Considering the few studies related to water quality
requirements and aiming at the reduction of zootechnical losses or even
mortalities, the present study evaluated the tolerance of common snook to
ammonia and nitrite. Thus, three experiments were conducted to
determine the toxic effects and the lethal concentration (LCso) at 24, 48,
72 and 96 h of exposure to both compounds. The first experiment
evaluated larvae exposed to acute concentrations of non-ionized ammonia
for 96 h in salinity 35g L™, after 24 h of starvation. Ten larvae (20.85 +
1.46 mm) of 47 days per experimental unit (1.5 L) were submitted for 96
h to the following triplicate treatments: control without ammonia (0.00
mg L NH3) and five increasing concentrations of non-ionized ammonia
(0.65+0.04, 1.29 £ 0.09, 2.59 + 0.18, 3.88 + 0.27, 5.17 + 0,34 and 6.47
+0.43 mg L™t NH3. No mortalities were observed during this period. The
second experiment was carried out with five juveniles (20.35 £ 6.10 g,
13.90 + 1.75 cm) per experimental unit (60 L) exposed to a control
without ammonia (0.00 mg L' NH3) and five increasing concentrations
of non-ionized ammonia (2.26 + 0.07, 2.68 + 0.11, 3.20 £ 0.13, 3.68 +
0.17 and 4.27 £ 0.16 mg L). After 96 h, gills and blood were sampled to
histological and biochemical analysis, respectively. Fish mortality
increased as ammonia concentrations increased, and the LCso 96 h was
3.52 mg L't NHs. The larvae were less sensitive than juveniles, indicating
that ammonia toxicity is influenced by age in common snook. In addition,
sublethal exposition to ammonia causes histological damage in juvenile
gills as well as variation in glucose, hematocrit and red boold cells (RBC),
demonstrating negative effects on fish homeostasis. In the third
experiment, tolerance of common snook juveniles was evaluated after
acute exposition to nitrite in salinity 30 g L 1. There was lethal effect on
fish, increased nitrite toxicity over time, and LCsp 96 h was 166.89 mg L
1 NO-.

Key words: Aquaculture. Marine fish. Nitrogen.
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1. INTRODUCAO GERAL

Espécie alvo

Pertencentes a familia Centropomidae, robalos sdo encontrados
em &guas costeiras do sudeste dos EUA ao sul do Brasil, em regides
marinhas, estuarinas, lagunares e em rios proximos a costa (RIVAS,
1986; ALVAREZ-LAJONCHERE e TSUZUKI, 2008). No Brasil, dentre
as varias espécies do género Centropomus, o robalo-flecha Centropomus
undecimalis (Bloch, 1792) e o robalo-peva Centropomus parallelus
Poey,1860 destacam-se nas pesquisas para cultivo (CERQUEIRA e
TSUZUKI, 2009). A primeira, no entanto, tem preferéncia para
empreendimentos  comerciais por alcancar tamanhos maiores
(CERQUEIRA et al., 2017).

O robalo-flecha é um peixe diddromo, estenotérmico, eurialino
(HOWELLS et al., 1990) e protandrico hermafrodita, cujas fémeas
tornam-se sexualmente maduras entre 5 e 7 anos de idade (TAYLOR et
al., 2000).

No que se refere a distribuicdo da espécie, a salinidade é um dos
fatores mais importantes, devido & reproducdo do peixe em &guas
oceanicas e a posterior migragdo dos juvenis para lagoas e estuarios de
baixa salinidade. Assim que atingem determinada idade, os juvenis
retornam ao oceano para unirem-se aos demais reprodutores (GILMORE
et al., 1983), fechando o ciclo de vida.

De habito carnivoro, o robalo-flecha é considerado uma espécie
marinha emergente para a piscicultura intensiva (CERQUEIRA et al.,
2017). Apresenta alto valor de mercado, se adapta bem ao cativeiro, é
eurialino, aceita com facilidade alimentos inertes com boa taxa de
conversdao alimentar (MENEZES e FIGUEIREDO, 1980; TUCKER,
2005; RHODY et al., 2014) e ainda tem importancia para a pesca
esportiva no continente americano (LOWERRE-BALBIERI et al., 2003).

Segundo Cerqueira et al. (2017), os estudos sobre reproducdo
controlada desta espécie no Brasil comegaram a ter sucesso recentemente,
utilizando-se reprodutores capturados na costa do litoral do Estado de
Santa Catarina (PASSINI et al. 2016). Os individuos podem maturarm em
tanques circulares de 12.000 ou 36.000 L, em sistema de recirculag&o,
numa densidade de 2,5 kg/m?3 e proporcao sexual de trés machos para cada
fémea. Os reprodutores pesam cerca de 2,3 a 4,7 kg e de 3,6 a 9,4 para
machos e fémeas, respectivamente, e sdo alimentados com uma mistura
de peixe, lula e camardo e ragdo em po com 45% de proteina bruta
(CERQUEIRA et al., 2017).
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No entanto, apesar de promissores para a producdo, o principal
entrave para o cultivo em escala comercial consiste no insuficiente
desenvolvimento da tecnologia de producdo para juvenis de robalo
(ALVAREZ-LAJONCHERE e TSUZUKI, 2008). Portanto, estudos
basicos, como aqueles relativos a nutricdo e a qualidade de adgua nesta
fase de vida sdo fundamentais para colaborar com o desenvolvimento da
piscicultura marinha.

Piscicultura Marinha

A aquicultura esté entre as atividades de maior produgdo animal,
contribuindo com quase metade da oferta de pescado (FAO, 2014). A
reducdo dos estogques naturais e aumento da demanda do consumo por
pescado é responsével pelo aumento da produgdo de peixe intensiva
(YOGEV, 2017). Apesar do potencial, a piscicultura marinha contabiliza
apenas 3,2% da aquicultura mundial (FAO, 2006) e é essencial para
reduzir a pressao de captura nos estoques marinhos (TAL et al., 2006).

Considerando o cultivo de peixes diddromos destacam-se 0s
salmonideos, peixe leite e robalo asiatico (Tabela 1). Dentre as espécies
exclusivamente marinhas estéo o olhete, pargo japonés e europeu, tainha,
linguado japonés e europeu, robalo europeu e garoupas (CERQUEIRA,
2004).

No Brasil, o cultivo de peixes marinhos provavelmente teve
inicio no século XVII no Estado de Pernambuco, com sistemas extensivos
de cultivo de robalos (Centropomus), tainhas (Mugil) e carapebas
(Eugerres e Diapterus) em viveiros de maré (CAVALLI e HAMILTON,
2009).

No entanto, a piscicultura marinha no pais contribui
insignificantemente na producdo mundial, com poucas tentativas de
cultivo em escala comercial. Apesar das favoraveis condi¢des naturais,
recursos hidricos e presenca de peixes marinhos com potencial para a
aquicultura, a atividade esta praticamente limitada as iniciativas das
instituicOes de pesquisa (ROUBACH et al., 2003; MYHRE et al., 2017).

Conforme revisado por Cerqueira et al. (2017), estudos sobre
reproducdo controlada e larvicultura em laboratério de peixes marinhos
brasileiros comegaram com tainha Mugil liza em 1979 no Rio de Janeiro
(BENETTI e FAGUNDES NETTO, 1980), apés em Santa Catarina
(ANDREATTA et al., 1981) e Sdo Paulo (GODINHO etal., 1993).
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Tabela 1 - Principais espécies de peixes marinhos cultivados no mundo.

Familias Espécies Nome Paises
comum
Peixes diddromos
Chanidae Chanos chanos | Peixe leite F"'P”!a?'
Indonésia
salmo salar Salméo Noruega,
. Atléntico Escécia, Chile
Salmonidae - - -
Onchorhynchus Salméo Japdo, Chile,
Pacifico Canada
Centropomidae | Lates calcarifer qu?qlo Malagle},
Asiatico Indonésia
Peixes marinhos
Carangidae . Seriola . Olhete Japéo
quinquerradiata
Pagrus major _Pargg Japéo
japonés
Sparidae Grécia,
Pargo -
Sparus auratus Espanha, Italia,
europeu . .
Turquia, Egito
Mugil cephalus Tainha Egito, ltalia,
- Israel
Mugilidae
Mugil spp Tainha Indonésia, Italia
Paralichthyidae Par_allchthys nguafj ° Japdo, Coréia
olivaceus Japonés
Scophthalmidae | Psetta maxima Linguado Espanha, Franca
europeu
Dicentrachus Robalo Italia, Grécia,
. I Egi
Serranidae abrax europeu . glto_
Epinephelus spp | Garoupas Tailandia,
Malasia

Fonte: Cerqueira (2004)
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Entretanto, ndo houve continuidade para o estabelecimento da
criacdo comercial da espécie, ja que o interesse do setor produtivo foi
maior no desenvolvimento da carcinicultura marinha, com ciclo de
producdo mais curto e rentavel (CERQUEIRA et al., 2017).

Na década de 1990, peixe-rei marinho Odonthestes
argentinensis, robalo-peva Centropomus parallelus e linguado
Paralichthys orbignyanus comecaram a ser estudados (CERQUEIRA,
2004) mas tampouco passaram a escala comercial (CERQUEIRA et al.,
2017). A partir de 2000, novas espécies tornaram-se interesse de
pesquisadores brasileiros (CAVALLI e HAMILTON, 2009), com
prioridade para peixes carnivoros com alto valor de mercado, como arioco
Lutjanus synagris, carapeva Eugerres brasilianus e cioba Lutjanus analis
(CERQUEIRA et al., 2017).

O conhecimento mais aprofundado sobre o manejo de
reprodutores e o controle da reproducdo de espécies marinhas é mais
recente que o de espécies agua doce (CERQUEIRA, 2004). Segundo
Cerqueira et al. (2017), as estratégias reprodutivas sdo muito variadas
entre as numerosas espécies utilizadas na piscicultura marinha, o que
implica em conhecimento e sistema de producdo especificos.

Porém, é possivel observar caracteristicas comuns na estratégia
reprodutiva da maioria das espécies de peixes marinhos cultivadas, como
bissexualidade, auséncia de dimorfismo sexual, desovas parciais em
ambiente marinho, ovos livres e plancténicos, alta fecundidade, periodo
curto de embriogénese, bem como larvas planctbnicas pequenas e frageis
(CERQUEIRA et al., 2017).

Muitos avangos foram obtidos nas Gltimas décadas em diversas
partes do mundo, possibilitando a criacdo comercial de um nudmero
consideravel de espécies (CERQUEIRA et al., 2017). Mesmo que em
maioria provenientes de clima temperado, como robalo e pargo europeu
(Carrillo, 2009), algum esforco envolveu peixes tropicais, inclusive
presentes nas aguas brasileiras, como bijupird, robalo e garoupa.

Conforme Cerqueira et al. (2017), o conhecimento vindo de fora
do Brasil tem sido muito valioso para o estudo de nossas espécies, como
0 manejo de reprodutores (BROMAGE e ROBERTS, 1995; MYLONAS
et al., 2010) e terapias hormonais mais eficientes (MANANOS et al.,
2008; MYLONAS et al., 2010), que possibilitam estudos sobre a criagdo
das larvas.

Além do controle da reproducdo, outro aspecto importante e
complexo da piscicultura envolve a manutencéo da qualidade da 4gua em
condi¢des adequadas para criagdo dos organismos aquéticos, exigindo
manejo efetivo e assegurando sustentabilidade (SOUSA et al, 2016).
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Da mesma forma, para a expansdo da producdo de peixes
marinhos, a reducdo do risco de impacto ambiental gerado é essencial
(TAL et al., 2006). Segundo Boyd (2003), impactos ambientais da
aquicultura podem incluir destruicdo de ecossistemas alagados, surto de
enfermidades, reducdo da biodiversidade de popula¢des naturais, bem
como a poluicdo do solo e agua pelo efluente produzido.

Os principais obstaculos para 0 aumento da aquicultura marinha
ecologicamente sustentivel estdo relacionados a: interagdo com o
ambiente - incluindo os sistemas de cultivo, além da dependéncia de 6leo
e farinha de peixe na dieta dos organismos (TAL et al., 2006).

Em resposta a crescente demanda por produtos da aquicultura e
restricdes referentes a limite de matéria organica e nitrogénio no efluente,
0s chamados “sistemas de recirculagdo em aquicultura” (RAS) tém sido
desenvolvidos como alternativas sustentaveis a aquicultura tradicional,
devido ao baixo impacto e amplo controle operacional (YOGEV et al.,
2017).

Nos sistemas de criacdo de peixes, a qualidade da &gua esta
relacionada com a agua de origem, manejo, espécies cultivadas,
quantidade e composicdo do alimento fornecido (SOUSA et al, 2016).

A racgdo ofertada é a Unica entrada de nitrogénio do sistema de
recirculagdo. De acordo com Lovell (1988), a ragdo para peixe contém
cerca de 25 a 65 % de proteina, correspondendo a 4,1 a 10,7 % de
nitrogénio. Apenas 20 a 30 % do nitrogénio é retido pelos peixes, sendo
gue o restante é excretado. Do nitrogénio excretado, significativa parcela
é composta por aménia total nitrogenada (TAN), que é toxica para muitos
peixes mesmo em baixas concentracdes (YOGEV et al., 2017).

Neste sentido, um tratamento comum para reduzir a aménia da
agua é o processo de nitrificacdo aerdbica, que a transforma em nitrato
(GUERDAT et al., 2010). Apos, a agua pode ser renovada ou passar por
processo de desnitrificacdo, que reduz o nitrato em gas nitrogénio em
condicdes anaerodbicas por bactérias heterotréficas (YOGEV etal., 2017).

Compostos nitrogenados

O nitrogénio é considerado um dos elementos mais importantes
no metabolismo de ecossistemas aquaticos por participar da formacéao de
proteinas, atuar como fator limitante da producéo primaria ou tornar-se
toxico para os organismos aquaticos (PEREIRA e MERCANTE, 2005).
No ambiente aquético, o nitrogénio pode ser encontrado sob diferentes
formas, como nitrito, nitrato, aménia, 6xido nitroso e amoniaco
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(SIPAUBATAVARES, 1998), sendo que em sistemas de cultivo, amdnia
e nitrito sdo os poluentes mais comuns (LEWIS e MORRIS, 1986).

No contexto da aquicultura, principalmente em cultivos de peixes
carnivoros, a ragdo ofertada possui alto valor proteico (BUDDINGTON
et al., 1997). Todavia, a proteina, quando ndo aproveitada para
crescimento, é eliminada na forma de fezes ou excretada como amdnia e
ureia pelos animais (BALDISSEROTTO, 2002). Em geral, cerca de 40 a
60% da ingestdo de nitrogénio pela alimentacdo sdo excretados pelos
peixes em 24h (LIM et al., 2004), o que aumenta a concentracdo de
compostos nitrogenados na agua.

Diferentemente de carboidratos e lipidios, que, em excesso, sao
transformados em glicogénio e trigliceridios, os aminoécidos ndo sdo
armazenados. Tal fato ocorre porque o nitrogénio é muito téxico para ser
estocado nos tecidos, como quando se encontra na forma de aménia, e
apresenta demanda energética muito alta para ser convertido em formas
menos tdxicas, como acido Urico ou ureia (EVANS et al., 2005).

A tolerancia dos peixes aos compostos nitrogenados pode ser em
relagdo & exposicdo aguda ou crénica (RANDALL e TSUI, 2002;
TOMASSO e GROSSEL, 2005). A exposicdo em niveis agudos pode
causar a letalidade dos peixes, enquanto que em niveis cronicos, podem
apresentar reducdo subletal de crescimento ou supressdo do sistema
imunoldgico (HARGREAVES, 1998).

Amonia

Em meio aquatico, a formacdo de aménia é por decomposicdo
aerobia e anaer6bia da matéria organica (ESTEVES, 1998). Apds a
oxidacdo biolégica, um processo conhecido como nitrificacdo transforma
a amonia em nitrito, e posteriormente, nitrito em nitrato (OLIVEIRA et.
al., 2006), por bactérias nitrificantes Nitrossomonas e Nitrobacter,
respectivamente, na presenca de oxigénio. Por outro lado, a
desnitrificacdo, que é a reducdo do nitrato a ion amonio, ocorre em
condi¢des anaerdbias (ESTEVES, 1998).

A toxicidade da amdnia ambiental é expressa como amdnia total,
gue é composta pela amdnia gasosa ou por¢édo ndo ionizada (NHs) e pelo
fon amonio ou porcdo ionizada (NHs") (ARANA, 2004). O pH, e em
menor nivel, a temperatura da agua determinam a propor¢do de NH4* e
NHs (IP e CHEW, 2010). A concentracdo de NHs pode aumentar em dez
vezes a cada unidade de pH que aumenta (MEADE, 1989). A aménia ndo
ionizada apresenta maior toxicidade por difundir mais facilmente pelas
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membranas bioldgicas de animais aquaticos que a forma ionizada
(EVANS et al., 2005).

A influéncia da temperatura na toxicidade de amonia é menor
entre 3 e 30°C em sistemas de dgua doce (USEPA, 1998), mas pouco se
sabe sobre esse efeito em sistemas de 4gua marinha. De acordo com dados
da USEPA (1984 e 1989), em geral espécies marinhas sdo mais sensiveis
aos efeitos da amonia que as de dgua doce.

Contudo, diferencas entre espécies em cada ambiente sdo muito
mais significantes que as relacionadas a salinidade, no que diz respeito a
toxicidade de aménia (RANDALL e TSUI, 2002).

Em sistemas intensivos, aamonia é um dos produtos mais toxicos
resultantes da excre¢do dos animais cultivados e da mineralizagdo dos
detritos organicos, como racdo ndo consumida e fezes (LIN e CHEN,
2003). O actmulo de amdnia pode deteriorar a qualidade da agua, reduzir
0 crescimento e a taxa de excre¢do de aménia, elevar o consumo de
oxigénio, alterar as concentragdes de aminoacidos e até causar
mortalidades (ARANA, 2000).

Nos peixes, a sintese de amoénia ocorre principalmente no figado,
mas também no tecido muscular esquelético, rins e branquias (WOOD,
1993). J& a excrecdo de amodnia e ureia ocorre primeiramente nas
branquias, pelas mesmas razdes de serem as principais responsaveis por
trocas gasosas e equilibrio ibnico: grande area de superficie, curtas
distancias de difusdo, altas taxas de ventilagdo e contato com a mucosa
(EVANS et al., 2005). O esquema de excrecdo de amonia estd
representado na figura 1 (EVANS et al., 2005 adaptado de WILKE,
1997).

Apesar de os mecanismos especificos de toxicidade de ambnia
total ndo serem completamente elucidados em peixes, sabe-se que altas
concentragcBes sdo incompativeis com muitas funcbes dos tecidos
(CAMPBELL, 1991). Os principais efeitos agudos da amoénia estéo
relacionados com a capacidade da forma ibnica substituir o fon potassio
no transporte de ions e desequilibrar, por exemplo, os gradientes
eletroquimicos no sistema nervoso central (COOPER e PLUM, 1987).

De forma geral, sdo observados efeitos morfoldgicos (em
tecidos), comportamentais e fisioldgicos (em parametros bioquimicos) de
peixes expostos a aménia ambiental, descritos a seguir.

Elevadas concentracdes de amdnia ambiental podem reduzir sua excre¢do
ou provocar sua absorcdo pelos peixes. Por consequéncia, ocorre 0
aumento das concentragfes internas de amonia, causando até convulsdes
e mortalidades. Enquanto algumas espécies de peixes ndo suportam
grandes concentragbes de amoénia interna, outras podem ser mais
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tolerantes por desenvolverem estratégias para a reducdo da toxicidade,
como manter a excrecao de amonia (RANDALL etal., 1999) ou converté-
la para substdncias menos toxicas (PENG et al., 1998).Elevadas
concentracBes de amonia ambiental podem reduzir sua excre¢do ou
provocar sua absorcao pelos peixes. Por consequéncia, ocorre 0 aumento
das concentragfes internas de ambnia, causando até convulsdes e
mortalidades. Enquanto algumas espécies de peixes ndo suportam
grandes concentraces de amoénia interna, outras podem ser mais
tolerantes por desenvolverem estratégias para a reducdo da toxicidade,
como manter a excrecao de amonia (RANDALL et al., 1999) ou converté-
la para substancias menos toxicas (PENG et al., 1998).

A amo6nia ambiental pode causar efeitos deletérios nas branquias
dos peixes, por favorecer a producdo de espécies reativas de oxigénio,
causando estresse oxidativo nos tecidos (CHING et al., 2009). Danos
nestes drgdos prejudicam também o transporte i6nico branquial nédo
associado com o acumulo de amdnia enddgena, ja que as branquias
apresentam uma pré-disposicéo a alteragdes histopatologicas (DAOUST
e FERGUSON, 1984; IP e CHEW, 2010). Além disso, os distarbios na
integridade epitelial tém consequéncias adversas ainda em outros
processos celulares, bem como na proliferacdo de muco nas branquias,
gue aumenta a distancia de difusao das lamelas (FERGUSON et al. 1992).

Danos branquiais devido a toxicidade de amoénia sédo
caracteristicos (MARTINEZ et al., 2006). Apds a exposicdo de amonia
por 24 h, peixes neotropicais apresentaram hiperplasia das células do
filamento e lamelas, além de telangectasia e dilatacdo dos canais
sanguineos (MARTINEZ et al., 2006). Em carpas comuns, observou-se
elevacdo epitelial e hemorragia nas branquias (PEYHAN e TAKAMI,
2002). Em tilapia houve hiperplasia do epitélio branquial e fusdo das
lamelas (BENLI e KOKSAL, 2005). As alteracdes histologicas
branquiais podem afetar diretamente mecanismos de respiracdo e
osmorregulacdo, causando hipdxia e distirbios osméticos (PEYHAN e
TAKAMI, 2002).

AlteragBes branquiais sdo consideradas mecanismo de defesa
para combater diversos estressores em peixes (FERGUSON et al., 1990).
Estratégia de adaptacdo as condicdes desfavoraveis e constantes, o
inchaco das lamelas aumenta a distancia de difusdo entre o ambiente e o
sangue, minimizando o efeito de um ambiente adverso (FERNANDES e
MAZON, 2003).
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Figura 1 - Excre¢do de amdnia em branquias de peixes.
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Nas branquias de peixes, podem ocorrer distintas vias de excre¢do de aménia,
que estdo enumeradas em ordem de ocorréncia:

I - Difusdo de NH3 por ou entre células epiteliais para gradientes de difusdo
sangue/agua desfavoraveis.

I1 - Difusdo de NH; dependente da secregdo de prétons para prender amdnia como
NH,*.

111 - Transporte de amdnia através do trocador de Na* - H* (NHE) e / ou de Na* -
K* -ATPase.

IV - Difusdo de NH,* pelas juncgdes entre células de cloreto e células acessorias
(AC) em teledsteos marinhos.

A via | pode ocorrer em qualquer tipo de célula, as vias Il e 111 s6 podem ocorrer
na secrecao acida das células e a via IV s6 pode ocorrer nas células de cloreto de
teledsteos.

Fonte: EVANS et al. (2005), adaptado de WILKE (1997).
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Segundo Hinton et al. (1992), elevacéo epitelial e hiperplasia sdo
alteracOes reversiveis e inespecificas que podem servir como defesa do
peixe, devido ao aumento da distancia de difusdo entre dgua e sangue.
Interferem, contudo, na eficiéncia das trocas gasosas e transporte idnico
(MARTINEZ et al., 2006). Entretanto, telangiectasia e rompimento das
células pilares sdo alteracfes mais graves e geralmente irreversiveis
(HINTON et al., 1992).

De fato, Knoph e Thorud (1996) observaram que a morte de
peixes por intoxicacdo de amonia foi precedida por sintomas como
hiperventilacdo, seguida de ventilacdo esporadica, perda de equilibrio,
natacdo espiral e convulsfes. Durante a exposicao aguda de amonia, Baloi
et al. (2017) relataram reducéo da atividade natatoria com o aumento das
concentracdes de aménia e tempo de exposicdo. Pode haver também
distarbio no sistema nervoso, aumento da ventilagdo branquial, perda de
equilibrio, convulsdes e altas mortalidades (FOSS et al., 2003; WANG et
al. 2015).

De acordo com Lamarié et al. (2006), os efeitos sdo imediatos
e proporcionais a concentracdo, podendo ser observados apds 15
minutos com dificuldades de natacdo e aumento do consumo de
oxigénio. Quando a aménia endbgena ou exdgena entra no sistema
sanguineo, o efeito téxico ocorre em todas as células, especialmente
no coragdo e cérebro (COOPER e PLUM, 1987).

A aménia como agente estressor pode gerar uma série de
respostas enddcrinas nos peixes, via eixo hipotalamo-hipéfise e células
inter-renais, ou via resposta adrenérgica, que estimula a secre¢do de
catecolaminas plasmaticas (BROWN, 2012). O estresse pode ser avaliado
por meio da andlise dos parametros de glicose plasmatica, hematdcrito,
nimero de eritrécitos, entre outros (BARTON e IWAMA, 1991;
MARTINEZ et al., 2006).

Sabe-se que o estresse induz a liberacdo de catecolaminas,
causando a elevacdo do hematdcrito por incremento da hemoglobina,
volume e nimero de eritrocitos, conforme sugerem Mariano et al. (2009).
Podem ainda aumentar a perfusdo branquial, perda de ions por difusédo
para 0 meio externo e consequente desequilibrio iénico (NOLAN, 2000).

A fim de mobilizar reservas energéticas, os efeitos metabdlicos
do estresse em peixes, além de hiperglicemia, deplecdo das reservas
teciduais de glicogénio e lipdlise, ainda podem incluir a inibicdo da
sintese proteica (WENDELAAR BONGA, 1997). Conforme relatado por
McCormick et al. (2003), a concentracdo de glicose sanguinea de peixes
é utilizada como um dos principais indicadores de estresse, sendo que
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aqueles mais estressados apresentam indices elevados por mais tempo,
cujos valores podem variar segundo 0s agentes estressantes
administrados.

No entanto, espécies de peixes expostos a niveis subletais de
amonia apresentam padrfes muito distintos no que se refere a taxa de
glicemia sanguinea, podendo apresentar respostas hiperglicémicas mais
duradouras, mais transitérias ou mesmo ndo apresentar alteracbes
(MARTINEZ et al., 2006).

A ambnia pode interferir no balango ibnico intracelular e do
organismo, que é afetado pela reducdo do fluxo Na* e K* devido a
substituicdo do NH4* na relagdo Na*/ K* ATPase e/ou no co-transporte
de Na*: K*: 2CI (WILKIE, 2002). Em peixes marinhos, 0S processos
celulares afetados pela amdnia incluem ainda a possibilidade da porcéo
ionizada NH4* substituir o H* no fluxo de Na*/H* (RANDALL et al.,
1999).

Em condi¢Oes experimentais, a toxicidade de amdnia em peixes
juvenis e larvas foi estudada em diversas espécies, conforme demonstra a
Tabela 1. Estudos também observaram reducgdo de resisténcia & amonia
conforme a idade para algumas espécies de peixe (MARTINEZ et al.,
2006). A LCso 48 h variou de 1,72; 0,69 e 0,32 mg L™! para larvas de
Gadus macrocephalus com 4,63+0,14; 5,83+0,17 e 7,46+0,23 mm
(WANG et al., 2015). Da mesma forma, larvas de Opsanus beta foram
mais tolerantes que juvenis e adultos (BARIMO e WALSH, 2005), assim
como juvenis de Notropis topeka quando comparados a adultos
(ADELMAN et al., 2009).

Além das diferengas entre fases de desenvolvimento, espécies de
peixes respondem de formas distintas a concentragdo de amonia (FOSS
et al., 2003). Uma vez que depende das condi¢cbes ambientais e das
caracteristicas bioldgicas do peixe, a tolerancia a aménia entre espécies é
dificil de ser comparada (COSTA et al., 2008).

Observando variacdo do efeito da ambnia sobre o balangco de
sodio e no hematdcrito entre peixes neotropicais, Martinez et al. (2006)
atribuiram a menor sensibilidade de algumas espécies ao menor acumulo
de am6nia no plasma, resultado de uma maior taxa de excrecdo de aménia
ou menor permeabilidade branquial a NHs.
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Nitrito

O nitrito, por sua vez, é um produto intermediario na nitrificagdo
bacteriana e apresenta, em geral, baixas concentragdes no sistema de
cultivo (SVOBODOVA et al., 2005). Esta presente no meio aquético na
forma de &cido nitrico ou nitrito ionizado, cuja proporc¢do é determinada
pelo pH: quanto mais alto, maior a concentracéo de nitrito.

Geralmente, a concentracdo de nitrito na agua é baixa
(KROUPOVA et al., 2005) mas pode atingir altos niveis no cultivo
intensivo de peixes, como em sistemas de recirculacdo (RAS)
(DOLEZELOVA et al., 2011).

Se o processo de oxidacéo for incompleto, altas concentragdes de
nitrito podem afetar a qualidade de agua, reduzir o crescimento dos
peixes, prejudicar sua excre¢do de amoénia e causar mortalidades
(KROUPOVA et al., 2005). Conforme indicam estudos de toxicidade e
efeitos fisiologicos, a exposicdo de nitrito ambiental pode ser
extremamente toxica para muitos organismos aquaticos (RUSSO, 2006).

Altas concentragBes de nitrito causam problemas severos em
cultivos intensivos de espécies comerciais de peixes (SVOBODOVA et
al., 2005). Os processos de absor¢do, mecanismo de toxicidade e efeitos
fisiologicos de nitrito foram descritos detalhadamente por JENSEN
(2003) e KROUPOVA et al. (2005). O nitrito absorvido pelas branquias
e epitélio intestinal se acumula no plasma, branquias, figado, cérebro,
baco, musculo e outros tecidos, semelhante a bioacumulacdo de um
poluente (PARK et al., 2007).

Em peixes, a exposicdo de nitrito pode prejudicar multiplas
fungdes fisiolégicas como regulacdo ibnica, respiracdo e processos
cardiovasculares, enddcrinos e de excre¢do (KROUPOVA et al., 2005).

Disfungdes induzidas por nitrito incluem anemia (PARK et al.,
2007), reducdo da concentracdo de hemoglobina e consequente aumento
de metahemoglobina (JIA et al., 2015), reducdo de parametros
hematolégicos (MADISON e WANG, 2006); aumento da concentracéo
de triglicerideos (JIA et al., 2015); reducdo da proteina sérica (PARK et
al., 2007); alteracBes no balango &cido-base e na homeostase ibnica
(WOO e CHIU, 1997; JIA et al., 2015).

Efeitos letais e subletais podem estar relacionados a
metahemoglobina, resultante da oxidagcdo da hemoglobina, reduzindo a
capacidade de transporte de oxigénio no sangue (CAMERON, 1971).
Assim, é possivel haver morte por asfixia mesmo em ambientes com altas
concentracdes de oxigénio dissolvido (JENSEN, 2003).
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Apesar da presenca da metahemoglobina ndo estar diretamente
ligada as mortalidades (COSTA et al., 2004), a entrada de nitrito na
corrente sanguinea pode causar um aumento da lise das células
sanguineas (KNUDSEN e JESEN, 1997), alteracGes no balanco
eletrolitico plasméatico (HUERTAS et al., 2002) e um efluxo de ions
potéssio dos eritrdcitos, 0s quais reduzem de volume (MARTINEZ e
SOUZA, 2002). A reducdo na contagem total de eritrdcitos pode ocorrer
devido a retirada de eritrocitos ndo funcionais da circulagdo sanguinea,
conforme observado por Park et al. (2007) em Sebastes inermis.

Em exposicOes agudas de nitrito, 0 aumento da metahemoglobina
causa a reducdo de hemoglobina, em intensidade proporcional as
concentragBes de nitrito (JENSEN, 2003; PARK et al., 2007). Tal
processo pode ser explicado pela exaustdo da hematopoese e redugéo da
sintese de hemoglobina em condi¢des hipdxias (SAWHNEY e JOHAL,
2000), gerando hipoxia dos tecidos (TOMASSO, 1994).

A hipoxia dos tecidos e alteragcdes do metabolismo aerébico para
anaerdbio exige maior gasto energético, provocando a reducao dos niveis
de glicose sanguinea, no inicio da exposicao ao nitrito (DAS et al., 2004;
PARK et al., 2007). Apés 96 h, porém, os niveis aumentam,
possivelmente devido as alteraces no metabolismo celular (PARK et al.,
2007).

Sabe-se que, quando peixes sdo expostos a agentes toxicos
estressantes, maior demanda energética é necessaria para a manutencéo
do metabolismo (PARK et al., 2007). Por conseguinte, ocorre 0 aumento
do catabolismo de proteinas para a obtencdo de energia, reduzindo a
proteina sérica sanguinea (DAS et al., 2004).

Assim, indices bioquimicos do plasma sanguineo, como glicose,
proteinas totais, albouminas, globulinas totais, amonia, triacilglicerideos,
calcio, fésforo inorganico e atividade enzimatica da desidrogenase lactica
podem ser avaliados em estudos de toxicidade aguda de nitrito
(SVOBODOVA et al., 2005).

Com a exposicdo de peixes ao nitrito, além do decréscimo dos
niveis de hemoglobina e aumento dos niveis de metahemoglobina,
observa-se redugdo do hematdcrito, contagem de eritrécitos, leucécitos e
linfocitos. Também podem ocorrer alteragdes qualitativas em eritrocitos,
como alongamento do formato da célula, deslocamento do nlcleo para
um dos polos celulares e descoloragdo do citoplasma. Tal descoloracéo
pode ser explicada em razdo da reducédo da concentracdo de hemoglobina
dos peixes expostos (SVOBODOVA et al., 2005).

Estresses agudos podem causar alteracGes nas contagens de
leucdcitos, ja que leucopenia, linfocitopenia e neutrofilopenia podem ser
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desencadeadas como resposta a impactos ambientais (NOGA, 2000). A
reducdo de leucdcitos e linfocitos em carpas indica supressdo do sistema
imunoldgico ndo especifico. Provavelmente, o estresse prolongado reduz
a leucopoese, e consequente diminui¢do da contagem de leucécitos (DAS
etal., 2004; SVOBODOVA et al., 2005).

Estudos histopatoldgicos de peixes expostos a poluentes
revelaram que seus 6rgdos sdo indicadores eficientes de qualidade de agua
(CENGIZ et al., 2001). Desta forma, com a exposicao de peixes ao nitrito,
tecidos da derme, branquias, figado e rim podem apresentar danos
citolégicos e histoldgicos (FRANCES et al., 1998; PARK et al., 2007).

Em carpa comum (Cyprinus carpio) exposta ao nitrito, as
principais lesdes histologicas foram encontradas nos tecidos das
branquias, como hiperplasia e elevado nimero de células de cloreto
(SVOBODOVA et al., 2005). As branquias s&o importantes 6rgéos para
a respiracdo, regulacdo osmatica, balango acido/béasico e excrecdo de
nitrogénio (HEATH, 1987), sendo que os peixes absorvem ions de nitrito
através de um mecanismo de transporte ativo associado com as células de
cloreto das branquias (LEWIS e MORRIS, 1986).

Em peixes, a toxicidade de nitrito varia consideravelmente e
depende de muitos fatores externos e internos, como pH, temperatura,
concentracBes ibnicas e oxigénio dissolvido da &gua; duracdo da
exposicdo; espécie, tamanho e idade do peixe, além da concentracdo de
cloreto (KROUPOVA et al., 2005).

Como o nitrito e cloretos sdo concorrentes na passagem pelas
branquias e epitélio intestinal (TOMASSO, 1994), a presenca de cloretos
e outros anions na dgua proporciona uma acao protetora contra a absorgéo
ativa de nitrito (STORMER et al., 1996).

Portanto, a toxicidade do nitrito para peixes esta principalmente
relacionada a concentracdo de ions e substancias dissolvidos, como
brometo, sulfato, fosfato, nitrato, azul de metileno, &cido ascorbico e
acido Urico. Estudos observaram que a toxicidade pode ser inversamente
proporcional a concentracdo de ions de calcio (CRAWFORD e ALLEN,
1977) e cloreto (TOMASSO, 1986).

Contudo, no ambiente, o cloreto em forma de sal tem pouca
influéncia sobre a sobrevivéncia ou utilizacdo de nitrito pelo linguado
(Paralichthys lethostigma), de acordo com Atwood et al. (2001).
Concentracdes séricas de cloreto, por sua vez, sendo mais altas em peixes
marinhos, podem explicar a maior tolerdncia ao nitrito quando
comparados aos peixes de agua doce (FOLMAR et al., 1993).

A maior toxicidade do nitrito em &gua doce também foi
observada por Crawford e Allen (1977) em salmdo rei (Oncorhynchus
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tshawytscha), Sampaio et al. (2002) em tainha (Mugil platanus), Saroglia
et al. (1981) em enguia europeia (Anguilla anguilla) e Wise e Tomasso
(1989) em Sciaenops ocellatus.

Em peixes marinhos, a toxicidade de nitrito em juvenis e larvas
foi estudada com diversas espécies, conforme demonstra a Tabela 2.

Da mesma forma, pode haver variacdo na toxicidade do nitrito
pelo tamanho do peixe, conforme observaram Alcaraz e Espina (1995)
com juvenis de carpa capim (Ctenopharyngodon idella), Almendras
(1987) com juvenis de peixe leite (Chanos chanos) e Atwood et al. (2001)
com tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas na toxicidade entre bagres do canal (Ictalurus
punctatus) de 3 e 80,2g nem entre black bass (Micropterus salmoides) de
2,8 9e 36,39 (PALACHEK E TOMASSO, 1984; TOMASSO, 1986).

Afetam a toxicidade de nitrito, ainda, os parametros fisico-
guimicos de qualidade de adgua. O equilibrio do nitrito dissolvido depende
do pH do sistema, que determina as proporcdes de nitrito ionizado (NO2)
e ndo ionizado (HNOy). Em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), por
exemplo, demonstrou-se que a toxicidade de nitrito total reduz conforme
0 pH aumenta. Com o aumento do pH, a toxicidade de nitrito ionizado
decresce e a de ndo ionizado aumenta (RUSSO et al., 1981).

As concentracfes de oxigénio dissolvido também influenciam a
toxicidade. Segundo Browser et al. (1983), na presenca de nitrito,
concentracBes de 5 mg L de oxigénio dissolvido foram insuficientes para
evitar mortalidades de bagre de canal (I. punctatus), enquanto a espécie
normalmente suporta concentragdes mais baixas. Observou-se que em
temperaturas acima ou abaixo daquelas ideais para espécie, a toxicidade
do nitrito é mais alta devido ao menor conforto térmico dos animais,
conforme indicaram Alcaraz e Espina (1995) em estudos com carpa
capim (C. idella).
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1.1 JUSTIFICATIVA

O acumulo de aménia e nitrito pode ser prejudicial aos peixes,
além de causar a eutrofizacdo da agua, do solo e degradar ecossistemas
aquaticos (HOWARTH et al., 2000). Na aquicultura, o potencial aumento
das concentragdes de compostos nitrogenados no ambiente € um
problema inerente aos cultivos em sistema com recirculagdo de agua ou
com baixa renovac¢do (WEIRICH e RICHE, 2006).

Uma vez que podem atingir niveis toxicos para 0s organismos
aquaticos cultivados, cuidados quanto ao acimulo de aménia e nitrito
devem ser considerados em sistemas intensivos de producdo
(TOMASSO, 1994).

Neste contexto, considerando que o robalo-flecha é promissor na
atividade de piscicultura, estudos que colaborem com o cultivo em
sistemas de recirculacdo de 4gua so cada vez mais necessarios.

Além disso, como a espécie possui habito alimentar carnivoro,
com alta demanda proteica, ha maior excre¢do de compostos nitrogenados
no ambiente aquético. No entanto, existem poucos estudos sobre a
exigéncia e efeitos de pardmetros qualidade de &gua inadequados no
cultivo do robalo-flecha, principalmente em relacdo aos compostos
nitrogenados.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a tolerancia de juvenis de robalo-flecha Centropomus
undecimalis & exposicdo aguda de amonia e nitrito.

1.2.2 Objetivos especificos

a) Comparar a tolerancia a exposicdo aguda de amédnia entre larvas
e juvenis de robalo-flecha.

b) Determinar a concentracdo letal média (CLsg) de amonia em
juvenis de robalo-flecha.

¢) Avaliar os efeitos da toxicidade de aménia no tecido branquial
de juvenis de robalo-flecha.

d) Awvaliar os efeitos da amdnia em alguns pardmetros sanguineos
de juvenis de robalo-flecha: taxa de glicemia sanguinea,
hematdcrito, nimero de eritrdcitos, proteinas totais e calcio de
juvenis de robalo-flecha.
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e) Determinar a concentracdo letal média (CLso) de nitrito em
juvenis de robalo-flecha.

Formatacéo dos artigos

O desenvolvimento da tese estd dividido em dois capitulos. O
capitulo 1 foi publicado na revista Journal of Applied Aquaculture (Qualis
B3). O capitulo 2 foi redigido conforme as normas da revista Pan
American Journal of Aquatic Sciences (Qualis B3), submetido em
26/01/2018.
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2. CAPITULO 1

Mortalidade, hematologia e histopatologia de robalo-flecha
Centropomus undecimalis (Perciformes: Centropomidae) exposto a
toxicidade aguda de aménia

Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a tolerancia de larvas e juvenis de
robalo-flecha Centropomus undecimalis expostos a concentra¢des agudas
de amonia ndo ionizada por 96 h em salinidade 35g L%, apds jejum de 24
h. Dez larvas (20,85+1,46 mm) de 47 dias por unidade experimental (1,5
L) foram submetidas por 96 h aos seguintes tratamentos em triplicatas:
controle sem amoénia (0,00 mg L* NHs3) e cinco concentragdes crescentes
de aménia ndo ionizada (0,65+0,04; 1,29+0,09; 2,59+0,18; 3,88+0,27;
5,17+0,34 € 6,47+0,43 mg L* NHs, a 26,72+0,08 °C, oxigénio dissolvido
em 5,72+0,10 mg L e pH em 8,45+0,06. Durante este periodo, ndo foram
observadas mortalidades. Outro ensaio foi realizado com cinco juvenis
(20,35+6,10 g; 13,90+1,75 cm) por unidade experimental (60 L) expostos
a concentragcbes de aménia ndo ionizada de 0,00+0,00; 2,26+0,07;
2,68+0,11; 3,20+0,13; 3,68+0,17 e 4,27+0,16 mg L*a 21,90+0,76 °C,
oxigénio dissolvido em 6,27+0,21 mg L' e pH em 8,38+0,04. A
mortalidade por peixes aumentou & medida que as concentracfes de
amodnia aumentaram a cada dia, e a concentragdo letal média de amdnia
(CLso) 96 h foi 3,52 mg L* NHs. As larvas foram menos sensiveis que 0s
juvenis, indicando que a toxicidade ambiental da aménia para o robalo-
flecha é influenciada pela idade. A exposi¢do subletal a amdnia causa
danos histologicos em branquias de juvenis bem como variacdo nos niveis
de glicose, hematdcrito e contagem total de eritrocitos (RBC),
demonstrando efeitos negativos sobre a homeostase dos peixes.

Palavras chave: nitrogénio, peixe marinho, maricultura,
concentracao letal.
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Introducéo

Muitas espécies de peixes apresentam importancia econémica, e
a toxicidade de amdnia pode causar mortalidades em condicdes
desfavoraveis de cultivo (Ip e Tsui, 2002). Basicamente, a toxicidade
aguda afeta o sistema nervoso dos vertebrados (Randall e Tsui, 2002), e
altos niveis internos de amonia tém varios efeitos deletérios em peixes (Ip
etal., 2001).

A aménia é um poluente aquéatico conhecido e toxico para 0s
peixes, sendo o produto final do metabolismo do nitrogénio, que ocorre
principalmente no figado devido a desaminacdo de amino &cidos
dietéticos, atividade enzimatica da flora gastrointestinal e atividades
metab6licas de tecidos nervosos e musculares (Evans et al., 2006). E
excretada por meio das branquias por difusdo passiva como amonia ndo
ionizada, ou por transporte ativo como ion aménio em troca do sodio
(Hargreaves e Kucuk, 2001; Eddy, 2005; Ip e Chew, 2010).

Em solucdo aquética, a amdnia estd presente como forma
ionizada (NH4+*) e ndo ionizada (NHs) e a soma de ambas compde a
amobnia total nitrogenada (TAN). As formas estdo em equilibrio,
sobretudo determinado por pH e temperatura, € em menor grau, pela
salinidade (@kelsrud e Pearson, 2007). A forma NHs é a mais tdxica, ja
que difunde pela membrana epitelial dos animais aquaticos mais
facilmente que o ion carregado. A exposicdo dos peixes & amonia
ambiental em niveis subletais induz respostas fisioldgicas, bioquimicas,
histolégicas e comportamentais. Coletivamente, essas respostas sao mais
propensas a suprimir o crescimento e a imunocompeténcia ao invés de
causar mortalidades (Eddy, 2005).

Toxicidade aguda e cronica de amonia foram amplamente
estudadas para espécies de agua doce, no entanto, os dados de toxicidade
de amdnia para peixes marinhos sdo relativamente escassos (Lemarié et
al., 2004). A ambnia é um dos graves problemas na piscicultura,
especialmente nos sistemas de recirculacdo, aquarios e lagoas de peixes
(Ip e Chew, 2010). Na piscicultura intensiva, na qual peixes s&o mantidos
em altas densidades, um acimulo gradual de aménia na 4gua pode ocorrer
especialmente quando a troca de agua é restrita, limitando a sobrevivéncia
e 0 crescimento do peixe (Haywood, 1983).

Entre os peixes centropomideos, o robalo-flecha é a espécie mais
promissora em termos de aquicultura (Souza-Filho e Cerqueira, 2003). E
demersal, vive em estuarios até a migracdo reprodutiva para o mar
(Tucker e Campbell, 1988) e pode ser cultivada intensivamente em
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viveiros escavados e tanques rede, ou extensivamente como controlador
bioldgico (Silva e Pereira, 1997). De acordo com Alvarez-Lajonchére e
Tsuzuki (2008), o robalo-flecha distribui-se do Oceano Atlantico Tropical
e Subtropical Ocidental da Flérida, EUA (28 ° N) até Floriandpolis, Brasil
(27 °S).

Desta forma, considerando a importancia dos niveis de seguranca
da aménia e a fim de evitar mortalidades ou perdas no desempenho
zootécnico, este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade aguda da
amdnia ndo ionizada em larvas e juvenis de robalo-flecha. A concentracéo
letal média de amonia (CLso) foi determinada para ambas as idades, além
da analise histolégica branquial e do estudo dos parametros
hematoldgicos para os juvenis.

Material e Métodos

Material Bioldgico

Dois experimentos foram conduzidos na Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC, Brasil): o primeiro com larvas e o segundo com
juvenis. Para ambos, utilizaram-se exemplares de robalo-flecha obtidos a
partir de reproducdo artificial (Passini et al., 2016).

Para a execucdo do primeiro experimento, as larvas foram
alimentadas com dieta comercial (55% de proteina bruta) quatro vezes
por dia e mantidas em cativeiro a 25 °C em um tanque de fibra de 5000 L
com agua do mar, renovacao diaria (100%) e aeragdo constante.

Para a execucdo do segundo experimento, juvenis de dez meses
foram alimentados com dieta comercial (45% de proteina bruta) duas
vezes ao dia e mantidos em cativeiro a 21 °C em um tanque de polietileno
de 10.000 L com &gua do mar, renovada diariamente (100%) e
constantemente aerada. Amdnia, nitrito e nitrato da agua de cultivo
mantiveram-se inferiores a 1 mg L em ambos os sistemas.

Sistema experimental

Apdbs 24h de jejum os peixes foram transferidos para unidades
experimentais € mantidos em jejum também durante o ensaio, com
fotoperiodo de 12 h, 4gua do mar a salinidade de 35 g L™ sem nitrito e
nitrato, com alcalinidade de 120 mg L* CaCQOs, temperatura média de 26
e 21 °C para larvas e juvenis, respectivamente. Os procedimentos
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envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica sobre o Uso
Animal da UFSC (PP00861 n° 82 / CEUA / PROPESQ /2013).

O sistema experimental foi semi-estdtico com apenas uma
renovacdo de agua e adicdo de cloreto de aménio (Synth, Brasil) para
manutencdo das concentracdes de amonia a cada 24 h. Os parametros de
qualidade da agua foram monitorados diariamente: alcalinidade por
método de titulacdo (APHA, 2005), nitrito e nitrato com kit colorimétrico
(Alfakit, Floriandpolis, Brasil), temperatura e oxigénio dissolvido com
oximetro YSI Pro20 (Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, EUA)
pH com medidor pH10A (Yellow Springs Instruments, Yellow Springs,
EUA) e salinidade com refractdmetro portatil (Instrutherm RTS-
101ATC-03137, Séo Paulo, Brasil). A amoénia total foi quantificada
imediatamente apds a coleta da amostra de agua, conforme descrito por
Strickland and Parsons (1972). As concentragdes de aménia ndo ionizada
(NHs) foram calculadas com base em Ostrensky et al., (1992) adaptadas
de Whitfield (1974) e Bower e Bidwell (1978), utilizando-se valores de
amonia total, pH, temperatura e salinidade.

Larvas de robalo-flecha

Apos jejum de 24 h, larvas com 47 dias e 20,85+1,46 mm de
comprimento foram transferidas para beackers de vidrode 2 L com 1,5 L
de agua e aeracdo constante. Dez larvas por unidade experimental foram
submetidas por 96 h aos seguintes tratamentos em triplicatas: controle
sem amonia (0,00 mg L NHs) e cinco concentracdes crescentes de
amdnia ndo ionizada (0,65+0,04; 1,29+0,09; 2,59+0,18; 3,88+0,27;
5,17+0,34 e 6,47+0,43 mg L NHs, equivalentes a 7,50; 14,80; 29,55;
4450; 59,30 e 74,20 mg L?! TAN), medidas diariamente. As
concentragcbes nominais foram determinadas em 7,50; 15,00; 30,00;
45,00; 60,00 e 75,00 mg L"* TAN. Uma vez por dia, a 4gua foi renovada
em 100% e a TAN foi adicionada. A temperatura da dgua foi mantida em
26,72+0,08 °C, oxigénio dissolvido em 5,72+0,10 mg L* e pH em
8,45+0,06. Durante o periodo experimental, os peixes foram observados
duas vezes ao dia (8 h e 18 h) e ndo foram alimentados.

Juvenis de robalo-flecha

Um total de 90 peixes (20,35+6,10 g e 13,90+1,75 cm) foram
distribuidos em 18 tanques de fibra de 100 L de capacidade com 60 L de
agua, em triplicatas. Cinco peixes por unidade experimental foram
expostos a concentracdes de amodnia ndo ionizada de 0,00+0,00;
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2,26+0,07; 2,68+0,11; 3,20+0,13; 3,68+0,17 e 4,27+0,16 mg L*
(equivalentes a 0,00; 28,03; 33,45; 40,96; 45,75 e 54,99 mg L* TAN),
medidas diariamente. As concentragdes nominais foram determinadas em
0,00; 30,00; 35,00; 40,00; 45,00 e 55,00 mg L't TAN. A temperatura da
dgua foi mantida em 21,90+0,76 °C, oxigénio dissolvido em 6,27+0,21
mg L e pH em 8,38+0,04.

Os peixes foram submetidos a 24 h de jejum antes do
experimento e durante, sendo observados duas vezes ao dia (8 h e 18 h).
A mortalidade foi registrada a cada 24 h para determinar a CLso 24, 48,
72 e 96 h. Os peixes foram considerados mortos quando nenhuma
resposta de movimento foi observada por estimulo mecanico e retirados
do tanque em seguida.

Parametros hematologicos

Ao final do periodo experimental os peixes foram anestesiados
em solucéo de benzocaina (50 ppm), o sangue foi retirado da veia caudal
com seringas de 1 mL contendo uma gota de EDTA 10%. Apos, foram
medidos e pesados em escala de precisdo (0,01 g). Uma aliquota de
sangue foi utilizada para determinar os niveis de glicose utilizando-se
equipamentos portateis (OneTouch Ultra, Brasil). O sangue coletado de
dois a cinco peixes de cada repeti¢ao foi mantido em 1,5 mL de Eppendorf
em gelo.

A contagem total de eritrocitos (RBC) foi realizada na camara
Neubauer apés a diluicdo 1: 200 na solucgdo salina 0,65% (Azevedo et al.,
2006). Outra aliquota foi utilizada para determinar a porcentagem de
hematdcrito por meio de microhematécrito (Micro Spin 1000, Brasil) e
centrifugada a 10000 g por 10 min. O sangue restante foi centrifugado
(2000 g) durante 10 min a 4 °C e o plasma foi removido e mantido em
congelador (-20 °C) até andlise de célcio e proteinas totais por método
colorimétrico (Labtest Diagndstica, S.A., Brasil).

Andlise histopatoldgica

Apos a coleta de sangue, os juvenis foram eutanasiados em
solucéo de benzocaina (300 ppm) para a coleta do segundo arco branquial
esquerdo. A amostra foi colocada em solucdo de formalina tamponada
(fosfato de sodio dibasico) 10% para desidratacdo posterior, incorporada
na historesina (Kit Leica Instruments, Alemanha), seccionada em 2 um
de espessura e corada com azul de toluidina para observacdo em
microscépio (Leica DM750, Wetzlar, Alemanha). Com exce¢do do
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tratamento com maior concentracdo de amonia, foram utilizados de dois
a cinco peixes de cada tratamento para avaliacdo histologica. Por
problemas de processamento na coloracéo das laminas, as branquias dos
peixes expostos a 3,20 mg L-* NH3 ndo foram analisadas.

As alteracdes branquiais foram classificadas em grau 0 - ausente
(0%), I - leve (<25%), 1I- moderado (25-50%) ou IlI- grave (50-100%),
analisadas quanto a hiperplasia epitelial da lamela secundaria, hiperplasia
interlamelar, fusdo da lamela secundéria, telangiectasia, congestdo do
sinus venoso da lamela primaria, edema justalamelar, desprendimento
epitelial, dilatagdo do sinus da lamela secundaria (Poleksi¢ e Mitrovic-
TutundZié, 1994).

Analise estatistica

Primeiramente os dados foram avaliados quanto a
homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett e quanto a
distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Dados expressos
em porcentagem foram transformados em arco seno. Para a determinacdo
da ClLsp em 24, 48, 72 e 96 h, foram utilizados os dados diarios de
mortalidade. A CLso € 0 respectivo intervalo de confianca (95%) foram
estimados pelo método de Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al.,
1977).

Os dados dos parametros hematolégicos (glicose, hematdcrito,
RBC, calcio e proteinas totais) foram submetidos a analise de regressdo
polinomial (y=ax?+bx+c) (nivel de significancia P<0,05). A comparacédo
dos parametros hematoldgicos foi realizada apds analise de variancia
ANOVA (oneway) seguida pelo teste Tukey (nivel de significancia
P<0,05).

Resultados

Larvas com 47 dias foram resistentes as concentra¢fes de amonia
testadas por 96 h sem apresentar mortalidade. Nos juvenis ndo expostos a
amonia, também nao foi observada mortalidade (Tabela 1). A mortalidade
dos peixes aumentou & medida que as concentracfes de ambdnia
aumentaram a cada dia. Apés 72 h de exposicdo a amonia, as
concentracdes acima de 4,27 mg L NH3 causaram 100% de mortalidade
em juvenis.
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Os niveis de glicose foram maiores (152 mg dL*) em peixes
expostos a 3,20 mg de L NHs, seguidos daqueles dos peixes expostos a
menores concentracdes de amonia (Tabela 2). Os maiores valores de
hematdcrito (20%), RBC (1357 a 1570 x 10% uL"1) e proteinas totais (3,06
a 3,85 g dL) foram encontrados em peixes expostos a concentragdes
intermedidrias de amdnia. Os niveis de glicose (y=3,79x%+19,24x+27,71;
R2=0,91), hematdcrito (y=-1,59x%+6,09x+14,93; R?=0,88) e eritrocitos
(y=-41,43x%+267,02x+1009,00; R? = 0,85) nos peixes foram dependentes
das concentracdes de amdnia. As varia¢des no nivel plasmatico de célcio
e proteinas totais nos peixes expostos a amonia ndo apresentaram relacdo
com suas concentragfes. Quando comparada a peixes ndo expostos, a
concentracdo de célcio foi menor nos peixes expostos a 3,20 mg L NH3
(1,34 g dLY). Por outro lado, os niveis de proteina total foram menores
em peixes ndo expostos (1,95 g dL2).

A anadlise histologica branquial dos juvenis demonstrou
hiperplasia da lamela secundaria e edema justalamelar apés a exposicéo
de amonia, além da congestdo do seio venoso da lamela primaria de
peixes expostos a 3,68 mg L* NH3 (Tabela 3 e Figura 1).
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Flgura 1 - Alteragc")es histolégicas em branquias de juvenis de
Centropomus undecimalis expostos a diferentes concentracdes de
amonia ndo ionizada (NHs) por 96 h.

Escala: a barra corresponde a 50 pm.

A — 2,26 mg L NHa: seta indica moderada hiperplasia epitelial da lamela
secundéria.

B — 2,68 mg L' NHa: seta indica moderada hiperplasia epitelial da lamela
secundaria.

C — 3,68 mg L NHs: seta indica severo edema justalamelar.

D — 0,00 mg L NH: seta indica leve hiperplasia epitelial da lamela secundaria.
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Discussao

Juvenis de robalo-flecha demonstraram menor resisténcia a
amonia do que larvas, confirmando relatos anteriores (Barton, 2002;
Barimo e Walsh, 2005; Martinez et al., 2006; Adelmam et al., 2009;
Wang et al., 2015). Segundo Steele et al. (2001), embrides de muitas
espécies de teledsteos sdo altamente tolerantes ao amoniaco externo
devido a mecanismos bioguimicos eficientes para a conversao de amonia
em substancias ndo tdxicas, como glutamina e glutamato.

Ao testar a toxicidade aguda de amdnia nas larvas de bacalhau
Gadus macrocephalus, Wang et al. (2015) também observaram
diminuicdo na tolerancia a amdnia ao longo da idade. A influéncia da
idade na sensibilidade das larvas a ambnia pode estar associada a
tendéncia de diminuicdo da taxa de sobrevivéncia ao longo do cultivo
(Wang et al., 2015).

Em peixes, a aménia prejudica o equilibrio idnico a nivel celular
e organizacional (Wilkie, 2002). A maior parte da intoxica¢do por aménia
é devido & elevagdo de NH4*, que desloca o ion K* e despolariza os
neurdnios, causando a ativacdo excessiva do receptor de glutamato do
tipo N-metil-d-aspartato (NMDA), o que leva ao influxo de Ca,* e morte
celular subseqiiente no nervo central sistema (Randall e Tsui, 2002). No
presente estudo, embora as variacbes no calcio plasmatico foram
detectadas nos peixes expostos a amonia, tal variacdo nao foi relacionada
as concentragdes de amdnia na &gua.

Além da influéncia da idade, os peixes respondem a exposi¢cdo
de amoénia de formas diferentes (Foss et al., 2003), dependendo das
condi¢des ambientais e das caracteristicas bioldgicas das espécies (Costa
et al., 2008). Portanto, a toxicidade da amonia é dificil de ser comparada
e, para os peixes marinhos, geralmente varia de 0,54 mg L* para
Centropristis striata (Weirich e Riche, 2006) para 2,93 mg L do NH3
para Gasterosteus aculeatus (Hazel et al., 1971), espécies mais tolerantes.
Diferentemente, a média de LCso 96 h de 3,52 mg Lt NH3 observada para
robalo-flecha no presente estudo foi maior que para outras espécies.

Aumentos nos niveis sanguineos de glicose, na contagem de
RBC e, com excec¢do da maior concentracdo testada (3,68 mg L), na
porcentagem de hematocrito dos juvenis de robalo-flecha ap6s a
exposicdo a aménia podem ter sido causados pelo estresse, como sugerido
por Mariano et al. (2009). De fato, o estresse em peixes aumenta os niveis
de cortisol (Wendelaar Bonga, 1997), estimulando a glicogénese e a
gliconeogénese, bem como o catabolismo protéico (Mommsen et al.,



51

1999), o qual pode ter afetado os niveis de proteina plasmatica dos juvenis
expostos a amonia.

Embora as variagdes nos niveis plasmaticos de calcio e proteinas
totais ndo serem relacionadas a concentracdes de amonia, disfuncdes
fisiolGgicas e metabdlicas podem ocorrer por este composto (Nolan et al.,
2000). Em peixes, os niveis plasmaticos de proteina dependem de idade,
tamanho, sexo (Singh et al., 2008) e ingestdo de nutrientes (Wiegertjes et
al., 1996), desempenhando funcdo importante no transporte gquimico
enddgeno e exdgeno (Rudneva et al., 2005). No entanto, uma estratégia
fisiolégica para evitar a toxicidade da aménia € a reducdo da prote6lise e
do catabolismo de aminoéacidos, a qual resulta no decréscimo da génese
da amoénia (Randall e Tsui, 2002), podendo explicar os maiores niveis de
proteinas totais observados no plasma de peixes expostos a amonia.

Em peixes as branquias sdo o principal érgdo de excrecdo de
amonia (Ip e Chew, 2010), e podem ser danificadas pela toxicidade da
amonia (Martinez et al., 2006), afetando os mecanismos respiratorios e
osmoregulatérios (Peyghan e Takami, 2002). Desprendimento e
hiperplasia epitelial sdo mecanismos reversiveis de defesa dos peixes para
aumentar a distancia de difusdo entre 4gua e sangue (Hinton et al., 1992),
mesmo que a eficiéncia das trocas de gas e do transporte i6nico seja
interferida por esse mecanismo (Martinez et al., 2006).

Portanto, danos branquiais causados por alteracbes ambientais
observadas no presente estudo podem ser devido a adaptacdo de fatores
adversos (Martinez et al., 2006), como as condi¢es experimentais. Além
disso, outras espécies de peixes neotropicais expostos a amodnia
apresentaram dano no tecido branquial, como hiperplasia lamelar em
tilapia (Benli e Koksal, 2005), Premnas biaculeatus (Rodrigues et al.,
2014), Piaractus mesopotamicus, Prochilodus lineatus e Astyanax
altiparanae (Martinez et al., 2006). Entretanto, telangiectasia e ruptura
das células pilares, que sdo alteragdes graves e irreversiveis (Hinton et al.,
1992), ndo foram observadas neste estudo.

Concluséo

A toxicidade da amdnia ambiental para o robalo-flecha €
influenciada pela idade. A concentracdo letal média (CLsg) 96 h de
amonia ndo ionizada (NHs) é de 3,52 mg L™ para juvenis e acima de 6,47
mg L para larvas de 47 dias. A exposicéo subletal 8 amonia causa danos
histolégicos em branquias de juvenis e variacdo nos niveis de glicose,
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hematdcrito e contagem total de eritrécitos (RBC), demonstrando efeitos
negativos sobre a homeostase dos peixes.
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3. CAPITULO 2

Toxicidade aguda de nitrito em juvenis de robalo-flecha Centropomus
undecimalis (Perciformes, Centropomidae)

Running headline: Toxicidade aguda de nitrito em robalo-flecha

Resumo

Considerando a importancia de niveis seguros de nitrito (NO2) na
piscicultura, o objetivo deste estudo foi avaliar a tolerancia de juvenis de
robalo-flecha Centropomus undecimalis a exposi¢do aguda ao nitrito em
salinidade de 30 g L. Os peixes (1,26+0,39 g e 5,17+0,62 cm) foram
expostos a cinco concentracdes de NO; de 250 a 500 mg L* (em
intervalos de 50 mg L) por 96 h, mais um grupo controle sem adicédo de
nitrito, em triplicatas. As concentragdes testadas foram obtidas por adigdo
do reagente nitrito de sddio. Em sistema semi-estatico, manteve-se o
fotoperiodo de 12 h, temperatura 14,9+1,01 °C, pH 8,0+0,17, oxigénio
dissolvido 8,5+0,35 mg L™, alcalinidade 141,80+7,68 mg L CaCOs e
amonia total 0,13+0,06 mg L. Nenhuma mortalidade, comportamento
anormal ou sinais clinicos foram detectados no grupo controle. Por outro
lado, houve efeito letal nos peixes expostos. Observou-se aumento da
toxicidade do nitrito ao longo do tempo de exposi¢do. A concentragdo
letal média (CLso) 96 h foi de 166,89 mg L™ NO..

Palavras-chave: peixe marinho; maricultura; ClLso; composto
nitrogenado
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Introducéo

O nitrito € um produto intermediario nos processos de nitrificacdo
e desnitrificacdo bacteriana no ciclo do nitrogénio. A concentragdo deste
composto na agua é geralmente baixa (Kroupova et al., 2005), mas pode
se acumular em sistemas intensivos de cultivo de peixes, como 0s
sistemas de recirculagdo da aquicultura (RAS) (Dolezelova et al., 2011).

Concentracdes elevadas de nitrito causam grandes problemas no
cultivo intensivo de espécies comerciais de peixes (Svobodova et al.,
2005, Park et al., 2007, Jia et al., 2015). A absorc¢do, 0 mecanismo de
toxicidade e os efeitos fisiol6gicos da exposicdo ao nitrito em peixes
foram revisados por Jensen (2003) e Kroupova et al. (2005). Basicamente,
0 nitrito absorvido através do epitélio branquial e intestinal se acumula no
plasma, branquias, figado, cérebro, baco, misculo e outros tecidos,
semelhante & bioacumulagdo de um poluente (Park et al., 2007).

As disfuncgdes induzidas por nitrito incluem anemia, diminuigdo
nos niveis de proteina sérica (Park et al., 2007); aumento nas
concentracBes de triglicérides, diminuicdo da concentracdo de
hemoglobina e consequente aumento da metahemoglobina, além da
inducdo a alteracfes na homeostase ibnica (Jia et al., 2015).

Entre os peixes centropomideos, o robalo-flecha Centropomus
undecimalis é a espécie mais promissora em termos de aquicultura
(Souza-Filho & Cerqueira 2003, Alvarez-Lajonchére & Tsuzuki 2008) e
pode ser cultivada intensivamente em viveiros e tanques-rede, ou
extensivamente como controlador bioldgico (Silva & Pereira, 1997).

Considerando a importancia de manter o nitrito em niveis de
seguranca na agua e evitar perdas econdmicas no cultivo, este estudo teve
como objetivo avaliar a toxicidade aguda do nitrito em juvenis de robalo-
flecha.

Material e Métodos

Os peixes foram produzidos segundo metodologia descrita por
Passini et al. (2016) e os procedimentos de acordo com o Comité de Etica
Animal da UFSC (PP00861 / CEUA / PROPESQ / 2013). Grupos de 10
juvenis (1,26+0,39 g e 5,17+0,62 cm) foram expostos a cinco
concentragdes de NO, variando de 250 a 500 mg L (em intervalos de 50
mg L) por 96 h, mais um grupo controle sem adigdo de nitrito de sédio
(Dinadmica, Séo Paulo, Brasil), em trés repeticoes.

O teste de toxicidade foi realizado em sistema semi-estatico, com
troca de 100% da agua diariamente e fotoperiodo natural (12 h luz). As
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unidades experimentais consistiram de beackers de vidro com capacidade
de 2 L contendo 1,5 L de 4gua do mar filtrada.

Duas vezes ao dia foram observados peixes quanto a mortalidade
e comportamento. Os peixes permaneceram em jejum 24 h antes e durante
o teste. A 4gua foi constantemente areada, sendo temperatura (14,9+1,01
°C), salinidade (30,0+0,2 g L), pH (8,0£0,17), oxigénio dissolvido
(8,5+0,35 mg L), alcalinidade (141,80+7,68 mg L' CaCOs3) e amonia
total (0,13+0,06 mg L*) medidos diariamente.

Os dados foram primeiro avaliados quanto a homogeneidade das
variancias com o teste de Bartlett e para distribuicdo normal com o teste
de Kolmogorov-Smirnov. Os dados de mortalidade acumulada foram
utilizados para calcular a CLsp e seus respectivos intervalos de confianca
(95%) com o método de Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al.,
1977). As comparacdes entre as CLso para o NO» foram realizadas com
ANOVA uma via seguido pelo teste de Tukey com nivel de significancia
de 95%.

Resultados

Valores de porcentagem de mortalidade, CLso NO; e o respectivo
intervalo de confianca estdo apresentados na tabela 1. Durante o periodo
experimental, ndo foram detectadas mortalidades, comportamento
anormal ou sinais clinicos no grupo controle.

A mortalidade acumulada aumentou com o aumento das
concentracdes de nitrito e o tempo de exposicdo. Além disso, ao final de
96 h, houve mortalidade em todos os peixes expostos a 426 mg L de
NO,. Observou-se que os individuos moribundos apresentaram sintomas
de hipoxia, como hiperventilagao.

Discussao

Considerando o cultivo em sistemas intensivos, especialmente em
recirculagdo de &gua, espécies que apresentam resisténcia a exposic¢ao de
nitrito sdo desejaveis (Rodrigues et al., 2007).

Embora seja dificil comparar a toxicidade do nitrito, ja que
depende de fatores ambientais e fisioldgicos, os juvenis de robalo-flecha
parecem ser menos tolerantes do que outros peixes. Em relagdo as
espécies marinhas, CLsp 96 h NO, geralmente varia de 30 mg L para
Paralichthys orbignyanus (Bianchini et al., 1996) a 675 mg L para
Chanos chanos (Almendras,1987), enquanto outras espécies apresentam
toxicidade intermediaria como 85 mg L para Sciaenops ocellatus (Wise
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& Tomasso, 1989) e 199 mg L para larvas de Odontesthes argentinensis

(Sampaio et al., 2006).

Assim, C. undecimalis foi considerada uma espécie que apresenta

toxicidade intermediaria, com CLsp 96 h de 166 mg Lt NO, no
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presente teste. Em outro estudo, apenas 30% dos juvenis de cobia
(Rachycentron canadum) morreram ap6s a exposi¢do de 210 mg L*
durante 96 h (Rodrigues et al., 2007), demonstrando maior resisténcia
desta espécie ao nitrito.

Comparados aos vertebrados terrestres, 0s peixes apresentam mais
fatores especificos que interferem na sua sensibilidade ao nitrito, ja que
as concentracdes dentro do organismo variam consideravelmente em
funcdo dos mecanismos de adaptacdo ao ambiente (O brien, 2011). De
fato, a toxicidade do nitrito para peixes depende de fatores externos e
internos, como pH da agua, temperatura e concentracdes de oxigénio;
duracdo da exposicdo; espécie, tamanho e idade do peixe; bem como a
susceptibilidade individual (Kroupova et al., 2005, Wang et al., 2015).

O mecanismo de toxicidade nos peixes envolve efeitos fisioldgicos
conhecidos (Dolomatov et al., 2013). Proteinas sdo vulnerdveis aos
efeitos adversos do nitrito, por haver formagéo de complexos nitrosotiois
de proteinas plasmaticas, aumentando drasticamente as suas propriedades
citotoxicas (Lundberg e Govoni, 2004).

Conforme Takahama et al. (2003), além do efeito direto nas
moléculas de proteina, o nitrito pode inibir a atividade da peroxidase, que
¢ essencial na protecdo antioxidante do organismo. Assim, ocorre a
reducdo da taxa de neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio e o
aumento da taxa de degradacdo de macromoléculas (Takahama et al.,
2003).

Sabe-se também que com a exposicao de nitrito ocorre a oxidagéo
da molécula de hemoglobina a metahemoglobina, reduzindo a capacidade
total de transporte de oxigénio do sangue dos peixes (Cameron, 1971;
Jensen, 2007). O aumento da metahemoglobina e reducdo da
hemoglobina ocorre em intensidade proporcional as concentraces de
nitrito (Jensen, 2003; Park et al., 2007).

O risco de toxicidade ao nitrito, portanto, depende ndo apenas das
concentragbes ambientais mas também das concentragBes enddgenas
geradas pela oxidacdo acelerada de 6xido nitrito(??) nitrico (Hecchia et
al., 2000). Efeitos fisiolégicos incluem aumento da atividade Na*- K*-
ATPase em branquias e da familia das proteinas de choque térmico
(HSP70 e HSP90) em rins e branquias, além do decréscimo na proteina
de agua aquaporina 3 (AQP3) nos rins (Deane e Woo, 2007). Segundo
Das et al. (2004), tecidos das branquias, figado, cérebro e rins de peixes
sdo altamente sensiveis ao nitrito.

Devido aos mecanismos de toxicidade do nitrito apresentados, é
possivel explicar a mortalidade dos robalos expostos no presente estudo.
Especialmente, a influéncia da metahemoglobina foi evidente,
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considerando os sintomas caracteristicos de toxicidade (Kroupova et al.,
2005), sugerindo o transporte comprometido de oxigénio nos sangue dos
peixes tratados. Apds a exposicdo ao nitrito, os peixes moribundos
apresentaram sintomas de hipdxia, seguidos por morte, com coloracao
acastanhada de branquias e sangue, além da boca aberta.

Em conclusdo, o robalo-flecha tem potencial para cultivos
intensivos, tolerando concentracdes intermediarias de nitrito. No entanto,
cuidados devem ser tomados quanto as concentracBes na agua dos
sistemas, jA que a exposicdo aguda de nitrito de 132 mg L causou
mortalidade em juvenis. O aumento da toxicidade foi observado ao longo
do tempo de exposicéo e a CLso 96 h foi de 166,89 mg Lt NO..
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4. CONCLUSOES GERAIS

a) A toxicidade da amodnia ambiental para o robalo-flecha
Centropomus undecimalis foi maior em juvenis que em larvas.

b) A concentracdo letal média (CLsg) em 96 h de aménia nao
ionizada (NHj3) foi de 3,52 mg L™ para juvenis.

c) A exposicdo a concentragdes subletais de amodnia causou
danos histolégicos em branquias de juvenis.

d) A exposicdo a concentragcdes subletais de amdnia causou
aumento dos niveis de glicose, hematdcrito e contagem total de eritrocitos
de juvenis de robalo-flecha.

e) A concentracdo letal média (CLso) em 96 h de nitrito (NO>) foi
de 166,89 mg L para juvenis.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos futuros avaliando a exposicdo de compostos
nitrogenados em robalos poderiam incluir a determinacdo da
concentracdo plasméatica de aménia ou nitrito, de acordo com o teste
realizado, para melhor compreensdo dos mecanismos de toxicidade no
organismo.

A fim de avaliar os efeitos fisiologicos subletais causados pela
exposicdo aguda de nitrito, analises histopatologicas sdo importantes para
verificar possiveis danos branquiais, e contribuiriam para a compreensao
dos resultados, como seria o0 caso no segundo artigo do presente trabalho.
Além disso, os parametros hematol6gicos utilizados no primeiro artigo,
como glicose, hematdcrito e contagem total de eritrocitos poderiam ser
determinados, incluindo também a variagdo dos niveis plasmaticos de
hemoglobina e metahemoglina, conforme a exposicao ao nitrito.
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