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“Hd um incessante fluxo de matéria através de um organismo vivo.
Cada célula sintetiza e dissolve estruturas continuamente, e elimina
produtos residuais. Tecidos e orgdos substituem suas células em
ciclos continuos. Hda crescimento, desenvolvimento e evolucdo. Desse
modo a partir mesmo do principio da biologia, o entendimento da

estrutura viva tem sido insepardvel do entendimento dos processos
metabdlicos e desenvolvimentais”.

Fritjof  Capra,
1996
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RESUMO

Os efeitos da exposicdo cronica a amoéOnia ndo-ionizada (NHj3) no crescimento, na
utilizagdo alimentar e na fisiologia de juvenis de dourado, Salminus brasiliensis, foram
examinados. Os dourados foram expostos a quatro concentragdes de NHsz [0,04 (controle);
0,13; 0,24 e 0,46 mgNH3/L] por 77 dias a 25 °C, pH 8,1 e saturagdo de oxigénio acima de
80%. Ao final dos 77 dias, o desempenho ndo foi significativamente influenciado pelas
concentragdes de NHj3, assim como o indice hepatossomatico (IHS) e hematodcrito. Os niveis
de aminotransferases plasmaticas (ALT e AST) foram significativamente menores no
tratamento controle. Os demais tratamentos nao diferiram entre si. Nao houve diferenga no
consumo de ra¢do entre os tratamentos, contudo, houve crescimento negativo e a morte de um
peixe entre o 30° e 47° dia no tratamento controle, explicados pelo comportamento agressivo
dos peixes. A auséncia de diferenca no IHS e alteragdo no perfil enzimatico sugerem que os
juvenis de dourado atingiram uma nova homeostase, em concentragdes de até 0,46 mgNH;/L.

Palavra-chave: Amonia; Salminus brasiliensis; aminotransferases plasmaticas.



ABSTRACT

This study examined the effects of chronic exposure to unionized ammonia (NH3) on
growth, food utilization and physiology of juvenile dourado, Salminus brasiliensis. Fish were
exposed to four NH; concentrations [0.04 (control); 0.13; 0.24 and 0.46 mg NHs/L] for 77
days at 25 °C, pH 8.1 and oxygen saturation above 80%. At the end of 77 days, performance
was not significantly influenced by NH; concentrations, neither the hepatosomatic index
(HSI) or the hematocrit. Plasma aminotrasferase (ALT and AST) levels were significantly
lower in the control. There were no differences among the other treatments. No difference in
food intake among treatments was observed, however, negative growth and death of a fish
between the 30™ and 47™ day occurred in the control, which can be explained by the fish
aggressive behavior. No difference in the HSI and change in the enzymatic profile suggest
that dourado juveniles reached a new homeostasis, in concentrations up to 0.46 mgNH;/L.

Keywords: ammonia; Salminus brasiliensis; plasma aminotransferases.



INTRODUGAO

O dourado, Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816), € um Characiforme, pertencente a familia
Characidae e se encontra distribuido nas bacias do Pantanal e dos rios Parana, Uruguai e Sao
Francisco (Paiva, 1986; Godoy, 1987). Recentemente, numa revisdo feita por Géri & Lauzzane
(1990), a sistematica taxonémica do dourado foi redefinida e as espécies Salminus maxillosus
(Valenciannes, 1850), Salminus cuvieri (Valenciannes, 1850), Salminus orbignyanus (Valenciannes,
1850) e Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816) passaram a ser sinonimias, valendo a nomenclatura
mais antiga para representar a espécie Salminus brasiliensis. E uma espécie de peixe de habito
alimentar carnivoro, que habita ambientes l6ticos e encachoeirados, onde realiza grandes migragdes
ascendentes na época reprodutiva.

Segundo Marques (2002), a espécie vigora na “Lista das Espécies da Fauna Ameagadas de
Extingdo no Rio Grande do Sul”, como vulneravel a extingdo. Os principais fatores causadores do
declinio na captura de pescados nas aguas continentais sdo: desmatamento da vegetacao ciliar;
excessivo esforco de pesca; captura de individuos jovens; drenagem de lagoas marginais; regulagao
do regime hidroldgico dos rios; constru¢do de barragens, poluicdo das aguas e introducdo de
espécies exoticas (Zaniboni-Filho et al., 2000). A transformacao de rios de aguas rapidas em grandes
corpos de aguas lénticas constitui um impacto extremamente negativo para espécies migratérias,
uma vez que estas podem encontrar dificuldades para realizar migragdes reprodutivas em rotas
alternativas. O dourado é um grande migrador e faz parte do grupo de peixes mais prejudicado pela
construgao de barragens.

A producao de dourados em cativeiro surge como uma alternativa para atenuar a redugdo nos
estoques desta espécie no ambiente natural. Além disso, a espécie tem despertado grande interesse
para a piscicultura devido a caracteristicas, tais como: grande porte, esportividade, carne com
excelentes caracteristicas organolépticas e elevado valor de mercado. Segundo Castagnolli (1997),
S. brasiliensis, bem como outras espécies carnivoras de grande porte, devera ter sua produgéo
aumentada na mesma proporgao dos acréscimos da demanda dos pesque-pagues.

Um dos principais fatores limitantes no cultivo do dourado, semelhante ao de vérias outras
espécies nativas brasileiras, é a falta de tecnologia que propicie a produgdo massiva de juvenis
(Zaniboni-Filho, 2000). A escassez de pesquisas nesta fase de desenvolvimento impede o cultivo
desta espécie em larga escala.

A producgdo de uma determinada espécie de peixe em cativeiro, depende do conhecimento da
biologia desse peixe, através da realizagdo de estudos fisiolégicos e comportamentais. A
determinacgao dos limites de tolerancia de uma espécie pode ser decisiva no sucesso de um cultivo. O
estabelecimento da qualidade de agua ideal para o cultivo de uma espécie, somente & possivel a
partir da definicdo dos limites seguros de cada um dos fatores potencialmente limitantes, além de
suas interagdes (Person-Le Ruyet et al., 1997).

Quando os peixes s&o cultivados em altas densidades pode haver um gradual acumulo de
solidos em suspensdo e catabdlitos naturais, tais como: amédnia, diéxido de carbono, além da
diminuicdo dos niveis de oxigénio dissolvido, especialmente quando a renovacao de agua é restrita.

De acordo com Colt & Armstrong (1981), em cultivo intensivo de animais aquaticos a toxicidade dos



compostos nitrogenados € o pardmetro mais limitante quando sdo mantidos niveis adequados de
oxigénio dissolvido na agua.

A amonia é o principal produto nitrogenado do metabolismo de proteinas de peixes teledsteos
(Foster e Goldstein, 1969). A excrecao da amdnia esta diretamente relacionada com o consumo
protéico e o tempo apds a alimentagao (Leung et al., 1999). Essa excre¢ao em sistemas intensivos de
cultivo pode causar picos periodicos ou até mesmo a manutengéo de niveis elevados de amdnia no
ambiente, o que pode ser prejudicial aos peixes expostos. Na agua, a amdnia existe sob duas
formas, ionizada (NH,") e nao-ionizada (NH;). A toxicidade da aménia aos peixes e outros
organismos aquaticos & primeiramente atribuida a forma nao-ionizada. A quantidade de cada uma
das fragbes depende diretamente de fatores como pH, temperatura e salinidade (Baldisserotto, 2002).
A forma néo-ionizada (NH3) pode facilmente difundir-se pelo epitélio branquial, sendo considerada a
forma nitrogenada mais toxica.

Segundo Arana (1997) o aumento da concentragdo de amdnia no meio externo, dificulta a
excregdo da mesma pelos organismos, provocando um aumento no nivel de aménia no sangue e nos
tecidos que, além de afetar seriamente a fisiologia dos animais, pode provocar redugdo ou
paralisagdo da atividade alimentar a fim de reduzir a ambnia metabdlica. A forma nao-ionizada (NH3)
pode facilmente difundir-se pelo epitélio branquial, sendo considerada a forma nitrogenada mais
téxica. Quando os peixes sdo expostos por periodos prolongados a aménia, podem ocorrer lesdes
branquiais (Smith & Piper, 1975; Smart, 1976), enquanto os efeitos téxicos da ambnia causem no
aumento do volume do figado e da produgido de aminotransferases (Person-Le Ruyet et al., 1997),
entre outras consequéncias. A avaliacdo da quantidade de aminotransferases plasmaticas € um

instrumento amplamente utilizado na detecgéo de lesdes hepéticas (Champe & Harvey, 1996).

O conhecimento das concentragdes de amoénia que limitam o crescimento e impedem a
respiracdo € essencial para o manejo em aquicultura e pode ajudar na maximizacéo da producéo
(Colt & Armstrong, 1981).

Os efeitos, em longo prazo, da exposi¢cédo dos peixes a amdnia, nao sdo bem documentados.
Niveis seguros variam de 0,05 a 0,2 mgNHs/L (Thurson et al., 1981). Rowland et al. (1995)
registraram reducdo no crescimento de Bairdiella chrysoura em tanques, associada a valores de
amobnia nado-ionizada acima de 0,65 mg/L. Esses valores criticos sdo distintos para as diferentes
espécies, além da influéncia decorrente da interagdo com outros fatores ambientais, tais como o
oxigénio dissolvido, o pH e a temperatura. Serafini (2005) testando o efeito sinérgico entre oxigénio
dissolvido e amdnia (NH3) em juvenis de dourado, obteve CL50-96h de 0,525 mg NH;/L de ambnia
quando o nivel de oxigénio dissolvido foi mantido em 1,65 mg/L. Este autor, fixando o valor de aménia
em 0,927mgNHs/L, obteve a CL50-96h de oxigénio dissolvido em 4,52 mgO,/L. Os testes de
toxicidade crbnica sao feitos baseados em valores de CL-50 para a mesma espécie. Para juvenis de
dourado (Salminus brasiliensis) a concentragdo letal média de amdnia toxica foi de 1,83 mg/L
(Gazzola, 2003). Com base nestes valores foram calculadas doses sub-letais as quais os juvenis de

dourados foram submetidos durante o periodo experimental.



OBJETIVOS

Geral
Contribuir com o desenvolvimento de técnicas adequadas para a produgdo do dourado

(Salminus brasiliensis).

Especificos
. Avaliar o efeito da exposicdo a amoénia no desempenho e conversao alimentar de
juvenis de dourado;
. Avaliar alteragdes na resposta fisiologica dos peixes submetidos ao teste de
toxicicidade cronica por aménia;
. Avaliar o comportamento alimentar dos dourados submetidos ao teste de toxicidade

por amonia.

O artigo cientifico apresentado esta de acordo com as normas da revista “Journal of
Experimental Biology”, a qual sera posteriormante submetido para publicagéo.



EFEITO DA EXPOSIGAO CRONICA A AMONIA (NH3;) NO DESEMPENHO E NO PERFIL DE
AMINOTRANSFERASES PLASMATICAS DE JUVENIS DE DOURADO (Salminus brasiliensis)

EFFECT OF CHRONIC EXPOSURE TO AMMONIA (NH;) ON GROWTH AND PLASMATIC
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SC, Brasil; 3Departamento de Bioquimica, Centro de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Santa Catarina, Trinidade, Floriandpolis, 88040-900
*zaniboni@cca.ufsc.br
Abstract
This study examined the effects of chronic exposure to unionized ammonia (NH3) on growth,
food utilization and physiology of juvenile dourado, Salminus brasiliensis. Fish were exposed to four
NH; concentrations [0.04 (control); 0.13; 0.24 and 0.46 mg NHs/L] for 77 days at 25 °C, pH 8.1 and
oxygen saturation above 80%. At the end of 77 days, performance was not significantly influenced by
NH3 concentrations, neither the hepatosomatic index (HSI) or the hematocrit. Plasma aminotrasferase
(ALT and AST) levels were significantly lower in the control. There were no differences among the
other treatments. No difference in food intake among treatments was observed, however, negative
growth and death of a fish between the 30" and 47" day occurred in the control, which can be
explained by the fish aggressive behavior. No difference in the HSI and change in the enzymatic
profile suggest that dourado juveniles reached a new homeostasis, in concentrations up to 0.46
mgNHa/L.

Keywords: ammonia; Salminus brasiliensis; plasma aminotransferases.



Resumo

Os efeitos da exposigao crénica a amoénia ndo-ionizada (NH3) no crescimento, na utilizagéo
alimentar e na fisiologia de juvenis de dourado, Salminus brasiliensis, foram examinados. Os
dourados foram expostos a quatro concentragdes de NH; [0,04 (controle); 0,13; 0,24 e 0,46 mgNHa/L]
por 77 dias a 25 °C, pH 8,1 e saturagcdo de oxigénio acima de 80%. Ao final dos 77 dias, o
desempenho n&o foi significativamente influenciado pelas concentragdes de NHj;, assim como o
indice hepatossomético (IHS) e hematdcrito. Os niveis de aminotransferases plasmaticas (ALT e
AST) foram significativamente menores no tratamento controle. Os demais tratamentos n&o diferiram
entre si. Nao houve diferenca no consumo de ragdo entre os tratamentos, contudo, houve
crescimento negativo e a morte de um peixe entre o 30° e 47° dia no tratamento controle, explicados
pelo comportamento agressivo dos peixes. A auséncia de diferenca no IHS e alteragdo no perfil
enzimatico sugerem que os juvenis de dourado atingiram uma nova homeostase, em concentragbes
de até 0,46 mgNH,/L.

Palavra-chave: Amoénia; Salminus brasiliensis; aminotransferases plasmaticas.



1. INTRODUGAO

A ambnia (NH3) € um produto final do catabolismo de proteinas e representa 75-90% da
excrecao nitrogenada dos peixes (Handy & Poxton, 1993; Dosdat et al., 1996). Mais de 90% da
amobnia é excretada através das branquias (Cameron & Heisler, 1983) e isso ocorre via difusdo
passiva da amonia livre, embora a contribuicdo de um mecanismo excretorio ativo ainda seja alvo
discussdes (Randall & Wright, 1987; Wood, 1993; Wilson & Taylor, 1992; Wilson et al., 1994).

A ambnia é 300 a 400 vezes mais tdxica aos peixes do que o ion amdnio (NH,") pelo fato de
difundir-se facilmente pelas membranas das branquias (Thurson et al., 1981; Haywood, 1983; Russo,
1985). Com o aumento da concentragdo de amdnia na agua ocorre uma redugédo no gradiente de
difusdo entre o sangue e o meio externo ocasionando um aumento na quantidade de aménia no
sangue e nos tecidos, que produz sérios problemas fisiolégicos (Boyd & Tucker, 1998). Quando os
peixes sdo expostos por periodos prolongados a amodnia, podem ocorrer lesdées branquiais (Smith &
Piper, 1975; Smart, 1976), enquanto os efeitos toxicos da ambnia causam no aumento do volume do
figado e da produgdo de aminotransferases (Person-Le Ruyet et al., 1997), entre outras
conseqléncias.

Reducbes da taxa de crescimento de peixes expostos a amoénia tém sido reportadas em
algumas espécies, como o turbot, Scophthalmus maximus (Rasmussen & Korsgaard, 1996; Person-
Le Ruyet et al., 1997), gilthead seabream, Sparus aurata (Wajsbrot et al., 1993), Doversole, Solea
solea (Alderson, 1979), catfish americano, Ictalurus punctatus (Tomasso, 1994) e silver perch,
Bidyanus bidyanus (Rowland et al., 1995; Frances et al.,2000).

A grande maioria dos trabalhos realizados com peixes objetiva determinar os efeitos da
toxicidade aguda e crénica. No entanto, recentemente, alguns estudos tém demonstrado que baixos
niveis de amdnia na agua podem estimular o crescimento de salmonideos (Linton et al, 1997, 1999;
Wood 2004), ja que, é possivel que a amobnia exdgena estimule a sintese protéica e,
consequentemente, o crescimento, através da incorporacdo da amodnia para a formagido de
aminoacidos (Wood, 2004).

A tolerancia a amonia varia muito entre as espécies, com valores que oscilam de 0,02 mg
NHs/L em truta arco-iris, Onchorhynchus mykiss (Arillo et al., 1981) a 0,65 mgNH3/L em Bidyanus
bidyanus (Rowland et al., 1995). Os limites sdo atualmente desconhecidos para o dourado Salminus
brasiliensis. Serafini (2005) testando o efeito sinérgico entre oxigénio dissolvido e amonia (NH3) em
juvenis de dourado, obteve CL50-96h de 0,525 mg NHs/L de amdnia quando o nivel de oxigénio
dissolvido foi mantido em 1,65 mg/L. Este autor, fixando o valor de aménia em 0,927mgNHs/L, obteve
a CL50-96h de oxigénio dissolvido em 4,52 mgO,/L. Os testes de toxicidade crénica séo feitos
baseados em valores de CL-50 para a mesma espécie. Para juvenis de dourado (Salminus
brasiliensis) a concentragéo letal média de aménia téxica foi de 1,83 mg/L (Gazzola, 2003). Com base
nestes valores foram calculadas doses sub-letais as quais os juvenis de dourados foram submetidos
durante o periodo experimental. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da exposig¢ao

cronica a aménia no desempenho e na resposta fisiolégica de juvenis de dourado.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Origem dos peixes e condigdes experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce da
Universidade Federal de Santa Catarina (LAPAD-UFSC), com juvenis de dourado produzidos a partir
de reprodutores selvagens provenientes do alto rio Uruguai. Apds seis meses, periodo referente a
larvicultura e alevinagem, em tanque de terra, os peixes foram capturados e transportados para o
LAPAD-UFSC, onde foram mantidos durante sessenta dias em tanques de 1000L, para adaptacéao.
Dez dias antes do inicio do experimento 160 juvenis foram selecionados e distribuidos nas 16
unidades experimentais (UE), para um periodo de aclimatagdo. Os tanques utilizados eram
retangulares com volume util de 90 litros, providos de aeracgéo individual (pedras porosas), refugios
(canos de PVC de 100 mm) e tela de contengao na parte superior (Anexo 1). Decorridos 10 dias de
aclimatagdo, peixes pesando 36 + 10g (média + desvio-padrdo) e medindo 152 + 15 mm de
comprimento total foram submetidos as condi¢des experimentais.

2.2. Procedimentos e desenho experimental

A agua utilizada foi previamente declorificada. Duas vezes ao dia foram feitas as analises dos
parédmetros da agua (pH, aménia, oxigénio dissolvido e temperatura) com o auxilio de uma sonda
multiparametro YSI — 6600 (Tabela 1). A temperatura da agua foi mantida em 25+1°C nas unidades
experimentais, com o auxilio de aquecedores elétricos nos tanques reservatérios. A agua foi
conduzida até as unidades experimentais com o auxilio de bombas submersas nos tanques
reservatérios. O tamponamento da agua foi feito por meio da adi¢gdo de 150g de bicarbonato de sédio
em cada tanque reservatorio (900L). A alcalinidade total foi determinada semanalmente em
laboratério, por método colorimétrico, e manteve-se em 10510 mg CaCOs;/L durante todo o periodo
experimental. A taxa de renovacédo de agua foi de 300mL/min. e os niveis de oxigénio dissolvido
mantiveram-se acima de 80% de saturacgéo.

Os peixes foram alimentados até a saciedade duas vezes ao dia (ap6s as tomadas dos
parametros da agua) com racdo comercial extrusada (40% PB). A cada alimentagéo a ragéo foi
fornecida pausadamente durante uma hora. Nesse periodo foi observado o comportamento alimentar
dos peixes dos diferentes tratamentos e a ocorréncia de mortalidade. Ao final deste periodo, as
sobras de ragao foram retiradas e quantificadas, permitindo avaliar o consumo diario de cada unidade
experimental. O fotoperiodo foi mantido em 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

Quinzenalmente, foram realizadas biometrias para obtencdo dos valores de peso e
comprimento total de todos os peixes de cada unidade experimental (Anexo 1). Os peixes foram
previamente anestesiados com o6leo de cravo (Eugenol) 0,025 mL/L por 3 minutos e pesados em uma
balangca analitica com precisdo de 0,01 gramas. A cada trés dias foram feitas sifonagens nas
unidades experimentais com retirada de 50% da agua. Quinzenalmente foi realizada limpeza em toda
a estrutura do experimento.

Os tanques reservatorios (900L) eram abastecidos duas vezes ao dia com doses previamente
calculadas de cloreto de amoénio (NH,CI) para a obtencao dos niveis de amobnia desejados. Enquanto

o controle nao recebeu adigao de NH,4CI, o tratamento com maior concentragdo de amédnia recebeu o



equivalente a 21,78 mg de NH,Cl em 900 L de agua. Os célculos para a adicao do NH,CI foram feitos
para pH 8, onde 5% da amdnia total manifesta-se na forma de aménia (NH3).

Trinta minutos apds a adicao das respectivas concentragdes de NH,Cl, tempo necessario
para homogeneizagdo da agua, as bombas eram religadas para reiniciar a renovagdo da agua das
unidades experimentais.

Tabela 1. Ambnia n&o-ionizada (mg NHs/L), pH, temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/L) e alcalinidade (mg CaCOs/L) nas

unidades experimentais com Salminus brasiliensis.

NH; pH Temperatura O, dissolvido Alcalinidade
0,04 + 0,02 8,12+ 0,20 249+0,8 6,7+0,6 103+ 10
0,13+ 0,05 8,02 +0,10 25,0+0,9 6,5+0,5 108 + 12
0,24 + 0,04 8,01 +£0,09 25,0+1,0 6,5+0,7 114 +8
0,46 + 0,06 8,01+0,11 25,1+0,8 6,4+0,6 109+ 15

2.3. Parametros de crescimento
O desempenho dos peixes durante os 77 dias de experimento, foi avaliado em:
Consumo médio diario (CMD): Quantidade de ragdo consumida por individuo/dias ;
Ganho de peso médio diario (GPD): Ganho de peso no periodo (média dos tratamentos)/dias

(9);

Peso médio (PM): Valores médios do peso dos peixes de cada tratamento a cada biometria

(9);

Conversao alimentar (CA): Alimento consumido no periodo / ganho em biomassa no periodo
(9/9);

Taxa de crescimento especifico (TCE): Calculada de acordo com a férmula de Jobling (1994):
100(InWf — InWi)(t2-t1)‘1 onde Wf e Wi sdo peso médio no final e no inicio, (t2) e (1), tempo em dias
no final € no inicio, respectivamente;

Fator de condicao (g/cm3): Relacao entre 0 peso e o comprimento dos peixes (inicial e final).

Calculado segundo a férmula: 100 W/L® onde: W=Peso (g) e L=Comprimento (cm).

2.4. Hematoécrito, aminotransferases plasmaticas e indice hepatossomatico.

Ao término do experimento, 20% dos peixes de cada tratamento foram coletados ao acaso e
submetidos as seguintes analises:

a. Hematocrito (%)

Imediatamente apds a retirada de cada peixe, no proprio local, procedeu-se a coleta da
amostra de sangue, com pung¢do na veia caudal, utilizando-se seringa heparinizada (0,1ml).

A determinacdo do hematdcrito foi feita pela técnica de centrifugagdo em capilares, segundo
Goldenfarb et al., (1971). Os tubos capilares heparinizados contendo amostras de sangue foram
fechados em uma das extremidades com massa apropriada e centrifugados a 10.000 X G por 5

minutos. A leitura foi determinada em escala padronizada.



b. Aminotransferases plasmaticas (ALT e AST)

Com as amostras de plasma a temperatura ambiente foram feitas as determinagbes das
enzimas plasmaticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), utilizando o

método espectrofotométrico automatizado, segundo técnicas convencionais (Plaa, 1986).
c. indice hepatossomatico

Foram feitas incisbes abdominais nos peixes para a retirada dos figados. O peso (g) do figado

foi dividido pelo peso total do respectivo peixe para a obteng¢ao do indice hepatossomatico.

2.5. Andlises estatisticas

Todas as anadlises estatisticas para comparagdo entre os diferentes tratamentos foram
realizadas com o auxilio do programa XLSTAT. Os valores de desempenho (TCE, CA, CM, GPD e
FC), hematdcrito e indice hepatossomatico foram submetidos a analise de variancia (ANOVA P<0,05)
e, em caso de diferenca significativa, suas médias foram comparadas pelo teste de Tukey. As
analises bioquimicas (ALT e AST) foram submetidas a regressao linear. Para todas as analises

realizadas, o nivel de significancia utilizado foi de 5%.
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3. RESULTADOS

Durante todo o periodo experimental ocorreu a morte de apenas um peixe em uma das
unidades experimentais (UE) do tratamento controle (0,04 mgNH,/L).

Durante a alimentagao, foi observada a maior utilizagdo dos refugios no tratamento controle,
assim como grande quantidade de escamas na agua, possivelmente em virtude das brigas pelo
estabelecimento de uma hierarquia nas UE deste tratamento. Nos demais tratamentos foi observado
comportamento agressivo apenas nos primeiros dias, e apds os peixes passaram a compor um
comportamento de cardume.

No tratamento controle, a taxa de crescimento especifico dos peixes foi negativa e
significativamente inferior aos demais tratamentos, no periodo do dia 30 ao dia 47 (ANOVA P<0,05;
Fig. 1). No intervalo subseqiiente (do dia 47 ao dia 62) a taxa de crescimento especifico foi
significativamente maior no controle em relagao aos demais tratamentos, os quais nao diferiram entre

si em nenhum dos periodos (Fig. 1).

1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -

1
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0
-0,2

TCE (%)

Intervalos de dias

8 0,04mgNH3/L @0,13mgNH3/L m 0,24mgNH3/L m 0,46mgNH3/L

Fig. 1. Médias (+ desvio padrao) da taxa de crescimento especifico (TCE) de dourados cultivados em diferentes concentragdes

de amdnia (NHs). Letras diferentes indicam diferenca significativa (ANOVA, P<0,05) entre tratamentos em cada periodo.

N&ao houve diferenca significativa no peso médio dos peixes de cada tratamento em nenhum
dos periodos avaliados (ANOVA, P>0,05; Tabela 2), embora tenha havido perda de peso dos peixes

do tratamento controle entre os dias 30 e 47.
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Tabela 2. Pesos médios (+ desvio padrao) de dourados cultivados em diferentes concentragées de aménia (NHj3).

Pesos (g)
Tratamentos Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 47 Dia 62 Dia 77
(mgNHs/L)
0,04 35,69a+594 42,3a+6,33 44,68a+6,63 44,04a+6,32 50,65a+6,70 54,08a+ 7,07
0,13 35,53a+4,46 42,25a+6,41 46,64a+7,46 49,67a+10,29 51,40a+9,22 54,53a+9,09
0,24 35,13a+4,83 43,28a+520 49,02a+5,89 53,47a+5,95 55,93a+5,61 57,71a+6,78
0,46 36,86a+4,80 4585a+597 52,87a+7,36 55,93a+8,09 58,44a+ 8,64 60,09a+ 8,65

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (ANOVA, P<0,05) entre tratamentos, em cada periodo.

O fator de condigao nao diferiu significativamente (ANOVA, P>0,05) entre os tratamentos, em
nenhum dos periodos avaliados, ficando em 1,02 + 0,14 no decorrer do experimento. N&o houve
diferenca significativa (ANOVA, P>0,05) no consumo médio diario, ganho de peso médio diario e
conversao alimentar entre os tratamentos em nenhum dos periodos (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios (+ desvio padrdo) do peso, comprimento, fator de condi¢g&o no inicio e no final do experimento.
Valores do ganho de peso diario, consumo médio diario e conversao alimentar média de juvenis de dourado cultivados em
diferentes concentracoes de amoénia (NH3) durante 77 dias.

Tratamentos
T 0,04 T0,13 T 0,24 T 0,46
Peso inicial (g) 35,69 +1,17a 35,53 + 4,66a 35,13 £ 1,29a 36,89 + 1,18a
Comprimento inicial (cm) 15,29 + 0,19a 15,16 + 0,05a 15,11 £ 0,11a 15,45 + 0,25a
FC inicial (g/cm3) 0,999 * 0,007a 1,013 £ 0,034a 1,008 + 0,018a 1,012 + 0,020a
GPD 0,24 £ 0,07a 0,21 £0,07a 0,29 £ 0,06a 0,30 £ 0,05a
Consumo médio (g) 0,57 £ 0,12a 0,59 + 0,07a 0,66 + 0,05a 0,67 £ 0,02a
CA 2,44 £ 0,22a 2,39 £ 0,23a 2,29 £ 0,39 2,22 +0,12a
Peso final (g) 54,08 * 5,35a 54,53 + 4,88a 57,71 £ 5,71a 60,09 = 2,07a
Comprimento final (cm) 17,47 £ 0,7a 17,44 + 0,32a 18,00 + 0,38a 18,3 + 0,38a

FC final (g/cm3) 0,982 + 0,030a 0,987 + 0,039a 0,981+ 0,033a

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa (ANOVA, P>0,05) entre tratamentos.

0,984 + 0,004a

Os valores de hematécrito (%) nao diferiram significativamente entre os tratamentos (ANOVA,
P>0,05; Tabela 4), apresentando valor médio de 39,28 + 4,81 %.
O indice hepatossomatico tenha sido semelhante entre os tratamentos (ANOVA, P>0,05),

com valor médio de 0,0110 + 0,0011 %.

Tabela 4. Médias (+ desvio padrdo) do indice hepatossomatico (IHS), hematécrito (H) de juvenis de dourado cultivados em
diferentes concentragdes de amobnia (NH3) durante 77 dias.

Tratamentos IHS Hematécrito (%)
0,04 mgNH,/L 0,0104a + 0,001 41,2a+ 3,6
0,13 mgNH,/L 0,0127a + 0,002 38,8at7,5
0,24 mgNH,/L 0,0108a + 0,002 38,5a+4,5
0,46 mgNH,/L 0,0102a + 0,003 38,6a+5,5

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (ANOVA, P>0,05) entre tratamentos.
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Fig. 3. Relagdo entre a concentragdo da enzima alanina aminotransferase (ALT) no plasma de dourados e os niveis de amdnia
na agua (25°C; 6,5mg/L de O, dissolvido e pH 8) durante 77 dias de exposicao.
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Fig. 4. Relagdo entre a concentragdo da enzima asparato aminotransferase (AST) no plasma de dourados e os niveis de
amonia na agua (25°C; 6,5mg/L de O, dissolvido e pH 8), durante 77 dias de exposicao.
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4. DISCUSSAO

Possivelmente, devido a auséncia de um fator estressor exégeno (NHj), no tratamento
controle, as interagbes agressivas entre os peixes foram crescentes até por volta do quadragésimo
sétimo dia de experimento, quando foi registrada a Unica mortalidade de todo o periodo experimental.
Embora ndo tenha havido outras mortes, tal comportamento também foi observado nas demais
unidades experimentais desse tratamento, assim como, o isolamento de alguns peixes do cardume.
Isso possivelmente tenha impedido um melhor desempenho de crescimento dos peixes do tratamento
controle entre os dias 0 e 47.

A avaliagdo em intervalos de tempo confirmou a menor taxa de crescimento especifico (TCE)
do tratamento controle em relagdo aos demais tratamentos entre o dia 30 e o dia 47. Nao havendo
necessidade de rearranjos fisioldgicos pelos baixos niveis de ambnia, os peixes do tratamento
controle gastaram mais energia no estabelecimento de hierarquias. A auséncia de diferengas no
consumo de ragao entre os tratamentos comprova que o gasto energético em disputas hierarquicas
foi alto nesse periodo de crescimento negativo apresentado pelos peixes do tratamento controle.
Embora fosse esperada uma redugao no consumo de ragao nos tratamentos com adicdo de amonia,
isso ndo ocorreu em nenhum dos periodos avaliados. Nos tratamentos com adicdo de aménia,
observou-se a diminuigdo na atividade dos peixes, que habitavam preferencialmente a superficie da
agua, o que pode estar ligado a uma adaptagao fisiolégica aos ambientes com maiores niveis de
amodnia exdégena. A amdnia pode exercer efeitos téxicos, substituindo o potassio em musculos de
vertebrados e membranas nervosas, impedindo seu funcionamento (Raabe & Lin, 1985; Cooper &
Plum, 1987). Foi observada uma redugéo significante na velocidade natatéria de Onchorhynchus
mykiss e O. kisutch quando expostas a amdnia (Shingles et al., 2001) e uma reducdo na
agressividade de peixes estressados (Newton, 1982).

No periodo subseqliente (entre o dia 47 e o dia 62), a melhora na TCE no tratamento controle
em relacdo aos demais tratamentos pode ser atribuida a um crescimento compensatério, ja que nao
houve diferenga significativa no consumo alimentar entre os tratamentos, nesse periodo.

A auséncia de variagdo no fator de condi¢ao (FC) entre os tratamentos, permite afirmar que,
mesmo em condi¢cées de adaptagdo a amdnia exdgena, os peixes mantiveram boa conformagao no
decorrer do experimento. Person-Lé Ruyet et al. (1998), também n&o encontraram diferengas no FC
em juvenis de Scophthalmus maximus expostos a niveis de até 0,5 mgNHs/L por 45 dias.

Nao houve diferenga significativa no ganho de peso médio entre os tratamentos no decorrer
do experimento, demonstrando uma boa capacidade de adaptacéo dos juvenis de dourado aos niveis
de ambénia testados. Fivelstad et al. (1995), também n&o encontraram diferencga significativa em fator
de condi¢cdo e no ganho de peso em salmdes-do-Atlantico (Salmo salar) expostos a valores de 0 a
0,08 mgNH3/L, por 30 dias.

A conversdo alimentar dos juvenis de dourado foi estatisticamente semelhante entre os
tratamentos com valor médio de 2,34 + 0,24: 1. Auséncias de diferengas no consumo e na CA
também foram encontradas para a perca prateada (Bidyanus bidyanus) cultivada em niveis de até
0,36 mgNHs/L, embora tenha havido reducdo no crescimento destes peixes com a elevagdo da

concentragdo de amoénia (Francés et al., 2000). Apesar da menor tolerancia ambiental demonstrada
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pelos peixes marinhos, juvenis de Anarhichas minor e de Scophthalmus maximus nao apresentaram
diferenca na conversdo alimentar quando expostos a niveis crescentes de amonia, inclusive nao
havendo redugcdo no consumo e no crescimento dos peixes com o aumento da concentragdo de
amonia (Person-Le Ruyet, 1997; Foss et al., 2002).

Quando se avalia o periodo experimental como um todo, constata-se que o desempenho de
juvenis de dourado nao foi afetado pelos niveis de aménia testados, o que demonstra uma boa
capacidade de adaptacgéao fisiolégica desses peixes a niveis de até 0,46 mgNHs/L. Em exposicdes
cronicas a amonia, juvenis de catfish (Ictalurus punctatus) cresceram 50% menos a 0,517 mgNH,/L
enquanto nenhum crescimento foi obtido a 0,967 mgNHa/L (Colt e Tchobanoglous, 1978).

Um grande numero de respostas fisiolégicas surge frente as oscilagdes ambientais para
preservar a homeostase dos organismos. Estas respostas consistem em alteragdes morfoldgicas (Val
& Almeida-Val, 1995) ou fisiolégicas e ajustes moleculares (Hochachka & Somero, 1984), e
determinam o estabelecimento das adaptag¢des bioquimicas requeridas.

A auséncia de diferenga entre os valores de hematdcrito dos dourados mostra que a
exposicdo a ambnia até os niveis testados, por periodos prolongados, ndo produziu alteragdes
significativas no perfil de células sanguineas. Em salmdes-do-Atlantico (Salmo salar) expostos a
niveis entre 0 e 0,08 mgNHs/L, por 30 dias, também n&o encontraram diferenga no hematdcrito
(Fivelstad et al., 1995).. Resultado semelhante foi observado para trutas arco-iris expostas a valores
entre 0 e 0,076 mgNHa/L durante 10 meses (Thurson et al., 1984). Exposi¢des prolongadas de carpas
(C. carpio) a baixas concentragbes de amdnia causaram sinais de estresse na composi¢ao do sangue
e tecidos hematopoiéticos (rins e bago) apés 5 semanas, mas, apds 10 semanas de exposigao todos
os sinais de estresse desapareceram (Wlaslow et al., 1990). Possivelmente outros mecanismos de
detoxificagdo de amdnia surgiram no decorrer do experimento para normalizar o perfil sangiineo dos
dourados tratados com diferentes niveis de aménia.

Os valores semelhantes do indice hepatossomatico entre os tratamentos indicam que nao
houve alteragdes hepaticas graves ou patoldgicas nos peixes expostos aos diferentes niveis de
amdnia. Quando a osmolaridade plasmatica € afetada, pode resultar em varia¢gdes no volume dos
hepatdécitos, e, além disso, afetar a atividade enzimatica do figado. A manutengéo de trutas arco-iris
por 6 meses expostas a 0,017 mgNHa/L foi suficiente para promover mudangas patolégicas no figado
(Smith & Piper, 1975). Hayashi et al. (1993) relataram que os hepatécitos cresceram e produziram
mais proteinas quando cloreto de amdnio foi adicionado ao meio de cultivo de Anguilla japonica.

Diferentes parametros fisiolégicos e bioquimicos podem ser utilizados como indicadores da
capacidade dos peixes de se adaptarem a moderados ou severos niveis de estresse por aménia. ALT
e AST sdo enzimas aminotransferases que catalizam a remogédo do grupo amino (NH3) de um
composto carbonado para outro. A constante de equilibrio € proxima de 1 e estas enzimas podem
funcionar tanto na degradagédo quanto na biossintese de aminoacidos. Um pequeno aumento nos
valores de ALT e AST comparados com o controle pode significar um estado de baixo nivel de
estresse ou ainda, um novo nivel de homeostase (Fivelstad et al., 1995). Em individuos saudaveis, os

niveis das enzimas plasmaticas tendem a ser mantidos constantes e representam um estado de
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equilibrio, no qual a velocidade de liberagcado das células no plasma é equilibrada por uma velocidade
semelhante de remogéo das mesmas do plasma (Champe & Harvey, 1996).

No presente estudo, os valores e os aumentos nos niveis de AST foram semelhantes aos
observados para juvenis de sea bream (Sparus aurata) e turbot (Scophthalmus maximus) expostos
por 7 dias a niveis crescentes de amoénia (Fivelstad et al., 1995). Alguns autores relatam que o
aumento na atividade das enzimas transaminases em peixes submetidos a altas concentragbes de
amonia indica a existéncia de danos teciduais no figado (D’Apollonia & Anderson, 1980).

Segundo Person-Lé Ruyet et al. (1998), o efeito toxico da ambnia pode ser neutralizado pelo
aumento das aminotransferases (ALT e AST) no figado e no plasma sangiineo. A auséncia de
diferencas no desempenho dos juvenis de dourado pode indicar que 0s peixes conseguiram atingir
uma nova homeostase. Alguns mecanismos de detoxificagdo da amdnia podem ter sido utilizados
pelos juvenis de dourado em niveis de até 0,46mgNH,/L.

Um possivel mecanismo que pode proteger peixes alimentados do aumento nos niveis de
amdnia ambiental é a utilizagdo de NH," diretamente na produgdo de aminoacidos (Wicks e Randall,
2002). Alexis & Paparaskeva-Papatsoglo (1986) e Moyano et al. (1991) sugerem que a quantificagao
de aminotransferases pode ser indicadora do excesso de aminoacidos em peixes. Todos os
aminoacidos, com excecédo da lisina e da treonina participam da transaminagdo em algum ponto em
seu catabolismo (Wood, 2004). Alanina e aspartato sdo aminoacidos ndo-essenciais que funcionam
como doadores de grupo amino, assim como podem ser formados pela incorporagédo destes grupos,
dependendo da disponibilidade de nitrogénio. Em teoria, € possivel a amdnia exdgena estimular a
sintese protéica e, consequentemente, o crescimento, através da incorporacdo da amoénia para
formacdo de novos aminoacidos. Estudos de Wood (2004), com juvenis de truta arco-iris
(Onchorhynchus mykiss) demonstraram que baixos niveis de aménia ambiental podem estimular o
crescimento e produgdo de proteina sem aumentar o consumo alimentar. Saha et al. (2002),
obtiveram aumentos de duas vezes na quantidade de aminotransferases (ALT e AST) em catfish
indiano (Clarias batrachus) expostos a amdnia, por sete dias. No mesmo trabalho, aumentos de 2 a 3
vezes nas quantidades de alguns aminoacidos ndo-essenciais foram obtidos.

Neste estudo, a auséncia de diferenga no desempenho dos juvenis de dourado submetidos a
niveis sub-letais de aménia indica a capacidade da espécie em reorganizar os processos fisiologicos
para atingir a homeostase. Os aumentos das concentragées das enzimas ALT e AST no plasma dos
peixes submetidos aos tratamentos com adicdo de amdnia podem indicar uma estratégia adaptativa

da espécie em resposta ao aumento da amoénia exdgena.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A compreensao dos requerimentos ambientais de uma espécie é determinante para o
sucesso de um cultivo. Os juvenis de dourado demonstraram 6tima adaptabilidade as novas
condicbes de amébnia ambientais pela auséncia de diferencas nos desempenhos dos peixes
estudados. As adaptagdes fisioldgicas que ocorreram durante o periodo experimental revelam uma
boa tolerdncia desses peixes a ambnia ambiental. Sugerem-se novos trabalhos com maiores doses
de amébnia exdgena, assim como o acompanhamento de alguns pardmetros que possivelmente
explicardo a rota de adaptagao dos dourados. A possibilidade de utilizagdo de aménia para sintese de
novos aminoacidos, excregdo na forma de uréia, detoxificagdo a glutamina ou outras formas de
adaptacdes aos niveis de aménia crescentes podem ser explicados em estudos futuros. Nesse caso,
analises bioquimicas podem ser de grande valia.

Pelo fato de ser um peixe carnivoro e de comportamento sabidamente agressivo, sugere-se

estudos atrelados ao comportamento de dourados, frente as condi¢gdes adversas de meio ambiente.
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Anexo 1. Vista parcial da estrutura do experimento.
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Anexo 2. Juvenil de dourado (Salminus brasiliensis), durante biometria.
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