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Resumo

A piscicultura ornamental desempenha um papel significativo no setor aquicola do Brasil.
Dentre as espécies cultivadas, o colisa lalia, Trichogaster lalius, se destaca pelo valor
econdmico e pela popularidade entre os aquaristas. No entanto, a deterioracdo da qualidade da
agua, particularmente o acumulo de compostos nitrogenados como a ambnia e o nitrito,
representa uma ameaca importante a satde dos peixes. Este estudo teve como objetivo avaliar
a tolerancia, por meio de testes de toxicidade aguda a amonia e ao nitrito, na fase larval de T.
lalius, utilizando os dados de mortalidade para estimativa da concentracéo letal mediana em 96
horas (CLs0-96h) e analisar alteracBes histopatologicas nos tecidos branquiais. Os testes de
toxicidade aguda foram realizados em sistema semi-estético, sob condi¢cBes laboratoriais
controladas. Foram utilizados 240 animais (peso médio de 0,0542 g) divididos em 24
recipientes de 1,5 L, em duplicata. Os valores de CLso foram estimados a partir das mortalidade
registradas ao longo das 96 h de exposic¢do por meio do aplicativo Trimmed Spearman-Karber.
Os resultados mostraram um aumento progressivo da mortalidade com o aumento nas
concentragdes testadas de ambos os compostos nitrogenados. As CLso obtidas em 96 horas
foram de 3,04 N-AT e 0,30 mg/L N-NHs e 2,35 mg/L N-NO2", com niveis de seguranca
estimados em 0,030 mg/L N-NHs e 0,23 mg/L N-NO2, respectivamente. As analises
histoldgicas revelaram alteracdes significativas nas branquias, como fusdo lamelar, hiperplasia
e hipertrofia epitelial, descolamento epitelial e dilatacdo do seio sanguineo. Essas lesdes foram
mais severas e frequentes nas concentracdes mais elevadas dos compostos. Os resultados
reforcam a importancia do controle rigoroso da qualidade da dgua na aquicultura ornamental,
especialmente no que se refere aos compostos nitrogenados, que podem comprometer

severamente a sobrevivéncia e 0 bem-estar dos peixes em estagios iniciais de desenvolvimento.

Palavras-chave: qualidade da agua; histopatologia; peixes ornamentais; clso; estagio larval,

branquia.



Abstract

Ornamental aquaculture plays a significant role in Brazil’s aquaculture sector. Among the
species cultured, the dwarf gourami, Trichogaster lalius, stands out for its economic value and
popularity among aquarists. However, the deterioration of water quality, particularly the
accumulation of nitrogenous compounds such as total and un-ionized ammonia and nitrite,
represents a major threat to fish health. This study aimed to evaluate tolerance through acute
toxicity tests with ammonia and nitrite during the larval stages of T. lalius, using mortality rates
to determine the 96-hour median lethal concentration (LCso) and to analyze histopathological
alterations in gill tissues. The tests were conducted in duplicate under controlled laboratory
conditions, using 240 animals (average weight 0.0542 g) distributed across 24 containers of 1.5
L. LCso values were estimated using the Trimmed Spearman-Karber method. The results
showed a progressive increase in mortality with higher tested concentrations of both
nitrogenous compounds. The 96-hour LCso values were 3.04 mg/L N-AT and 0.30 mg/L N-
NH; for ammonia, and 2.35 mg/L N-NO-~ for nitrite, with estimated safe levels of 0.030 mg/L
N-NHs and 0.23 mg/L N-NO-", respectively. Histological analyses revealed significant gill
alterations, including lamellar fusion, epithelial hyperplasia and hypertrophy, epithelial
detachment, and dilation of the blood sinus. These lesions were more severe and frequent at
higher compound concentrations. The results reinforce the importance of rigorous water quality
management in ornamental aquaculture, particularly regarding nitrogenous compounds, which

can severely compromise survival and welfare during the early developmental stages of fish.

Keywords: water quality; histopathology; ornamental fish; Icso; larval stage; gill.
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1. INTRODUCAO GERAL

Em Minas Gerais, com énfase na regido de Muriaé, a atividade de criacdo de peixes
ornamentais assume uma importancia central na economia do pais, representando
aproximadamente 70% da producdo nacional. Esse nucleo produtivo engloba os municipios de
Patrocinio do Muriaé, Vieiras, Eugendpolis, Miradouro, Bardo do Monte Alto, Muriaé, Rosério
da Limeira e Sdo Francisco do Gloria. Nessa area de destaque, cerca de 400 familias estdo
diretamente envolvidas com a criacdo desses organismos aquaticos, caracterizando um modelo
tipico de agricultura familiar. O setor movimenta mais de R$ 10 milhdes por ano, sobressaindo-
se frente a cadeias produtivas tradicionais como a agricultura e a pecudria. As espécies mais
cultivadas na regido incluem o betta ou peixe de briga, acara, guppy ou lebiste e colisa. No ano
de 2021, a receita mensal por hectare atingiu aproximadamente R$ 9 mil, e, mesmo diante de
limitacGes relacionadas a assisténcia técnica especializada e a auséncia de politicas publicas
especificas, o potencial de producao continua bastante promissor (Agéncia Minas, 2024).

Os colisas, largamente reconhecidos e valorizados internacionalmente no universo da
aquariofilia, distinguem-se por atributos marcantes como resisténcia e tolerancia as variaveis
fisico-quimicas da agua, adaptacdo a respiracao aérea acessoria, comportamento territorial e
versatilidade quanto as condi¢6es dos aquarios. A construcéo de complexos ninhos de bolhas e
0 cuidado parental evidenciado pelos machos séo especialmente admirados entre 0s entusiastas
desse hobby. Com um valor de mercado - variando entre U$ 0,25 e U$ 1,10 por casal,
dependendo da linhagem - sua producao é comumente realizada em viveiros escavados, dotados
de redes de protecdo contra aves predadoras. O tempo necessario para completar o ciclo de
cultivo varia entre 120 e 180 dias, sendo que os exemplares de maior porte alcancam pregos
mais altos devido a demanda significativa (Lima et al., 2013).

Uma das principais causas associadas ao surgimento de enfermidades e a mortalidade
em sistemas de producdo de peixes ornamentais esta relacionada ao estresse provocado pelas
condicdes da agua. Estudos apontam que muitos sistemas empregados no Brasil possuem uma
baixa taxa de renovacdo hidrica, o que, quando ndo é adequadamente monitorado, pode gerar
oscilacdes abruptas nos parametros da agua. Essas alteracdes criam um ambiente desfavoravel
e estressante para 0s peixes, tornando-o0s mais suscetiveis a enfermidades e agentes infecciosos
(Santos e Costa, 2019).
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Adicionalmente, a escassez de trocas frequentes pode resultar no acumulo de
substancias toxicas e na deterioracao progressiva da qualidade de agua, agravando ainda mais
0 estresse nos animais. Assim, o controle constante e a manutengdo dos parametros fisico-
quimicos da agua sao essenciais para preservar um ambiente equilibrado e reduzir os impactos
negativos sobre a salide dos peixes ornamentais (Yavuzcan et al., 2017).

Os produtores frequentemente recorrem a troca parcial da 4gua para mitigar problemas
de acumulo de amdnia e outros residuos, no entanto, essa pratica isolada apresenta limitaces
em termos de sustentabilidade e controle continuo dos parametros da agua. A adocdo de
Sistemas de Recirculagdo Aquicola (RAS) ¢ a alternativa mais sustentavel e eficiente. Esses
sistemas minimizam a necessidade de reposicdo hidrica ao integrar biofiltros, remoc¢édo de
solidos e tratamento bioldgico e quimico avangado, mantendo a qualidade da agua de forma
estavel e reduzindo o estresse nos peixes ornamentais. Além disso, os RAS oferecem vantagens
ambientais significativas e possibilitam maior biosseguranca e localizacdo proxima ao mercado
consumidor, diminuindo custos de transporte e impacto ambiental. Embora o investimento
inicial e 0s custos operacionais sejam mais elevados, como consumo energetico e manutencgéo
da infraestrutura técnica, a longo prazo o RAS se mostra superior ao sistema de apenas troca de
agua, tanto do ponto de vista ambiental quanto da satde e produtividade dos peixes (Zhang et
al., 2024).

A andlise detalhada dos compostos nitrogenados, especialmente amdnia, nitrito e
nitrato, é crucial devido a sua elevada toxicidade e efeitos fisiologicos adversos em organismos
aquaticos. A amonia ndo ionizada (NHs) representa o maior risco, provocando stress oxidativo,
supressdo do sistema imunologico e danos as branquias, o que pode culminar em mortalidade
e reducdo no desempenho de espécies de interesse comercial. Sensores quimicos e bidticos tém
sido empregados para monitorar de forma precisa variacdes de concentracdes de aménia, uma
vez que fatores como pH, temperatura e salinidade alteram a proporcéo da sua forma mais
toxica e, consequentemente, seu impacto. Adicionalmente, o nitrito, intermediario no processo
de nitrificacdo, pode interagir sinergicamente com a amonia, potencializando efeitos negativos
sobre o desenvolvimento dos animais aquaticos, afetando taxas de crescimento e sobrevivéncia.
Embora o nitrato seja menos toxico, em concentracGes elevadas pode causar efeitos cronicos
nos animais e contribuir para eutrofizacdo do ambiente aquatico, destacando a importancia de
acompanhar todo o ciclo nitrogénio para garantir a saude do sistema aquicola (Edwards et al.,
2024).
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A sensibilidade aos contaminantes presentes nos ambientes aquéticos varia amplamente
entre diferentes espécies de peixes, bem como ao longo das distintas fases do ciclo de vida de
cada organismo. Essa diferenca de resposta esta associada a fatores como a fisiologia da
espécie, 0 ecossistema em que se desenvolve e suas adaptacfes evolutivas (Gauthier et al.,
2021).

O propdsito deste estudo foi avaliar o efeito de distintas concentraces de aménia e
nitrito na taxa de sobrevivéncia do peixe colisa lalia (Trichogaster lalius), além de examinar
possiveis alteracdes morfoldgicas nos tecidos branquiais dos exemplares utilizados. A pesquisa
visa demonstrar como esses compostos quimicos influenciam tanto o cultivo quanto o bem-
estar desta espécie ornamental, ressaltando a relevancia da qualidade da 4gua para a manutencédo

da saude em sistemas de aquicultura.

2- REFERENCIAL TEORICO

2.1 - A especie alvo Trichogaster lalius

O termo Trichogaster tem origem na lingua grega, em que "tricho" significa "cabelo” e
"gaster™ quer dizer "estbmago”, fazendo aluséo as suas nadadeiras peitorais longas e filiformes,
que lembram fios. A espécie, Trichogaster lalius, pertence a familia Osphronemidae, a ordem
Anabantoidei, reconhecida pela capacidade de respirar oxigénio atmosférico, gracas a presenca
de um 6rgéo especializado denominado labirinto. Essa estrutura respiratoria possibilita que
esses peixes habitem ambientes de dgua doce com baixos niveis de oxigénio dissolvido. T.
lalius, popularmente chamado de colisa lalia (Fig. 1), atinge um comprimento medio entre 5 e
7 cm, sendo considerado ideal para aquarios de pequeno porte ou comunitarios. Seu tamanho
reduzido facilita o0 manejo e permite boa convivéncia com outras espécies. Embora sejam
pequenos, esses peixes apresentam comportamento ativo e sociavel, agregando dinamismo
visual ao aquario. Seu corpo possui formato oval e levemente achatado lateralmente, o que
favorece sua movimentacdo por entre plantas aquaticas e sua ascensdo a superficie para captar
oxigénio do ar. As nadadeiras do T. lalius constituem um dos tracos mais distintivos dessa
espécie. As nadadeiras peitorais, longas e semelhantes a filamentos, proporcionam ao peixe
uma aparéncia graciosa e possibilitam movimentos suaves na agua. A nadadeira dorsal, por sua
vez, € alta e se prolonga ao longo do dorso, contribuindo para a estabilidade na natacdo,

especialmente em momentos de cortejo e em interacdes sociais (Tate et al., 2017).
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Figura 1. Exemplares juvenis de Trichogaster lalius. (Fonte: Milena Sales)

Essa espécie apresenta habito alimentar onivoro, consumindo tanto alimentos de origem
vegetal quanto animal. Sua alimentacdo pode incluir racdo comercial, que representa uma
alternativa pratica e balanceada para peixes de clima tropical. Além disso, os colisas
demonstram preferéncia por alimentos vivos, como artémias, especialmente durante as fases
iniciais da vida, pois esses organismos oferecem nutrientes fundamentais e incentivam
comportamentos naturais de busca por alimento (Lima e Ferreira, 2015).

O processo reprodutivo do T. lalius é caracterizado por comportamentos de cortejo e
cuidados com a prole. O macho é responsavel pela elaboracdo de um ninho de bolhas na
superficie da dgua, composto por pequenas bolhas de ar, como parte do ritual reprodutivo (Fig.
2).

Figura 2. Ninho de bolhas de Trichogaster lalius. (Fonte: Milena Sales)

Esses peixes preferem locais calmos, geralmente com presenca abundante de vegetacéo

aquética, para garantir a protecdo dos ovos. Em ambientes controlados, é possivel reproduzir
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essas condi¢cdes naturais utilizando plantas aquaticas reais, que oferecem refligio e seguranca,
ou até mesmo elementos artificiais, como fitilhos, que funcionam como substitutos das bolhas.
Essa recriacdo do habitat é fundamental tanto para o éxito do processo reprodutivo quanto para
0 bem-estar dos exemplares, permitindo que T. lalius manifeste comportamentos tipicos da
espécie. Quando a fémea estd pronta para liberar os ovos, pode depositar entre 100 e 500
unidades no ninho construido previamente. ApGs esse processo, 0 macho realiza a fertilizacao
e passa a proteger o ninho até o momento da eclosdo. Os ovos se desenvolvem e eclodem entre
24 e 48 horas, e 0s recém-nascidos, ainda em estéagio larval (Fig. 3), permanecem no interior do
ninho por alguns dias, enquanto absorvem os nutrientes do saco vitelino. O macho continua
zelando pelos alevinos até que estejam aptos a nadar de forma independente (Lima e Ferreira,
2015).

Figura 3. Exemplares da fase inicial de Trichogaster lalius (Fonte: Milena Sales)

2.2 - Qualidade da agua

A condicdo da dgua esta diretamente relacionada ao bem-estar dos peixes, sendo fatores
como oxigénio dissolvido, pH, temperatura e concentracdes de amdnia e nitrito de importancia
fundamental. Niveis reduzidos de oxigénio dissolvido podem provocar hipdxia, o que gera
estresse significativo e pode levar a mortalidade dos peixes (Brett, 1979). Além disso, o
acumulo de aménia e nitrito - subprodutos da decomposicdo de residuos organicos e excre¢ao
dos animais - compromete funcdes fisioldgicas essenciais, impactando negativamente o

crescimento e a taxa de sobrevivéncia dos organismos aquaticos (Edwards et al., 2024).
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2.2.1 - Amonia

A prética da aquicultura, seja para fins comerciais em grande escala ou para criagcdo
ornamental, demanda o controle da qualidade da &gua, sendo a am6nia um dos compostos que
mais exige atencao continua, por ser gerada naturalmente a partir do metabolismo dos peixes e
da decomposicao de residuos organicos dos peixes e da adubacdo do meio de cultivo. Quando
acumulada em excesso, pode apresentar elevada toxicidade a depender de fatores como pH e
temperatura, afetando negativamente a salde dos organismos aquaticos mantidos em cativeiro
(Randall e Tsui, 2002; Pereira e Marcante, 2005).

A amobnia total (NHs + NH4") é o principal residuo que se acumula em sistemas
aquicolas, representando um desafio critico para o equilibrio da 4gua. Sua forma ndo-ionizada
(NHs) ¢ extremamente toxica aos organismos aquaticos, podendo causar mortalidade aguda ou
quadros cronicos que limitam o crescimento e afetam a satde geral dos animais mesmo em
concentracdes em partes por bilhdo (ug/L). Ja o ion amdnio (NH4*) ndo apresenta elevada
toxicidade e isso se da, pois as membranas branquiais ndo tém transportadores dedicados para
o NH4*, assim os ions ndo possuem a capacidade de penetracdo nas células, ao contrario do
NHs, que é lipofilico e se difunde livremente pelas membranas celulares e ao nitrito que possui
trocador especifico CI/THCOs™ (Boyd, 2017; Edwards et al., 2024).

Assim sendo, tanto na criacdo de peixes voltada para alimentacdo humana quanto
ornamental, 0 monitoramento e 0 manejo adequado das concentracdes de amdnia sdo essenciais
para preservar o bem-estar dos organismos e garantir a viabilidade do cultivo (Lalloo et al.,
2007; Nathanailides et al., 2021).

As principais vias de liberagdo de amo6nia em ambientes de cultivo é a excrecdo de
residuos nitrogenados pelos peixes e da decomposi¢cdo da matéria organica. A excrecao ocorre
predominantemente pelas branquias como resultado final da digestdo de proteinas. A
quantidade de aménia liberada esta diretamente relacionada ao tipo e a quantidade de racao
ofertada, o que torna 0 manejo alimentar um dos principais fatores de controle (Zimmer, 2024).

Ja matéria organica, advém principalmente dos restos de racdo ndo consumida, fezes e
organismos que vieram a perecer, 0s quais também contribuem de forma significativa para o
aumento da concentracdo de amdnia nos ambientes aquicolas. Em sistemas ornamentais,
caracterizados por volumes reduzidos de agua, essa decomposicdo pode rapidamente elevar 0s
niveis de amonia, especialmente em ambientes mais adensados (Boyd, 2017).

A criacdo ornamental apresenta peculiaridades no que diz respeito a presenca de aménia,

uma vez que as especies envolvidas costumam ser mais vulneraveis a deterioracdo da qualidade
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da agua do que aquelas destinadas ao consumo como alimento. Pequenas alteracBes nos
parametros quimicos, como a concentracdo de amoénia, sdo capazes de causar efeitos adversos
consideraveis sobre peixes ornamentais (Wilkie et al., 2011).

O ciclo do nitrogénio € o principal mecanismo de conversdo da am6nia em compostos
menos toxicos, como o nitrito (NO2") e o nitrato (NOs~), por meio do processo de nitrificagao,
realizado por bactérias quimioautotroficas. Os principais géneros conhecidos sdo as
Nitrosomonas, que oxidam amonia em nitrito, e as Nitrobacter, que convertem o nitrito em
nitrato, completando o ciclo nitrificante (Ciji e Akhtar, 2020).

Contudo, manter o equilibrio desse ciclo em sistemas ornamentais pode ser desafiador
devido a menor dimensdo dos tanques, 0 que exige controle preciso e continuo. Para que a
nitrificacdo ocorra corretamente, ¢ fundamental que as col6nias bacterianas estejam bem
estabelecidas e em quantidade suficiente. O desequilibrio nesse processo pode resultar no
acumulo n&do s6 de amdnia, mas também de nitrito, igualmente toxico. Ja nos sistemas de maior
escala, a diluicdo natural proporcionada pelo maior volume de agua ajuda a reduzir os efeitos
negativos, embora o uso de biofiltros ainda seja indispensavel. Nos sistemas de recirculacao,
onde praticamente ndo ha renovacao de agua, a dependéncia de filtros biologicos eficientes é
ainda maior (Timmons e Ebeling, 2010).

Na aquicultura ornamental, os efeitos da amo6nia sdo ainda mais preocupantes devido a
elevada sensibilidade de muitas espécies. A exposi¢cdo continua a concentracdes subletais pode
causar danos permanentes nas branquias, prejudicando a respiracdo, o desenvolvimento e até
mesmo levar a morte. Essa exposicao crénica a ambnia pode comprometer também o sistema
imune dos peixes ornamentais, aumentando o risco de doencas e infec¢bes. Além disso, animais
ornamentais, valorizados por sua aparéncia colorida, podem apresentar perda de coloracdo,
lesbes na pele e nas brangquias ou nadadeiras comprometidas, o que deprecia seu valor e
compromete sua saude (Randall e Tsui, 2002).

As estratégias para controle da aménia em sistemas de cultivo ornamentais sao similares
as aplicadas na aquicultura comercial de corte, com adaptacGes para 0s pequenos volumes.
Entre as principais técnicas destaca-se a recirculacdo de agua (RAS) dependente da filtracdo
mecanica, biofiltracdo, trocas parciais de agua (TPA), uso de materiais adsorventes e inclusdo
de plantas aquaticas. A utilizacdo de filtros bioldgicos é essencial para manter o equilibrio do
ambiente aquicola. Em aquarios, esses filtros devem abrigar coldnias saudaveis de bactérias
nitrificantes, e sua eficiéncia depende da oxigenacdo constante e da eficacia das bombas de

recirculacdo de &gua. Em sistemas RAS, as trocas parciais de agua sdo frequentemente



19

empregadas para reduzir a concentragdo de poluentes que se acumulam no ambiente. No
entanto, é necessario que essas substituicdes ocorram de forma gradual para evitar variacdes
bruscas nos parametros da dgua, como temperatura e pH, que podem afetar 0os organismos
aquaticos. Produtos como a zedlita, que tem a capacidade de adsorver amdnia ionizada, séo
amplamente utilizados em aquarios ornamentais, especialmente em situacdes de emergéncia.
Esses materiais sdo eficazes principalmente em volumes reduzidos de agua, como 0s
encontrados em aquarios (Timmons e Ebeling, 2010).

As plantas aquéticas emergentes tém demonstrado capacidade significativa de absorver
diretamente compostos nitrogenados — como aménio (NH4") e nitrato (NOs") - incorporando-0s
em compostos organicos através de enzimas de assimilacdo de nitrogénio, o que reduz
efetivamente a concentracdo de amonia ionizada e nitrato na 4gua, contribuindo para a melhoria

da qualidade do ambiente aquético (Hong et al, 2025).

2.2.2 - Nitrito

O nitrito € um composto intermediario do ciclo do nitrogénio, desempenhando papel
essencial no tratamento bioldgico da agua em sistemas de aquicultura. Esse ciclo compreende
a conversdo da amonia (NHs), em formas menos toxicas, conforme descrito anteriormente (Ciji
e Akhtar, 2020).

Entretanto, problemas surgem quando ha desequilibrio entre a producéo de nitrito e sua
conversao em nitrato, o que pode ser provocado por falhas na biofiltracdo, dimensionamento
incorreto do sistema de recirculacdo ou excesso de matéria organica (Mnyoro et al., 2022). Esse
descompasso pode levar ao acumulo de nitrito na dgua, 0 que representa risco severo a saude
dos peixes ornamentais, dada a alta toxicidade dessa substancia para a maioria das espécies
mantidas em cativeiro (Colt, 2006).

Mesmo em concentracdes reduzidas, o nitrito é extremamente prejudicial aos peixes,
possui a capacidade de atravessar as membranas bioldgicas por transporte ativo nos sistemas
de troca das branquias, sendo transportado para a corrente sanguinea (Kajimura, 2023). Seu
principal efeito tdxico estd na capacidade de oxidar o ferro da hemoglobina, formando
metahemoglobina, que é incapaz de realizar o transporte adequado de oxigénio. Esse quadro é
denominado metahemoglobinemia, ou “doenca do sangue marrom”, nome dado pela coloracao
amarronzada visivel nas branquias dos peixes afetados (Tomasso, 1981).

A deficiéncia no transporte de oxigénio leva ao desenvolvimento de hip6xia, situacao

na qual os tecidos corporais ndo recebem oxigénio suficiente. Os sinais clinicos tipicos de
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intoxicacdo por nitrito incluem dificuldade respiratdria, comportamento letargico, recusa
alimentar, alteragdes no comportamento e, em casos mais graves, morte (Lewis e Morris, 1986).

Na aquicultura ornamental, os efeitos toxicos do nitrito vao além dos prejuizos diretos
a salde dos peixes, acarretando perdas econdmicas relevantes para criadores e comerciantes. O
acumulo dessa substancia pode aumentar a taxa de mortalidade, prejudicar o crescimento dos
peixes e afetar negativamente sua aparéncia, um critério essencial para a comercializacdo de
espécies ornamentais. O estresse cronico causado pela exposicao prolongada ao nitrito também
favorece o surgimento de doengas e infestacBes parasitarias, elevando os custos com tratamento
e reduzindo a rentabilidade do sistema (Hoseinifar, 2023).

Do ponto de vista ecoldgico, os impactos do nitrito em ambientes aquaticos artificiais,
como tanques de criacdo e aquarios, podem ser severos. Casos de mortalidade em massa podem
ocorrer em ambientes fechados muito adensados ou mal dimensionados. O controle do nitrito é
fundamental para manter um ambiente aquéatico saudavel e seguro para 0s peixes. Entre as
principais estratégias preventivas estdo o uso eficiente de biofiltros, a ciclagem adequada do
sistema, trocas parciais de agua e a adi¢do controlada de sal em sistemas fechados de cultivo
respeitando a tolerancia de cada espécie. O uso de sal proporciona a competicéo entre 0s ions
cloreto e nitrito pelo mesmo sitio de transporte na célula, reduzindo assim a intoxicagdo do
organismo pelo nitrito (Timmons e Ebeling, 2010).

Em sistemas de 4gua doce, uma prética eficaz para mitigar a toxicidade do nitrito é a
adicao controlada de sal (cloreto de sodio, NaCl). O ion cloreto, presente no sal, compete com
0 nitrito pelos mecanismos de transporte i6nico nas branquias dos peixes, reduzindo
significativamente os efeitos tdxicos desse composto. A suplementacdo cuidadosa de sal, em
concentracdes adequadas a espécie e as condi¢des do sistema, aumenta a tolerancia ao nitrito
sem comprometer o bem-estar dos peixes (Tavares, 2021).

Antes da introducdo dos peixes em um novo sistema RAS, é imprescindivel que o ciclo
do nitrogénio esteja completamente estabelecido, por meio da maturacdo do filtro bioldgico,
em gue a amdnia e o nitrito estardo proximos de zero e o nitrato estara maior por ser um produto
final na nitrificacdo. Essa etapa é essencial para o desenvolvimento e a estabilizacdo das
comunidades de microrganismos. Esse processo garante o equilibrio biol6gico do sistema,
prevenindo a acumulacdo de compostos nitrogenados nas primeiras semanas de operacao e
evitando distarbios comuns como a "Sindrome do Novo Tangue", que pode comprometer a

salde dos peixes ornamentais (Godzieba, 2025).
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Depois da maturacao do filtro bioldgico, a troca regular de parte da agua do sistema é
uma solugdo prética para a diluicdo de concentracdes elevadas de nitrito, fato que pode ocorrer
em situacbes onde o biofiltro esteja sobrecarregado. No entanto, essas trocas devem ser
realizadas com cuidado e parcimdnia para nao provocar alteragdes bruscas nos parametros da
agua, como pH e temperatura, que poderiam estressar ainda mais 0s peixes, assim como ndo

respeitar a sustentabilidade ambiental (Boyd, 2017).

2.2.3 - Fatores que influenciam na toxicidade dos compostos nitrogenados

O pH da &gua é um dos parametros mais relevantes para 0 manejo de sistemas aquicolas
e aquarios ornamentais, pois interfere diretamente na toxicidade de compostos nitrogenados
como amonia, nitrito e nitrato. Esses elementos fazem parte do ciclo do nitrogénio, que é um
processo indispensavel para garantir a qualidade da agua nesses ambientes. A seguir, sdo
apresentados os efeitos do pH sobre a toxicidade desses compostos e suas implica¢fes na satde
dos peixes (Boyd, 2017).

A amonia, presente na agua, ocorre sob duas formas distintas: a amonia ndo-ionizada
(NHs), extremamente toxica, € o ion amonio (NH4"), consideravelmente menos prejudicial. A
proporcao entre essas formas depende diretamente do pH. Em ambientes com pH mais alto
(alcalino), a maior parte da amonia assume a forma de NHs, aumentando os riscos de toxicidade.
Ja em pH mais baixo (4cido), prevalece o NH4*, o que reduz os efeitos nocivos a fauna aquatica
(Erickson, 1985).

A utilizagdo de NaCl ou CaCl, em sistemas aquicolas é uma pratica comum com o
objetivo de reduzir os efeitos tdxicos do nitrito de forma paliativa até que os animais se
recuperem ou alguma solucdo mais emergencial seja dada, como por exemplo a troca parcial
de agua. O cloreto (Cl") compete com esses compostos pelas vias de absor¢do nas branquias,
diminuindo a quantidade que entra na corrente sanguinea dos peixes e, consequentemente, a
sua toxicidade (Yanbo et al., 2006).

Além de sua funcdo na mitigacdo da toxicidade, o sal contribui para o equilibrio
osmotico dos peixes, ajudando-os a manter a homeostase em ambientes com condicGes
desafiadoras. Em niveis controlados, este oferece uma protecdo adicional contra os efeitos
adversos provocados por compostos nitrogenados em excesso (Baker, 2015). Sua adigdo
controlada em sistemas de cultivo denso pode aumentar a resisténcia dos animais a patdgenos,
um beneficio importante em sistemas com alta densidade populacional, pois 0s peixes excretam

mais muco fazendo uma protecdo mais efetiva na pele (Wang et al., 2023).
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2.3 - Teste de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade aguda s&o ferramentas essenciais na avaliacdo dos impactos de
substancias quimicas, poluentes e condicBes ambientais desfavoraveis sobre a salde dos
organismos aquaticos, especialmente durante fases iniciais de vida onde 0s organismos sdo mais
sensiveis, como a fase larval (Adams et al., 2025).

A partir dos testes de toxicidade é possivel estimar a concentragdo letal mediana (CLso),
método mundialmente padronizado pelas agéncias ambientais e instituicGes de pesquisa para
definicdo dos efeitos gerados por estressores a biota em condigdes laboratoriais controladas.
Roy et al. (2022) trabalhando com larvas de colisa lalia expostas ao cloreto de cadmio (25, 50,
75, 100 e 125 mg/L), relataram sensibilidade significativamente maior do que exemplares
adultos, com mortalidade ocorrendo em concentracbes bem mais baixas. Os resultados
destacam que diferentes fases de desenvolvimento possuem janelas de vulnerabilidade distintas,
sendo crucial adaptar os limites de seguranca a fase larval para prevenir impactos toxicos nas
fases mais sensiveis de vida.

Os testes de toxicidade também desempenham um papel central na ecologia, pois
fornecem dados cruciais sobre a seguranca de compostos quimicos, a eficacia do tratamento de
efluentes e o estado geral dos ecossistemas aquaticos. A relevancia desses testes se justifica por
diversos fatores: os peixes atuam como importantes bioindicadores da qualidade da &gua e da
integridade ambiental, ocupando posicdes estratégicas nas redes troficas e contribuindo para o
equilibrio ecologico. Assim, entender os efeitos de diferentes substancias sobre esses
organismos é fundamental para a analise de riscos ambientais, o estabelecimento de normas
regulatorias e o desenvolvimento de produtos com menor impacto ambiental (Schnick, 2010).

Os procedimentos utilizados nos testes de toxicidade aguda podem variar, sendo 0s mais
comuns os testes por imersdo, exposicdo em agua estatica, semi-estatica, fluxo continuo e
bioindicadores. No teste por imersdo, os peixes sdo colocados em contato com concentracdes
conhecidas da substancia a ser testada, e a mortalidade € monitorada ao longo de um periodo
que geralmente varia entre 24 e 96 horas. O teste de 96 horas é o padrdo mais utilizado e permite
determinar CLso, definida como a concentracdo responsavel por causar a morte de 50% dos
animais expostos. No teste de toxicidade aguda empregando o sistema estatico, 0s peixes
permanecem em aquarios com a substancia dissolvida sem renovacéao da agua, possibilitando a
observacdo de efeitos cumulativos. Nos testes semi-estaticos, 0s organismos sdo expostos a

diferentes concentracbes do composto em meio aquoso por um periodo determinado



23

(geralmente 24, 48, 72 ou 96 horas), com renovacao periddica da &gua de normalmente a cada
24 horas. Ja o teste em fluxo continuo os meios sdo renovados constantemente, mantendo a
exposicdo aos agentes toxicos ao longo dos testes. Por fim, os testes com bioindicadores
utilizam especies de peixes reconhecidamente sensiveis a poluentes, selecionadas por sua
relevancia ecoldgica e facilidade de manutengdo em laboratorio (Schnick, 2010).

As espécies de peixe mais frequentemente empregadas nesses testes incluem o peixe-
zebra (Danio rerio), “fathead minnow” (Pimephales promelas), o lebiste (Poecilia reticulata)
e medaka (Oryzias spp.) (Padilha et al., 2009; ABNT, 2016; Gao et al., 2017; OECD, 2025).
Os peixes citados sd@o muito utilizados devido a sua facilidade de reproducéo, ciclo de vida curto
e ao conhecimento detalhado da sua fisiologia (OECD, 2025). A tildpia (Oreochromis
niloticus), por sua vez, é amplamente usada em experimentos voltados para a aquicultura, dada
sua importancia econémica e facilidade de cultivo (Bona, 2021; Ortiz et al., 2022). Lembrando
que os testes de toxicidade voltados para a aquicultura deverdo ser realizados com a espécie
que desejamos introduzir na atividade. As diferentes fases de desenvolvimento também
deveriam ser testadas, pois a tolerancia pode variar de acordo com o desenvolvimento do
organismo. A tolerancia as variaveis fisico-quimicas da agua é espécie-especifica.

Segundo a NBR 14725 (ABNT, 2023), que versa sobre critérios de classificacdo de
substancias perigosas ao meio ambiente aquético, a analise dos resultados obtidos em testes de
toxicidade aguda se baseia em métodos estatisticos aplicados as mortalidades observadas em
diferentes concentracdes do agente testado.

Apesar de sua importancia cientifica, os testes de toxicidade aguda com peixes suscitam
preocupacoes éticas quanto ao bem-estar animal. Por esse motivo, € essencial que laboratorios
e instituicGes sigam protocolos éticos rigorosos, como os definidos pela Organizagédo para a
Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCDE) e outras diretrizes de protecdo aos animais
usados em experimentacdo (e.g. USEPA, ABNT, CEUA). Isso envolve a adoc¢do de préticas
que minimizem o sofrimento dos animais, assegurando sua utilizacdo de maneira ética e

responsavel (Pérez e Ortega, 2019).

2.4 - Estudo Histoldgico

A histologia é a ciéncia que estuda tecidos bioldgicos em nivel microscépico. Essa area
do conhecimento dedica-se a observacdo detalhada da estrutura e organizacdo celular dos
tecidos, permitindo a compreensdo das interacdes entre células e suas funcdes dentro dos 6rgaos

e sistemas. Os estudos histoldgicos sdao fundamentais em areas como biologia, medicina,
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medicina veterinaria e ciéncias biomédicas, oferecendo suporte tanto para o diagnostico de
doencas quanto para o entendimento de processos fisioldgicos e o desenvolvimento de terapias
(Lowe e Anderson, 2023).

No contexto dos testes de toxicidade aguda em peixes, a histologia é uma ferramenta
indispensavel para identificar alteracGes microscopicas em tecidos e 6rgdos expostos a agentes
toxicos. Essa técnica permite analisar com precisao os efeitos que as substancias exercem sobre
as estruturas celulares, possibilitando uma melhor compreenséo da resposta dos organismos a
poluentes ambientais e compostos quimicos (Khafaga, 2024).

Apbs os ensaios de toxicidade aguda, que visam avaliar os efeitos imediatos da
exposicdo a substancias toxicas, a analise histologica permite identificar lesbes em 6rgdos
vitais, sendo um marcador muito empregado em testes de toxicidade. A histologia também tem
papel importante na deteccdo de efeitos subletais. Mesmo que 0s peixes ndo apresentem
mortalidade visivel ap0s a exposicao, e possivel identificar, por meio da analise histologica,
danos subclinicos que afetam funcdes vitais, como a respiracdo efetuada pelas branquias. As
lesGes teciduais, embora invisiveis externamente, podem comprometer a saude dos animais ao
longo do tempo, sendo a histologia um recurso valioso para detectar precocemente esses
impactos (Arellano et al., 1999).

A anéalise comparativa de tecidos tambem permite avaliar os efeitos de diferentes
substancias sobre os peixes. Ao examinar em detalhe as les6es causadas por diversos agentes
toxicos, 0s pesquisadores podem determinar quais compostos sdo mais agressivos, bem como
as concentracfes associadas aos danos. Essas informacfes também sdo essenciais para a

formulacdo de normas regulatdrias e para pesquisas em ecotoxicologia (Mudliar et al., 2025).

2.5 - Nivel de Seguranca

Os testes de toxicidade aguda tém como objetivo principal determinar limites seguros
de exposicdo a substancias quimicas, utilizando indicadores como a CLso durante um periodo
especifico (normalmente 96 h) (OECD, 2025). Apés a obtengdo da CLso, aplica-se um fator de
seguranca para calcular a concentracao considerada segura para o ambiente (PNEC), garantindo
a protecdo de organismos sensiveis. Comumente, utiliza-se um fator de 0,1 (ou 1/10 da CLso)
para organismos aquaticos, embora valores mais restritivos possam ser aplicados em casos de
alta toxicidade ou presenca de compostos persistentes. Assim, o nivel de seguranca é

determinado pela formula NS = CLso x F, onde F representa o fator de seguranga adotado. Esse
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método assegura que o nivel admitido esteja bem abaixo da toxicidade observada em
laboratorio (Sprague, 1971).

Em sistemas de aquicultura, observar o nivel de seguranga com base CLso ¢ no fator de
aplicacdo é fundamental para evitar eventos toxicos acidentais. Por isso, é essencial que
laboratorios sigam protocolos padronizados (como os da OECD, EPA, ABNT), além de
registrar condi¢cdes ambientais detalhadas durante o ensaio, garantindo a reprodutibilidade e a
relevancia dos resultados (OECD, 2025).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais
O objetivo deste estudo é estimar a tolerancia do colisa lalia (Trichogaster lalius) aos
compostos nitrogenados, nitrito e amdnia, considerados como principais agentes toxicantes nos

sistemas aquicolas. Alem de avaliar os efeitos deletérios causados as branquias dos peixes.

4.2 Obijetivos especificos

e Estimar os niveis de seguranca em larvas de colisa lalia (Trichogaster lalius) expostos
a diferentes concentracBes de amonia (total e ndo-ionizada) e nitrito;

e Descrever as principais alteracdes histopatoldgicas nas branquias de larvas de colisa
lalia (Trichogaster lalius) expostos a diferentes concentragcdes de aménia (na forma total

e ndo-ionizada) e nitrito.
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Resumo

A piscicultura ornamental desempenha um papel significativo no setor aquicola do Brasil.
Dentre as espécies cultivadas, o colisa lalia, Trichogaster lalius, se destaca pelo valor
econdmico e pela popularidade entre os aquaristas. No entanto, a deterioracdo da qualidade da
agua, particularmente o acumulo de compostos nitrogenados como a ambnia e o nitrito,
representa uma ameaca importante a satde dos peixes. Este estudo teve como objetivo avaliar
a tolerancia, por meio de testes de toxicidade aguda a amonia e ao nitrito, na fase larval de T.
lalius, utilizando os dados de mortalidade para estimativa da concentracdo letal mediana em 96
horas (CLs0-96h) e analisar alteracBes histopatologicas nos tecidos branquiais. Os testes de
toxicidade aguda foram realizados em sistema semi-estético, sob condi¢cBes laboratoriais
controladas. Foram utilizados 240 animais (peso médio de 0,0542 g) divididos em 24
recipientes de 1,5 L, em duplicata. Os valores de CLso foram estimados a partir das mortalidade
registradas ao longo das 96 h de exposic¢do por meio do aplicativo Trimmed Spearman-Karber.
Os resultados mostraram um aumento progressivo da mortalidade com o aumento nas
concentragdes testadas de ambos os compostos nitrogenados. As CLso obtidas em 96 horas
foram de 3,04 N-AT e 0,30 mg/L N-NHs e 2,35 mg/L N-NO2", com niveis de seguranga
estimados em 0,030 mg/L N-NHs e 0,23 mg/L N-NO2, respectivamente. As analises
histoldgicas revelaram alteracdes significativas nas branquias, como fusdo lamelar, hiperplasia
e hipertrofia epitelial, descolamento epitelial e dilatacdo do seio sanguineo. Essas lesdes foram
mais severas e frequentes nas concentracdes mais elevadas dos compostos. Os resultados
reforcam a importancia do controle rigoroso da qualidade da dgua na aquicultura ornamental,
especialmente no que se refere aos compostos nitrogenados, que podem comprometer

severamente a sobrevivéncia e 0 bem-estar dos peixes em estagios iniciais de desenvolvimento.

Palavras-chave: Qualidade da agua, Histopatologia, Peixes ornamentais, CLso, Estagio larval,

Branquia.
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Abstract

Ornamental aquaculture plays a significant role in Brazil’s aquaculture sector. Among the
species cultured, the dwarf gourami, Trichogaster lalius, stands out for its economic value and
popularity among aquarists. However, the deterioration of water quality, particularly the
accumulation of nitrogenous compounds such as total and un-ionized ammonia and nitrite,
represents a major threat to fish health. This study aimed to evaluate tolerance through acute
toxicity tests with ammonia and nitrite during the larval stages of T. lalius, using mortality rates
to determine the 96-hour median lethal concentration (LCso) and to analyze histopathological
alterations in gill tissues. The tests were conducted in duplicate under controlled laboratory
conditions, using 240 animals (average weight 0.0542 g) distributed across 24 containers of 1.5
L. LCso values were estimated using the Trimmed Spearman-Karber method. The results
showed a progressive increase in mortality with higher tested concentrations of both
nitrogenous compounds. The 96-hour LCso values were 3.04 mg/L N-AT and 0.30 mg/L N-
NH; for ammonia, and 2.35 mg/L N-NO-~ for nitrite, with estimated safe levels of 0.030 mg/L
N-NHs and 0.23 mg/L N-NO-", respectively. Histological analyses revealed significant gill
alterations, including lamellar fusion, epithelial hyperplasia and hypertrophy, epithelial
detachment, and dilation of the blood sinus. These lesions were more severe and frequent at
higher compound concentrations. The results reinforce the importance of rigorous water quality
management in ornamental aquaculture, particularly regarding nitrogenous compounds, which

can severely compromise survival and welfare during the early developmental stages of fish.

Keywords: Water quality, Histopathology, Ornamental fish, LCso, Larval stage, Gill.
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1. INTRODUCAO

O mercado global de peixes ornamentais movimenta bilhdes de ddlares e envolve cerca
de 125 paises, com a comercializacdo de mais de 2.500 espécies, sendo a maioria de dgua doce.
No entanto, ndo h4 como mensurar com precisdo a producdo dessa atividade, pois faltam
métodos padronizados e amplamente aplicaveis para quantificar os volumes produzidos. Além
disso, as estatisticas disponiveis sobre o setor sdo baseadas, em grande parte, em estimativas
histdricas imprecisas, o que também dificulta calcular de forma confidvel o montante financeiro
movimentado por esse mercado (Msukwa et al., 2025). Apesar da escassez de dados atualizados
sobre o comércio internacional de aquariofilia, o valor foi estimado em 15 bilhGes de d6lares
(Ladisa, 2017).

A producéo de peixes ornamentais no Brasil, no ano de 2024, representa uma atividade
de significativa relevancia econdmica, social e ambiental. O pais esta entre os principais
produtores e exportadores globais desse tipo de pescado, com destaque para a regido da Zona
da Mata, em Minas Gerais, onde a atividade mobiliza centenas de familias, promovendo o
desenvolvimento da economia local, especialmente em propriedades rurais de pequeno porte e
gestdo familiar. Esse segmento produtivo atrai interesse ndo apenas por sua capacidade de
geracdo de empregos, mas também pelo baixo investimento inicial necessario e pela sua
viabilidade em pequenas propriedades, constituindo uma alternativa econémica importante para
comunidades rurais (Tribuna de Minas, 2024).

No Brasil, a producdo de peixes ornamentais em cativeiro foca principalmente em
espécies de agua doce, tanto nativas quanto exdticas. Entre as mais criadas estdo o guppy
(Poecilia reticulata), o peixe-zebra (Danio rerio), bettas (Betta splendens), platies
(Xiphophorus maculatus), além de espécies nativas como o tetra-néon (Paracheirodon
axelrodi), cascudos (Hypostomus), acara-disco (Symphysodon) e acara-bandeira (Pterophyllum
scalare). Dentre as espécies introduzidas, destaca-se a colisa lalia (Trichogaster lalius), também
conhecida como gourami-ando, que tem ganhado espaco na criacdo por sua reproducdo
relativamente simples e beleza marcante (Araujo, 2021).

O termo Trichogaster tem origem grega, sendo formado pelos termos "tricho™ (cabelo)
e "gaster” (estbmago), em referéncia as longas nadadeiras peitorais, finas como fios. Os peixes
desse género pertencem a Familia Osphronemidae e integram a Subordem Anabantoidei,

Ordem Perciformes. Os anabantideos sdo conhecidos por possuir um Orgao respiratorio
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denominado labirinto, que permite a respiracdo de ar atmosférico facultativa. Essa adaptacéo
o0s torna aptos a sobreviver em ambientes de baixa oxigena¢do, como pantanos e aguas paradas
(Tate et al., 2017). A Familia Osphronemidae também tem como representante conhecido o
betta ou peixe de briga, B. splendens. Ambas espécies sdo originarias do Sudeste Asiatico.

A espécie T. lalius, de origem asiatica, geralmente atinge de 5 a 7 centimetros de
comprimento, 0 que a torna adequada para aquarios menores ou comunitarios. Seu porte
reduzido, aliado a um comportamento ativo e sociavel, contribui para sua popularidade entre
aquaristas. A morfologia corporal ovalada e ligeiramente comprimida lateralmente favorece a
movimentacao entre plantas aquaticas e facilita o acesso a superficie para respiracdo aérea.
Essas caracteristicas fazem dessa espécie uma escolha frequente em aquéarios decorativos (Tate
etal., 2017).

Apesar da elevada tolerancia dos peixes da familia Osphronemidae as variagdes dos
parametros fisico-quimicos da dgua, o monitoramento da qualidade da dgua é uma condicéo
obrigatéria para o bem-estar dos animais e sucesso da atividade aquicola. Dentre as principais
variaveis de qualidade de agua destacam-se o oxigénio dissolvido, o pH, a temperatura, a
alcalinidade e 0s compostos nitrogenados.

Devido a sua elevada toxicidade para 0s organismos aquaticos, 0S COmpostos
nitrogenados exercem influéncia direta na producdo aquicola, uma vez que afetam
significativamente a qualidade da agua e, consequentemente, 0os animais cultivados. Em
diversos sistemas de cultivo, o acimulo de amoénia total (NH4*, NHs ou AT) e nitrito (NO>")
pode ocorrer naturalmente, e, dependendo das concentracdes atingidas pode provocar efeitos
deletérios, comprometendo o crescimento, o bem-estar e até mesmo a sobrevivéncia dos
organismos cultivados (Araujo, 2021).

A amoénia total, considerada o composto nitrogenado mais prejudicial aos organismos
aquaticos, € gerada a partir de fontes antropogénicas, decomposicdo de matéria organica, como
restos de racdo e excretas (EPA, 2013). Sob condicbes de pH elevado e temperaturas altas, a
forma nédo-ionizada da aménia (NHs) torna-se mais presente, podendo causar estresse, danos
branquiais e mortalidade. Estudos apontam que concentragdes superiores a 0,02 mg/L j& sdo
prejudiciais para peixes ornamentais, especialmente em sistemas com controle limitado de
qualidade da agua (Affonso-Rantin, 2005; Boyd, 2015).

O nitrito, composto intermediario da nitrificacdo, também € altamente toxico por sua
interferéncia na capacidade dos peixes de transportar oxigénio no sangue. Essa condicéo,

conhecida como metemoglobinemia ou “doenga do sangue marrom”, compromete o suprimento
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de oxigénio aos tecidos. Espécies ornamentais de pequeno porte sdo particularmente
vulneréveis, exigindo controle rigoroso do nitrito por meio de filtracdo biolégica eficiente ou
trocas frequentes de agua (Francis-Floyd, 2009).

Considerando o alto potencial toxico da aménia e do nitrito para oS organismos
aquaticos, os testes de toxicidade realizados em ambiente controlado de laborat6rio se mostram
bastante Uteis, pois ajudam a identificar os limites seguros de exposicdo, como forma de
prevencdo, especialmente quando pensamos no bem-estar dos animais mantidos em sistemas
de producdo. Com base nos dados gerados por esses testes, torna-se possivel acompanhar 0s
niveis dessas substancias na agua e evitar que se atinja concentracdes capazes de causar efeitos
subletais ou até mesmo letais (Kajimura et al, 2023; Baldisserotto, 2025).

A realizacdo desses ensaios também € relevante para evitar o acimulo de substancias
até atingirem niveis toxicos nos sistemas de cultivo. Isso se aplica especialmente a aquicultura
intensiva, onde a densidade de estocagem e 0 uso recorrente de insumos e compostos quimicos
para controle sanitario podem favorecer a concentracdo de residuos, afetando o sistema
imunoldgico dos peixes, o desenvolvimento, reproducéo e até mesmo a taxa de sobrevivéncia
(Mount e Norberg, 1984; Hernando et al., 2001).

Conforme descrito nas diretrizes da OECD (2025), os testes de toxicidade aguda em
peixes desempenham um papel fundamental no estabelecimento de politicas publicas e na
formulacdo de normas especificas de qualidade da agua, inclusive no contexto da aquicultura
ornamental. Os dados obtidos nestes ensaios, como a estimativa da concentracao letal mediana
(CLso), fornecem subsidios técnicos que orientam tanto produtores quanto 6rgaos reguladores.
Isso permite um controle mais eficaz da qualidade da agua, prevenindo episédios de toxicidade
que possam afetar a salde dos animais e comprometer a viabilidade da atividade produtiva
(OECD, 2025).

A aplicacdo de testes de toxicidade € essencial dentro das praticas da aquicultura, uma
vez que analises fisico-quimicas tradicionais da agua ndo conseguem, por si sO, indicar 0s
efeitos reais de substancias toxicas sobre 0s organismos. Esses testes, de curta duracdo, utilizam
a taxa de mortalidade como principal parametro para avaliacdo dos impactos, permitindo a
estimativa da CLso - concentracéo responsavel pela morte de 50% dos organismos testados em
determinado intervalo de tempo. Para além da letalidade imediata, os dados obtidos também
subsidiam analises de seguranca em exposic¢6es prolongadas (nivel de seguranca). A associacao
com técnicas histopatoldgicas e outros biomarcadores (e.g. genéticos, proteicos e metabolicos)

amplia a precisdo dessas avaliagdes, tratando, prevendo e revelando lesdes celulares em 6rgéos
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vulneréveis. Através da microscopia € possivel identificar danos estruturais provocados por
agentes toxicos, promovendo uma compreensdo mais abrangente dos efeitos deletérios
causados por estes nos organismos cultivados (Kumar et al., 2021; Zhou et al., 2023).

O presente estudo teve como objetivo estimar a tolerancia de larvas de colisa lalia
(Trichogaster lalius) a exposicdo a diferentes concentracdes de amonia (total e ndo ionizada) e
nitrito, bem como determinar niveis seguros desses compostos. Além disso, buscou-se
descrever as principais alteracdes histopatologicas observadas nas branquias dos organismos
expostos, visando compreender os efeitos deletérios desses poluentes sobre a estrutura e a
fungdo branquial.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Manutencao dos animais pré-experimento

Salientamos que o0s procedimentos envolvendo animais foram conduzidos em
conformidade com as diretrizes estabelecidas pelo Decreto n° 6.899/2009 e pela Lei Arouca n°
11.794/2008, que regulamentam o uso cientifico de animais no Brasil. O projeto experimental
foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) e recebeu
aprovacao conforme protocolo n® 274/2024.

O experimento foi conduzido no laboratério de maricultura pertencente ao LAQUA
(Complexo de laboratérios de aquicultura), localizado nas dependéncias da Escola de
Veterinaria. Os peixes foram obtidos de um produtor da Zona da Mata mineira com duas
semanas de idade e com média de peso de 0,0542 g. Durante o periodo pré-experimental, 0s
animais foram mantidos em um reservatério com capacidade de 20 litros, equipado com
aquecedor com termostato, ajustado para manter a temperatura constante de 28°C, além de
contar com sistema de aeracao continua por meio de difusores de ar. Nessa etapa de aclimatacao
0S animais ndo possuiam mais reserva vitelinica, sendo necessario o fornecimento de
alimentacdo exdgena com artémia salina recém eclodida duas vezes ao dia. Os principais
parametros de qualidade da agua - incluindo temperatura, pH, oxigénio dissolvido e percentual

de saturacdo - foram monitorados diariamente ao longo de cinco dias.

2.2. Teste de toxicidade aguda
As solucdes utilizadas para os testes de amdnia total (AT) e nitrito (NO2) foram

preparadas a partir de substancias de grau analitico, utilizando cloreto de aménio P.A. (Merck®)
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e nitrito de sodio P.A. (Merck®), respectivamente. As concentracdes finais desses compostos
foram definidas com base em ensaios preliminares de toxicidade aguda. Esses testes sdo
fundamentais para determinar a faixa letal a ser empregada nos testes de toxicidade aguda
definitivos.

Os testes de toxicidade aguda definitivos foram realizados com 240 exemplares de T.
lalius com 14 dias de idade, apresentando peso médio de 0,0542 g e acondicionados em 24
recipientes plasticos atdxicos com volume de 1,5 litros. Cada unidade experimental foi
composta por 10 peixes, em conformidade com os critérios estabelecidos pela OECD (1992) e
ABNT (2016). Foram avaliadas cinco concentragdes crescentes de amonia (5, 20, 35, 50 65
mg/L N-AT) e de nitrito (10, 30, 50, 70, 90 mg/L N-NOy"), além de um grupo controle isento
de compostos tdxicos, todos realizados em duplicata. As analises ocorreram em estufa
climatizada, utilizada para controle de demanda bioguimica de oxigénio (DBO),
proporcionando um ambiente experimental estavel.

Os animais do teste ja ndo possuiam reserva vitelinica, portanto foi ofertada alimentacéo
exogena de 5 artémias salinas por individuo 30 minutos antes da troca de agua.

A adocdo de protocolos padronizados garantiu a consisténcia e a confiabilidade dos
dados, permitindo uma avaliacdo precisa dos efeitos das substancias testadas sobre os
organismos. As condi¢gdes ambientais controladas dentro da estufa contribuiram para reduzir
interferéncias externas que poderiam comprometer a qualidade dos resultados obtidos.

A mortalidade foi utilizada como parametro principal para avaliacdo da toxicidade dos
compostos nitrogenados. Durante as primeiras 12 horas do ensaio, 0s peixes foram monitorados
a cada 15 minutos, passando para intervalos de 30 minutos nas 12 horas seguintes. A partir do
segundo dia, as observacdes foram realizadas com frequéncia horaria, ou seja, a cada hora. Os
individuos eram considerados mortos quando ndo apresentavam resposta a estimulos mecanicos
aplicados com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e permaneciam imdveis no fundo do
recipiente, sem qualquer sinal de movimento.

Os dados de mortalidade foram utilizados para a estimativa das CLsg em 96 horas de
exposi¢ao a amonia e ao nitrito, por meio do “software” Trimmed Spearman-Karber (Hamilton
etal., 1977). As CLso-96h foram empregadas para a estimativa dos niveis de seguranca descritos

por Sprague (1971).
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2.3. Qualidade de agua

A cada 24 horas, foram realizadas medicGes de pH, oxigénio dissolvido (OD) e
temperatura em todas as unidades experimentais, utilizando um medidor portéatil de pH (Hanna,
modelo HI 98130) e um oximetro portétil (Hanna, modelo HI 9146). Para a analise dos niveis
de amdnia e nitrito, foram coletadas amostras de 10 mL no momento das renovagdes dos meios
experimentais e posteriormente analisadas em um espectrofotémetro de feixe tnico (HACH,
modelo DR/2010). Essas medigdes tiveram como finalidade verificar se as concentragdes reais
dos compostos tdxicos estavam de acordo com os valores nominais previamente estabelecidos,

assegurando a precisdo e a confiabilidade na preparacao das solucdes testadas.

2.4 Amonia ndo ionizada (NHs)

A quantificacdo da amonia ndo-ionizada a partir dos valores de AT foi realizada
utilizando a equacéo descrita por Emerson et al. (1975), a qual considera como variaveis 0s
dados de temperatura e pH registrados em cada unidade experimental. Essa metodologia é
essencial, uma vez que a forma ndo-ionizada da amonia representa 0 maior risco toxicolégico

para 0s organismos aquaticos, sendo sua concentracdo altamente dependente das condicdes

ambientais.
NH;Livre %) = 100
Amonia total 272992 4 °
o [0,090104- e J pH
Onde:
T = Temperatura do meio (°C)
pH = pH do meio
2.5. Histologia

A técnica de andlise histoldgica foi aplicada com o objetivo de avaliar os efeitos lesivos
decorrentes da exposicdo aguda a amdnia em juvenis da espécie T. lalius. Durante o periodo
experimental, que teve duracdo de 96 horas, foram coletados aleatoriamente 10 exemplares de

cada tratamento de amdnia e de nitrito.
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O tratamento das amostras bioldgicas seguiu a técnica descrita por Luna (1968). De
forma resumida, os peixes foram fixados inteiros em solugdo de Bouin por um periodo de 12
horas e, em seguida, transferidos para alcool a 70%. O processamento histologico convencional
envolveu as etapas de desidratacdo em concentragdes crescentes de alcoois, diafanizacdo em

xilol e posterior inclusdo dos espécimes em blocos de parafina (Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6).

Figura 4. Procedimento de infiltracdo do material biolégico em parafina (Fonte: Milena
Sales).

Figura 5. Procedimento para fixar o material em bloco de parafina (Fonte: Milena Sales).
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Figura 7. Montagem das laminas histologicas apos coloracdo com hematoxilina e eosina
(Fonte: Milena Sales).

Os cortes histoldgicos foram obtidos com o auxilio de um micrétomo (Hyrax M15,
Zeiss) gerando secdes com espessura de 5 pm. As laminas foram entdo montadas em porta-
objetos de vidro e submetidas a coloracdo pela técnica de hematoxilina-eosina. Esse método
permitiu distinguir com eficiéncia os diferentes componentes celulares e estruturais dos tecidos
(Fig. 7).

Apos a confeccdo das laminas histolégicas procedeu-se a observacdo dos tecidos em
microscopio (Nikon eclipse 50i) visando a deteccao de possiveis histopatologias nas branquias.

Fotomicrografias foram obtidas a partir do “software” Image J. Os tecidos foram fotografados
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com camera acoplada ao microscopio, incluindo uma escala gréfica para calibragdo de 100
micrémetros.

As imagens obtidas foram processadas no software “Imagel”. Primeiramente foi
ajustada a escala (pixels para mm) por meio do comando “Set Scale”, com base na régua
presente na imagem. Em seguida, cada branquia foi delimitada manualmente e a area interna
foi obtida pelo comando Measure, que retorna valores da area em unidade calibrada (mm?2).
Dessa forma foi analisado o nimero de cada tipo de lesdo por area (mm2) branquial presente
nas fotografias.

As alteracBes histopatoldgicas foram avaliadas de forma qualitativa, com base na
classificagdo proposta por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994), que categoriza as lesdes em
trés estagios distintos:

° Estagio I: alteracOes leves, que ndo interferem no funcionamento normal do

Orgao afetado;

° Estagio 11 lesbes mais intensas, com impacto negativo sobre a funcionalidade
do 6rgéo;
° Estagio IlI: alteragcbes graves, de carater irreversivel, que comprometem de

forma permanente a estrutura e o desempenho do 6rgéo.

Das lesdes encontradas foram consideradas de Estdgio 1: hiperplasia, hipertrofia,
descolamento epitelial, e dilatacdo do seio sanguineo. A fusdo lamelar foi classificada como
Estagio Il. Nao houveram lesdes de Estagio I11.

Foram selecionadas aleatoriamente branquias de cinco exemplares por concentracdo. As
lesbes identificadas foram quantificadas, e a media obtida para cada tipo de alteracdo serviu
como base para classificar sua frequéncia: valores entre 0 e 5 foram considerados raros; entre 5

e 10, pouco frequentes; de 10 a 15, frequentes; e acima de 15, muito frequentes.

2.6 Andlise estatistica

As médias das variaveis fisico-quimicas da agua foram testadas quanto a normalidade e
homogeneidade de variancias (homocedasticidade) e, posteriormente, submetidas a analise de
variancia (ANOVA), seguida do teste de comparacGes multiplas de Tukey, utilizando-se o
“software” PAST, versdo 3.14. A analise de amostras que ndo foram normais foram testadas
pelo método de Kruskal-Wallis, um teste ndo paramétrico usado para comparar as medianas de

trés ou mais grupos independentes utilizando o mesmo “software” PAST.



42

Para o calculo das concentrages letais medianas (CLso) nos periodos de 24, 48, 72 e 96
horas, bem como dos respectivos intervalos de confianga a 95%, foi empregado o “’software”
Trimmed Spearman-Karber, conforme descrito por Hamilton et al. (1977). Os niveis de
seguranga foram calculados de acordo com Sprague (1971).

3. RESULTADOS

3.1. Qualidade de agua

A concentracdo de amonia apresentou uma progressdo clara e significativa, com
aumento consistente entre os tratamentos, de 0 mg/L (controle) até 65,27 + 0,66 mg/L AT. Para
todos os tratamentos, a temperatura permaneceu estavel, com médias entre 26,95 + 0,07°C e
27,7 £0,28°C, sem diferencas estatisticamente significativas. Os niveis de oxigénio dissolvido
(5,94 £0,42 26,78 + 0,27 mg/L) e a saturacdo na dgua (80,63 £ 5,84% a 92,9 + 3,68%) também
ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas. O pH mostrou diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos. No controle, o pH foi 8,3 (percentil 25-75:
8,30-8,30), na concentracdo 5 mg/L AT foi de 8,3 (percentil 25-75: 8,20-8,30), em 20 e 50 mg/L
AT foi 8,20 (percentil 25-75: 8,20-8,20), em 35 mg/L AT foi de 8,25 (percentil 25-75: 8,30-
8,30) e em 65 mg/L AT foi de 7,90 (percentil 25-75: 7,90-7,90). Os dados sugerem que,
enquanto a temperatura, o oxigénio dissolvido e a saturacdo se mantiveram estaveis, o pH foi o

principal parametro afetado pelos niveis crescentes de AT (Tabela 1).

Tabela 1. Média (x desvio padrdo) e mediana (percentis 25 e 75) das variaveis da
gualidade de agua e concentracdo real para a amonia total (AT) durante 96 h de

experimento de toxicidade aguda com Trichogaster lalius.

Conc. Nominal Conc. Realde Conc.de N-  Temperatura* OXxigénio*

Saturacdo*

de AT (mg/L) N-AT*(mg/L) NHs* (mg/L) (°C) (mg/L) (%) pH**
0 0+0? 0+0? 27,38+0,34*  6,09+0,43° 83,55+6,13% 8,30 (8,30-8,30)*
5 5,11+0,46" 0,517+0,03° 27,28+0,28°  5,94+0,42° 80,63+5,84% 8,30 (8,20-8,30)*
20 20,53+0,37¢ 1,606+0,03¢ 27,05+0,07°  6,7310,24° 92,9+3,68° 8,20 (8,20-8,20)®
35 36,46+2,18°  3,078+0,56" 27,740,28°  6,62+0,45% 87,5+5,23% 8,25 (8,20-8,30)®
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50 49,94+0,89°  3,965+0,02° 27,4%0,0° 6,44+0,09° 83,8+0,14% 8,20 (8,20-8,20)®

65 65,27+0,66"  2,576+0,17™  26,95+0,07* 6,78+0,27*  88,45+3,61* 7,90 (7,90-7,90)"

*Médias com diferentes letras indicam diferenca significativa pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).
**Mediana com diferente letra indicam diferenca significativa pelo teste de Kruskal Wallis

As concentragdes de nitrito aumentaram gradualmente entre os tratamentos, de 0 mg/L
(controle) para 89,74 + 1,44 mg/L N-NO>" no tratamento mais elevado. A andlise estatistica
indicou diferencas significativas entre todas as concentragdes (p < 0,05). Essa progresséo
consistente reflete um controle experimental bem estruturado e permite uma avaliagao clara dos
efeitos do nitrito nas variaveis de qualidade da agua.

A temperatura permaneceu constante em todos os tratamentos, variando de 27,1 %
0,21°C no controle a 27,58 £ 0,0°C no tratamento 90 mg/L N-NO.". Nao houve diferencas
significativas entre os grupos. Os niveis médios de oxigénio dissolvido apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05), aumentaram gradativamente de 5,84 + 0,19 mg/L no controle para
7,08 = 0,01 mg/L no tratamento mais elevado (90 mg/L N-NOy). A saturacdo de oxigénio
também apresentou um aumento progressivo, de 79,19 + 2,46% no controle para 95,05 + 0,0%
no tratamento mais elevado (90 mg/L N-NOy’), com diferenga significativa no ultimo grupo (p
< 0,05). Os valores de pH oscilaram entre 8,40 no controle e 8,15 no tratamento com 70 mg/L
N-NO-", mas apresentaram uma leve recuperacgéo para 8,30 no tratamento 90 mg/L N-NO_". As
medianas indicaram diferencas estatisticamente significativas (teste de Kruskal-Wallis, p <

0,05) apenas em alguns grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Média (x desvio padrdo) e mediana (percentis 25 e 75) das variaveis da
gualidade de agua e concentracdo real para a nitrito (N-NO2-) durante 96 h de

experimento de toxicidade aguda com Trichogaster lalius.

Conc. nominal ~ Conc. real do Temperatura*® Oxigénio* Saturacdo*

**
de NO, (mg/L)  NOz* (mg/L) (°C) (mg/L) (%) pH
0 0+0? 271+0,21°  584%0,19°  79,19+2,46° 8,40 (8,40-8,40)"
10 10,35+0,76" 27,140,23°  6,07+0,28®  81,79+3,68° 8,40 (8,20-8,40)™

30 30,13+1,11° 27,23+0,42° 6,37+0,28™° 83,2+10,11* 8,40 (8,40-8,40)®
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50 50,71+1,62° 27,25+0,49° 6,82+0,53" 90,2+6,65° 8,35 (8,30-8,40)®
70 70,18+2,21° 27,4+0,14° 6,99+0,39° 90,85+7,57* 8,15 (8,10-8,20)®
90 89,74+1,44 27,58+0,0° 7,08+0,01° 95,05+0,0° 8,30 (8,30-8,30)"

*Médias com diferentes letras indicam diferenca significativa pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey
(p<0,05). **Mediana com diferente letra indicam diferenca significativa pelo teste de Kruskal Wallis.

3.2. CLsg e Nivel de seguranca

Os dados indicam que tanto a aménia quanto o nitrito apresentam toxicidade
significativa para T. lalius, com valores de CLso diminuindo ao longo do tempo de exposigao.
A CLsg para amonia reduziu de 10,14 mg/L N-AT em 24 h para 3,04 mg/L N-AT em 96 h,
enquanto que, para o nitrito, a CLso variou de 16,95 mg/L N-NO2 (24 h) a 2,35 mg/L N-NOz
(96 h) (Tabelas 3 e 4).
Tabela 3. Valores estimados de CLso de amonia total (N-AT) e ndo-ionizada (N-NHz3)
(mg/L) e o nivel de seguranca (N-NHz3) para Trichogaster lalius em 96 horas de exposi¢cdo

aguda.

Tempo de Exposicdo CLsp N-AT CLsy N-NHs Nivel de Seguranca

(h) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
24 10,14

48 5,16

72 3,47

96 3,04 0,30 0,03

Tabela 4. Valores estimados de CLso de nitrito (NO2) e o nivel de seguranga para

Trichogaster lalius em 96 horas de exposicédo aguda.

Tempo de CLsode Nivel de
Exposicéo Nitrito Segurancga
(h) (mg/L N-NO2)  (mg/L N-NO2)
24 16,95
48 6,38
72 2,35

96 2,35 0,23
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Nas tabelas 5 e 6 é possivel comparar a sensibilidade de T. lalius em relacdo a outras

espécies de dgua doce e de dgua salgada.

Tabela 5. Valores estimados de CLso de amonia ndo-ionizada (NHs) de diferentes espécies

de peixes.
Espécie Estéagio Salinidade Clso96h NHs Bibliografia
(9/L) (mg/L)

Trichogaster lalius Larva 0 0,3 Presente trabalho
Amphiprion ocellaris Juvenil 0 0,75 Medeiros et al. (2016)
Betta splendens Adulto 0 1,7 Kajimura et al. (2023)
Trachinotus marginatus  Juvenil 5 0,66 Costa et al. (2008)
Rachycentron canadum  Juvenil 22 1,13 Rodrigues et al. (2007)
Mugil platanus Juvenil 0 0,58 Sampaio et al. (2002)
Oncorhynchus gilae Juvenil 0 0,47 Fuller et al. (2003)
Paralichthys orbignyanus Juvenil 0 0,19 Bianchini et al. (1996)

Tabela 6. VValores estimados de CLso de nitrito (NO>) de diferentes espécies de peixes.

Espécie Estégio Salinidade (/L) 0 O Bibliografia
(mg/L)
Trichogaster lalius Larva 0 2,35 Presente trabalho
Amphiprion ocellaris Juvenil 0 108,8 Medeiros et al. (2016)
Betta splendens Adulto 0 343,6 Kajimura et al. (2023)
Trachinotus marginatus  Juvenil 5 39,94 Costa et al. (2008)
Rachycentron canadum  Juvenil 22 >290 Rodrigues et al. (2007)
Oreochromis niloticus ~ Juvenil 0,07 44,67 Yanbo et al. (2006)
Mugil platanus Juvenil 0 1,5 Sampaio et al. (2002)
Oncorhynchus gilae Juvenil 0 10 Fuller et al. (2003)
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Paralichthys ] ] o
) Juvenil 0 24,01 Bianchini et al. (1996)
orbignyanus

3.3. Histopatologia
O estudo histoldgico de T. lalius expostos as concentracdes crescentes de amonia e
tratamento controle € apresentado na Figura 8.



47

SR N R »

Figura 8. Fotomicrografia mostrando as alteracdes histoldgicas de branquias de colisa lalia
expostas as concentracdes de amoénia e tratamento controle. Em 8A (tratamento controle),
observam-se branquias com arquitetura lamelar bem preservada, apresentando lamelas secundarias
integras, organizadas e sem sinais evidentes de alteracdes histopatoldgicas. Em 8B (50 mg/L N-
AT) revela hipertrofia epitelial (seta branca) e dilatacdo do seio sanguineo (traco preto), indicando
alteracOes associadas a exposicdo a concentracdes elevadas de amonia. Em 8C, tratamento amonia
65 mg/L N-AT, observa-se fusdo lamelar (cabeca de seta preta). Em 8D (65 mg/L N-AT), observa-
se descolamento epitelial (seta preta).

Na Figura 9 sdo mostradas as branquias de T. lalius expostos as concentragdes crescentes

de nitrito e tratamento controle.
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Figura 9. Fotomicrografia mostrando as alteracdes histoldgicas de branquias de colisa lalia
expostas as concentracdes crescentes de nitrito e tratamento controle. Em 9A é possivel visualizar
as branquias saudaveis de colisa do tratamento controle. Em 9E (70 mg/L N-NOy’), nota-se
descolamento do epitélio lamelar (seta preta), indicando comprometimento estrutural das lamelas
em resposta a exposi¢ao ao nitrito. Em 9F (70 mg/L N-NOz) mostra simultaneamente hipertrofia
epitelial (seta branca) e dilatacdo do seio sanguineo (traco). Em 9G (90 mg/L N-NOy), a leséo
predominante é a fusdo lamelar (cabeca de seta preta), representando um agravamento das
alteracdes morfoldgicas em niveis mais altos de exposicéao.

Nos tratamentos com aménia, a fusdo lamelar foi classificada como muito frequente (+++)
nas amostras 20 mg/L, 35 mg/L, 50 mg/L e 65 mg/L N-AT, sendo ausente (0) nas amostras 5 mg/L
N-AT e na condicdo controle (C). A hiperplasia epitelial lamelar foi observada como rara (0+) nas
amostras 5 mg/L e 20 mg/L N-AT, e pouco frequente (+) em 35 mg/L, 50 mg/L e 65 mg/L N-AT,
com auséncia no controle. A hipertrofia esteve presente em todas as concentracdes, sendo pouco
frequente (+) nas amostras C e 5 mg/L N-AT, frequente (++) nas concentra¢es 20 mg/L, 35 mg/L
e 50 mg/L N-AT, e muito frequente (+++) na concentracdo de 65 mg/L N-AT. O descolamento
epitelial seguiu um padréo crescente, sendo frequente (++) em 20 mg/L N-AT e muito frequente

(+++) em 35 mg/L, 50 mg/L e 65 mg/L N-AT, mas ausente nas amostras controle e 5 mg/L N-AT.
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A dilatagdo do seio sanguineo foi detectada apenas nas concentragdes 20 mg/L, 35 mg/L, 50 mg/L
N-AT, classificando-se como rara (0+) nestes tratamentos e ausente (0) nas demais (Tab. 7).

Tabela 7. Alteragdes histoldgicas encontradas nas branquias de Trichogaster lalius expostas as
crescentes concentragdes de amonia (N-AT).

Lesdo C 5mg/L  20mg/L  35mg/L 50 mg/L 65 mg/L

Fuséo lamelar 0 0 +++ +++ +++ +++
Hiperplasia epitelial 0 0+ 0+ N N N
lamelar
Descolamento

o 0 0 ++ +++ +++ +++
epitelial
Hipertrofia + + ++ ++ ++ +++
Dilatacdo do seio 0 0 0+ 0+ 0+ 0+

sanguineo

0= ausente; 0+ =raro; + pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito frequente

Na serie de nitrito, a amostra 5 mg/L N-NO: apresentou indice branquial leve, com fuséo
lamelar e hiperplasia classificadas como raras (0+). A medida que a concentracdo de nitrito
aumentou, observou-se um aumento na frequéncia de lesdes. Em 30 mg/L N-NO;", a fusdo tornou-
se pouco frequente (+), enquanto hipertrofia e descolamento epitelial alcangaram a classificagdo
frequente (++). A partir de 50 mg/L N-NO2, fusdo lamelar e descolamento epitelial foram
classificadas como muito frequentes (+++), mantendo-se assim em 70 mg/L e 90 mg/L N-NOz",
com hiperplasia epitelial variando entre frequente (++) e muito frequente (+++) nessas
concentracdes. A dilatacdo do seio sanguineo foi mais evidente em 90 mg/L N-NO;", atingindo a

classificacdo frequente (++) (Tab. 8).

Tabela 8. Alteraces histologicas encontradas nas branquias de Trichogaster lalius expostas as

crescentes concentracdes de Nitrito (N-NO2-).

Lesdo C 10mg/L 30mg/L 50mg/L 70mg/L 90 mg/L
Fusao lamelar 0 +++ +++ +++ +++ +++
Hiperplasia epitelial 0 0+ N s iy et
lamelar
Descolamento
0 + +++ +++ +++ +++

epitelial
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Hipertrofia + 0+ + +++ +++ +++

Dilatagéo do seio

) 0 0+ 0 0+ + ++
sanguineo

0= ausente; O+ =raro; + pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito frequente

Em geral, observou-se que 0 aumento das concentracfes de compostos nitrogenados (tanto
amonia quanto nitrito) resultou em maior frequéncia e gravidade das lesdes branquiais, com fusao
lamelar e descolamento epitelial figurando entre as alteragbes mais intensas e frequentes nos

tratamentos mais elevados.

4. DISCUSSAO

No presente estudo, as concentragfes crescentes de amonia levaram a uma reducéo
significativa no pH, o que pode ter mitigado parcialmente a toxicidade do NHs ao promover sua
conversdo em ions NH4*, menos toxicos. A reducdo do pH em concentragcdes mais altas de aménia
é consistente com a literatura sobre interagdes quimicas em sistemas aquaticos. O aumento da
concentracdo de NH4" em ambientes de pH mais baixo reduz parcialmente a toxicidade aguda, mas
ndo elimina os impactos fisioldgicos causados por outros fatores associados, como o estresse
oxidativo e a acidificagdo sistémica (Menon et al., 2023).

Esses efeitos sdo corroborados por estudos como os de Wicks et al. (2002), que indicam
que até mesmo pequenas mudancas no pH podem afetar significativamente a permeabilidade das
membranas branquiais e o equilibrio acido-base nos peixes, especialmente em condic6es de altas
concentracdes de amonia.

A estabilidade térmica observada durante o experimento, com temperaturas variando entre
26,95 e 27,7°C, representa um fator positivo, uma vez que flutuacdes térmicas podem aumentar a
vulnerabilidade dos peixes em ambientes ja estressantes, como aqueles contendo compostos
nitrogenados (Zhang et al., 2025). A manutencdo de uma temperatura constante também permite
isolar os efeitos diretos da amdnia nas variaveis de interesse. Conforme relatado por Randall et al.
(2002), temperaturas mais altas, combinadas com altos niveis de amdnia, comprometem funcGes
criticas como a respiracdo e o transporte de ions pelas branquias, o que poderia intensificar 0s
efeitos da exposicao.

Os niveis de oxigénio dissolvido permaneceram sem diferencas significativas entre os
tratamentos. Embora isso indique que a qualidade geral dos meios experimentais foi mantida,

Beaumont et al. (1995) relataram que o estresse metabdlico associado a toxicidade da amdnia pode
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aumentar a demanda de oxigénio nos tecidos dos peixes, mesmo quando 0s niveis de oxigénio no
ambiente permaneceram adequados. Adicionalmente, observaram que a exposicdo a elevados
niveis de amonia, os peixes podem redirecionar recursos fisiologicos para a excre¢do néo difusiva
e a regulacdo osmdtica, 0 que pode comprometer outras funcBes essenciais. Esse efeito é ainda
mais agudo na colisa lalia pois o érgédo labirinto - estrutura especializada para a respiracdo aérea
facultativa - ainda ndo esta totalmente desenvolvido durante a fase larval. Nessa etapa inicial, a
capacidade de captar oxigénio diretamente da superficie € limitada, e a respiracdo depende quase
exclusivamente das branquias e da difuséo cutanea. A formacdo completa das lamelas e cAmaras
do labirinto ocorre apenas em estagios juvenis, quando o peixe passa a explorar de forma eficiente
0 oxigénio atmosférico como complemento a respiracdo aquéatica (Méndez-Sanchez e Burggren et
al., 2019).

A amonia, particularmente na forma ndo-ionizada (NHs), ¢ uma das substdncias mais
toxicas em ambientes aquaticos, pois atravessa facilmente as membranas celulares dos peixes,
interferindo nos processos metabdlicos e causando acidose e estresse oxidativo (Wicks et al.,
2002). Segundo os autores, a exposicdo, mesmo subletal a aménia, pode prejudicar o desempenho
natatorio de espécies como salm@es, aumentando a vulnerabilidade a predadores e reduzindo a
capacidade de sobrevivéncia.

Na tabela 5, a CLso-96h para a ambnia ndo ionizada variou de 0,19 mg/L N-NH3 para o
linguado Paralichthys orbignyanus (Bianchini et al., 1996) a 1,7 mg/L N-NHj3 para Betta splendens
(Kajimura et al., 2023), sendo 0,3 mg/L N-NHs para Trichogaster lalius (presente estudo). O B.
splendens, apresentou maior tolerancia, o que corrobora sua capacidade de sobreviver em
ambientes com baixa renovacao hidrica e maior acimulo de compostos nitrogenados (Miranda-
Filho e Costa, 2015). Outra razéo para o B. splendens ser menos sensivel a amonia € a fase de vida,
em exemplares adultos o 6rgéo labirinto ja é formado tornando essa fase mais resistente (Méndez-
Sénchez e Burggren et al., 2019).

Além disso, mesmo quando comparado a espécies com diferentes estagios de
desenvolvimento e condi¢cdes de salinidade, como Trachinotus marginatus (Costa et al., 2008)
(0,66 mg/L N-NHs e 5 g/L de salinidade) e Mugil platanus (Sampaio et al., 2002) (0,87 mg/L em
agua doce), T. lalius ainda demonstra maior sensibilidade. Tal resultado ressalta a importancia de
um rigoroso controle da qualidade da dgua em sistemas de criacdo desta espécie, especialmente
durante os estagios iniciais de vida, nos quais a exposi¢do a concentracfes subletais de aménia

pode comprometer significativamente a sobrevivéncia e o desempenho zootécnico dos individuos.
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No tratamento de amodnia, a fusdo lamelar foi classificada como muito frequente (+++) nas
amostras de 20, 35, 50 e 65 mg/L N-AT, indicando uma resposta adaptativa ao estresse ambiental,
reduzindo a superficie de troca gasosa para minimizar a entrada de toxinas. Estudos demonstram
que a exposicdo a altos niveis de aménia pode induzir tal fusdo nas fases iniciais de vida,
prejudicando a eficiéncia respiratoria dos peixes (Camargo e Martinez, 2007).

A hiperplasia epitelial, observada como pouco frequente (+) nas amostras de 35, 50 e 65
mg/L N-AT, é uma resposta proliferativa do tecido branquial frente a irritagdo quimica. Essa
alteracdo aumenta a espessura do epitélio, dificultando a difusdo de gases e ions, e é frequentemente
associada a exposi¢do a amdnia e outros poluentes (Marinovic¢ et al., 2021).

O descolamento epitelial, classificado como muito frequente (+++) em 35, 50 e 65 mg/L
N-AT, representa uma lesdo grave que compromete a integridade do epitélio branquial, facilitando
infeccdes secundarias e prejudicando a osmorregulacdo. Tal lesdo é relatada em peixes expostos a
ambientes contaminados, refletindo danos severos ao tecido branquial (Camargo e Martinez,
2007).

A hipertrofia e a dilatagdo do seio sanguineo, observadas em menor frequéncia, também
sdo indicativas de estresse fisiologico. A hipertrofia aumenta a espessura do epitélio, enquanto a
dilatacdo do seio sanguineo pode levar a hemorragias e comprometimento da circulacéo branquial.
Essas alteracGes sdo comuns em peixes expostos a poluentes como amdnia e nitrito (Zhang et al.,
2021).

Na tabela 6, a CLs0-96h oscilou entre 1,5 mg/L N-NO> para a tainha M. platanus (Sampaio
et al., 2002) e 343,6 mg/L N-NO> para B. splendens (Kajimura et al., 2023). Essa diferencga
expressiva mostra o potencial altamente variavel do nitrito como agente toxico. Espécies como a
tainha e especialmente as trutas apresentaram-se altamente sensiveis, a formacdo de meta-
hemoglobina. (Miranda-Filho e Costa, 2015). Os valores apresentados na Tabela 6 indicam que T.
lalius ¢ mais sensivel a toxicidade do nitrito, com uma CLso de apenas 2,35 mg/L N-NO." para
alevinos em agua doce, sendo o menor valor entre todas as espécies analisadas. Esta sensibilidade
é marcadamente inferior quando comparada com A. ocellaris (Medeiros et al., 2016) (108,8 mg/L
N-NOy) e B. splendens (Kajimura et al. 2023) (343,6 mg/L N-NOy"), sugerindo que o nitrito €
significativamente mais téxico para T. lalius, especialmente em seus primeiros estagios de
desenvolvimento. Em comparacdo com M. platanus (Sampaio et al., 2002) (1,5 mg/L N-NOy), T.
lalius se destaca como altamente vulneravel. Esses dados reforcam a necessidade de um
monitoramento rigoroso dos niveis de nitrito em sistemas de cultivo desta espécie, dado o risco

elevado de mortalidade mesmo em concentracdes muito baixas. A alta toxicidade pode estar
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relacionada a menor capacidade de tolerancia fisiologica de larvas de T. lalius, a disturbios
osmaticos e a interferéncia do nitrito na capacidade de transporte de oxigénio, o que agrava ainda
mais o risco em ambientes de cultivo com méa qualidade da agua.

Espécies eurialinas como o bijupird Rachycentron canadum (Rodrigues et al., 2007) (CLso-
96h > 290 mg/L N-NOy’), mostraram elevada tolerancia ao nitrito, o que pode ser explicado pela
presenca de ions competitivos como o cloreto (CI") em aguas salinas, que inibem a assimilagdo do
nitrito pelas branquias (Miranda-Filho e Costa, 2015).

O colisa lalia, assim como outros anabantideos, possui 0 6rgdo labirintico, especializado na
respiracdo aérea suplementar. Contudo, em estagios larvais iniciais, essa estrutura encontra-se
pouco desenvolvida, sendo incapaz de suprir de forma eficiente as demandas metabdlicas por
oxigénio. Nessa fase, a respiracdo depende quase exclusivamente das branquias e difusdo cutéanea,
tornando os individuos mais suscetiveis a alterac6es na disponibilidade de oxigénio dissolvido e a
interferéncia de agentes toxicos que afetam o transporte de oxigénio no sangue ((Méndez-Sanchez
e Burggren, 2019)

No presente trabalho, o aumento progressivo do nitrito mostrou um impacto mensuravel
em variaveis como o oxigénio dissolvido e a sua saturagdo no meio. Embora os niveis de oxigénio
dissolvido tenham aumentado com as concentracdes mais altas de nitrito, isso pode mascarar 0s
efeitos subletais da hipoxia induzida pela formacdo de metahemoglobina como mostrado pelas
alteracdes histopatologicas (Kim et al., 2022).

O pH da agua influencia diretamente a toxicidade do nitrito. Em niveis mais baixos de pH,
0 nitrito tende a ser menos tdxico devido a conversao para formas menos reativas (NH4"), mas em
ambientes de pH alcalino, como os observados no experimento, a toxicidade pode ser exacerbada.
De acordo com estudos de Weirich et al. (1993), peixes expostos a nitrito em condi¢cbes de pH
alcalino apresentam maior formacdo de metahemoglobina, resultando em maior risco de asfixia
mesmo em concentracdes subletais. Os dados indicam um aumento na saturacdo de oxigénio
(79,19% no controle para 95,05% no tratamento 90mg/L de nitrito).

Embora isso possa parecer um sinal de melhoria, a disponibilidade de oxigénio para os
peixes pode estar comprometida devido a ineficiéncia no transporte sanguineo causada pelo nitrito.

A temperatura estavel do experimento é um fator positivo, pois evita que a toxicidade do
nitrito seja exacerbada. Temperaturas elevadas podem aumentar o metabolismo dos peixes,
intensificando os efeitos toxicos do nitrito ao aumentar a demanda de oxigénio e a producdo de

subprodutos metabdlicos prejudiciais (Kroupova et al., 2018).
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Estudos recentes vém demonstrando que o nitrito, mesmo em concentracGes subletais, atua
como um disruptor fisiolégico multifatorial nos peixes de agua doce. Além do j& conhecido efeito
sobre a conversdo da hemoglobina em meta-hemoglobina, novos trabalhos indicam que o nitrito
compromete multiplos sistemas orgéanicos de forma simultanea. Por exemplo, Ma et al. (2023)
observaram em juvenis de carpa que a exposi¢do aguda ao nitrito com concentragdes de 0, 0.2, 2,
e 20 mg/L alterou significativamente pardmetros bioquimicos do sangue, como a atividade da
lactato desidrogenase e a concentracdo de triglicerideos, evidenciando perturbagfes no
metabolismo anaerdbico e lipidico mesmo em exposicao de curta duracdo. Esses efeitos indicam
que o nitrito ndo afeta apenas a oxigenacdo, mas também o uso e a mobilizacdo de energia.

Do ponto de vista reprodutivo, os efeitos do nitrito também vém sendo investigados com
mais aten¢do. Em um estudo experimental com zebrafish Danio rerio, Falcdo (2019) identificou
que o nitrito reduz a producdo de espermatozoides viaveis e compromete a integridade da camada
vitelinica em fémeas. Essas alteracfes ndo sdo revertidas imediatamente apds a remocdo do
estressor, indicando efeitos duradouros sobre a reproducéo e o sucesso reprodutivo, especialmente
em sistemas de cultivo onde ha recirculacdo e acimulo gradual de compostos nitrogenados.

Recentemente, evidéncias comportamentais também tém sido associadas a exposicdo ao
nitrito. Segundo Zhao et al. (2022), peixes expostos a niveis subcriticos de nitrito apresentaram
desorganizacdo em padrdes natatorios e alteracGes na resposta a estimulos visuais e tateis. Esses
disturbios comportamentais dificultam atividades essenciais como forrageamento, fuga de
predadores e reconhecimento de parceiros, com impactos diretos sobre a sobrevivéncia e a
competitividade intraespecifica. Tal efeito é especialmente preocupante em espécies ornamentais
ou de valor ecoldgico, como T. lalius, em que o comportamento é parte critica do sucesso
reprodutivo e da manutencdo da hierarquia social.

Por fim, efeitos morfoldgicos internos também vém sendo amplamente documentados.
Wang et al. (2023) identificaram alteracdes histoldgicas em figado, rins e baco de carpas Cyprinus
carpio expostas ao nitrito, incluindo congestdo hepatica, necrose tubular renal e hiperplasia
esplénica. Essas lesdes nao sdo imediatamente aparentes, mas comprometem de forma significativa
a funcdo fisioldgica de érgédos essenciais, reforcando a necessidade de monitoramento continuo
mesmo quando parametros basicos da agua indicam niveis aceitaveis.

Observando os efeitos histopatoldgicos da exposi¢do ao nitrito, foi notado o aumento da
frequéncia das lesdes com a elevacdo das concentracBes testadas, refletindo o aumento da
toxicidade desse composto para os peixes. De acordo com Pedrotti (2018), o nitrito interfere na

capacidade de transporte de oxigénio do sangue e induz alteracGes histopatoldgicas nas branquias,
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como hiperplasia e descolamento epitelial, comprometendo a sobrevivéncia dos organismos
aquaticos.

A fusdo lamelar e o descolamento epitelial foram classificados como muito frequentes
(+++) nas amostras 50, 70 e 90 mg/L N-NO2, indicando um agravamento das lesbes com o
aumento das concentragdes. A hiperplasia epitelial variou entre frequente (++) e muito frequente
(+++) nessas concentracdes, refletindo uma resposta proliferativa ao estresse quimico (Kajimura
et al., 2023).

A hipertrofia e a dilatacdo do seio sanguineo também aumentaram em frequéncia nas
amostras de maior concentracdo. Essas alteragdes indicam um comprometimento significativo da
funcéo branquial, afetando a respiracédo e a osmorregulacdo dos peixes (Pedrotti, 2018).

De acordo com os dados de toxicidade obtidos no presente estudo e a estimativa dos niveis
de seguranca para aménia e nitrito, nota-se a extrema toxicidade dos compostos nitrogenados as
formas jovens de colisa lalia. Frente ao exposto, testes subletais sdo necessarios visando a
prevencdo de efeitos danosos desses poluentes em sistemas aquicolas ornamentais.

Ja Zhao et al. (2021) demonstraram que a exposicdo a amonia pode prejudicar o
comportamento social e alimentar em peixes tropicais, afetando o desempenho do lote como um
todo. Reducdes na agressividade alimentar e aumento do isolamento de individuos mais sensiveis
foram observados mesmo em niveis considerados subcriticos, o que pode comprometer a
homogeneidade de crescimento em cultivos intensivos. Esses achados enfatizam a importancia de
se considerar os efeitos subletais comportamentais na formulacéo de politicas de bem-estar animal
em sistemas aquicolas.

A analise conjunta dos valores de CLso para amonia nao-ionizada (Tab. 5) e nitrito (Tab. 6)
evidencia que T. lalius apresenta uma sensibilidade significativamente elevada a ambos os
compostos na fase de desenvolvimento larval. Para a amdnia, os dados indicam uma CLso de 0,3
mg/L N-NHsz em larvas, o menor valor entre as espécies avaliadas. De forma semelhante, para o
nitrito, os alevinos de T. lalius apresentaram CLso de 2,35 mg/L N-NO2", novamente destacando-
se como a espécie mais suscetivel. Essa elevada sensibilidade esta fortemente associada a fase de
desenvolvimento dos individuos, uma vez que larvas e alevinos possuem sistemas fisioldgicos
imaturos, como branquias ainda em desenvolvimento, mecanismos de excre¢do nitrogenada pouco
eficientes e capacidade osmorregulatdria reduzida.

Além disso, compostos como aménia e nitrito afetam diretamente o equilibrio acido-base e
a oxigenacdo tecidual, processos criticos para organismos jovens que possuem alta taxa metabdlica

e baixa reserva energética. Quando comparado a outras espécies avaliadas em estagios juvenis ou
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adultos, como B. splendens e A. ocellaris, que apresentaram maior tolerancia, torna-se evidente
que a vulnerabilidade do T. lalius esta diretamente relacionada a sua fase ontogeneética. Esses
achados reforcam a necessidade de cuidados rigorosos no manejo da qualidade da agua durante as
fases iniciais da criacdo de T. lalius, especialmente em relacdo a concentracdo de compostos
nitrogenados, que mesmo em niveis considerados baixos, podem comprometer drasticamente a

sobrevivéncia e o desempenho zootécnico da espécie.

5. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, torna-se evidente que o0 monitoramento
rigoroso da qualidade da dgua é uma exigéncia fundamental para a sustentabilidade da piscicultura
ornamental, sobretudo no cultivo de espécies sensiveis como T. lalius. A determinacdo das
concentragdes letais medianas (CLso) para amonia (3,04 mg/L N-AT; 0,3 mg/L N-NHz3) e nitrito
(2,35 mg/L N-NO2), bem como a definicdo dos niveis de seguranca (0,030 mg/L N- NH3z e 0,23
mg/L N-NOz", respectivamente), fornecem subsidios valiosos para 0 manejo adequado desses
compostos nos sistemas aquicolas.

As alteracdes histopatologicas observadas nas branquias, como fuséo lamelar, hiperplasia,
hipertrofia epitelial, descolamento e dilatacdo dos seios sanguineos, evidenciam o impacto direto
da exposicdo a amonia e nitrito mesmo em periodos relativamente curtos. Tais danos estruturais
comprometem funcbes respiratorias, osmoéticas e de excrecdo dos peixes, sendo ainda mais
prejudiciais nas fases iniciais do desenvolvimento, quando os organismos sao menos tolerantes as

alteracbes ambientais.

6. CONCLUSAO

Dessa forma, os dados apresentados reforcam a necessidade de estratégias preventivas e
corretivas voltadas para o controle de compostos nitrogenados nos sistemas de cultivo, incluindo
praticas como a ciclagem adequada dos aquarios, dimensionamento eficiente dos biofiltros,
renovacdo hidrica regular, manejo alimentar apropriado e defini¢do das densidades de estocagem.
A aplicacdo desses conhecimentos no contexto da aquicultura ornamental em Minas Gerais - um
dos principais polos de producdo do pais - pode contribuir para a reducdo de perdas econdmicas,
melhoria do bem-estar animal e valorizacdo do setor no mercado nacional e internacional. Além
disso, os resultados obtidos servem como base para futuras pesquisas voltadas a avalia¢do cronica
dos efeitos desses compostos e ao aprimoramento de indicadores histoldégicos como ferramentas

de biomonitoramento em piscicultura.
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