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RESUMO

O artigo examina o impacto de compostos nitrogenados (aménia e nitrito) e da
eteramina sobre a sobrevivéncia e a saude de organismos aquaticos, especificamente a
rd-touro (A. catesbeiana) e o camardo (N. davidi). A pesquisa enfatiza a importancia do
gerenciamento da qualidade da agua na aquicultura para reduzir estresse, doencas e
mortalidade nos organismos cultivados. A ambnia e o0 nitrito, embora ocorram
naturalmente, sdo toxicos para 0s animais aquaticos, especialmente em sistemas
intensivos de cultivo como recirculacdo e bioflocos. O estudo também aborda a
contaminagdo hidrica causada por atividades industriais, como a minerag&o, e o0 uso de
produtos quimicos como a eteramina, que pode ser prejudicial a fauna aquatica. O
trabalho analisa os efeitos toxicos dessas substancias, focando nas alteracGes teciduais
nos orgaos dos animais expostos. O objetivo é fornecer dados sobre a tolerancia desses
organismos aos compostos, auxiliando na melhoria dos protocolos de cultivo e na
promocdao da sanidade dos animais em aquicultura.

Palavras-chave: amonia; nitrito; eteramina; Aquarana catesbeiana; Neocaridina davidi.



ABSTRACT

The article examines the impact of nitrogen compounds (ammonia and nitrite) and
etheramine on the survival and health of aquatic organisms, specifically the bullfrog (A.
catesbeiana) and the shrimp (N. davidi). The research emphasizes the importance of
water quality management in aquaculture to reduce stress, diseases, and mortality in
cultivated organisms. Ammonia and nitrite, although naturally occurring, are toxic to
aquatic animals, especially in intensive farming systems such as recirculation and
bioflocs. The study also addresses water contamination caused by industrial activities,
such as mining, and the use of chemicals like etheramine, which can be harmful to
aquatic fauna. The work analyzes the toxic effects of these substances, focusing on
tissue changes in the organs of exposed animals. The goal is to provide data on the
tolerance of these organisms to the compounds, assisting in the improvement of farming
protocols and promoting the health of animals in aquaculture.

Keywords: ammonia; nitrite; etheramine; Aquarana catesbeiana; Neocaridina davidi.
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1. INTRODUCAO GERAL

O sucesso da aquicultura brasileira estd relacionado com o estudo da sanidade dos
organismos aquaticos e da qualidade do ambiente onde sdo criados. As atividades rotineiras
na producdo de organismos aquaticos como o transporte, biometrias, trocas de agua e/ou a ma
qualidade da agua do sistema de cultivo podem gerar aos animais distresse, doencas e
mortalidade. O gerenciamento e a adocdo de medidas que mitiguem o estresse sofrido pelo
animal é essencial para otimizar a producdo aquicola. Comercialmente, beneficios sdo vistos
ao verificar o bem-estar dos animais e nas reduc@es de mortalidade, independente da fase da
producao.

Protocolos e ferramentas devem ser incluidos e geridos corretamente na rotina da
producdo para maximizar resultados positivos. As variaveis da qualidade da dgua sdo fatores a
serem considerados na elaboracdo destes procotolos. Neste contexto, destacam-se a aménia
(NH3) e o nitrito (NO2) que sdo substancias que ocorrem naturalmente em ambientes
aquaticos, mas que sdo consideradas extremamente téxicas para a maioria dos organismos
aquaticos (Miranda-Filho et al., 2009; Miranda-Filho e Costa, 2016). Devido a isso, €
imprescindivel o conhecimento dos niveis desses metabdlitos dissolvidos, NH3 e NO2", no
ambiente de cultivo, principalmente em sistemas intensificados, em sistemas fechados (e.g.
recirculacdo - RAS e bioflocos — BFT), e durante o transporte dos organismos cultivados.

Além dos compostos citados, atualmente, a contaminacao dos recursos hidricos pode
ser apontada como uma das consequéncias da busca continua pelo desenvolvimento
econdmico mundial. Entre as possiveis fontes de contaminacdo dos recursos hidricos,
encontram-se os efluentes domésticos e aqueles oriundos de processos industriais que se nao
forem tratados e destinados adequadamente podem acarretar sérios prejuizos ao ambiente.

A poluicdo quimica, seja de natureza orgénica ou inorganica, decorrente da inddstria,
pode afetar seriamente o meio ambiente (Aguiar et al., 2002). A mineracdo é uma atividade
industrial consumidora de grandes quantidades de dgua na etapa de beneficiamento, onde se
separa o rejeito do minério. Devido a necessidade de aumentar a eficiéncia do processo de
beneficiamento, vé-se uma intensificagdo do emprego de produtos quimicos como

depressores, dispersantes, floculantes, coletores, espumantes, dentre outros (Silva, 2009).
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Esses quimicos utilizados ficam contidos no rejeito do processo que é destinado as barragens
de contencdo, podendo ser uma forma de contaminacao dos recursos hidricos.

Exemplos da extensdo poluidora deste setor podem ser evidenciados quando do
rompimento da barragem de rejeitos recentes, em Bumadinho em janeiro de 2019 e de Fundéo
da Samarco Mineracdo S.A., em novembro de 2015. Além da elevada quantidade de material
solido particulado, também estava presente 0 composto nitrogenado eteramina, coletor usado
no processo de beneficiamento do minério de ferro, que tem potencial de interferir na
comunidade aquatica devido a sua toxicidade. No entanto, pouco se sabe sobre a acdo da
eteramina em sistemas bioldgicos, e, além disso, a sensibilidade (a contaminantes) existente
dos organismos no meio aquético é diferente para cada espécie, fase de desenvolvimento do
animal, género (Ribeiro et al., 2009), agente quimico exposto e a severidade do efeito (Rand e
Petrocelli, 1985). Os estudos toxicologicos sdo utilizados para garantir a integridade dos
organismos, seja no ambiente natural, seja em cativeiro. Eles nos auxiliam mostrando o
potencial deletério dos poluentes e a respectiva tolerancia dos organismos expostos. Aliado
aos estudos toxicologicos estdo ferramentas como os biomarcadores, que sdo empregados
para auxiliar na elucidacdo dos efeitos causados a biota por um determinado poluente ou
agente estressor.

O uso de biomarcadores também se da para 0 monitoramento da saude do animal, tanto
quanto da qualidade da agua, e podem ser integrados a producdo e ao biomonitoramento de
ambientes atingidos, de forma a promover o gerenciamento do bem-estar, salde e qualidade
dos organismos aquaticos. Metodologias utilizando biomarcadores tém sido empregadas na
aquicultura, apresentando resultados relevantes e auxiliando na tomada de decisdo em
aspectos relacionados a avaliagdo ambiental e dos sistemas de cultivo (Santos-Silva et al.,
2018; Santos et al., 2021).

Nesse contexto, destacam-se duas espécies, que foram as utilizadas no presente estudo
para compreender como esses compostos nitrogenados atuam. A primeira é a ra-touro
Aquarana catesbeiana, Unica espécie de rd cultivada no Brasil (Valenti et al., 2021), e é 0
anfibio mais cultivado no mundo (FAO, 2021); e a segunda espécie € o Neocaridina davidi
qgue se popularizou entre os aquariofilistas, sendo produzida em varios paises (Tropea e
Lopez-Greco, 2015), mas com uma demanda de informagdes ndo completamente descobertas
para producdo da espécie; sendo necessario portanto desenvolver informagdes para
complementacdo do pacote tecnoldgico de ambas as espécies, com dados de tolerdncia para

niveis de compostos nitrogenados comumente presentes em sistemas de cultivo.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848621012084?via%3Dihub#bb0375
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De acordo com o que fora destacado, o objetivo deste trabalho foi demonstrar o efeito
de diferentes concentragfes de amonia e nitrito, e da eteramina sobre a sobrevivéncia de
anfibios (A. catesbeiana) e em camardes (N. davidi), bem como possiveis alteracdes teciduais
nas branquias, figado e rins dos animais expostos, buscando compreender os danos gerados

pelos referidos compostos nitrogenados.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Compostos nitrogenados

As atividades rotineiras em uma ranicultura como transporte, biometrias,
classificacOes, trocas de agua, limpeza das baias, e/ou a ma qualidade da agua do sistema de
cultivo podem gerar aos animais distresse, doencas e mortalidade. O gerenciamento e a
adogdo de medidas que mitiguem o estresse sofrido pelo animal é essencial no intuito de
otimizar a producdo. Comercialmente, beneficios nesse gerenciamento sdo vistos ao verificar
0 bem-estar dos animais e nas reduc6es de mortalidade, independente da fase da producao.

O produto do catabolismo proteico da maioria dos organismos aquaticos € a amonia
(Nerici et al. 2012, Wright e Wood 2012), que no ambiente aquatico, esta presente na forma
ionizada (NH4™) e ndo ionizada (NH3); sendo que, o somatério das duas constitui a amonia
total (NHs+" + NH3). A proporcdo de cada uma destas duas formas no meio depende
principalmente do pH e da temperatura (Boyd, 1982; Hargreaves, 1998). Quando o pH é
neutro ou acido, verifica-se que NH4" predomina, enquanto NHz predomina quando o pH esta
acima de 7, sendo este Gltimo muito mais téxico (Pereira e Mercante, 2005). Esses compostos
nitrogenados ganham importancia principalmente em sistemas intensivos de cultivo, pois a
presenca desses compostos demanda atencdo mesmo em baixas concentracfes, inferiores a
0,5mg.L ™t N-NH3z e 1 mg.Lt N-NO; (Pillay e Kutty, 2005).

O actmulo de compostos nitrogenados nos sistemas de producdo se da em funcdo da
excrecdo dos animais e pela degradacdo da dieta ndo consumida que contém altos niveis
protéicos. As concentracfes subletais destes compostos sdo capazes de causar alteracdes
fisioldgicas e histoldgicas nos rins e figado, em pardmetros sanguineos (Wood, 2001),
infertilidade, disturbios imunoldgicos e genéticos, susceptibilidade a doencas (Suski et al.,
2007), além de alteracGes nas branquias (Benli et al., 2008).

A amodnia pode ser toxica em baixas concentra¢cbes em sua fracdo ndo ionizada ou
gasosa, que € o NHs, e menos téxica aos peixes na sua forma ionizada ou ion aménio NH4*
(Tomasso, 1994). A amodnia em sua forma ndo ionizada (NH3) € considerada mais toxica
devido a sua capacidade de difusdo pelas membranas celulares (Regnault, 1987). A amdnia
ndo ionizada é de natureza lipofilica difundindo-se facilmente pelas membranas celulares

causando lesbes, j& a ambnia ionizada é de natureza lipofdbica, penetrando menos
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rapidamente nas membranas que sdo de constituicdo lipoproteica (Kormanik e Cameron,
1981).

Dentro da célula, o NHs, proveniente do ambiente ou do metabolismo do animal, é
transformado em NH4", liberando hidroxilas (Zhang et al., 2012). Esse aumento de amdnia no
sangue e consequentemente do pH, pode ter efeito sobre as enzimas e sobre a estabilidade de
membranas (Pereira e Mercante, 2005). Geralmente € excretada pelas branquias por difuséo
(Evans et al., 1999), no entanto, altas concentracfes no meio podem interferir no processo de
eliminacdo do composto, afetando a fisiologia do animal (Arana, 1997). Alteracoes
morfolégicas nas branquias sdo vistas como consequéncias da exposi¢do a aménia, além da
mortalidade (Cardoso et al. 1996; Copatti et al., 2015).

Uma vez no ambiente aquatico a aménia é oxidada, principalmente por bactérias do
género Nitrosomonas, em NOz", esse por sua vez pode posteriormente ser oxidado em nitrato
(NOs3"), desta vez pela agdo predominante de bactérias do género Nitrobacter (Martinez et al.,
2006). Esta ultima € a forma nitrogenada menos toxica para 0s organismos aquaticos. O NOz',
resultante da nitrificacdo da amonia a nitrato, € um composto toxico para 0S organismos
aquaticos, assim como a amonia (Yanbo et al., 2006).

Nas branquias, o NO2" € absorvido através das células de cloreto localizadas na base das
lamelas secundarias (Gisbert et al., 2004). Ao chegar na corrente sanguinea interfere nas
trocas gasosas do animal pois oxida de forma reversivel a molécula de ferro, do estado ferroso
(Fe?*) ao estado férrico (Fe®"), na hemoglobina dando origem & metahemoglobina nos
vertebrados (Lewis e Morris, 1986; Martinez e Souza, 2002), forma esta incapaz de se ligar ao
oxigénio (Kosaka e Tyuma, 1987; Jensen, 2003). Para os crustaceos, a introducdo de alta
concentracfes de NO2 no meio aquatico pode levar a problemas hemolinfaticos devido a
atuacdo sobre o processo de transporte de oxigénio, convertendo hemocianina em
metahemocianina, pigmento que € incapaz de transportar oxigénio para os tecidos (Gross,
2004), podendo causar hipoxia e mortalidade dos animais acometidos pela intoxicacdo por
NO2 (Barbieri et al., 2016). Como consequéncia destas intoxicacfes podem ocorrer lesoes
teciduais (Gisbert, 2004), e disturbios fisioldgicos possivelmente resultando em mortalidade
dos organismos cultivados (Jensen, 2003). A exposicdo ao NO»- pode causar alteragoes
branquiais (Wang et al., 2015), estresse fisiologico, alterando parametros hematologicos,
como aumento dos niveis de metahemoglobina (Costa et al., 2004).

Testes de toxicidades com NHsz e NO2™ sdo usados para desenvolver protocolos de
gerenciamento para o controle de suas respectivas concentra¢cBes nos sistemas aquéticos,

sobretudo em sistemas fechados e de altas densidades de estocagem.
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2.2. Mineracao e o0 uso da eteramina

A mineracdo Brasileira busca o aproveitamento de seus recursos naturais. A mineracao
é um dos setores basicos da economia do Brasil, sendo Minas Gerais, 0 estado pioneiro na
producdo de minério de ferro do pais e do mundo (Passos et al., 2017). O pais tem uma
diversidade geologica propicia a existéncia de jazidas de varios minerais, conquistando
posicdo de destaque no cenario global, tanto em reservas quanto em producdo mineral
(IBRAM, 2015). O setor minerario envolve atividades para pesquisar, extrair, beneficiar e
transformar recursos minerais, tornando-os proveitos econémicos e sociais (IBRAM, 2016),
gue envolve uma politica de incentivo e desenvolvimento do setor. Entretanto, apesar do
crescimento incessante do setor, grandes responsabilidades seguem adjacentes a atividade de
mineracdo devido ao seu potencial impacto poluidor. Atualmente, faz-se necessaria a adogéo
de medidas que reduzam os residuos gerados em determinadas atividades. Dilema que
pressiona o setor minerario, onde a eficiéncia no uso dos recursos e o desenvolvimento de
tecnologias para o aproveitamento de residuos sdo acdes estratégicas a serem pensadas para
desenvolvimento do setor (IBRAM, 2016).

O ferro é a matéria-prima basica utilizada no avan¢o tecnoldégico da humanidade,
trantando-se de um dos recursos minerais mais baratos e com uma ampla aplicagédo em todas
as areas industriais (Magriotis et al., 1995). Segundo relatério da Samarco (2015), a etapa de
separacdo do minério, basicamente desassocia a matéria prima em minério, rejeito e esteril;
onde o rejeito € o material sem valor econémico ap6s o beneficiamento do minério, e que é
armazenado em barragens ou pilhas; e o estéril é o material que envolve o minério, que é
removido no processo de lavra, ainda na mina.

Devido a diminuicdo das reservas de minério de ferro, vé-se a necessidade de
otimizacdo de processos que concentrem o produto extraido (Teodoro e Ledo, 2004) e que
sejam aceitos comercialmente. A técnica de flotacdo reversa € a mais utilizada entre os
processos de concentragdo de minério de ferro (Magriotis et al., 1995; Teodoro e Ledo, 2004).
Muitas mineradoras utilizam coletores catidnicos, pertencentes ao grupo das aminas, como a
eteramina, para flotar o quartzo; e o amido, para deprimir 0 minério no procedimento para
concentrar o produto final (Magriotis et al., 1995; Pires et al., 2003; Araujo et al., 2005; Silva,
2009; Matos et al., 2021); sendo os coletores, 0s reagentes mais importantes para 0s sistemas
de flotacdo (Nakhaei e Irannajad, 2018). Segundo Pires et al. (2003), tanto o depressor como o

coletor sdo compostos organicos anfipaticos, onde a eteramina vai adsorver o quartzo sobre
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sua superficie, tornando-o hidrofébico, promovendo sua flotacdo e descarte desse rejeito. Os
autores enfatizam que a flotacdo é chamada de reversa, pois ao se usar um coletor catidnico
retira-se o constituinte de menor interesse do produto final, sendo posteriormente destinado a
barragem de rejeitos.

As aminas sdo compostos orgénicos que contém o grupo NH: ligado a um grupo alquil
ou aril (Peres et al., 2000). Séo classificadas como primarias, secundarias e terciarias (Colling
e Rizzo, 2017), e sdo formadas a partir da substituicdo, respectivamente, de um, dois ou trés
atomos de hidrogénio da molécula de amdnia por um radical alquil (Calgaroto, 2014). Ja a
eteramina forma-se com a introdugdo de um grupo O-(CH>)s entre os radicais alquil e 0 &tomo
de nitrogénio (Peres et al., 2000). Apesar do carater biodegradavel, o processo em si e 0s
produtos formados, ndo estdo completamente compreendidos (Araujo et al., 2010), podendo
ocorrer a conversao em outros compostos nitrogenados como amonia, nitrito e nitrato
(Teodoro e Ledo, 2004), que também podem ocasionar sérios problemas ambientais, como
eutrofizacdo dos recursos hidricos e intoxicacdo dos animais aquaticos por serem compostos
extremamente tOXicos.

Pesquisas sobre flotacdo de minérios de ferro tiveram inicio em 1931, sendo largamente
empregada pelas empresas, usando amina como coletor, nos anos 60 (Houot, 1983), sendo
que o processo foi considerado o maior descobrimento da indUstria de minerais ferrosos por
décadas (Uwadiale, 1992). No entanto, o processo encontra alguns problemas como alto custo
da amina como coletor, e a perda de mineral de interesse na deslamagem (Ma, 2012).

Segundo Stapelfeldt et al. (2002), parte da amina utilizada no processo de flotacdo fica
na polpa do rejeito, que na maioria das vezes é descartada em barragens, podendo, esse
rejeito, segundo Silva et al. (2012) ter a presenca de substancias quimicas toxicas (Silva et al.,
2012). A escolha da forma como lidar com os residuos € fundamental para entender o quanto
de risco ambiental eles oferecem (Cardozo et al., 2016). No Brasil, na maioria das vezes,
barragens de contencdo de rejeitos de mineracdo sdo utilizadas para descarte dos residuos
apos o processo de obtencdo do mineral de interesse; que podem romper, devido a falhas na
gestdo de uso, e também em decorréncia de abalos sismicos (Oliveira et al., 2021). O
rompimento de barragens de rejeito € um risco inerente a industria de mineracdo devido a
dindmica econémica do setor mineral (Mansur et al., 2016). Apesar disto, a atencdo dada a
essa problematica ndo tem sido suficiente, visto os repetidos eventos de rompimento de
barragens de mineragdo no Brasil e no mundo. Quando essas barragens rompem, liberam uma
lama de carater toxico para cursos d’agua, os quais podem chegar a quilometros da area de

mineracdo (Cardozo, 2016; IBRAM, 2016), afetando, portanto, regides adjacentes.
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Tanto no rejeito, quanto na dgua do processo, encontram-se eteraminas em diferentes
estagios de degradacdo (Colling e Rizzo, 2017). Essas substancias poderiam ter suas funcoes
otimizadas antes do descarte, a partir de um reaproveitamento no processo de flotacdo, fato
que representaria economia no custo de operacdo (Gongalves et al., 2009) e uma reducédo de
possiveis impactos ambientais. H& a necessidade de estudos de viabilidade econdmica e
técnica com ponto de vista ambiental para reaproveitamento dessas substancias consideradas
toxicas para 0 ambiente. Alguns estudos afirmam a possibilidade de reaproveitamento das
aminas utilizadas no processo de flotacdo (Stapelfeldt et al., 2002; Aradujo et al.; 2008), o que
pode favorecer a reducdo da disposi¢do de substancias toxicas no ambiente em casos de
desastres ambientais.

Atualmente, ha poucas informacdes sobre a toxicidade de substancias empregadas no
processo de mineracdo, sendo que os efeitos nos organismos, ainda nao foram suficientemente
pesquisados. As aminas utilizadas como agente de flotagdo na mineracdo, possuem as
seguintes caracteristicas: corrosividade, provocando queimaduras quando em contato com a
pele e toxicidade para organismos aquaticos (Clariant, 2009a; Clariant, 2014). Neste contexto,
percebe-se a amplitude dos desastres envolvendo rompimentos de barragens ao entender que
seus efeitos vao além dos afetados diretamente pelo rejeito, sendo propagados ao longo do
ecossistema ao afetar os recursos hidricos e organismos diretamente e indiretamente
dependentes. Portanto, uma das medidas de protecdo ao meio ambiente é de que o reagente
ndo atinja os recursos hidricos, sendo complementada com estudos toxicoldgicos para

elucidar os efeitos deletérios causados aos organismos teste.

2.3. Testes de toxicidade

Para uma completa avaliacdo e interpretacdo dos contaminantes lancados no ambiente e
seu potencial de acometimento, é necessario 0 monitoramento de substancias quimicas nos
recursos hidricos, sendo de extrema importancia avaliar o efeito para 0s organismos
aquaticos, acompanhando a forma de atuacéo destas substancias e as interferéncias sobre um
sistema biologico. Neste contexto, os estudos toxicologicos se tornam relevantes, pois
complementam as analises fisico-quimicas do meio aquatico, e auxiliam na determinacdo do
perigo potencial de uma substancia toxica sobre a biota aquética. Os testes de toxicidade sdo
bioensaios que avaliam a toxicidade de um produto, por meio da exposi¢do de organismos a

concentragfes conhecidas, medindo posteriormente a resposta biolégica, permitindo a
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avaliacdo do efeito da substancia testada (Ribo, 1997), podendo ser classificados como: teste
de toxicidade aguda, subcrénico ou crénico.

Os testes de toxicidade aguda apresentam meétodo padrdo de quantificacdo e
comparacdo da toxicidade das substancias quimicas, baseado na concentracdo que afeta 50%
dos organismos testados, assumindo a denominacdo de concentracdo letal mediana (CLso)
(APHA, 1985). Ocorrem por um curto periodo de exposi¢do (normalmente até 96 h) e
estimam a concentracdo da substancia que causa dano a biota (ABNT, 2016). Com relacéo a
renovacdo da solucéo teste, os testes de toxicidade aguda podem ser estaticos, ou seja, sem
renovacdo, semi-estatico ou com fluxo continuo, sendo que os dois Ultimos apresentam
renovagOes periodicas do meio testado. O efeito adverso observado nos testes de toxicidade
aguda normalmente é uma resposta severa e rapida exibida por um organismo-teste ou
populacdo resultante de um estimulo quimico, sendo a mortalidade a resposta mais
comumente obtida (Gherardi-Goldstein et al., 1990). J& os testes de toxicidade subcrénica e
crénica podem abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo, pondendo submeter o
animal a concentracGes sub-letais de determinada substancia quimica e observar as respostas
metabolicas frente a tal exposicdo (Gherardi-Goldstein et al., 1990).

Para padronizacdo de métodos para os testes de toxicidade na comunidade cientifico-
académica, existem normas ditando como proceder a execucdo destes (OECD, 1992; ASTM,
2012, 2014; ABNT, 2016; USEPA, 2016; ABNT, 2017; ABNT, 2021). Assim, 0s testes de
toxicidade podem auxiliar na avaliacdo da acdo dos compostos nitrogenados sobre o0s

organismos vivos no meio aquatico.

2.4. Biomarcadores

A otimizacdo da producdo aquicola esta relacionada com a constancia de
monitoramentos da  sanidade dos organismos aquaticos e do ambiente de cultivo. Protocolos
e ferramentas precisam ser incluidos e geridos corretamente na rotina de uma atividade
aquicola para que os resultados sejam positivos. O uso de biomarcadores para monitoramento
da saude do animal tanto quanto da qualidade da &gua podem ser integrados & producéo, de
forma a promover o gerenciamento do bem-estar, salide e qualidade dos organismos
aquaticos. Metodologias utilizando biomarcadores tém sido muito empregadas na aquacultura,
apresentando resultados relevantes e auxiliando na tomada de decisdo em aspectos
relacionados a avaliagdo ambiental e dos sistemas de cultivo (Romano e Zeng, 2007; Negro
2015; Ribeiro et al., 2017; Jesus et al., 2020; Brazéo et al., 2021; Xing et al., 2023).
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Embora o monitoramento da qualidade da agua seja muito importante, analisar apenas
seus parametros nao é suficiente para quantificar e qualificar os riscos para 0s organismos
aquaticos de alguma exposicdo. Devido a dinamicidade desses ecossistemas, 0s parametros
comumente analisados refletem o estado momentaneo daquele corpo hidrico. Assim, o uso de
biomarcadores ganha destaque, complementando as analises fisico-quimicas, e mostrando-se
relevantes na tomada de decisdes na produgdo e em ambientes contaminados (Pérez-lIglesias
et al., 2019; Fernandes et al., 2021; Viriato et al., 2021).

Aliado aos testes de toxicidade, o uso de biomarcadores auxilia na deteccdo dos efeitos
gerados por compostos toxicos presentes no ambiente. Os poluentes atuam em um sistema
biolégico em niveis crescentes de organizacdo bioldgica, do nivel molecular para o nivel
morfofisioldgico, até os niveis da populacdo e ecossistema (Stegeman et al., 1992).

Biomarcadores sdo sinalizadores das respostas biolégicas que ocorrem em um
organismo frente a exposicdo a algum agente estressor. Sdo alteragdes bioguimicas,
fisioldgicas, celulares ou teciduais (Walker, 1995), e até mesmo mudangas nos parametros
comportamentais, que podem ser mensurados, e que indicam um possivel efeito causados por
contaminantes (Monserrat et al., 2007). Por refletir a condicdo do organismo, 0s
biomarcadores auxiliam na tomada de decisdes que evitem ou mitiguem danos no sistema
produtivo.

Os biomarcadores de organismos aquaticos sao excelentes ferramentas para monitorar a
salde do ecossistema, tendo sido incluidos em varios estudos de monitoramento ambiental
(Huey e Beitinger, 1980b; Marco e Blaustein., 1999; Shinn et al., 2013). Existem diferentes
grupos de biomarcadores, sendo o0s mais habitualmente usados os hematoldgicos,
morfolégicos, genéticos e bioquimicos.

A histopatologia tem sido utilizada como biomarcador morfologico, mostrando grandes
beneficios em funcdo da praticidade e da constatacdo de efeitos observaveis. As alteracdes
histopatol6gicas podem ser o resultado de mudangas bioquimicas e fisiologicas adversas em
um organismo, podendo indicar 6rgaos-alvo, tecidos, células e organelas que estejam afetadas
(Hinton e Laurén, 1990). Bernet et al. (1999) indicam, para peixes, 0 estudo histopatoldgico
de branquias, por estarem expostas permanentemente a potenciais agentes tdxicos no
ambiente aquatico, e o figado, por ser um orgdo essencial ao metabolismo, excrecdo de
metabolitos e osmorregulacéo.

As branquias séo o local inicial de absor¢éo e biotransformacédo de substancias toxicas,
sendo consequentemente vulneraveis aos compostos téxicos (Wolf et al., 2015). Por

responderem rapidamente as alteracbes ambientais, a estrutura branquial, apresenta
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modificacbes ndo especificas do poluente, mas cujos efeitos dependem da intensidade e
duragdo da exposi¢do (Raskovi¢ et al. 2010). Essas alteracbes podem causar distlrbios
metabolicos e fisioldgicos, resultando em consequéncias adversas na biologia e sobrevivéncia
dos animais (Stoyanova et al., 2015).

A inclusdo de parametros histopatoldgicos em testes de toxicidade (aguda e crénica)
pode revelar efeitos toxicos estruturais e especificos em diferentes 6rgdos (Dutra et al., 2017).
Portanto, a histopatologia tem sido usada em avaliacGes de toxicidade com o objetivo de
identificar danos teciduais em animais aquaticos expostos a contaminantes (Miron et al.,
2008; Dutra et al., 2017). Diversos estudos tém sido conduzidos utilizando a histopatologia
como biomarcador, inclusive para estudos toxicolégicos com compostos nitrogenados
(Thurston et al., 1978; Benli et al., 2008; Santos-Silva et al., 2018). Neste trabalho, a
histologia foi utilizada como biomarcador morfologico, permitindo avaliar as respostas frente
a exposicdo a eteramina, NHz e NO2™ nas branquias, figado e rins dos girinos de ré-touro e nas
branquias e figado dos juvenis de N. davidi.

2.5. Ra&-touro - Aquarana catesbeiana

Os anfibios constituem um componente notavel da fauna mundial estando presentes
em praticamente todos 0s ambientes aquaticos e terrestres do mundo (Denver et al., 2002).
Contribuem amplamente para 0s servi¢os ecossistémicos, desempenhando papel importante
no controle de surtos de pragas; na dindmica da cadeia alimentar, para a ciclagem de
nutrientes em ambientes aquaticos e terrestres (Pinto-Vidal et al., 2022) e alguns participando
da cadeia de fornecimento da alimentacdo humana como a ré-touro.

A ré-touro (Aquarana catesbeiana, Shaw, 1802) é um anfibio da ordem Anura e
familia Ranidae, naturalmente distribuido na América do Norte (Frost, 2006), sendo que
atualmente € a Unica espécie de ra cultivada no Brasil (Valenti et al., 2021), e é o anfibio mais
cultivado no mundo (FAO, 2021). Ganhou destaque devido ao seu desempenho zootécnico,
adaptabilidade ao cativeiro e qualidade nutricional de sua carne (Ide et al., 2017), sendo que
no contexto experimental também é um animal de f&cil manutengdo em ranarios.

Atualmente, os principais produtores de rés estdo sediados na Asia (Taiwan, Malasia,
Cingapura e China) e na América Latina (Brasil, México e Equador) (FAO, 2019; Mello et
al., 2016). Apesar da producéo de ré-touro ainda néo ser tdo representativa quanto a de outras
espécies aquaticas, sua producéo esta crescendo, sendo que de 2010 a 2018, a producéo média

mundial foi de aproximadamente 3.200 toneladas de ra-touro por ano (FAO, 2021). Os dados
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de producdo no Brasil do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE séo
imprecisos devido a categorizacdo conjunta da producdo, colocando ali rds, jacarés, siris,
caranguejos, lagostas e outros organismos ndo especificados. No entanto, dados apontam
Minas Gerais como o principal estado produtor de rds no pais, sendo responsavel por gerar
aproximadamente 1,4 milhdes de reais no ano de 2020 (IBGE, 2021).

A adaptabilidade as condi¢Ges ambientais juntamente com o desenvolvimento de
tecnologias de producdo, auxiliam na popularidade da espécie no pais (Pahor-Filho et al.,
2019; Valenti et al., 2021). A espécie apresenta caracteristicas favoraveis a ranicultura, como
prolificidade, répido crescimento, grande tamanho (Lutz e Avery, 1999; Cribb et al., 2013),
rapida maturacdo sexual (Lima et al., 1998) e capacidade de adensamento no sistema de
cultivo. Além disso, sua carne é considerada leve e saborosa, com alta digestibilidade e
completa nutricionalmente, uma vez que possui todos os aminoacidos essenciais ao ser
humano (Afonso, 2012).

S0 animais ectotérmicos, sendo sua temperatura e metabolismo dependentes da
variacdo da temperatura ambiental (Nascimento et al., 2013), onde a faixa ideal para um
desenvolvimento otimizado da espécie € entre 25°C e 28°C (Mazzoni, 2001). Esses animais
sofrem metamorfose, tendo um ciclo de vida dividido em duas fases. A primeira fase que vai
da fecundagdo ao final da metamorfose, sendo totalmente aquatica, e uma fase aquética e
terrestre, de imago a adulto. Os girinos, denominacgédo da primeira fase de vida desses animais
apos a fase de larva, desenvolvem-se aparecendo membros posteriores e anteriores, perdem a
cauda e as branquias no processo de metamorfose, transformando-se em imagos, que ja sdo
similares aos animais na vida adulta (Lima e Agostinho, 1992).

Os adultos apresentam dimorfismo sexual, sendo que os machos tém membranas
timpanicas com didmetro maior que o dos olhos, a regido gular amarelada e calo nupcial
desenvolvido, aléem de coaxarem no periodo reprodutivo. A reproducdo das rds touro acontece
com a fecundacdo externa. O macho abraca a fémea pela posicdo dorsal do corpo, até que ela
libere os ovulos e posteriormente o macho libere os espermatozoides utilizando os membros
posteriores para auxiliar na fecundacdo. Segundo Marques et al. (2017) apds a fecundacdo, o
ovo inicia seu desenvolvimento de embrido para larva, apresentando botdo caudal e branquias
externas inicialmente. Os autores destacam que 0s animais gradativamente comecam a se
modificar; sendo que as branquias passam a funcionar internamente, permanecendo a abertura
do siféo lateral, por onde ocorre o fluxo da agua possibilitando a respiracéo.

A partir do momento em que a larva eclode, passando pela fase de girino até chegar a

fase de imago, os animais passam por varias mudancas morfologicas e fisioldgicas,
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possibilitando a sua adaptacdo ao ambiente terrestre e aquatico (Gosner, 1960). A fase de
larvicultura e girinagem é um periodo de complexidade na criacdo de rés pela fragilidade do
animal e esta sujeita a situagdes que podem piorar a qualidade da agua. As larvas, e
posteriormente 0s girinos, passam a receber alimentacdo exdgena em abundancia para
estimular o consumo e diminuir a competicdo por alimento entre os animais na tentativa de se
manter um crescimento homogéneo. Contudo, parte desta dieta ndo é consumida, o que pode
levar a acimulos de compostos nitrogenados no sistema.

Cuidados devem ser tomados com a escolha do sistema de cultivo devido as
possibilidades de aumento desses compostos se 0 manejo de limpeza néo for gerido de forma
adequada. Além disso, se utilizado sistemas de recirculacdo de dgua, os mesmos devem ser

bem dimensionados para manutencdo desses compostos no meio aquatico.

2.6. “Red-Cherry” - N. davidi

Muitas espécies de camardo do género Neocaridina sp. sdo usadas na aquariofilia
(Turkmen e Karadal, 2012), incluindo a espécie N. davidi que é onivora (Pantaledo et al.,
2015), se alimentando de algas, biofilme e detritos (Klotz et al., 2013). O camar&o atideo N.
davidi (Bouvier, 1904), é nativo da China, Japao, Coréia, Taiwan e Vietna (Cai, 1996; Liang,
2004), sendo que a variedade mais comumente conhecida da espécie € o camardo “red
cherry”, denominacdo dada aos animais por apresesentarem cor vermelha pronunciada
(Vazquez et al., 2017).

Sua variabilidade de cores garante diferentes linhagens para o grupo, como: “Red Fire
Shrimp”, “Yellow Fire Shrimp”, “Sakura Shrimp”. Esses crustaceos possuem tolerancia a
diferentes variaveis de qualidade da agua, rendendo a espécie a popularidade no mercado de
aquariofilia (Karge e Klotz 2008). E uma espécie pequena e prolifica, com as fémeas
carregando 0s ovos até as larvas estarem quase totalmente desenvolvidas. Os animais adultos
podem alcancar de 1,5 a 3,0 cm de comprimento, sendo abundantes em varios ambientes
aquaticos de agua doce (Weber e Traunspurger, 2016; Tropea et al., 2018). Seu dimorfismo
sexual € evidente, sendo as fémeas maiores e com cores mais intensas do que 0s machos
(Vazquez et al., 2017; Tropea et al., 2018). As fémeas em estado de maturacao sexual ficam
evidentes com a presenca do ovério de coloracdo alaranjada na regido do cefalotérax (Nur e
Christianus, 2013).

Como em muitas espeécies de dgua doce, N. davidi apresenta desenvolvimento direto, o

gue somado ao seu comportamento gregario, facilita a reproducdo (Vazquez, et al., 2017). As
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fémeas desovam varias vezes ao longo de uma vida atil de 1,5 anos (Klotz e Karge, 2007,
Marciano et al., 2018), com curtos intervalos entre as desovas (Tropea e Lépez-Greco, 2015;
Tropea et al., 2018).

As larvas atingem o estagio juvenil com aproximadamente 60 dias de vida, e ap0s esse
estagio levam 15 dias para atingir a idade adulta e a maturidade sexual (Nur e Christianus,
2013). Marciano et al. (2018) enfatizam que o tempo pode ser reduzido, com a maturidade
sexual a partir de 50 dias de vida, dependendo da densidade de criacdo. Os ovos fertilizados
sdo ligados aos pledpodos das fémeas durante todo o periodo de incubacdo, que dura
aproximadamente 15 dias, dependendo da temperatura (Tropea et al., 2018). Ap06s o periodo
de incubacdo o nimero de juvenis nascidos pode variar de 21 a 51 larvas por eclosdo (Nur e
Christianus, 2013).

Devido a facilidade de criacdo e manutencdo, o camardo N. davidi tornou-se uma
escolha frequente entre aquaristas e pesquisadores (Tropea e Lépez-Greco, 2015). Né&o
obstante sua popularidade, conhecimento basico da biologia e condi¢des 6timas de criacdo sao
escassos, sendo de fundamental importancia entender seus requisitos 6timos de parametros de
qualidade de &gua para o sucesso da producdo (Vazquez, et al., 2017). Neste contexto, faz-se
necessario o desenvolvimento de informacdes de tolerdncia aos compostos nitrogenados,

substancias rotineiramente presentes em sistemas de producéo e até mesmo nos aquarios.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Estimar a concentracéo letal mediana (CLso); e analisar os efeitos histopatoldgicos
gerados nas branquias, figado e rins de girinos de ra-touro (A. catesbeiana), e nas
branquias de juvenis de N. davidi, ap6s exposicao a amonia e nitrito, através de testes de
toxicidade aguda.

Estimar a concentracdo letal mediana (CLso); e analisar os efeitos histopatologicos
gerados nas branquias de girinos de ré-touro (A. catesbeiana) e de juvenis de N. davidi,

apos exposicdo a eteramina, por meio de testes de toxicidade aguda.

4.2.  Objetivos especificos

- Estimar as concentracdes letais medianas (CLso) € 0S respectivos niveis de
seguranga para 0s compostos nitrogenados (amonia e nitrito) em girinos de ra-touro (A.
catesbeiana) em diferentes fases de vida, e em juvenis de camarédo (N. davidi).

- Estimar a concentragdo letal mediana (CLso) e 0s respectivos niveis de segurancga
para 0 composto eteramina em girinos de ra-touro (A. catesbeiana) e em juvenis de N
davidi.

- Descrever as principais alteracfes histopatoldgicas causadas pela exposicdo as
diferentes concentracdes de amonia e nitrito nas branquias, figado e rins em girinos de
ra-touro (A. catesbeiana).

- Descrever as principais alteracdes histopatoldgicas causadas pela exposicdo as
diferentes concentracdes de amonia e nitrito nas branquias de juvenis de N. davidi.

- Descrever as principais alteragcdes histopatologicas nas branquias causadas pela
exposicdo as diferentes concentragbes de eteramina em girinos de réa-touro (A.

catesbeiana) e em juvenis de N davidi.
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ARTIGO 1 - Efeito tdéxico da amonia e do nitrito em girinos de ra-touro Aquarana
catesbeiana em diferentes fases de vida

RESUMO

Amonia e nitrito sdo dois dos compostos mais frequentemente detectados em sistemas
fechados de producéo, apresentando um provavel cenério de intoxicacao se a qualidade
da &gua ndo for devidamente gerenciada. O objetivo do presente estudo foi investigar a
tolerancia a amonia e nitrito em girinos de ra-touro (Aquarana catesbeiana) por meio de
uma abordagem baseada na estimativa da concentracdo letal mediana (CLso) e no estudo
de biomarcadores histopatoldgicos. No experimento 1, 120 girinos no estagio 35 de
Gosner (1960) foram expostos a 0 (controle), 40, 45, 50, 55 e 60 mg.L™? de N-AT
(aménia total), respectivo a 0,07 (controle), 1,33, 1,48, 1,72, 1,86 e 2,01 mg.L™* de N-
NH3 por 96 h; e 0 (controle), 2,5, 5, 10, 20 e 30 mg.L™* de N-NO, (nitrito) por 96 h. Os
resultados apontaram

CLs0-96h de 45,9 mg.L™ para N-AT, CLso-96h de 1,66 mg.L™* para N-NH3 e CLso-96h
de 6,43 mg.L* para N-NO2". No experimento 2, 120 girinos no estagio 25 de Gosner
(1960) foram expostos a 0 (controle), 30, 37, 44, 51 e 58 mg.L* de N-AT, respectivo a
0,01 (controle), 0,98, 1,21, 1,48, 1,68 e 1,95 mg.L de N-NH3 por 96 h; e 0 (controle),
4,6, 8, 10, e 12 mg.L? de N-NO- por 96 h. Os resultados apontaram CLso-96h de
40,62 mg.L? para N-AT, CLso-96h de 0,93 mg.L? para N-NHs e CLso-96h de 6,94
mg.L™* para N-NO,". A exposi¢do crescente aos compostos nitrogenados refletiu em um
aumento na frequéncia de alteracdes histopatoldgicas nas branquias, figado e nos rins ao
longo das 96 h de exposicdo no experimento 1, e alteracbes histopatoldgicas nas
branquias, figado no experimento 2, mostrando que o0s biomarcadores histologicos sdo
importantes para explicar o impacto, da aménia e do nitrito presente no ambiente, nos

animais cultivados.

Palavras-chave: compostos nitrogenados; qualidade da agua; biomarcador;

histopatologia; toxicologia.
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ABSTRACT

Ammonia and nitrite are two of the most frequently detected compounds in closed
production systems, presenting a probable scenario of intoxication if the water quality is
not properly managed. The aim of the present study was to investigate the tolerance to
ammonia and nitrite in bullfrog tadpoles (Aquarana catesbeiana) using an approach
based on the estimation of the median lethal concentration (LCso) and on the study of
histopathological biomarkers. In experiment 1, 120 tadpoles at Gosner stage 30 (1960)
were exposed to 0 (control), 40, 45, 50, 55 and 60 mg.L™? of N-AT (total ammonia),
respectively 0.07 (control), 1.33, 1.48, 1.72, 1.86 and 2.01 mg.L-1 of N-NHj3 for 96 h;
and 0 (control), 2.5, 5, 10, 20 and 30 mg.L-1 of N-NO2- (nitrite) for 96 h. The results
pointed LCso-96h of 45.9 mg.L™? for N-AT, LCso-96h of 1.66 mg.L™ for N-NHs and
LCs0-96h of 6.43 mg.L™ for N-NO2". In experiment 2, 120 tadpoles at stage 25 of
Gosner (1960) were exposed to 0 (control), 30, 37, 44, 51 and 58 mg.L™* of N-AT,
respectively 0.01 (control), 0.98, 1.21, 1.48, 1.68 and 1.95 mg.L™* of N-NH3 for 96 h;
and 0 (control), 4, 6, 8, 10, and 12 mg.L-1 of N-NO> for 96 h. The results indicated an
LCs0-96h of 40.62 mg.L! for N-AT, an LCs-96h of 0.93 mg.L-1 for N-NH3 and an
LCs0-96h of 6.94 mg.L™ for N-NOy". Increasing exposure to nitrogenous compounds
reflected in an increase in the frequency of histopathological changes in the gills, liver
and kidneys over the 96 h of exposure in experiment 1, and histopathological changes in
the gills, liver in experiment 2, showing that histological biomarkers are important to
explain the impact of ammonia and nitrite present in the environment on farmed

animals.

Keywords: nitrogen compounds; water quality; biomarker; histopathology; toxicology.
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1. INTRODUCAO

Para otimizar a producdo de rds € necessario buscar viabilidade econdmica,
adequar-se a legislacdo ambiental vigente, e mitigar os impactos causados ao ambiente,
sendo necessario atentar-se em relacdo as caracteristicas abioticas do cultivo. Os
pardmetros de qualidade da agua sdo caracteristicas a serem gerenciadas, e como
exemplo tém-se: oxigénio dissolvido, temperatura, alcalinidade, dureza, pH,
condutividade e substancias potencialmente toxicas.

Dentre as substancias potencialmente téxicas que podem estar presente em
sistemas de cultivo, merecem destaque 0s compostos nitrogenados. A amonia, o nitrito e
0 nitrato sdo considerados compostos nitrogenados naturalmente encontrados em
sistemas aquicolas, dos quais o conhecimento sobre os niveis letais e concentracdes
limitantes a criacdo auxiliam na definicdo de protocolos de monitoramento para a
espécie produzida (Kroupova et al., 2005; Miron et al., 2008). Portanto, cuidados devem
ser tomados ao se utilizar altas densidades de estocagem e racOes inadequadas para a
producdo de rés no intuito de atingir a potencialidade zootécnica, pois pode favorecer o
acumulo de compostos nitrogenados no sistema, bem como no efluente por eles
produzido.

Rotineiramente, 0 excesso destes compostos € reduzido com renovagoes
constantes de agua. No entanto, as tendéncias atuais dos 6rgdos de regulamentacdo
ambiental, estdo questionando essa prética, inviabilizando o uso de grandes volumes de
agua para diluir estes e outros poluentes acumulaveis nos sistemas de producdo (Zhang
et al., 2012). O acUimulo de matéria organica juntamente com 0S CcOMPpOStos
nitrogenados dissolvidos sdo fatores deteriorantes da qualidade da dgua dos ambientes
de cultivo. Devido a isso, vé-se a necessidade de se estabelecer os niveis de tolerancia
qgue o animal pode estar exposto sem que o mesmo sofra efeitos deletérios ao seu
crescimento e sobrevivéncia.

A utilizacdo de testes de toxicidade permite uma rapida deteccdo do efeito de
contaminantes e poluentes no meio, bem como as respostas dos organismos testados a
estes compostos e as distintas variaveis ambientais. Além dos referidos testes, outras

ferramentas tém sido empregadas para auxiliar a detec¢do dos efeitos danosos gerados
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por compostos toxicos presentes no ambiente. O uso de biomarcadores para
monitoramento da salde do animal tanto quanto da qualidade da &gua podem ser
integrados a producdo, de forma a promover o gerenciamento do bem-estar, saude e
qualidade dos organismos aquaticos.

Metodologias utilizando biomarcadores tém sido utilizadas na aquicultura,
complementando as andlises fisico-quimicas da &gua, apresentando resultados
relevantes e auxiliando na tomada de decisdo em aspectos relacionados a avaliacao
ambiental e dos sistemas de cultivo (Svobodova et al., 2005; Miron et al., 2008; Hegazi
et al., 2010). Por refletir a condicdo de salde do organismo, esses parametros sao
considerados importantes, pois podem auxiliar na tomada de decisdes que evitem ou
mitiguem danos no sistema produtivo.

Como biomarcador morfoldgico, as alteracGes histopatoldgicas podem ser o
resultado de mudancas bioquimicas e fisioldgicas adversas observadas no organismo,
podendo indicar 6rgaos-alvo, tecidos e células que estejam afetadas (Hinton e Laurén,
1990), auxiliando na compreensdo de determinadas situacdes, como a exposicdo a
substancias quimicas.

O conhecimento sobre a tolerancia aos compostos nitrogenados e efeitos gerados
no organismo de producdo pode viabilizar a tomada de decisdes no setor de forma a
diminuir o potencial impacto gerado por eles. O objetivo deste trabalho foi estimar a
concentracdo letal mediana (CLso) da amonia e do nitrito para girinos de ra-touro (A.
catesbeiana), assim como seus respectivos niveis de seguranca, descrever as principais

alteraces histologicas causadas, e avaliar possiveis efeitos deletérios aos animais.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

de acordo com o protocolo de n° 34/2022.

2.1. Instalacdes e Condigdes Experimentais

O trabalho foi desenvolvido no setor de maricultura e qualidade da agua do
laboratorio de Aquacultura — LAQUA da Escola de Veterinaria da Universidade Federal


https://www.ufmg.br/bioetica/ceua/

43

de Minas Gerais - UFMG. O trabalho de processamento histologico foi realizado no
Laboratdrio de Histopatologia da Escola de Veterinaria da UFMG.

Experimento 1

Os animais utilizados no experimento foram obtidos de reprodutores do setor de
Ranicultura do LAQUA/UFMG. Apos a eclosdo, as larvas foram alimentadas trés vezes
ao dia (8:00, 12:00 e 16:00 h) até o inicio dos testes de toxicidade, quando os animais
estavam no estagio de desenvolvimento 35 de Gosner (1960). Os girinos foram
alimentados com ragdo comercial para peixes carnivoros da marca Guabi® (44%
proteina bruta, 8% extrato etéreo, 4% fibra bruta, 15% matéria mineral) com
granulometria de 2 a 4 mm. Os peletes da racdo foram triturados em um moinho de
discos (Inbramag®) para obtencdo de uma fracdo farelada. Antes da realizacio do
experimento, os girinos foram mantidos em piscinas plasticas de 400 L em uma
densidade aproximada de 2,5 girinos/L. As piscinas foram abastecidas com agua de
poco artesiano, mantidas a temperatura de 25 + 1,80 °C, e fotoperiodo de 14 h de luz.
Os girinos foram pesados em balanca analitica (Bel Engineering) e foi mensurado o
comprimento total (extremidade anterior do focinho até a extremidade distal da cauda)
usando paquimetro.

Para avaliar a sensibilidade das espécies e definir as concentracdes dos compostos
nitrogenados a serem utilizadas nos tratamentos, foi realizado um teste toxicolégico
agudo preliminar para determinar a menor concentracdo letal para 100% dos individuos
em 96 horas de exposicdo. O teste foi realizado para definir a faixa letal de aménia e
nitrito para girinos de ra-touro. As concentragdes dos testes definitivos foram definidas
como o limite inferior, aquele que ndo apresentou mortalidade, e o limite superior, a
concentracdo mais baixa que apresentou 100% de mortalidade no teste preliminar. Com
base no conhecimento da faixa letal de exposic¢do, foram iniciados os testes definitivos
de toxicidade aguda.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com seis tratamentos com
duas repeticOes, e as concentracGes nominais testadas foram: 0 (controle), 40, 45, 50, 55
e 60 mg.L? de N-AT (amdnia total), respectivo a 0,07 (controle), 1,33, 1,48, 1,72, 1,86
e 2,01 mg.L? de N-NHgz; e 0 (controle), 2,5, 5, 10, 20 e 30 mg.L de N-NO7 (nitrito).

As concentracdes de amonia e nitrito foram preparadas a partir de solu¢Ges estoque de
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amonia (10 g.L't de N-NHs*) e nitrito (20 g.L! de N-NOy), utilizando cloreto de
amonio P.A. (Synth®) e o nitrito de sédio P.A. (Synth®), respectivamente. Renovacdes
totais dos meios experimentais foram feitas diariamente configurando um modelo de
exposicdo semi-estatico. Dez girinos de A. catesbeiana (1,08 + 0,19g; 3,85 + 0,33 cm)
no teste de amonia e dez (0,85 = 0,15g; 3,81 £ 0,34 cm) no teste de nitrito, foram
colocados em cada unidade experimental, em recipiente circular de polietileno (4 L), de
acordo com as normas da ASTM (2014) e posteriormente armazenados em camara de
germinacdo tipo DBO (SL-224) com controle de temperatura, fotoperiodo de 14 h de
luz e aeracdo constante (Fig. 1). Os girinos foram mantidos em jejum 24 h antes dos
testes, e permaneceram em jejum durante as exposi¢des agudas com o objetivo de se
manter a integridade dos ambientes experimentais (Fig. 2).

A 4gua utilizada foi obtida de poc¢o artesiano do LAQUA/UFMG. Ao longo das
96 h de teste de toxicidade aguda, os animais mortos (sem reacdo observavel ao
estimulo fisico) foram retirados, registrados e fixados em Bouin. Os animais que
sobreviveram a cada tempo experimental foram eutanasiados com cloridrato de
benzocaina, concentragdo de 50 mg.L™* administrados na é&gua; fixados em Bouin e

transferidos para alcool 70%, para posterior estudo histoldgico.

Figura 1. Teste de toxicologia aguda realizado em camara de germinagdo DBO (SL-224). A —
Experimento 1, B — Experimento 2.
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Figura 2. Girino de ra-touro (A. catesbeiana) no estagio 35 de Gosner (1960).

Experimento 2

Os animais do experimento 2 também foram obtidos de reprodutores do setor de
Ranicultura do LAQUA/UFMG. As condi¢fes de mantenca e a alimentacdo foram
feitas da mesma forma do experimento 1 até o inicio dos tratamentos, quando os
animais estavam no estagio de desenvolvimento 25 de Gosner (1960). Os girinos foram
pesados em balanca analitica (Bel Engineering) e foi mensurado o comprimento total
(extremidade anterior do focinho até a extremidade distal da cauda) usando paquimetro.

Para a definicdo das concentragOes que seriam testadas no teste de toxicidade
agudo definitivo, foi realizado um teste toxicoldgico agudo preliminar. Definidas as
faixas a serem testadas, o delineamento utilizado nos testes definitivos foi inteiramente
casualizado com seis tratamentos com duas repeticdes, e as concentragdes nominais
testadas foram: 0 (controle), 30, 37, 44, 51 e 58 mg.L! de N-AT (aménia total),
respectivo a 0,01 (controle), 0,98, 1,21, 1,48, 1,68 e 1,95 mg.L* de N-NH; por 96 h; e 0
(controle), 4, 6, 8, 10, e 12 mg.L™* de N-NO, (nitrito). As concentracdes de amdnia e
nitrito foram preparadas a partir de solugBes estoque de amonia (10 g.L de N-NHs") e
nitrito (20 g.L* de N-NO), utilizando cloreto de amonio P.A. (Synth®) e o nitrito de
sodio P.A. (Synth®), respectivamente. RenovacBes totais dos meios experimentais
foram feitas diariamente configurando um modelo de exposicdo semi-estatico. Dez
girinos de A. catesbeiana (41,44 £+ 4,48 mg; 0,94 = 0,14 cm) no teste de amonia e (41,22
+ 4,87mg; 0,99 + 0,13 cm) no teste de nitrito, foram testados em cada unidade
experimental, em um béquer (1 L), de acordo com as normas descritas pela ASTM
(2014), em camara de germinagéo do tipo DBO (SL-224) com controle de temperatura,
fotoperiodo de 14 h de luz e aeracdo constante. Os girinos foram mantidos em jejum 24
h antes dos testes, e permaneceram em jejum durante as 96 h de exposicdo definitiva

com o objetivo de se manter a integridade do ambiente experimental.
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A coleta dos animais para estudo histoldgico e eutanasia dos animais foram

realizadas igual ao experimento 1.

Figura 3. Girino de ra-touro (A. catesbeiana) no estagio 25 de Gosner (1960).
2.2.  Analises fisico-quimicas da agua

Para ambos os experimentos, duas vezes ao dia (8:00 e as 16:00h) foram
registrados, de todas as unidades experimentais, os dados de pH e temperatura com
pHmetro portatil (Hanna®, modelo HI 98130), o oxigénio dissolvido (OD) com sonda
portatil (YSI 550A). A cada 24 h foi realizado andlise de alcalinidade e dureza pelo
método titulométrico, e os compostos nitrogenados por espectrofotometria (Biochrom
Libra S22) (APHA, 1992).

2.3.  Estudo histologico

Para o tratamento do material biol6gico, foi utilizada a metodologia descrita por
Luna (1968). No experimento 1 a regiéo cranial dos girinos foi fixada, juntamente com
o figado e os rins; e no experimento 2 os animais foram fixados inteiros em liquido de
Bouin por 8 h e transferidos para alcool 70%. Posteriormente, foi realizado o
processamento histoldgico seguindo os processos de desidratacdo em série crescente de
alcoois, diafanizacdo em xilol, impregnacéo e inclusdo dos tecidos em parafina. As
pecas foram seccionadas em micrétomo rotativo (Zeiss Hyrax M15) com cortes de 3 um
de espessura para montagem das laminas histoldgicas, sendo posteriormente coradas em
hematoxilina e eosina (HE). As preparagfes foram montadas com Entellan New,
observadas e fotografadas microscopio 6ptico (Nikon® eclipse SI) equipado com uma

camera (Prime cam intervision®) e visualizado no software PRIME CAM.
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As alteracdes histopatologicas foram avaliadas de acordo com o método descrito
por Bernet et al. (1999). As analises foram realizadas utilizando-se o Indice do Orgao
(Fig. 3), calculado com os respectivos fatores de importancia da lesdo (w), onde: (1)
importancia patolégica minima, a lesdo € facilmente reversivel quando cessado a
exposicdo a agentes estressores; (2) importancia moderada, reversivel na maioria dos
casos, se 0 estressor for neutralizado; e (3) marcada como patoldgica importante,
geralmente irreversivel, levando a perda parcial ou total da funcdo do 6rgdo. Além do
fator de importancia, o grau de ocorréncia (o) também é considerado nos calculos, onde
sdo atribuidos valores para as alteracOes observadas em cada tratamento, sendo: (0)
inalterado, (2) ocorréncia leve, (4) ocorréncia moderada e (6) ocorréncia severa. A partir

das classificaces foi calculado o indice do Org&o (lorg) (Fig. 4).

Iorg_ = 2 Z(aorgrpalt X worgrpalt)

palt

Figura 4. indice do érgao (Iorg). Onde: org (6rgdo); alt (alteragio); rp (padrdo de reagio); a
(extensdo da leséo); w (relevancia patoldgica da alteracdo). Fonte: Bernet et al. (1999).

2.4.  Andlise estatistica e tratamento dos dados

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado. As
concentragOes letais medianas (CLso) e os intervalos de confianga (95%) foram
estimados para amonia (N-AT e N-NHz) e N-NO2 de acordo com os dados de
mortalidade durante as 96 h de exposi¢do, com o programa “Trimmed Spearman Karber
method” (Hamilton et al., 1977) e o nivel de seguranca (NS) conforme descrito por
Sprague (1971).

Todas as analises foram submetidas & avaliacdo da normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade das variancias (Levene), e cumprido 0s requisitos, posteriormente
foi feito analise de regressdo. As analises foram realizadas por meio do programa
estatistico R Studio Versédo 1.2.5033.
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3. RESULTADOS

Na tabela 1 e 2 estdo apresentadas as variaveis fisico-quimicas da agua
correspondente aos girinos de ra-touro no estagio 35 de Gosner (1960) para exposicao a
N-AT e ao N-NO2’, respectivamente.

Tabela 1.Valores médios (+ desvio padrdo) dos pardmetros de qualidade da agua durante o
periodo de 96 h de exposicdo dos girinos de ras-touro (A. catesbeiana) no estagio 35 de Gosner
(1960) a diferentes concentracdes de aménia total (N-AT) e seu valor respectivo de aménia nédo
ionizada (N-NHa).

Parametros de N-AT (mg.L?) - Nominal
qualidade de agua 0 40 45 50 55 60
N-AT (mg.L?) -

Real 191+0,15 41,56 £ 4,41 49,43 + 3,34 53,55+ 5,27 57,51+ 3,97 62,64 + 2,93

N-NHs (mg.L?) 0,07 £0,01 1,33+£0,05 1,48 £ 0,03 1,72+0,01 1,86 £ 0,01 2,01+0,03
Temperatura (°C) 25,6 £ 0,17 25,7+0,14 25,6 + 0,12 25,6 +0,10 25,7+0,10 25,7+0,11

pH 7,76 +0,13 7,74+0,11 7,78 +0,10 7,72+0,15 7,71+0,12 7,69+0,13

OD (mg.L?) 5,86 +0,51 6,03+ 0,53 6,15+ 0,48 5,99+0,48 5,94+ 0,42 6,02 £ 0,38
OD (%) 80,0 +6,17 82,3 + 5,37 81,6 +6,55 80,9 + 5,66 79,4 +591 81,4 +4,60
Alcalinidade* 99,0+ 3,16 98,5+241 99,5+ 4,37 100 + 3,33 98,5 + 3,37 99,0 + 3,94
Dureza* 64,3 +2,47 63,0+0,71 64,0 + 2,83 63,3+ 1,06 63,3+ 1,06 64,0 + 2,83

* (mg.L ™) CaCOs

Tabela 2.Valores médios (+ desvio padrdo) dos parametros de qualidade da agua durante o
periodo de 96 h de exposicdo dos girinos de ras touro (A. catesbeiana) no estagio 35 de Gosner
(1960) a diferentes concentragdes de nitrito (N-NOy).

Parametros de N-NO,- (mg.L™*) - Nominal
qualidade de agua 0 2,5 5 10 20 30
“NO»- B
N NOZRS;“IQ'L )" 024007  262+032 577+042 1104+049  2067+08L  31,33+0,57
Temperatura (°C) 25,6 £ 0,26 256+0,11  256+0,08 25,5+0,27 25,6 £0,21 25,5+0,25
pH 7754013  774+011 7,73%009  7,72+010  767£009  7,75%0,10
OD (mg.LY) 611+041 5984025 591£029  597+037  588+031  607%027
OD (%) 83,0 + 3,68 82,2+ 3,54 80,8 + 2,36 81,4 + 3,27 79,3+ 2,62 81,06 + 2,84
Alcalinidade* 99,5+2,83 99,0 + 3,95 97,5+ 2,63 98,5+2,41 99,3+ 3,45 98,54+ 3,77
Dureza* 64,2 + 2,55 63,4 +0,21 62,6 + 0,85 61,4+0,12 62,6 +0,11 62,3 +0,35

*mg.L* CaCOs

Na tabela 3 e 4 estdo apresentadas as variaveis fisico-quimicas da agua dos girinos
de ra-touro no estagio 25 de Gosner (1960) para exposi¢do a N-AT, N-NH3 e ao N-NO”
, respectivamente.
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Tabela 3. Valores médios (+ desvio padrdo) dos parametros de qualidade da &gua durante o
periodo de 96 h de exposicdo dos girinos de ras-touro (A. catesbeiana) no estagio 25 de Gosner

(1960) a diferentes concentracdes de aménia total (N-AT) e seu valor respectivo de aménia ndo
ionizada (N-NHs).

Parametros de N-AT (mg.L™) - Nominal

qualidade de agua

0 30 37 a4 51 58

- -1y
N ATFE';a?'L )" 0764012 30,62+053 3751+031 44.82+0,93 5153+0.89 58,24 + 0,64
N-NHs (mg.LY)  001+001 098001 1214002 148+010 1,68+003 1,95+ 004

Temperatura (°C) 25,22 +0,29 2545+0,32 25,33+0,29 2543+0,30 2539+0,33 2551+0,31
pH 7,75+003 7,74+004 7,74+004 7,75+004 7,74+0,04 7,75%0,04

OD (mg.L?) 576+036 570+040 583+062 575+040 591+020 5,81+0,20
OD (%) 77,90+6,26 7524+746 79,15+144 78,08+358 79,4+183 7840198
Alcalinidade* 84,0+516 830+483 840+6,15 840+614 835+6,25 84,0%6,15
Dureza* 642+240 6325+286 636+263 636+263 632+286 632+2,86

*mg.L* CaCOs;

Tabela 4.Valores médios (+ desvio padrdo) dos parametros de qualidade da agua durante o
periodo de 96 h de exposicao dos girinos de ras touro (A. catesbeiana), no estagio 25 de Gosner
(1960), a diferentes concentragc@es de nitrito (N-NOy).

Parametros de qualidade N-NO (mg.L™?) - Nominal

de agua 0 4 6 8 10 12
N-NOy (mg.L%)-Real 0,21+003 446+031 631+035 829+025 1054+0,36 12,61+0,28
Temperatura (°C) 2517+0,32 2529+045 2551+025 2532+023 2515+0,17 25,35+ 0,32
pH 7,70+0,05 7,72+0,04 7,71+0,04 7,72+004 7,72+003 7,71+0,05
OD (mg.L?) 581+020 584+024 586+024 579+035 574+0,15 596+0,36
0D (%) 780+208 7882+297 7988+181 7926+214 7873+210 80,39+ 2,87
Alcalinidade* 840+614 830+483 830+483 8222+506 84,28+534 8428+535
Dureza* 646+250 630+316 636+263 62,70+2,65 61,42+251 62,57+251

*mg.L* CaCOs

Os parametros de qualidade de &gua neste estudo encontravam-se em
conformidade com as condicdes de cultivo para os girinos de rd-touro (Hayashi et al.,
2004; Cribb et al., 2013).

3.1. Sobrevivéncia e CLso

Nao foi observada mortalidade nos tratamentos controle dos testes de toxicidade

aguda para amonia e nitrito e para ambas as fases de vida de A. catesbeiana (Fig. 5-8).
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Figura 5. Valores médios e desvio padrdo da sobrevivéncia de girinos de ra touro (A.
catesbeiana) no estagio 35 de Gosner (1960) expostas a niveis crescentes de amonia nao
ionizada (N-NHs).

No experimento 1, na concentracdo de 30 mg.L? de N-NO, todos os animais

foram acometidos antes de completar as 96 h de teste (Fig. 6).

100 - N y =1,1607x? - 32,982x + 144,5
i R? = 0,824
S 80 - I
-
S 60
S
'S 40 A
()
g
3 20 -
O T T T T T 1
0 2,5 5 10 20 30
Concentragdes de nitrito (mg.L™)

Figura 6. Valores médios e desvio padréo da sobrevivéncia de girinos de rd touro (A.
catesbeiana) no estagio 35 de Gosner (1960) expostos a niveis crescentes de nitrito.

No experimento 1 foi possivel observar o efeito da aménia na sobrevivéncia dos
animais ja nas primeiras 48 h de exposi¢cdo em todas as concentracdes, sendo possivel
estimar a CLso-48h em 1,76 mg.L™* N-NH3 e 48,7 mg.Lt N-AT. A CLs0-96 h de N-NH;3
foi estimada em 1,66 mg.L?! e 459 mg.L? para N-AT. Os niveis de seguranca
calculados para N-NHs e N-AT foram 0,17 mg.L?* e 4,5 mg.L™, respectivamente (Tab.
3). Ja com relagdo ao nitrito, no experimento 1, foi possivel observar o efeito na
sobrevivéncia dos animais nas primeiras 24 h de exposi¢do. A CLso-24 h de N-NOy™ foi
estimada em 8,35 mg.L%. O nivel de seguranga estimado para N-NO- foi 0,64 mg.L™
(Tab. 5).
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Tabela 5. Valores das concentragdes letais medianas (CLsg) e intervalos de confianga (IC) da
amonia (N-AT e N-NHs3) e nitrito (N-NO2) estimados durante a exposicdo dos girinos de ra-
touro (A. catesbeiana) no estagio 35 de Gosner (1960) e 0s respectivos niveis de seguranca

(NS).
. Tempo (h) Nivel de seguranca
CLso (mg.L ) (mg L-l)
24 48 72 96 '
N-AT (mg.L™?) - 48,7 (45,6 -50,9) 47,06 (43,5-50,8) 45,9 (43,4 - 48,6) 4,59
N-NH; (mg.L?) - 1,76 (1,38 - 1,83) 1,69(1,32-1,83) 1,66 (1,32-1,75) 0,17
N- NOy(mg.LY)  8,35(7,3-9,5) 7,52 (6,5 -8,7) 6,83 (6,1-7,7) 6,43 (5,7 - 7,3) 0,64

No experimento 2 foi possivel determinar a CLso da amdnia na sobrevivéncia dos
animais para 72 h de exposigdo (Fig. 7). A CLso-72 h de N-NHz3 foi estimada em 1,07
mg.L?, e a N-AT de 47,06 mg.L? (Tab. 6). Os niveis de seguranca calculados para N-
AT e N-NH; foram 4,06 mg.L? e 0,09 mg.L?, respectivamente. J& com relagdo ao
nitrito, no experimento 2 também foi possivel observar o efeito na sobrevivéncia dos
animais nas primeiras 24 h de exposicao (Fig. 8). A CLso-24 h de N-NO>" foi estimada
em 8,69 mg.L? (Tab. 4). O nivel de seguranca estimado para N-NO2 foi 0,69 mg.L*
baseado na CLso-96h de 6,94 mg.L ™! N-NO>".

y =-0,2679x? - 19,696x + 120,5

100 -
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o
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0,01 0,98 1,21 1,48 1,68 1,95
ConcentragOes de amdnia nédo ionizada (mg.L™?)

Figura 7. Valores médios e desvio padrdo da sobrevivéncia de girinos de ra touro (A.
catesbeiana) no estagio 25 de Gosner (1960) expostas a niveis crescentes de amonia nao
ionizada (N-NHs).
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Figura 8. Valores médios e desvio padréo da sobrevivéncia de girinos de rd touro (A.
catesbeiana) no estagio 25 de Gosner (1960) expostos a niveis crescentes de nitrito.

Tabela 6. Valores das concentragdes letais medianas (CLso) e intervalos de confianga (IC) da
amonia (N-AT e N-NHs) e nitrito (N-NO;) estimados durante a exposicdo dos girinos de ra-
touro (A. catesbeiana) no estagio 25 de Gosner (1960) e o nivel de seguranga (NS).

1 Tempo (h) Nivel de seguranca
Clsp (mg.L ) (mg L—l)
24 48 72 96 '
N-AT (mg.L™) - - 47,06 (44,1-50,3) 40,62 (38,5-42,8) 4,06
N-NHz (mg.L?) - - 1,07 (1,0 - 1,14) 0,93 (0,84 - 1,03) 0,09
N- NO; (mg.L') 8,69(8,0-944) 7,75(7,17-837) 7,13 (6,67 - 7,63) 6,94 (6,18 - 7,80) 0,69

3.2. Biomarcadores morfoldgicos

Nas Figuras 9, 10 e 11 podem ser observados os dados de indice de reacdo do

0rgéo (lorg) para amdnia ndo ionizada (N-NHs) do experimento 1.

o Branquia

S

< 30

o

©

3 ~20

S

g = y = -0,7516x? + 9,7978x - 5,303
g 10 R2=0,9945

(%]

.g 0 T T T T T T 1
E 0,07 1,33 1,48 1,72 1,86 2,01

ConcentracOes de amdnia ndo ionizada (mg.L™1)

Figura 9.Valores médios (+ desvio padréo) do indice de reacio do 6rgéo (lorg) branquial durante
0 periodo de 96 h de exposicao dos girinos de ras touro (A. catesbeiana) no estagio 35 de
Gosner (1960) a diferentes concentra¢fes de aménia ndo ionizada (N-NHs).
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Figura 10. Valores médios (+ desvio padréo) do indice de reacéo do 6rg&o (lorg) hepético
durante o periodo de 96 h de exposi¢do dos girinos de ras touro (A. catesbeiana) no estagio 35
de Gosner (1960) a diferentes concentragdes de amonia ndo ionizada (N-NHs).
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Figura 11. Valores médios (+ desvio padréo) do indice de reacio do 6rgo (lorg) renal durante o
periodo de 96 h de exposicdo dos girinos de ras touro (A. catesbeiana) no estagio 35 de Gosner
(1960) a diferentes concentra¢des de aménia ndo ionizada (N-NHs).

Nas Figuras 12, 13 e 14 podem ser observados os dados de indice de reacdo do

0rgéo (lorg) para nitrito do experimento 1.
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Figura 12. Valores médios (+ desvio padro) do indice de reacéo do 6rg&o (lorg) branquial
durante o periodo de 96 h de exposi¢do dos girinos de ras touro (A. catesbeiana) no estagio 35
de Gosner (1960) a diferentes concentragdes de nitrito (N-NO>).
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Figura 13. Valores médios (+ desvio padro) do indice de reacéo do 6rg&o (lorg) hepético
durante o periodo de 96 h de exposic¢do dos girinos de rds touro (A. catesbeiana) no estagio 35
de Gosner (1960) a diferentes concentracGes de nitrito (N-NOy).

Rim

w
o
)

25

N
o
1

y = -0,2486x2 + 6,3289x - 4,996
R2=0,9993

[N
o
I

O T T T T T 1
0 2,5 5 10 20 30

Concentrag6es de nitrito (mg.L1)

Indices de reacdo do 6rgdo
lorg)
[E=
a1
1

Figura 14. Valores médios (+ desvio padréo) do indice de reac&o do 6rgo (lorg) renal durante o
periodo de 96 h de exposicdo dos girinos de rés touro (A. catesbeiana) no estagio 35 de Gosner
(1960) a diferentes concentracdes de nitrito (N- NOy).
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Os trés indices lorg (branquia, figado e rim) do experimento 1 aumentaram quando
os animais foram expostos a concentraces a partir de 1,33 mg.L* de N-NHs, e 2,5
mg.L? de N-NO;, e as alteracBes se intensificaram a medida em que as concentracdes
aumentaram.

Nas Figuras 15 e 16 podem ser observados os dados de indice de reacdo do 6rgéo
(lorg) para amonia ndo ionizada (N-NHz) do experimento 2.
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Figura 15. Valores médios (+ desvio padréo) do indice de reacao do 6rgéo (lorg) branquial
durante o periodo de 96 h de exposi¢do dos girinos de rds touro (A. catesheiana) no estagio 25
de Gosner (1960) a diferentes concentraces de aménia ndo ionizada (N-NHs).
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Figura 16. Valores médios (+ desvio padréo) do indice de reacdo do 6rgao (lorg) hepético
durante o periodo de 96 h de exposi¢do dos girinos de ras touro (A. catesbeiana) no estagio 25
de Gosner (1960) a diferentes concentragdes de amonia ndo ionizada (N-NHs).

Nas Figuras 17 e 18 podem ser observados os dados de indice de reacdo do 6rgao

(lorg) para nitrito do experimento 2.
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Figura 17. Valores médios (+ desvio padro) do indice de reacéo do 6rg&o (lorg) branquial
durante o periodo de 96 h de exposi¢do dos girinos de rds touro (A. cateshbeiana) no estagio 25
de Gosner (1960) a diferentes concentragdes de nitrito (N-NO>).
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Figura 18. Valores médios (+ desvio padro) do indice de reacéo do 6rg&o (lorg) hepético
durante o periodo de 96 h de exposigdo dos girinos de rds touro (A. cateshbeiana) no estagio 25
de Gosner (1960) a diferentes concentracGes de nitrito (N-NOy).

A aménia e o nitrito foram capazes de causar alteracbes morfoldgicas nas
branquias, figado e rins neste estudo (Fig. 19, 20, 21 e 22). As branquias no grupo
controle de ambos os compostos, nos dois experimentos, apresentaram hiperplasia leve
e desprendimento do epitélio respiratorio (Fig. 19A, 20A, 21A e 22A). Essas alteracdes
branquiais sdo comuns, e pequenas alteraces sao esperadas por estarem em contato
continuo com a agua.

As alteracGes encontradas nas branquias dos animais expostos a N-NHz e N-NOy
foram hipertrofia das células, descolamento do epitélio, desorganizacdo, ruptura do
epitélio lamelar e fusdes de tufos branquiais. Lesbes que se tornaram mais frequentes,
com a intensidade variando de moderada a severa, nas maiores concentracOes testadas
de ambos compostos nitrogenados (Fig. 19 B-C, 20 B-C, 21 B-C e 22B-C), assim como

mostra o indice de 6rgéo.
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A andlise histologica do figado dos girinos do grupo controle de ambos 0s
compostos exibiu uma arquitetura parenquimatosa normal para espécie, com hepatécitos
em arranjo cordonal, citoplasma homogéneo com nucleo centralizado, vasos sinusoides
e presenca de células de Kupffer (Fig. 19D). Ja nos girinos expostos aos compostos
nitrogenados, as alteracdes histopatoldgicas observadas foram: dilatagdo dos sinusdides,
hepatdcitos em desarranjo cordonal, vacuolizagdo dos hepatocitos, degeneracdo celular
e nuclear, congestdo sanguinea e necrose (Fig. 19E-F, 20E-F, 21 E-F e 22 E-F).

A arquitetura renal dos girinos do tratamento controle de ambos os testes
apresentaram caracteristicas normais para a espécie (Fig. 19G e 20G). Houve alteracoes
histopatoldgicas nos rins dos girinos quando comparados ao controle apds as exposi¢des
a ambos os compostos nitrogenados. Os girinos de todos os tratamentos apresentaram

desorganizacdo tecidual, hipertrofia dos tubulos renais e areas de necrose.
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Figura 19. Fotomicrografias de girinos de ra-touro A. catesbeiana no estagio 35 de Gosner
(1960) expostos a concentracdes agudas de aménia por 96 h, onde se observa: A - Branquias
dos animais do grupo controle, tufo branquial com ramificac6es (T), tecido cartilaginoso (CT)
em aumento de 100x; B - Branquias dos animais expostos a 10 mg.L ™! de N-AT, hiperplasia
(seta preta), necrose (seta branca) em aumento de 100X; C - Branquias dos animais expostos a
60 mg.L* de N-AT, hiperplasia (seta preta), necrose (seta branca) e fusdo dos tufos branquais
(asterisco preto) em aumento de 100X; D - Figado dos animais do grupo controle, hepatécitos
poligonais arranjados em cord@es (setas) em aumento de 400x; E - Figado dos animais expostos
a45 mg.L! e F - Figado dos animais expostos a 60 mg.L™* de N-AT em aumento de100X —
observa-se em ambas a imagens o aumento da vacuoliza¢do dos hepat6citos e a congestao dos
sinusoides, necrose (N), congestao dos sinusdides (C), vacuolizagdo (V), veia central (Ve); G -
Rim dos animais do grupo controle 100x, tdbulos renais (setas pretas); H - Rim dos animais
expostos a 50 mg.L de N-AT- desorganizacéo tecidual; I — Rim dos animais expostos a 60
mg.L* de N-AT,100X - intensa desorganizacéo tecidual com perda de estruturas celulares e

areas de necrose tecidual. Coloracéo HE.
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Figura 20. Fotomicrografias de girinos de ra-touro A. catesbeiana no estagio 35 de Gosner
(1960) expostos a concentragdes agudas de N-NO," por 96 h, onde se observa: A - Branquias
dos animais do grupo controle, tufo branquial com ramificac6es (T), tecido cartilaginoso (CT)
em aumento de 100x; B - Branquias dos animais expostos a 50 mg.L* de N-NO’, hiperplasia
(seta preta) em aumento de 100X; C - Branquias dos animais expostos a 60 mg.L™* de N-NO_,
hiperplasia (seta preta), descolamento epitelial (asterisco branco) e fuséo dos tufos branquais
(asterisco preto) em aumento de 100X; D - Figado dos animais do grupo controle, hepatécitos
poligonais arranjados em cord@es (H), sinusoides (S) em aumento de 100x; E - Figado dos
animais expostos a 2,5 mg.L de N-NO,, congestdo dos sinuséides (C), sinusdides (S) e
melanomacréfagos (M) em aumento de 400x; F - Figado dos animais expostos a 30 mg.L? de
N-NO-", com intensa vacuolizacéo dos hepatdcitos (V), necrose (N) e congestdo dos sinuséides
(C) em aumento de 100x; G - Rim dos animais do grupo controle em aumento de100x; H - Rim
dos animais expostos a 10 mg.L™ de N-NO, com desorganizacao tecidual e tibulos renais
hipertrofiados (setas pretas) em aumento de 100x; I - Rim dos animais expostos a 30 mg.L-1 de
N-NO;’, com intensa desorganizacao tecidual com perda de estruturas celulares e areas de
necrose tecidual em aumento de 100x. Coloragédo HE.
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Figura 21. Fotomicrografias de girinos de rd-touro A. catesbeiana estagio 25 de Gosner (1960)
expostos a concentracdes agudas de N-AT por 96 h, onde se observa: A — Branquias dos
animais do grupo controle, tufo branquial com ramificagdes (T), tecido cartilaginoso (CT) em
aumento de 100x; B — Branquias dos animais expostos a 30 mg.L* de N-AT, hiperplasia (seta
preta), necrose (seta branca) em aumento de 400X; C — Brénquias dos animais expostos a 58
mg.Ltde N-AT, hiperplasia (seta preta), necrose (seta branca) e fusdo dos tufos branquais
(asterisco preto) em aumento de 400X; D — Figado dos animais do grupo controle, hepatdcitos
poligonais arranjados em cord@es (setas) em aumento de 400x; E - Figado dos animais expostos
a 30 mg.L! e F - Figado dos animais expostos a 58 mg.L™* de N-AT em aumento de 400X —
observa-se em ambas a imagens o aumento da vacuolizagdo dos hepatdcitos e intensa
desorganizacéo tecidual com perda de estruturas celulares, necrose (N), congestdo dos
sinusodides (C), veia central (Ve), melanomacrofagos (M). Coloragdo HE.
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Figura rografias de girinos de ra-touro A. catesbeiana estagio 25 de Gosner (1960)
expostos a concentragdes agudas de N-NO; por 96 h, onde se observa: A — Brangquias dos
animais do grupo controle, tufo branquial com ramificagdes (T), tecido cartilaginoso (CT) em
aumento de 100x; B — Branquias dos animais expostos a 4 mg.L* de N-NO-, hiperplasia (seta
preta), fusdo dos tufos branquiais (asterisco preto), necrose (N) em aumento de 100X; C —
Branquias dos animais expostos a 12 mg.L* de N-NO--, hiperplasia (seta preta), fusdo dos tufos
branquais (asterisco preto) em aumento de 400X; D — Figado dos animais do grupo controle
hepatdcitos poligonais arranjados em corddes (setas) em aumento de 100x; E - Figado dos
animais expostos a 6 mg.L?, congestdo dos sinuséides (C), sinusoides (S), veia central (Ve) e
melanomacréfagos (M) em aumento de 400x; F — Figado dos animais expostos a 12 mg.L ™ de
N-NO--, com intensa vacuolizacdo dos hepatdcitos, necrose (N) e presenca de
melanomacro6fagos (M) em aumento de 400x. Coloragdo HE.

4, DISCUSSAO

A amdnia e o nitrito sdo compostos téxicos para 0S organismos aquaticos
(Miranda-Filho et al., 2009, Miranda-Filho e Costa, 2016). Ao se interpretar dados
toxicologicos de amodnia, deve-se atentar também aos parametros de qualidade de agua
do ambiente em que o animal estava exposto. No contexto toxicoldgico, quando o pH é
neutro ou acido, verifica-se que NH4* predomina, enquanto NH3 tende a ser toxico
qguando o pH é alcalino, ou seja, basico (Pereira e Mercante, 2005). Para anfibios, a

tolerdncia a valores de pH mais acido é influenciado por fatores taxondmicos,
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geogréficos, ambientais, ecoldgicos e genéticos (Pierce, 1985). Em extremos éacidos e
basicos de pH vé-se efeito negativo sobre as taxas de crescimento e anormalidades de
desenvolvimento (Farquharson et al., 2016). Mudancas bruscas no pH podem gerar
também mortalidades em anuros, enquanto pequenas mudancas, préximas a
neutralidade do pH, podem gerar efeitos subletais como anormalidades e atrasos no
desenvolvimento embrionério, malformacdes e natacdo erratica nos girinos, que
posteriormente podem se refletir em mortalidades (Mufioz e Batista, 2011). No presente
estudo, o pH manteve-se proximo a 7,7, fazendo com que uma pequena fracdo da
amonia ndo ionizada (NHz), estivesse presente; sabe-se que mesmo em concentragdoes
muito baixas a aménia gasosa pode ser responsavel pela intoxicagdo dos animais.

O actmulo de aménia no sistema de cultivo, juntamente com o aparecimento do
nitrito pelo processo de nitrificacdo levam a intoxicacdo, deformidade das larvas
(Jensen, 2003), interferéncia sobre o crescimento e mortalidades (Luo et al., 2016). Uma
vez no ambiente aquatico a aménia é oxidada, principalmente por bactérias do género
Nitrosomonas, em nitrito (NO2), esse por sua vez pode posteriormente ser oxidado em
nitrato (NOgz"), desta vez pela a¢do predominante de bactérias do género Nitrobacter
(Martinez et al., 2006). Esta Ultima é a forma nitrogenada menos tdxica para 0s
organismos aquaticos, ja o nitrito é toxico, assim como a aménia (Yanbo et al., 2006).

Quando os niveis de NHs na agua se elevam, as concentra¢cBes no plasma do
animal, assim como, de outros tecidos como branquias, figado, cérebro, musculo e rim
também se elevam (Zhang et al., 2012), pela reducdo da difusdo pelo gradiente de
concentracdo entre o animal e a 4gua circundante. A amonia ndo ionizada é de natureza
lipofilica difundindo-se facilmente pelas membranas celulares (Kormanik e Cameron,
1981) por difusdo (Roumieh et al., 2012), sendo que a maioria das membranas
biologicas é permeavel ao NHs, mas relativamente impermeével aos ions amonio
(Randall e Tsui, 2002).

Dentro da celula, no citosol, o NH3 sofre protonacdo, sendo transformado em
NH,", liberando hidroxilas (OH"), e interferindo sobre pH sanguineo, conferindo a ele
carater alcalino; sendo que essa alteracdo de pH pode ter efeito sobre as acOes das
enzimas e sobre a estabilidade das membranas (Arana 1997; Pereira e Mercante, 2005;
Zhang et al., 2012).



63

A toxicidade aguda da amonia deve-se principalmente ao seu efeito no sistema
nervoso central dos vertebrados, podendo causar convulses, coma e morte dos animais
acometidos (Randall e Tsui 2002). Schimdt et al. (1993) enfatizam que altos niveis de
amonia no cérebro levam a altos niveis de glutamato extracelular, aumentando a
liberacdo de glutamato e/ou diminuindo a recaptagdo sinaptica de glutamato. Também
foi proposto que a toxicidade da amonia seja mediada pela ativagdo excessiva dos
receptores de glutamato do tipo NMDA (N-Metil-D-Aspartato) (Marcaida et al., 1992).
A ativagio excessiva desses receptores leva ao influxo de Ca?* e Na*, podendo o Ca?*
intracelular aumentado ativar enzimas dependentes dessa substancia e ocorrer uma
cascata de reacOes que podem resultar em apoptose celular (Randall e Tsui 2002).

Ja 0 amdnio pode atuar no sitio de ligacdo do K* junto a enzima Na*/K*ATPase e
na Na*/K*/2ClI" cotransportador, afetando o mecanismo osmorregulaério e o equilibrio
ionico em peixes (Randall e Tsui, 2002; Roumieh et al., 2012). Randall e Tsui (2002)
enfatizam que a principal causa da toxicidade da amonia pode ser o efeito de
despolarizacdo do NHs" nos neuronios, levando a ativacdo excessiva dos receptores
NMDA e subsequente morte celular. Em &guas alcalinas, a quantidade de H* é baixa, o
que interfere na dinamica de equilibrio da conversdo de NHs; para NH4" e nestas
condicGes, o gradiente de difusdo do plasma para a agua € prejudicado, resultando no
acumulo no plasma e nos tecidos (Wilkie e Wood, 1996).

A comparacdo dos animais em diferentes fases de vida justifica-se devido as
necessidades de adensamento dos animais nos sistemas de cultivo, e na percepcao se 0s
girinos de ras-touro sdo mais sensiveis nesses diferentes estagios de vida. Percebe-se
que 0s girinos no estagio 25 de Gosner (1960), tiveram uma tolerancia a NHs, baseada
na interpretacdo da CLso-96h, relativamente menor do que os girinos no estagio 35 de
Gosner (1960), ou seja, 0s girinos mais jovens sdo mais sensiveis, indicando que a
toxicidade da amdnia para a espécie € influenciada pela idade. J& com relagdo ao NO>',
girinos no estagio 25 de Gosner (1960), tiveram uma toleréncia relativamente maior do
gue o0s girinos no estagio 35 de Gosner (1960).

Utilizando diferentes espécies de peixes para comparar com a mesma substancia
teste do estudo, Cardoso et al. (1996) estimaram CLso-48h em juvenis (0,4 g) de pacamé
(Lophiosilurus alexandri) em 0,92 mg.L™ de N-NHg, e Santos-Silva et al. (2018), com a
mesma espécie (33,87 g) estimaram CLso-48h de 4,57 mg.L de N-NHs. Ja para larvas
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de tildpia (Oreochromis niloticus) (56 mg) e alevinos (10,11 g), Benli e Kdksal (2005)
estimaram CLso-48h de 1,01 mg.L? e 7,40 mg.L™? de N-NHs, respectivamente. Para
juvenis (11,04 g) de jundia (Rhamdia quelen) a CLso-96h foi estimada em 2,09 mg.L™*
de N-NHs (Miron et al., 2008), e para juvenis (26 g) de piava (Leporinus obtusidens)
em 0,27 mg.L (Copatti et al., 2015). A CLso-96 h para catfish amarelo (Pelteobagrus
fulvidraco) (0,29 g) foi estimada em 0,49 mg.L"* de N-NHs (Zhang et al., 2012). A
piava, dos peixes mencionados, foi 0 menos tolerante a amdnia, 0 que sugere a
diferenciacdo do metabolismo dos animais frente a intoxicagédo. A toxicidade de amdnia
e nitrito em peixes depende da espécie, tamanho, fase de desenvolvimento e sexo
(Zhang et al., 2012).

O nitrito na agua pode ser ativamente absorvido pelo epitélio branquial e pode
acumular-se em altas concentracGes nos fluidos corporais (Kroupova et al., 2005).
Também pode causar deplecdo dos niveis intra e extracelulares de cloreto (CIY),
causando desequilibrio de eletrolitos, deplecdo de potassio (K™) intracelular e elevagdo
de K" extracelular afetando os potenciais de membrana, neurotransmissdo, contracdo
muscular e funcdo cardiaca; e danos as mitocdndrias nas ceélulas do figado,
comprometento o transporte de oxigénio ao tecido (Camargo e Alonso, 2006).

Em peixes, a intoxicacdo por nitrito (NO2") ocorre por transporte ativo através das
células de cloreto (Huertas et al., 2002). No ambiente intracelular, o nitrito pode causar
alteracdes metabdlicas (Kroupova et al., 2005; Hegazi et al., 2010), assim como lesdes
teciduais (Cardoso et al., 1996; Santos-Silva et al., 2018). O nitrito pode provocar a
oxidacdo do ferro presente na molécula de hemoglobina, transformando-a em
metahemoblobina, incapaz de transportar oxigénio aos tecidos, podendo exercer um
quadro de hipoxia (Lewis e Morris, 1986; Kosaka e Tyuma, 1987; Martinez e Souza,
2002; Jensen, 2003). A toxicidade do nitrito em peixes varia consideravelmente e
depende de fatores como o tamanho, fase de desenvolvimento, espécie, além dos
parametros de qualidade da agua (pH, temperatura, oxigénio) (Svobodova et al., 2005),
e acredita-se que em anfibios seja da mesma forma.

Com relacgdo as pesquisas toxicoldgicas com N-NOz", a CLso-96h para jundia (R.
quelen) foi estimada em 195,3 mg.L! (Miron et al., 2008), para bacalhau (Gadus
macrocephalus) foi de 304,71 mg.L* (Wang et al., 2015) e para o pacama (L. alexandri)
foi de 5,86 mg.L (Santos-Silva et al., 2018). Yanbo et al. (2006), ao trabalharem com
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tildpia do Nilo (O. niloticus) (4,9 g), mantidas em salinidades de 0,035%o obtiveram
valores de CLso-96h de 28,18 mg.L™ . Ja para bagre amarelo (Pelteobagrus fulvidraco)
(0,29 g), a CLso-96h foi estimada em 97,23 mg.L? (Zhang et al. 2012). Esses autores
corroboram as informacdes de susceptibilidade individual de cada espécie para o NO>".

Destacando as pesquisas com anfibios, a salamandra Ambystoma texanum exposta
ao N-NOz em baixas concentracdes de CI~ tiveram CLso-96h de 0,33 mg.L™, e uma
taxa de mortalidade de 100% quando as larvas foram expostas a 0,76 mg.L* (Huey e
Beitinger, 1980b). A toxicidade do nitrito depende do pH e da concentracdo de calcio e
de cloretos na &gua (Queiroz e Boeira, 2007), devido & competicdo destes pelo mesmo
transportador nas células de cloreto das branquias (Williams e Eddy, 1986). Os
resultados observados e A. texanum se assemelham aos encontrados em peixes de agua
doce, ja que o grupo é hiperosmotico em relacdo ao meio, apresentando elevada taxa de
captacdo de ions. O NO2 compete pelo mecanismo de captacdo branquial de CI,
presumivelmente o trocador CI/HCOs’, deslocando CI™ para o captador de NO™ (Jensen,
2003). Deste modo, 0 N-NO-" ¢é absorvido, podendo causar intoxicagéo.

Shinn et al. (2013) estudando larvas de anfibios das espécies ra-verde (Pelophylax
perezi), sapo-corredor (Bufo calamita) e ré-de-riacho (Hylodes meridionalis) expostos a
N-NO2’, demonstraram que sua toxicidade foi fortemente atenuada pela presenca de
NaCl no meio aquético. Além disso, os autores mostraram que surgiram anormalidades
em embrides de P. perezi ainda dentro do ovo gelatinoso quando expostos a NO2™ sem a
presenca de NaCl. Isso indica que NO2 pode ter efeito deletério mesmo antes da
eclosdo das larvas, e que o NaCl poderia ter efeito protetor no inicio de seu
desenvolvimento.

A salinizacdo é uma medida adotada na aquicultura de modo que haja competicéo,
entre 0 NO2" e o CI, pelos sitios de ligacdo e absorcdo (Svobodovéa et al., 2005).
Aumentar a salinidade da agua, é uma forma de diminuir a toxicidade do nitrito por
inibicdo competitiva (Shinn et al., 2013). Medidas como essa podem ser favoraveis no
gerenciamento de raniculturas com valores altos de nitrito e na auséncia de volume de
agua necessario para trocas de agua. No entanto, pesquisas Sd0 necessarias para
determinar os limites de seguranca do sal para as diferentes espécies de anfibios.

O uso de indicadores bioquimicos, fisioldgicos ou histologicos, tem sido adotado

como biomarcadores de substancias quimicas (Bernet et al., 1999; Svobodova et al.,
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2005). Os biomarcadores podem responder rapidamente aos estressores, agindo como
alerta precoce de efeitos que podem ser manifestados em niveis mais elevados de
organizacdo bioldgica (Adams, 2001). No presente estudo, a histologia foi empregada
como ferramenta de detecgdo de respostas dos girinos frente a exposicdo a amoénia e ao
nitrito, que estdo entre os principais contaminantes no contexto da aquacultura (Diaz et
al., 2011; Rosa et al., 2020).

Empregando o indice de 6rgdo aplicado a histologia, Santos-Silva et al. (2018)
trabalhando com pacamas (L. alexandri) expostos a N-NHz e N-NO2", obtiveram um lorg
para as branquias de 20, para concentragio de 10,76 mg.L™ de N-NHg, € lorg de 18, para
233,49 mg.L de N-NO;". Resultados similares foram encontrados no presente estudo
para exposicoes de 50 mg.L™* de N-NHz e 10 mg.L? N-NO2, quais sejam lorg de 22,4 €
lorg de 19,67, respectivamente,

O uso de indicadores quantitativos histopatoldgicos em estudos toxicolégicos com
peixes e anfibios sdo escassos na literatura cientifica, encontram-se, frequentemente,
descricdes qualitativas das lesGes encontradas, o que gera uma interpretacdo incompleta
do grau de acometimento dos organismos submetidos a exposi¢do aos xenobidticos.

Com o aumento da amonia, o pH do sangue se eleva, reduzindo as atividades
enzimaticas, resultando em desestabilidade de organelas e danos teciduais (Das et al.,
2004a). Altas concentragdes de amonia ou nitrito estimulam intensamente a pele e as
branquias, resultando em perda da funcdo respiratéria (Zhang et al., 2012), sendo que as
branquias sdo um dos primeiros 6rgdos a sofrer os impactos da exposi¢do a poluentes
devido ao contato direto com meio circundante (Miron et al., 2008).

A brénquia é um drgdo multifuncional essencial para organismos aquaticos e esta
envolvida nas trocas gasosas, osmorregulacdo, ionorregulacédo e excrecdo (Perry, 1997;
Au, 2004; Santos et al., 2021). Apresentam alta taxa de perfusdo (Heath, 1987) o que
facilita 0 acesso do xenobidtico ao meio interno do organismo, propiciando alteracfes
fisioldgicas. Além disso, sua suscetibilidade ao aparecimento de lesGes ap0s exposicao a
produtos quimicos na agua, a torna um importante biomarcador histopatoldgico (Bernet
etal., 1999; Au, 2004).

O aparelho branquial de A. catesbeiana € sustentado por quatro pares de arcos
branquiais. Cada um desses arcos apresenta duas fileiras de filamentos altamente

ramificados, dando origem a um nUmero varidvel de projecdes em forma de “dedos”
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(Burggren e Mwalukoma, 1983). Cada arco branquial insere-se ventralmente nos tufos
branquiais e dorsalmente nos filtros branquiais (Viriato et al., 2021), que exercem
funcdo de um filtro especializado na retencdo de particulas, sendo importante portanto,
na alimentacdo (Viertel, 1982). A branquia possui tufos primarios e secundarios com
numerosas ramificagOes digitiformes e sdo altamente vascularizadas (Burggren e
Mwalukoma, 1983; Malvin 1989; Minnich et al. 2002), sendo responsaveis pelas trocas
gasosas, o que corresponde a funcdo das lamelas branquiais nos peixes (Santos et al.,
2021).

Ap0s contato com o xenobiotico, a gravidade da lesdo dependeré da intensidade,
duracdo e qual o 6rgdo acometido, podendo retornar a homeostasia, se cessado a
exposicdo (Brasileiro-Filho, 2009). Entre as respostas desencadeadas no organismo
encontram-se 0S processos degenerativos e necroticos, transtornos de crescimento
celular como hiperplasia e hipertrofia, além de distdrbios circulatorios (Hibiya, 1982).

Algumas lesbes observadas no presente trabalho coincidem com as descritas em
estudos avaliando o efeito da amdnia ndo ionizada em juvenis de pacama (L. alexandri)
(Cardoso et al., 1996), juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus) (Benli et al., 2008) e em
juvenis de jundia (R. quelen) (Miron et al., 2008), associando as lesdes encontradas,
como hipertrofia das células, desorganizacdo e ruptura do epitélio lamelar, ao
comprometimento funcional das branquias nas trocas gasosas, impedindo a fungéo
respiratoria. Santos-Silva et al. (2018) trabalhando também com pacamd observaram
que as lesdes mais graves ocorreram na concentracdo de 3,58 mg.Lt N-NHs; com
alteracdes estruturais de moderadas a graves sendo registradas com descolamento do
epitélio e necrose comprometendo a maior parte do arco branquial. Essa concentracao
foi superior as utilizadas no presente estudo, indicando que os girinos podem ser mais
susceptiveis ao N-NHz ao apresentar lesGes similares com concentragdes bem menores.
Segundo Lemarié et al. (2004), o efeito toxico da aménia é imediato, linear e dose-
dependente. As alteracGes observadas no presente estudo, também foram relatadas apds
a exposicao de peixes a pesticidas, fendis e metais pesados (Nowak et al., 1992), o que
confirma o grau de susceptibilidade que as branquias apresentam frente a exposi¢do aos
xenobioticos.

Com relacdo as alteracdes causadas por NO-", as branquias, figado e rins de peixes

sdo altamente sensiveis ao nitrito (Das et al., 2004b), podendo apresentar danos
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citologicos e histolégicos (Frances et al., 1998; Park et al., 2007). Como exemplo,
Santos-Silva et al. (2018) estudando a exposi¢do ao pacama (L. alexandri) observaram
que as lesdes mais graves ocorreram na concentragio de 55,24 mg.L* de N-NO, com
alteracdes como descolamento do epitélio, aneurismas e necrose comprometendo a
maior parte do arco branquial. Concentragdo bem maior a utilizada no presente estudo,
indicando a suscetibilidade da espécie em ambos o0s estagios de vida.

O acumulo de NO2 no sistema de producdo ndo sO causa toxicidade aguda e
mortalidade, mas pode afetar cronicamente mesmo em concentra¢fes mais baixas se
expostos por periodos prolongados (Wuertz et al., 2013). Alguns estudos tém
demonstrado os efeitos toxicos do NO2 em estagios larvais de anfibios (Huey e
Beitinger, 1980a, 1980b; Marco e Blaustein, 1999; Marco et al., 1999), existindo
diferenca de sensibilidade entre as espécies e até mesmo entre diferentes estudos
conduzidos na mesma espécie (Marco e Ortiz-Santaliestra, 2009). Na presenca de NO>',
a atividade locomotora reduzida e anormalidades morfoldgicas podem resultar em maior
risco de predacao e dificultar o sucesso na metamorfose (Ortiz-Santaliestra et al., 2010).

Pesquisas demonstram que a aménia ndo ionizada (NHz) é a forma de nitrogénio
mais tdxica para 0s organismos aquaticos, seguida pelo nitrito e nitrato, respectivamente
(Camargo e Ward, 1992). No entanto, a dindmica e 0s mecanismos de atuacdo desses
poluentes para os anfibios ndo estdo bem esclarecidos (Marco e Ortiz-Santaliestra,
2009). Hecnar (1995) enfatiza que as moléculas de NH4*, NHs, NO2" ¢ NO3™ do meio,
penetram o corpo dos anfibios por difusdo através da pele, branquias, pulmdes e/ou por
ingestdo. Embora o nitrito seja mais toxico que o nitrato, a acdo toxica desses ions sao
similares, ja que ha a reducdo do nitrato a nitrito na cavidade digestiva devido as
condicdes corporais internas (Camargo e Alonso, 2006). Acredita-se ainda que ambos
0S compostos possam atuar como disruptores enddcrinos, influenciando o
funcionamento da tiredide e o equilibrio hormonal (Guillette e Edwards, 2005).

O processo de acometimento das lesdes branquiais pode ser dividido em dois
grupos, o primeiro das lesdes causadas pelo efeito deletério direto da substancia, onde
predomina a necrose e ruptura de epitélio, cuja morte celular ocorre por autélise ou agdo
litica do agente e, o segundo, pelas alteracdes desenvolvidas como defesa em resposta a
substancia (Mallatt, 1985). Neste caso, as alteragfes atuam como barreira na defesa do
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contato e absorcdo do poluente, mas que podem levar a asfixia do animal por dificultar
as trocas gasosas.

Como as branquias respondem rapidamente as mudancas ambientais (Kosti¢ et al.,
2017), o aumento dos indices de orgao estd relacionado ao efeito intensificado dos
compostos amdnia e nitrito na agua. As branquias de peixes expostos a agentes
estressores apresentam inicialmente desprendimento do epitélio respiratério (Winkaler
et al., 2001), reduzindo a funcionalidade do érgéo atingido (Bernet et al., 1999), em uma
possivel tentativa de diminuir a contaminacdo pela substancia toxica. Essa mudanca
rdpida e reversivel ocorre como resposta as condi¢cGes de estresse/presenca de
contaminacéo, resultando em um aumento da distancia de difusdo entre a &gua e o
sangue (Kosti¢ et al., 2017).

Ja a hiperplasia é o aumento da proliferacdo celular, em virtude de uma elevacéo
na atividade mit6tica podendo levar a fusdo lamelar (Thomson, 1978), e podendo
também ser induzida por irritacdo quimica ou aumento funcional do 6rgdo (Mumford et
al., 2007). E uma das primeiras alteracdes histopatoldgicas nas branquias de peixes
expostos a amonia (Benli e Koksal, 2005). Esse tipo de alteracdo aumenta a distancia
entre a agua e o sangue, em virtude da redugdo ou cessacao da passagem da agua entre
as lamelas secundarias hiperplésicas (Erkmen e Kolankaya, 2000; Lupi et al., 2007),
criando uma barreira. Ela vai reduzir o espaco interlamelar, podendo causar uma fuséo
lamelar, diminuindo a superficie para absor¢do de xenobidticos (Bernet et al., 1999;
Koca et al., 2005; Robbins e Cotran, 2005; Camargo e Martinez, 2007). A hiperplasia,
juntamente com o desprendimento epitelial e aumento da secre¢do de muco, reduzem as
trocas gasosas, podendo levar a ruptura de vasos sanguineos, hemorragia (Nowak et al.,
1992; Thophon et al., 2003), e hipdxia (Mallatt, 1985; Camargo e Martinez, 2007), se a
exposicdo ao agente tdxico ndo for interrompida.

A fusdo lamelar encontrada em todos 0S grupos expostos neste experimento para
nitrito e amonia evidencia uma tentativa do organismo de evitar a maior absor¢do desses
compostos pelas branquias. A fusdo lamelar pode ser vista como alteragdo protetora na
medida em que diminui a quantidade de area de superficie branquial vulneravel (Malat,
1985). Alteracdes na morfologia das branquias em resposta a um ambiente particular
podem ser fundamentais para conservar as fungdes fisiologicas (Erkmen e Kolankaya,

2000). A hipertrofia, por sua vez, € 0 aumento quantitativo dos constituintes e das
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fungdes celulares, resultando no aumento volumétrico das células (Brasileiro-Filho,
2009), sendo um tipo de alteracdo progressiva, que leva a um aumento da atividade das
células ou tecidos (Bernet et al., 1999).

As lesbes acima relatadas implicam na atividade dos mecanismos de defesa dos
animais, pois reduzem a area de superficie vulneravel da branquia ou a barreira de
difusdo quimica (Erkmen e Kolankaya, 2000). Esses tipos de lesdes histopatoldgicas
indicam que os girinos respondem aos efeitos dos agentes toxicos presentes na dgua. As
alteracdes encontradas no presente estudo sdo similares com as descritas em outras
recentes pesquisas envolvendo respostas bioldgicas de girinos frente a intoxicacdes,
sendo que as lesbes mais frequentes foram: hiperplasias, desprendimento epitelial e
fusdo lamelar, em ras-touro expostas de forma crénica (49 dias de exposicdo) ao
herbicida 2,4-D (DMA® 806) (Viriato et al., 2021); e fusdo lamelar, hiperplasia,
hipertrofia, telangiectasia e desprendimento epitelial em rés-touro expostas de forma
cronica (192 h de exposicdo) ao formaldeido (Santos et al., 2021). Essas lesdes
implicam comprometimento de funcBes respiratdérias e osmoregulatorias apos
exposicdo, demonstrando que diferentes compostos quimicos podem causar respostas
branquiais similares.

Geralmente, as alteracdes histopatoldgicas de branquia sdo responsivas, mas ndo
especificas a exposicdo a poluentes (Au, 2004), sendo que depois de cessada a a¢do do
agente agressor, a célula pode retornar ao seu estado de homeostase dependendo da
qualidade, intensidade e duracdo da agressao, bem como do estado funcional ou tipo
celular comprometido (Brasileiro-Filho, 2009).

As alteracOes histopatoldgicas no figado também podem ser observadas nos
girinos de rés-touro expostos a amonia e ao nitrito. O figado de anfibios desempenha
funcGes importantes relacionadas ao metabolismo e excrecdo de substancias
(Marcantonio et al. (2022), e lesdes hepéticas podem ter consequéncias negativas na
desintoxicacdo e homeostase do animal (Monteiro et al., 2018). O figado é um 6rgéo de
intensa atividade metabdlica, que desempenha papel fundamental no metabolismo e
biotransformacéo, e excrecdo de compostos xenobioticos, sendo, portanto, essencial na
manutencdo da homeostase metabolica do animal (Hinton e Laurén, 1990; Bernet et al.,
1999; Franco-Belussi et al., 2021) e estd envolvido em algumas das mudancas que

ocorrem no processo de metamorfose em anfibios (Inoue et al., 2004). E composto de
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hepatdcitos entre os quais ha células epiteliais dos ductos biliares, células de Kupffer
(macroéfagos), células sanguineas e endoteliais (Takashima e Hibiya, 1995), e sinusoides
(Rajeshkumar et al., 2013).

Por ser o principal local de desintoxicacao do organismo (Carvalho et al., 2017), o
figado pode desenvolver alteragdes morfolégicas nos hepatdcitos caso o animal venha a
sofrer exposi¢do a xenobidticos (Hinton e Laurén, 1990; Takashima e Hibiya, 1995;
Thophon et al., 2003), sendo por isso considerado um étimo biomarcador, onde essas
alteracdes podem ser relacionadas a poluicdo aquética (Rajeshkumar et al., 2013). Em
animais ectotérmicos, o processo de biotransformacédo e detoxificagdo de xenobi6ticos
envolvem hepatdcitos e melanomacréfagos (Fenoglio et al., 2005; Bach et al., 2018),
que é uma célula fagocitica capaz de produzir e armazenar melanina (Agius e Roberts,
2003; Ribeiro et al., 2011), sendo importante pela sua capacidade de absorver e
neutralizar radicais livres, cations e outros agentes toxicos (Zuasti et al., 1989; Franco-
Belussi et al., 2016). Dessa forma, eles estdo envolvidos em processos de detoxificacao,
devido a uma combinacdo de biotransformacdo enzimatica e acdo antioxidante da
melanina (Fenoglio et al., 2005; Bach et al., 2018). Os melanomacréfagos podem ser
encontrados em outros 6rgaos hematopoiéticos de anfibios, como figado, baco e rins,
assim como em outros vertebrados, como peixes e répteis (Fishelson, 2006). Sua
quantidade, tamanho e distribuicdo variam nas diferentes espécies, fase de vida do
animal e da presenca de fatores de estresse, sendo frequentemente utilizados como
biomarcadores de contaminacdo ambiental (Passantino et al., 2014; Santos et al., 2014).

O aumento da incidéncia de melanomacrofagos também foi descrito em outros
estudos com anfibios expostos a poluentes, como ambientes naturais poluidos (Fenoglio
et al., 2005), cromo (Boncompagni et al., 2004) e herbicidas (Cakici, 2015, Bach et al.,
2018). O aumento no numero de melanomacréfagos pode ser atribuido aos possiveis
papéis dessas células nos processos de biotransformacdo e na protecdo contra espécies
reativas de oxigénio (Agius e Roberts, 2003; Fenoglio et al., 2005; Ribeiro et al., 2011).
N&o houve quantificagdo dessas estruturas no presente estudo, no entanto, foram
acompanhadas por lesGes histopatoldgicas crescentes, o que pode indicar defesa
antioxidante estimulada no figado.

Ambos 0s compostos nitrogenados aumentaram a vacuolizagdo dos hepatocitos,

bem como o tamanho dos sinusoéides, além de causarem hipertrofia das células. A
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vacuolizagdo no tecido hepéatico pode indicar dano citotoxico (Vethaak e Wester 1996) e
0 aumento dos sinus@ides indica dano na microvascularizacdo do figado (Franco-
Belussi et al., 2021). Uma outra alteracdo observada foi a congestdo sinusoidal, que
bloqueia o0 sangue da artéria hepatica e da veia porta interbiliar, impedindo o fluxo
normal de sangue em sentido a veia central (Kosti¢ et al., 2017). Essa incapacidade do
sangue de chegar a veia central forga um aumento na pressdo nos vasos hepaticos, o que
pode causar estresse ao oOrgdo (Olojo et al., 2005). A hipertrofia celular indica o
aumento da atividade da célula na presenca ou auséncia de alguma substancia (Hinton et
al., 1992; Takashima e Hibiya, 1995), podendo resultar em necrose (Takashima e
Hibiya, 1995; Fanta et al., 2003).

Vérios xenobidticos podem afetar os hepatocitos por estes desempenharem
importante fungdo na desintoxicacao (Cakici, 2015). O figado também é um 6rgéo alvo
de contaminantes, por possuir grande suprimento sanguineo e intensa atividade
metabdlica (Hinton et al., 2001), sendo a aménia um possivel contaminante, que pode
ser transportada pela veia porta hepatica para o 6rgdo (Kucuk, 1999). A exposicdo a
amoOnia acima de valores limites para espécie causa vacuolizacao do glicogénio hepatico
devido a interrupcdo da producdo de energia (Thurston et al., 1978). LesGes como
tumefacdo turva e degeneracao hidrépica foram encontradas em juvenis de O. niloticus
(65 g), em teste de toxicidade cronica com duracdo de seis semanas, empregando
concentracéo de 0,14 mg.L™* N-NHs (Benli et al., 2008). Ja com relacdo ao nitrito, Lin
et al. (2018) estudando o efeito da exposicdo da carpa cabeca grande (Aristichthys
nobilis) a concentracdo de 48,6 mg.L ™ de NO, detectaram que apos 48 h de exposicéo,
as células hepaticas apresentaram hipertrofia nuclear e dilatagdo dos sinusoides, e ap6s
96 h de exposicao, a hipertrofia nuclear e a dilatacdo dos sinusoides tornaram-se mais
avancadas. Alteracdes similares ao presente estudo, com concentracfes testadas bem
menores.

Estudos com anfibios mostram resultados similares aos encontrados no presente
trabalho. Cakici (2015) estudando sapos-verde (Bufotes variabilis) expostos ao
inseticida carbaril encontraram congestdo, alargamento dos sinusoides e vacuolizagdo
dos hepatocitos. Ja Bernabo et al. (2017) estudando perereca italiana (Hyla intermedia)
expostas ao fungicida pirimetanil observaram congestdo sinusoidal e dilatagéo,

infiltracdo e células necroticas e Franco-Belussi et al. (2021) estudando a exposicdo de
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girinos de ré-touro (A. catesbeiana) ao tensoativo anionico alquilbenzeno linear
sulfonato (LAS) notaram que o composto induzia alteracbes histopatolégicas como
alargamento de sinusoides e vacuolizacdo de hepatocitos. Ja Grott et al. (2021)
estudando histologia do figado de girinos de ras-touro expostos ao herbicida
Tebuthiuron, demonstraram alteraces no tecido hepatico como a presenca de infiltrado
inflamatorio, picnose nuclear, congestao e vacuolizacdo de hepatdcitos.

As alteracdes encontradas no presente estudo também sdo consistentes com as
relatadas em figado de anfibios expostos a metais. Medina et al. (2016) demonstraram
que sapo-da-areia (Rhinella arenarum) exposto ao caddmio apresentaram alteracGes no
figado, como aumento de células inflamatdrias, dilatacdo sinusoidal, hiperplasia das
células de Kupffer, alteracdes semelhantes as observadas em girinos de ra-touro (A.
catesbeiana) expostos a agua de um rio com objetivo de biomonitoramento ambiental
(Boiarski et al., 2020). Monteiro et al. (2018) expondo girinos de ra-touro (A.
catesbeiana) ao cromo hexavalente, demonstraram alteragdes histopatoldgicas no
parénquima hepatico, areas de sinuséides congestionados e infiltrado inflamatério,
hepatocitos com nicleos picnoticos, hipertrofia, perda da integridade celular e areas de
necrose tecidual.

No presente estudo, o figado apresentou congestdo multifocal dos sinusoides,
caracterizada pela presenca de células sanguineas nos sinusoides (Hibiya, 1982),
hepatocitos em desarranjo cordonal, e deslocamento de nucleo dos hepatdcitos.
Diferencas no formato e tamanho dos hepatocitos, assim como no ndcleo, estdo
associadas a patologias e a atividade metabdlica do figado (Raskovi¢ et al., 2011).
Segundo Gaydo et al. (2013), com o aumento de volume dos hepat6citos ocorre a
descentralizacdo do nucleo e a vacuoliza¢do no citoplasma, alteracdes observadas no
presente estudo, o que é indicativo de atividade metabdlica alterada.

Essa vacuolizagdo sugere a existéncia de regides com concentracfes de lipideos e
glicogénio, ou a combinacdo de agentes toxicos com lipideos citoplasmaticos (Santos et
al.,, 2004). O acumulo de lipideos no hepatdcito, denominado esteatose hepética
(Hibiya, 1982), pode ser consequéncia de disturbios metabdlicos ou uma alteragdo
parcial na sua morfologia (Kendall, 1977), causados por exposic¢éo a produtos toxicos, e
normalmente antecedendo a necrose (Robbins e Cotran, 2005). A presenca atipica de
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lipideos e glicogénio no citoplasma prejudica as atividades metabdlicas (Santos et al.,
2004; Gayao et al., 2013).

As andlises realizadas no tecido hepatico demonstraram que tanto NHs, quanto
NO. afetam a morfologia e a concentracdo de metabolitos neste 6rgéo, interferindo nas
suas funcgdes vitais, e demostrando sua acdo hepatotoxica. Durante o processo de
desintoxicacdo, as células que estdo sendo atacadas sao danificadas, causando lesdes e
desorganizacdo celular e tecidual (Marcantonio et al., 2022). O comprometimento do
figado pode interferir na desintoxicacdo dos compostos nitrogenados (Santos-Silva et
al., 2018), o que pode justificar a mortalidade nas concentragdes mais elevadas de
amonia e de nitrito. As alteracbes morfoldgicas do figado sdo mecanismos defensivos
e/ou de alteracdes adaptativas frente a contaminacéo (Au, 2004), o que qualifica o uso
do 6rgdo como bioindicador para exposicdo aos compostos nitrogenados, aménia e
nitrito, no ambiente de cultivo. No entanto, tais alteracfes podem prejudicar até mesmo
0 processo de metamorfose dos animais, devido a perda de parte de sua funcédo
metabolica normal, que utiliza nutrientes para produzir enzimas, proteinas e outros
elementos necessarios para realizar o processo (Marcantonio et al., 2022).

Ja o rim das ras é dividido em uma zona ventral, composta por circunvolugoes
distais; uma zona média, composta por glomérulos e por¢des de conexdo dos tubulos, e
uma zona dorsal, composta por circunvolugdes proximais e ductos coletores (Viriato et
al., 2021). Em girinos de ra-touro, os rins se estendem desde a regido da cloaca até
quase o coracdo (Marcantonio et al., 2022), contendo numerosos corpusculos renais, e
sua capsula de Bowman consiste em uma simples camada de células escamosas (Manso
et al., 2009), sendo o espaco intertubular ocupado pelo tecido hematopoiético (Tsuneki
etal., 1984).

Nos anfibios, o rim e o figado desempenham varias funcdes fisioldgicas, como
metabolismo energético e proteico, sintese de ureia, secrecdo de sais biliares,
biotransformacdo e desintoxicacdo em resposta a agentes toxicos (Marcantonio et al.,
2022). Essa desintoxicacdo pode se manifestar como sinais de um distdrbio orgénico,
como exposi¢gdes a xenobiodticos, por meio de alteragdes em sua estrutura celular,
bioquimica e morfologica (Crawshaw e Weinkle, 2000). Como os rins dos anfibios
desempenham funcdes relacionadas a excre¢do de substancias (Carvalho et al., 2017;

Marcantonio et al., 2022) e metabolismo, lesdes nesses 6rgdos causadas por
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xenobioticos podem ter consequéncias negativas na desintoxicacdo e homeostase do
animal (Medina et al., 2016; Viriato et al., 2021), assim como relatado para o figado
(Monteiro et al., 2018). Por receber grande fluxo sanguineo, o rim pode ser considerado,
tal como as branquias, 6rgdo alvo de agentes estressores, sendo também uma das
principais rotas de excre¢do de metabdlitos aos quais o animal tenha sido eventualmente
exposto a algum xenobidtico (Hinton et al., 1992).

Resultados semelhantes ao presente estudo foram encontrados utilizando a mesma
espécie de anfibio, A. catesbeiana, por Monteiro et al. (2018) ao exporem girinos ao
cromo e por Marcantonio et al. (2022) ao exporem girinos a fungicidas picoxistrobina e
ciproconazol, observando lesdes como areas de necrose tecidual nos rins e hipertrofia
dos tubulos renais; por Medina et al. (2016) expondo girinos ao cadmio, observando
alteracdes como glomérulos hipertrofiados, degeneracédo e necrose tubular; e Carneiro et
al. (2023) expondo girinos ao herbicida hidroxiatrazina observando lesdes como
encolhimento glomerular, hemorragia, aumento da distancia de Bowman, infiltragéo e
vacuolos no citoplasma. Esses dados corroboram gque 0s compostos nitrogenados podem
ser nefrotdxicos para A. catesbeiana assim como as substancias citadas.

Em sintese, ambos 0s compostos nitrogenados causaram danos histopatoldgicos
nos tecidos branquiais, hepéticos e renais em girinos de rd-touro (A. catesbeiana) no
estagio 35 de Gosner (1960), e dos tecidos branquiais e hepéticos de girinos de ra-touro
(A. catesbeiana) no estagio 25 de Gosner (1960), em um curto periodo de exposicéo,
interferindo diretamente em 6rgdos fundamentais para a manutencao de sua homeostase.
Portanto, pode-se concluir que a exposicdo aos compostos amonia e nitrito pode
representar um risco importante para esta espécie. Devido a isso, recomendam-se

medidas de precaucdo para exposi¢do dos organismos a estes agentes quimicos.

5. CONCLUSAO

Os girinos de ra-touro A. catesbeiana mostraram-se susceptiveis a exposi¢do
aguda a amonia e ao nitrito. Exposi¢des agudas a concentracdes de NHz e NO2", iguais
ou superiores a 1,33 mg.L e 2,5 mg.L, respectivamente, resultaram em mortalidades e

alteracOes histopatoldgicas nas brénquias, figados e rins para girinos no estagio 35 de
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Gosner (1960). Ja para girinos no estagio 25 de Gosner (1960), as concentraces de
NHs e NO2, iguais ou superiores a 0,98 mg.L™ e 4 mg.L™?, respectivamente, também
resultaram em mortalidades e alteracGes histopatoldgicas nas branquias e figados
analisados. O estudo histopatolégico mostrou os principais efeitos causados nas
branquias, figado e rins, corroborando o que é colocado pela literatura no que diz
respeito aos cuidados que devem ser tomados com poluentes nitrogenados no ambiente

aquatico.
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ARTIGO 2- Efeito toxico da aménia e do nitrito em juvenis de Neocaridina davidi
(Bouvier, 1904) (Crustacea, Atyidae)

RESUMO

Os sistemas de producdo estdo se intensificando, levantando preocupacgdes sobre a
qualidade da &gua utilizada na producdo. O Neocaridina davidi esté entre as espécies de
camardo de &gua doce com caracteristicas favoraveis para producdo comercial e
ornamentacdo. Em varios paises, o referido crustaceo vem sendo utilizado na
aquariofilia. Compostos nitrogenados, como aménia e nitrito, afetam a saide dos
organismos aquaticos, pois atingem rapidamente concentracdes tdxicas no sistema,
podendo causar danos a estrutura branquial, comprometendo o processo de respiracéo,
excrecdo e osmorregulacédo, e podendo ocasionar a morte dos animais. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos toxicos agudos gerados pela amdnia e nitrito expondo
juvenis de N. davidi. Juvenis foram utilizados em um delineamento inteiramente
casualizado com cinco concentragdes de aménia total (0, 10, 18, 26, 34 e 42 mg.L™),
com as respectivas concentragdes de amonia néo ionizada (0,02; 0,33; 0,58; 0,82; 1,11 e
1,29 mg.L ) e cinco concentracdes de nitrito (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1 e 1,25 mg.L™?) com
duas repeticdes para cada tratamento. A concentracdo letal mediana CLsg-96 h foi
estimada em 19,98, 0,48 e 0,69 mg.L™? para N-AT, NHs e NO2", respectivamente. Os
niveis de seguranca indicados para a espécie foram calculados em 1,9, 0,048 e 0,069
mg.L™? para N-AT, NH3 e NO2", respectivamente. A analise histoldgica das branquias
confirmou que quanto maior as concentracfes totais de amdnia e nitrito, maiores 0s
danos causados a estrutura branquial. As concentracfes de nitrito testadas causaram
danos semelhantes as maiores concentragdes de amdnia total, reforcando os cuidados
que a espécie exige em termos de qualidade da dgua em funcdo da elevada toxicidade

dos compostos nitrogenados estudados.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; concentracdo letal mediana; CLso; compostos

nitrogenados; “red cherry”.
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ABSTRACT

Production systems are intensifying, raising concerns about the quality of water used in
production. Neocaridina davidi is among freshwater shrimp species with favorable
characteristics for commercial production and ornamentation. In several countries, the
aforementioned crustacean has been used in aquariums. Nitrogenous compounds, such
as ammonia and nitrite, affect the health of aquatic organisms, as they quickly reach
toxic concentrations in the system, and can cause damage to the gill structure,
compromising the process of breathing, excretion and osmoregulation, and possibly
causing the death of the animals. The aim of this study was to evaluate the acute toxic
effects generated by ammonia and nitrite exposing juveniles of N. davidi. Juveniles
were used in a completely randomized design with five concentrations of total ammonia
(0, 10, 18, 26, 34 and 42 mg.L™), with the respective concentrations of non-ionized
ammonia (0.02; 0.33; 0.58; 0.82; 1.11 and 1.29 mg.L™) and five concentrations of
nitrite (0; 0.25; 0.5; 0.75; 1 and 1.25 mg.L™) with two replications for each treatment.
Median lethal concentration CLso-96 h was estimated to be 19.98, 0.48 and 0.69 mg.L™*
for N-AT, NHs and NO2’, respectively. The safety levels indicated for the species were
calculated at 1.9, 0.048 and 0.069 mg.L™* for N-AT, NHs; and NO2, respectively.
Histological analysis of the gills confirmed that the higher the total concentrations of
ammonia and nitrite, the greater the damage caused to the gill structure. The nitrite
concentrations tested caused damage similar to the highest concentrations of total
ammonia, reinforcing the care that the species requires in terms of water quality due to

the high toxicity of the studied nitrogenous compounds.

Keywords: Ecotoxicology; median lethal concentration; LC50; nitrogenous compounds;

“red cherry”.
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1. INTRODUCAO

Os parametros de qualidade de &gua sdo itens essenciais para 0 sucesso de uma
producdo aquicola, sendo necessario uma boa gestdo para alcancar bons niveis de
produtividade. Dos parametros fisico-quimicos de qualidade da agua, 0s compostos
nitrogenados destacam-se pelo potencial toxico sobre o bem estar dos organismos
aquaticos, por isso a necessidade de conhecer limites dessas substancias para nortear o
sucesso da atividade.

Entre os compostos nitrogenados, a amonia e o nitrito sdo os que mais afetam a
salde dos organismos aquaticos, pois mesmo em concentracfes baixas sao considerados
extremamente tdxicos (Romano e Zeng, 2013). Além disso, os sistemas de cultivo
atualmente sdo norteados por uma gestao de cultivo intensivo, de maiores densidades de
estocagem, maior fornecimento de racdo e menor renovacao de agua (Ballester et al.,
2017), o que pode propiciar, se o sistema for gerido de forma inadequada, o acimulo de
compostos nitrogenados, afetando de forma subletal e até mesmo letal os animais
cultivados. Como exemplo da tolerancia dos crustaceos aos compostos nitrogenados,
Wang et al. (2004) estudando o Macrobrachium nipponense estimaram CLso-96h de
13,3 mg.L? para nitrito. Brazdo et al. (2021) estudando o Macrobrachium amazonicum
estimaram a concentragéo letal mediana CLso-96 h de 29,85 e 2,49 mg.L %, para amdnia
total e nitrito, respectivamente. Dutra et al. (2022), para a mesma espécie, estimaram
CLso 96h de 27,98 mg.L? e 1,87 mg.L™, para aménia total e nitrito, respectivamente.
Estes estudos demonstram a baixa tolerancia dos crustaceos aos compostos
nitrogenados.

As branquias de animais aquaticos estdo em contato direto com o ambiente,
sendo um o6rgdo sujeito a acdo deletéria dos compostos nitrogenados (Romano e Zeng,
2007; Henry et al.,, 2012). Esses compostos podem causar danos ao 6rgdo, como
observado em alguns crustaceos (Dutra et al., 2017; Ramirez-Rochin et al., 2017).
Embora existam alguns estudos avaliando o efeito danoso causado pelos compostos
nitrogenados em crustaceos, nenhum avaliou a tolerancia e os efeitos causados desses
compostos em camardes “red cherry” da espécie Neocaridina davidi. Esse camarédo é

uma espécie de agua doce que habita riachos e lagos na Asia (Cai, 1996), e tem sido
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comumente comercializada como espécie ornamental em varios paises. A espécie pode
ser facilmente mantida em aquérios, tolerando uma ampla variacdo de temperatura da
agua, e altas densidades de estocagem (Vazquez et al., 2017; Balifia et al., 2018), além
da atratividade pela pigmentacdo avermelhada desses animais, e facilidade em
completar o ciclo reprodutivo em cativeiro. Os fatores descritos tornam a espécie
atrativa para a aquicultura.

Sistemas de recirculacdo de agua podem ser utilizados para o cultivo desses
camardes, no entanto, lacunas na producédo da espécie precisam ser preenchidas, entre as
quais estdo os parametros de qualidade da &gua, como a tolerdncia a compostos
nitrogenados. O conhecimento de tal tolerancia é extremamente importante nesses tipos
de sistemas caso ocorra um mau funcionamento/dimensionamento dos filtros do
sistema, propiciando, portanto, o acumulo dessas substancias na dgua de cultivo.

Estudos toxicoldgicos aliados a histologia sdo ferramentas importantes utilizadas
na aquicultura para aquisicdo de conhecimento sobre os limites toleraveis a compostos
quimicos e os danos causados aos organismos submetidos a eles. Assim, o objetivo
deste trabalho foi estimar a concentracéo letal mediana (CLso) da amonia e do nitrito em
juvenis de N. davidi, assim como seus respectivos niveis de seguranca, descrever as
principais alteracBes histologicas causadas nas branquias, e avaliar possiveis efeitos

deletérios aos animais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Instalacdes e Condic¢des Experimentais

O experimento foi desenvolvido no setor de maricultura do laboratério de
Aguacultura — LAQUA da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais - UFMG. O processamento histologico foi realizado no Laboratorio de
Histopatologia da Escola de Veterindria da UFMG. A metodologia utilizada na
avaliagdo da concentragdo letal mediana (CLso—96 h) foi baseada no manual da Agéncia
de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA, 2002).

Os animais utilizados no experimento foram obtidos do setor de Ornamentais do
LAQUA/UFMG. Os camarfes foram alimentados duas vezes ao dia (8:00 e 16:00h)
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com ragdo comercial para invertebrados da marca Alcon® (36% proteina bruta, 3,5%
extrato etéreo, 7,5% fibra bruta, 10% matéria mineral). Antes da realizacdo do
experimento, os camardes foram mantidos em aquarios de 20 L em uma densidade
aproximada de 7 camardes/L. Os aquéarios foram abastecidos com agua de poco
artesiano, mantidos a temperatura de 25 + 1,45 °C, e fotoperiodo de 12 h de luz. Os
camardes foram pesados em balanca analitica (Bel Engineering) e foi mensurado o
comprimento total (distancia entre a margem distal do rostro até a extremidade distal do
télson) usando paguimetro.

A definicdo das concentragdes de amdnia e nitrito a serem testadas se deu por
meio de teste toxicologico agudo preliminar. Para o teste preliminar (96 h), trés juvenis
de N. davidi (21,67 + 1,53 mg, 1,8 £ 0,10 cm) foram utilizados para o teste com amdnia
e trés juvenis de N. davidi (21,33 + 1,15 mg, 1,7 £ 0,17 cm) foram usados para o teste
com nitrito. Os animais foram mantidos em béqueres de vidro (1 L), sendo testadas,
para cada composto nitrogenado, cinco concentracdes e um controle, sem réplica. A
agua utilizada foi proveniente de poco artesiano, e os recipientes foram acondicionados
em cadmara de germinacdo tipo DBO (SL-224) com controle de temperatura, sob
aeracdo continua e fotoperiodo de 12 L (Fig. 1).

Para os testes de toxicidade definitivos realizados com amonia e nitrito, 0s juvenis
de N. davidi (22,27 + 1,38 mg, 1,75 + 0,29 cm) e (21,53 £ 1,76 mg, 1,64 + 0,19 cm),
respectivamente, foram mantidos em jejum 24 h antes dos testes, e permaneceram em
jejum durante as exposi¢cdes agudas com o objetivo de se manter a integridade dos
ambientes experimentais (Fig. 2). Os animais foram alocados em grupos de dez
individuos com duas repeticbes por tratamento. O delineamento foi inteiramente
casualizado com cinco concentracdes de aménia total (N-AT) (10, 18, 26, 34 e 42 mg.L"
1) e um controle (0 mg.L™?), respectivo a 0,33, 0,58, 0,82, 1,11 e 1,29 mg.L™ de NHz e
um controle (0,02 mg.L™Y); e cinco concentragdes de nitrito (N-NO2) (0,25; 0,5; 0,75;
1,0 e 1,25 mg.L?) e um controle (0 mg.L™). As concentrages de aménia e nitrito foram
preparadas a partir de solugbes estoque de amonia (10 g.L? de N-NH4") e nitrito (20
g.L? de N-NOy), utilizando cloreto de amonio P.A. (Synth®) e o nitrito de sodio P.A.
(Synth®), respectivamente. Renovagdes totais dos meios experimentais foram feitas

diariamente configurando um modelo de exposic¢do semi-estatico.
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Para avaliagdo da mortalidade, os animais foram observados a cada hora durante
as primeiras 12 h de experimentacdo e de 4 em 4 horas nas 84 horas seguintes. O
critério para avaliacdo da mortalidade foi a auséncia de qualquer tipo de movimento ou
reacdo a estimulo mecanico, tocando o camardo com um bastdo de vidro. Todos 0s

animais utilizados para as analises histologicas estavam em estado de morbidade.

Figura 1. Teste de toxicologia aguda realizado em cAmara de germinagdo DBO (SL-224)

Figura 2. Camardo N. davidi

2.2.  Andlise fisico-quimica da agua

Duas vezes ao dia (8:00 e as 16:00h) foram registrados, de todas as unidades
experimentais, os dados de pH e temperatura com pHmetro portatil (Hanna®, modelo HI
98130), o oxigénio dissolvido (OD) com sonda portatil (YSI 550A). A cada 24 h foi
realizado analise de alcalinidade e dureza pelo método titulométrico, e os compostos
nitrogenados por espectrofotometria (Biochrom Libra S22) (APHA, 1992).
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2.3.  Estudo Histoldgico

Para o tratamento do material biologico, foi utilizada a metodologia descrita por
Bell e Lightner (1998). Os animais foram fixados em liquido de Davidson por 24 h e
transferidos para alcool 70%. Posteriormente, para a confeccdo das ldminas histologicas
foi realizado o processamento seguindo os processos de desidratacdo em serie crescente
de alcoois, diafanizacdo em xileno, impregnacdo e inclusdo do animal inteiro em
parafina.

As pecas foram seccionadas em micrétomo rotativo (Zeiss Hyrax M15) com
cortes de 3 pum de espessura para montagem das laminas e coradas em hematoxilina-
eosina (HE). As preparacdes foram montadas com Entellan New, observadas e
fotografadas em microscopio optico (Nikon® eclipse SI) equipado com uma cédmera
(Prime cam intervision®) e visualizado no software PRIME CAM. As alteracdes
histopatoldgicas foram avaliadas de acordo com o método descrito por Bernet et al.
(1999), adaptado para invertebrados conforme Costa et al. (2013). A metodologia foi
baseada em valores de pontuacdo de acordo com o grau de distribuicdo e intensidade da
lesdo do 6rgdo causada pelos agentes estressores, onde: "0" = auséncia de lesdo; "1-2" =
ocorréncia leve; "3-4" = ocorréncia moderada e "5-6" = ocorréncia acentuada de leséo.
As alteracdes também foram classificadas de acordo com o tipo de reacdo padrao (1-4),
com um fator de importancia (w) de acordo com o grau de reversibilidade, onde: 1 =
alteracOes facilmente reversiveis; 2 = alteracdes moderadas, reversiveis com o término
da exposicdo, e 3 = alteracOes irreversiveis. A partir das classificacdes foi calculado o
indice do Orgao (lorg) (Fig. 3).

Iorg_ = 2 Z(aorgrpa]t X worgrpalt)

p alt

Figura 3. Indice do érgéé (lorg). Onde: org (érgéé); alt (alteracdo); rp (padrdo de reagdo); o
(extensdo da lesdo); w (relevancia patoldgica da alteracdo). Fonte: Bernet et al. (1999).

2.4.  Analise estatistica e tratamento dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. As

concentragOes letais medianas (CLso) e os intervalos de confianga (95%) foram
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estimados para amonia total e ndo ionizada (N-AT e N-NHz3) e nitrito (N-NO2") de

acordo com os dados de mortalidade durante as 96 h de exposicdo aguda, com o

programa “Trimmed Spearman Karber method” (Hamilton et al., 1977) e o nivel de

seguranca (NS) conforme descrito por Sprague (1971).

Todas as analises foram submetidas a avaliacdo da normalidade (Shapiro-Wilk) e

homocedasticidade das variancias (Bartlett). Cumpridos os pré-requisitos, os dados

foram submetidos a analise usando contraste polinomial. As analises foram realizadas

por meio do programa estatistico R Studio Versdo 1.2.5033.

3.

RESULTADOS

N. davidi do experimento com aménia (Tab. 1).

Na tabela 1 estdo apresentadas as varidveis fisico-quimicas da dgua dos juvenis de

Tabela 1. Valores médios (+ desvio padrdo) dos parametros de qualidade da dgua durante o
periodo de 96 h de exposicdo de camardes (N. davidi) a diferentes concentracdes de amonia
total (N-AT) e seu respectivo valor de aménia ndo ionizada (N-NHs).

Variaveis N-AT (mg.L™?) — Concentragdo Nominal
0 10 18 26 34 42

N-AT (Real) 0,85+0,13 10,50 £ 0,36 18,76 £ 0,34 26,63 £ 0,35 34,63 0,47 42,69+ 0,41
N-NH; 0,02 + 0,001 0,33 + 0,004 0,58 + 0,02 0,82+ 0,02 1,11+0,01 1,29 + 0,004
Temperatura 25,47+ 0,32 25,41+ 0,35 25,34+ 0,29 25,45+ 0,32 25,49+ 0,34 25,44 + 0,32
pH 7,70 £ 0,03 7,72 £ 0,03 7,72+ 0,03 7,71+ 0,02 7,73+ 0,03 7,71+ 0,02
oD 5,99 +0,16 5,77 £ 0,17 5,89 +£0,22 5,81+0,19 5,87+0,18 5,84 +0,19
ODsat 79,83+ 1,33 78,55+ 2,46 78,48 + 2,54 78,60 = 1,30 78,90 +1,47 78,42 + 1,69
Alcalinidade 835+241 83,33+25 83,5+241 83 +2,58 835+241 83,0+ 2,58
Dureza 67,0+ 1,69 67,78 £ 1,56 65,8 +1,75 66,6 + 1,34 66,8 + 1,39 67,2+1,93

N-AT e N-NH;3 (mg.L?), Temperatura (°C), OD (mg.L!) ODsat (%), Alcalinidade e dureza
(mg.Lt CaCOs).

N. davidi do experimento com nitrito (Tab. 2).

Na tabela 2 estdo apresentadas as variadveis fisico-quimicas da agua dos juvenis de
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Tabela 2. Valores médios (+ desvio padrdo) dos parametros de qualidade da &gua durante o
periodo de 96 h de exposicdo de camardes (N. davidi) a diferentes concentragdes de nitrito (N-

NOz').
o N-NO2 (mg.L?) - Nominal
Variaveis
0,25 0,5 0,75 1 1,25
N-NO2
0,12+0,04 0,26 +0,02 0,55+ 0,05 0,78+0,05 1,1+0,08 1,27+0,08

(Real)

Temperatura 252+052 252+042 254+038 252+052 253+055 253+0,36
pH 7,720,044 7,71+0,02 7,70 £ 0,03 7,70+£0,02 7,70+0,02 7,71+0,03
oD 597+0,14 571+024 582+017 588+021 585+0,16 5,79+0,16
ODsat 79,8+1,33 74,2+1,69 78,6 +1,43 75+£1,70 78,7+1,69 7853+1,36
Alcalinidade 835+241 84,0+21l1a 835+242a 825+264 833+250 825%267
Dureza 67,8+199 686x+212a 69,0x105 690+£141 684%133 67,75+£225

N-NO; (mg.L?), Temperatura (°C), OD (mg.L?) ODsat (%), Alcalinidade e dureza (mg.L™*

CaCOs).

3.1. Sobrevivéncia e CLso

N&o foi observada mortalidade no grupo controle de ambos 0s compostos

nitrogenados testados, e nos demais tratamentos com amoénia ndo ionizada e nitrito

houve mortalidades (Fig. 4 e 5). A sobrevivéncia reduziu para ambos 0s compostos

nitrogenados ao longo das 96 h do experimento de toxicidade aguda.
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Sobrevivéncia (%)

y =0,7143x? - 23,714x + 123
R? =0,9963

0,02 0,33

0,58

0,82

11

Concentragfes de amdnia nédo ionizada (mg.L™?)

1,29

Figura 4. Valores médios e desvio padrdo da sobrevivéncia de juvenis de N. davidi expostos a
niveis crescentes de amonia nao ionizada (N-NHs).
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Figura 5. Valores médios e desvio padrdo da sobrevivéncia de juvenis de N. davidi expostos a
niveis crescentes de nitrito.

Foi possivel observar o efeito da aménia na sobrevivéncia dos animais em 72 h de
exposicdo. A CLso-72 h de N-AT foi estimada em 22,36 mg.L%; e para N-NHz em 0,53
mg.L? (Tab. 3). A CLs0-96 h de N-AT foi estimada em 19,98 mg.L?; e para N-NH3 em
0,48 mg.L?, com nivel de seguranca estimado para N-AT e N-NH3z de 1,99 mg.L?e
0,048 mg.L, respectivamente

Foi possivel observar o efeito do nitrito na sobrevivéncia dos animais ja nas
primeiras 48 h de exposicdo em todas as concentracfes. A CLso-48 h e 72 h de N-NO>
foram estimadas em 0,75 mg.L™. A CLs0-96 h de N-NO> foi estimada em 0,69 mg.L™*

com um nivel de seguranca de 0,069 mg.L™* (Tab. 3).

Tabela 3. Valores das concentragGes letais medianas (CLso) (mg.L™) e intervalos de confianca
(IC) para amonia (N-AT e N-NHj3) e nitrito (N-NO>") estimados durante a exposi¢do dos juvenis
de N. davidi em 96 h de exposicdo aguda e os respectivos niveis de seguranca (NS) (mg.L?).

- Tempo (h) NS
24 48 72 96

N-AT - - 22,36 (17,40-28,73) 19,98 (15,77-25,31) 1,9

N-NH; - - 0,53 (0,42-0,68) 0,48 (0,38-0,60) 0,048

N- NOy - 0,75 (0,66-0,86) 0,75 (0,66-0,86) 0,69 (0,60-0,80) 0,069

3.2.  Biomarcadores morfoldgicos

No presente estudo, o estudo histologico foi utilizado como ferramenta de

deteccdo de respostas dos juvenis de N. davidi frente a exposicao letal a amodnia e ao
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nitrito. O lorg branquial aumentou quando os animais foram expostos as primeiras
concentracdes de ambos os compostos, indicando que a exposi¢édo induz a ocorréncia de
alteracdes branquiais (Fig. 6 e 7). O indice de 6rgao representa o grau de lesdo dos
orgdos, sendo que um valor elevado do indice representa um elevado grau de lesdo do

6rgdo acometido.
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o
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o= y =-0,1786x? + 9,5357x - 9
S 10 Rz =0,9994
3
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= 0,02 0,33 0,58 0,82 1,11 1,29
ConcentracOes de amdnia ndo ionizada (mg.L™1)

Figura 6. Valores médios (+ desvio padrio) dos indices de reagio do 6rgao (lorg) durante o
periodo de 96 h de exposic¢do dos juvenis de N. davidi a diferentes concentragdes de amonia néo
ionizada (N-Hs).
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Figura 7. Valores médios (+ desvio padrdo) dos indices de reacio do 6rgio (lorg) durante o
periodo de 96 h de exposicdo dos juvenis de N. davidi a diferentes concentragdes de nitrito (N-
NOQ').

A andlise histologica das branquias de N. davidi submetidas a diferentes
concentracdes de amoénia total (Fig. 8) e nitrito (Fig. 9) mostraram que, comparando o
tratamento controle (Fig. 8A e 9A) com 0s outros tratamentos ao longo de 96 h de
exposicdo, a estrutura branquial sofreu danos visiveis (Fig. 8B-F e 9B-F). Os
tratamentos controle de ambos os compostos tiveram poucas alteracdes, representadas

principalmente por danos regressivos, espessamento do epitélio lamelar e infiltragcOes



95

hemociticas (Fig. 8A e 9A). No presente estudo, efeitos degenerativos provocados a
estrutura das branquias foram observados com o aumento das concentra¢des de aménia
total e nitrito, com alteracGes como tumefacédo celular, fusdo lamelar, espessamento do

epitélio lamelar, hiperplasias, levantamento do lamelar epitélio, infiltrado hemocitico e

necrose (com baixa ocorréncia) (Fig. 8B-F e 9B-F).
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Figura 8. Fotomicrografias de juvenis de N. davidi expostos a concentra¢des agudas de N-AT
por 96 h, onde se observa: A — Branquias dos animais do grupo controle, lamelas secundarias
(L) em aumento de 400x; B — Branquias dos animais expostos a 10 mg.L* de N-AT, fuséo das
lamelas branquiais (asterisco preto), necrose (N), edema dos canais marginais (estrela preta) e
hiperplasia (seta preta) em aumento de 400X; C — Branquias dos animais expostos a 42 mg.L*
de N-AT, hiperplasia (seta preta), fusdo das lamelas branquiais (asterisco preto), descolamento

epitelial (asterisco branco) e necrose (N) em aumento de 400X. Coloragdo HE.
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Figura 9. Fotomicrografias de juvenis de N. davidi expostos a concentra¢fes agudas de N-NO»
por 96 h, onde se observa: A — Branquias dos animais do grupo controle, lamelas secundarias
(L) em aumento de 400x; B — Branquias dos animais expostos a 0,25 mg.L* de N-NO, com

espessamento do epitélio lamelar (EEL), tumefacdo celular (TC) e presenca de edemas em
aumento de 400X; C — Branquias dos animais expostos a 1,25 mg.L* de N-NO_, hiperplasia
(seta preta), fusdo das lamelas branquiais (asterisco preto), descolamento epitelial (asterisco
branco) e necrose (N) em aumento de 400X. Coloragdo HE.
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4. DISCUSSAO

Durante o experimento, as variaveis limnologicas da agua mantiveram-se
constantes e em conformidade para a producdo de crustaceos, onde a temperatura
manteve-se conforme faixa de tolerancia descrita por Tropea et al. (2015) e Tomas et al.
(2020), pH (Sampaio et al., 2007), alcalinidade (Gonzélez-Vera E Brown, 2017), e a
concentragio de oxigénio dissolvido e dureza total (mg.L* CaCOs) (New, 2002),
compativeis com o utilizado para a espécie.

Na agua, a aménia ocorre na forma iénica (aménio - NHs") e na sua forma nédo
ionizada (NH3), que coexistem em equilibrio, sendo a reacdo influenciada pelo pH,
temperatura e salinidade, etc (Gomes Jr et al., 2016). A amonia é mais toxica em pH e
temperatura mais elevados (Wildgoose, 2001), e em salinidade mais baixa, porque
nestas condi¢cdes, ha uma maior proporcdo de aménia ndo ionizada na agua, forma
extremamente toxica a maioria dos organismos aquaticos (Ostrensky e Wasielesky
1995; Cavalli et al., 2000). No meio aquatico, especialmente quando o pH é acido ou
neutro, a amonia formada é instavel, sendo convertida por hidratacdo a ion aménio
(NH4"), j& em meio alcalino, a possibilidade de ocorréncia desse processo é muito
reduzida, podendo causar aumento da concentragdo da forma ndo ionizada (NHz)
(Esteves, 1998).

Para Macrobrachium rosenbergii, um camardo de agua doce, a recomendacéo
para exposicdo a amonia ndo ionizada (NHs) sdo concentragdes menores que 0,3 mg.L™?,
sendo que a concentracdo de 2 mg.L*em pH 8,5, é conhecida como letal ou estressante
para 0s juvenis da espécie, aléem de reduzir a toleréncia desses animais com aumento do
pH (New, 2002). Ja para o nitrito, o valor limite sugerido por Timmons et al. (2002) na
aquicultura é 1 mg.LY. New (2002) recomenda para camardes de agua doce
concentragbes menores que 2 mg.L! de exposicdo. No presente trabalho, os animais
tiveram mortalidade em concentragGes inferiores a 1,25 mg.L?, sendo que a menor
concentracdo testada, de 0,25 mg.L? ja apresentou mortalidade, colocando a espécie
como a mais susceptivel dentre os camardes de dgua doce.

No contexto produtivo, a amonia tende a se acumular com o tempo,

principalmente devido a excre¢do de animais e & decomposic¢ao de compostos organicos



97

(Gomes Jr et al., 2016). No entanto, a amoOnia pode ser convertida em nitrito por
bactérias oxidantes de aménia e em nitrato por bactérias oxidantes de nitrito (Timmons
e Ebeling, 2007), o que € priorizado em sistemas de recirculacao de agua, e também no
sistema de bioflocos. O nitrito também pode se acumular na agua quando a nitrificacdo
é obstruida devido a falha na oxidacdo para nitrato, rapido fluxo de &gua através dos
filtros dos sistemas de cultivo e més condic¢des dos proprios filtros, como baixos niveis
de oxigénio, auséncia de bactérias oxidantes de nitrito, etc (Epifanio e Srna, 1975).

Em sistemas fechados de recirculacédo de agua, o biofiltro deve ser dimensionado
adequadamente, de forma a atingir os limites seguros dos parametros de qualidade da
agua, evitando o estresse, doencas e mortalidade dos animais (Wheaton et al., 1994),
atendando-se aos valores de NH3, NO2, oxigénio dissolvido, temperatura e pH, para um
funcionamento otimizado dos microrganismos presentes no filtro (Cervantes, 2009).

Segundo Watson et al. (1989), a primeira etapa do processo de nitrificagdo é
mediada por bactérias oxidantes da amonia, principalmente do género Nitrosomonas
sp., e a segunda etapa, designada por nitratacdo, € mediada por bactérias oxidantes do
nitrito, principalmente do género Nitrobacter sp. A conversdo dos compostos é feito por
esses microrganismos na presenca de oxigénio, convertendo primeiramente NH4™ a
NO2", e posteriormente NO2 a NO3z™ (Chen et al., 2006, Pereira e Mercante, 2005). Por
isso, em sistemas utilizando biofiltros, o dimensionamento deste, juntamente com o
tempo de detencdo hidraulico e a concentracdo de amodnia como substrato, devem
nortear para otimizar o sistema de recirculacéo.

O monitoramento da concentracdo de compostos nitrogenados € primordial para a
manutencdo de padrbes adequados de qualidade da dgua na criacdo de qualquer espécie
aquatica (Gomes JR. et al., 2016). A sensibilidade de um organismo a um determinado
toxico pode variar de acordo com seu tamanho, idade e estagio de desenvolvimento
(Wajsbrot et al., 1993). Embora a tolerdncia a am0Onia e ao nitrito varie entre as
especies, esses compostos sdo sabidamente conhecidos por serem toxicos para Artemia
sp. (Chen et al., 1989), camardes peneideos (Lin et al., 1993; Ostrensky e Wasielesky,
1995), camarbes palemonideos (Armstrong et al., 1976, 1978; Figueroa-Lucero et al.,
2012) e peixes (Wajsbrot et al., 1993; Santos-Silva et al., 2017; Wang et al., 2015).

Vaérios estudos apontam para a toxicidade potencial da aménia e do nitrito para
animais aquaticos (Wang et al., 2004; Dutra et al., 2016a, 2016b). Especialmente para


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144860919300494#bib0045
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producdo de camardes, esses compostos podem levar a uma expressiva perda de
produtividade, com taxas reduzidas de crescimento, sobrevivéncia (Armstrong et al.,
1978) e reproducdo (Cavalli et al., 1999; Cavalli et al., 2000; Gross et al., 2004).

Em crustadceos, a amonia pode afetar equilibrio acido-base, metabolismo do
nitrogénio, respiracdo (Chen e Lai, 1992), osmolaridade da hemolinfa, crescimento
(Chen e Cheng, 1993), além de aumentar a frequéncia de ecdises (Chen e Kuo, 1992;
Mugnier et al., 2008) e, em casos extremos, pode causar a mortalidade (Zin e Chu,
1991). Outro indicativo de condi¢cdes desfavoraveis foi observado no presente estudo,
com a presenca de exdvias da maioria dos animais expostos & aménia e nitrito nas
crescentes concentragOes testadas. A ecdise € um processo essencial para o crescimento
dos crustaceos (Sathapondecha et al., 2014), mas que também ocorre quando os animais
sdo expostos a xenobioticos (Negro et al., 2011). O processo de muda é considerado um
momento critico para 0s crustaceos, pois com a perda do exoesqueleto, os animais ficam
desprotegidos, facilitando ataques de outros animais, e também sdo mais vulneraveis a
contaminantes externos (Negro et al., 2011), pois ha o aumento da permeabilidade do
tegumento (Mugnier et al., 2008). Em contrapartida, Hunter e Uglow (1993) sugerem
uma reducdo na permeabilidade do tegumento a medida que o exoesqueleto endurece.

Mugnier e Justou (2004) estudando a espécie Litopenaeus stylirostris em
diferentes fases de ecdise e expostos a concentragdes de amonia, encontraram que 0S
estagios de prée-muda D1 e D (estdgio tardio da pré-muda antes da ecdise), parecem ser
mais sensiveis ao composto do que os estagios de pré-muda Do, e do que o estagio C de
intermuda. Nesse contexto, o processo de ecdise, em todas as concentragdes de ambos
0s compostos no presente estudo, pode ter sido um fator agravante na intoxicacdo dos
animais. O maior numero de mudas indicam estado de estresse dos crustaceos e €
facilmente observado pela presenca de extvias (ap06s a muda) nos ambientes de cultivo,
como mostra Armstrong et al. (1976) ao exporem M. rosenbergii ao nitrito, e Montagna
e Collins (2005) ao exporem Palaemonetes argentinus ao glifosato, com a reducdo do
periodo intermudas.

A muda é controlada por uma interagdo complexa de hormdnios e, em particular,
a regulacédo negativa do horménio inibidor da muda (MIH) do complexo da glandula
sinusal do 6rgdo X (XO-SG), que suprime a sintese e a secre¢do dos hormonios da

muda do 6rgdo Y (Mattson e Spaziani, 1985). E um processo complexo que é afetado
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por uma série de fatores externos, como temperatura, fotoperiodo, nutricdo e ablacdo do
pedunculo ocular (Chithra e Devaraj, 2012), sendo que ambos 0s compostos podem ter
sido atuantes sobre 0 processo.

Como exemplo, Gomes Jr et al. (2016) expondo larvas de Macrobrachium
carcinus a amonia e nitrito, perceberam que a tolerdncia aumentou com o
desenvolvimento das larvas. Com base na CLso em 96 h, os autores estimaram niveis
seguros em 0,83 mg.L™ para N-AT (0,05 mg.L™ de N-NHs) e 0,328 mg.L™* de N-NO>".
Os autores recomendam que esses compostos sejam mantidos abaixo desses niveis
durante a criacéo larval de M. carcinus.

Altas concentracfes de nitrito retardam o desenvolvimento larval e reduzem
ganho de peso e sobrevivéncia tanto no inicio, quanto no final do ciclo larval de M.
rosenbergii (Mallasen e Valenti, 2006). Assim, como no estudo desenvolvido por Dutra
et al. (2016b), juvenis de M. amazonicum foram também mais vulneraveis a altas
concentrag0es de nitrito, exibindo uma taxa de mortalidade de 95% para uma
concentracdo de 4 mg.L ™! de nitrito apds 96 h de exposicéo, e niveis de seguranca para
amonia total e nitrito foram estimados em 2,98 e 0,25 mg.L ™! respectivamente (Brazdo
et al., 2021), valores consideravelmente superiores aos encontrados no presente estudo,
0 que corrobora a suscetibilidade da espécie aos compostos.

A realizacdo de testes de toxicidade agudos e a consequente estimativa das
concentragOes letais medianas (CLso) € uma prética padrdo em estudos de toxicologia
aquatica (USEPA, 2002). Uma vantagem dessa metodologia é que ela permite uma
comparacdo da tolerancia a amonia e nitrito de diferentes espécies (Tab. 4) e permite
que se tenha conhecimento da tolerancia dos organismos frente a um agente estressor.
Os referidos estudos sdo imprescindiveis para conhecermos as espécies que serdo
utilizadas na aquicultura, pois o controle das variaveis fisico-quimicas respeitam 0s

niveis tolerados pelas diferentes espécies cultivadas.
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Tabela 4. ConcentragcOes letais medianas (CLso) e niveis de seguranca (NS) de amdnia ndo
ionizada (N-NHs3) e nitrito (N-NO2") estimado para diferentes estagios de vida de varias espécies

de crustaceos.

Espécies Estagio CLso(mg.L™?) pH NS (mg.L?Y)  Referéncias
Amo6nia ndo ionizada (N-NHz3)
Macrobrachium rosenbergii ~ Larva 0,40 (96h) 6,83 0,68
Armstrong et
Larva 1,0 (96h) 7,6 0,76
al. (1978)
Larva 1,35 (96h) 8,34 0,84
Penaeus japonicus Zoeal 0,6 (96h) 8,23-7,92 0,06
Mysis | 0,9 (96h) 8,23-7,92 0,09 Linetal.
Pos-larva 1,3 (96h) 8,23-7,92 0,13 (1993)
Juvenil 3,1 (96h) 8,23-7,92 0,31
Penaeus paulensis Zoea 0,73 (96h) 8,24 0,82
Mysis 0,85 (96h) 7,92 0,79 Ostrensky e
Pés-larvas 0,32 (96h) 8,10 0,81 Wasielesky
Juvenis 1,10 (96h) 7,78 0,77 (1995)
Adultos 1,06 (96h) 7,71 0,77
Eriocheir sinensis Zoeal 0,20 (72h) 7,99 0,02
Zhao et al.
Zoea 2 0,27 (72h) 7,98 0,03
. (1997)
Juvenil 0,90 (96h) 7,81 0,09
Figueroa-
Macrobrachium tenellum Larva 0,41 (72h) 7,79 0,04 Lucero et al.
(2012)
Macrobrachium carcinus Zoea 2 0,50 (96h) 8,0 0,05
(Gomes Jr et
Zoea b 0,71(96h) 7,9 0,07
al., 2016)
Zoea 8 0,92 96h) 8,0 0,09
Nitrito (N-NO2)
- Armstrong et
M. rosenbergii Larva 8,6 (96h) 7,98 0,86
al. (1976)
Penaeus monodon Zoea 13,20 (24h)  8,05-8,30 1,32 )
Chen e Chin
Pos-
13,55 (96h)  7,85-8,30 1,35 (1988)
larva
Scylla serrata Zoeal 41,58 (96h) 8,32 - 8,64 4,15 Seneriches-
Zoea 3 25,54 (96h) 8,32 - 8,64 2,55 Abiera et al.
Zoea 5 69,93 (96h) 8,32 - 8,64 6,99 (2007)
M. carcinus Zoea?2 3,28 (96h) 8,1 0,32
(Gomes Jr et
Zoea 5 9,73 (96h) 8,0 0,97
al., 2016)
Zoea 8 34,00 (96h) 8,0 3,40
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Vérios autores corroboram o que € colocado sobre a tolerancia dos animais aos
compostos nitrogenados, frente a diferentes espécies, fases de vida (Wajsbrot et al.,
1993) e pH, devido ao efeito na cinética de acimulo de aménia na hemolinfa em
crustaceos (Mugnier et al., 2008). Um pH mais alto aumenta a absor¢do de amonia,
como mostrado em P. japonicus (Chen e Kou, 1992), P. monodon (Chen e Kou, 1993) e
o0 lagostim Pacifastacus leniusculus (Harris et al., 2001), e diminuicdo da excrecéo de
amonia em P. chinensis (Chen e Lin, 1995).

Percebe-se que a espécie do presente estudo foi menos tolerante a NHs, em fase
de vida similar (juvenil), do que as espécies P. japonicus (Lin et al., 1993), P. paulensis
(Ostrensky e Wasielesky, 1995) e E. sinensis (Zhao et al., 1997). Comportamento
similar para 0 NO2" em que, entre os trabalhos citados na tabela 4, percebe-se que as
fases de vida eram inferiores as utilizadas no presente estudo, e mesmo assim a
tolerancia dos juvenis de N. davidi foram inferiores aos trabalhos mencionados,
mostrando novamente que a espécie é mais sensivel aos compostos nitrogenados do que
outros crustaceos.

Segundo Freire et al. (2008), a regulacdo osmotica e ibnica nos crustaceos é
realizada principalmente pelas branquias, juntamente com os 6rgdos excretores. Os
autores colocam que, além de seu papel nas trocas gasosas, as branquias participam do
transporte idnico ativo, envolvendo osmorregulacdo, homeostase do calcio, excrecdo da
amonia e regulacdo do pH extracelular, o que faz do 6rgdo um excelente biomarcador
de qualidade da agua. Nesse contexto, danos as branquias, devido a exposicdo a
xenobioticos, podem afetar de forma generalizada a homeostase dos animais
acometidos.

Os biomarcadores sdo definidos como as respostas bioquimicas, morfoldgicas,
fisiolégicas ou comportamentais de organismos a xenobidticos presentes no ambiente
(Walker et al., 2010). A analise histologica de branquias de crustaceos tem sido cada
vez mais reconhecida como uma ferramenta valiosa para a avaliacdo dos impactos de
poluentes em crustaceos (Maharajan et al., 2015; Negro, 2015; Dutra et al., 2017
Carvalho-Neta et al., 2019; Brazdo et al.,, 2021), sendo considerada um &timo
biomarcador morfologico para interpretacdo da exposicdo do animal a poluentes. A
branquia € o primeiro 6rgdo a entrar em contato com 0 meio aquatico, e por

consequéncia & poluicdo ambiental, sendo altamente sensivel a produtos quimicos,
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respondendo com diferentes alteracBes estruturais ap6s exposicdo (Negro, 2015;
Carvalho-Neta et al., 2019; Jesus et al., 2020), o que pode ocasionar graves problemas
para 0 organismo. As branquias dos crustaceos apresentam expressiva superficie, sendo
permeavel para ions e gases, visando trocas internas e externas (Freire et al., 2008).

O fluido corporal circulante do corpo dos crustaceos é a hemolinfa, e a proteina de
transporte do oxigénio dissolvido é a hemocianina (Barbier, 2010). Como a distribuicao
interna de substancias toxicas ocorre em mais de um compartimento, dentro do corpo do
crustaceo, a circulagdo da hemolinfa pode estar envolvida no transporte desses produtos
quimicos para seus locais de agdo (Negro et al., 2011). Brooks (1974), estudando outros
artrépodes (insetos), relatou que o acido fosférico penetra na cuticula, entrando na
hemolinfa e podendo ser transportado a todas as partes do organismo em solucao, se
sollvel em &gua, ou ligado a proteinas ou dissolvido em particulas lipidicas, se
lipofilicas. Pelo caréter hidrofilico, moléculas com essa caracteristica sdo mais
propensas a permanecerem no fluido circulatério do que pequenas moléculas
hidrofobicas, que sdo rapidamente distribuidas em varios Orgdos e armazenadas no
tecido lipidico (Hartley e Graham-Bryce, 1980), o que enfatiza a atuacdo do NH3z que
devido a sua alta lipossolubilidade torna-se mais difusivel através das bicamadas de
fosfolipidios (Negro et al., 2011) e por esta razdo é a forma mais tdxica dentre todos 0s
compostos nitrogenados (Weihrauch et al., 2004).

A incorporacdo de nitrito na hemolinfa dos crustaceos pode ocasionar a formacéo
de meta-hemocianina, reduzindo o nivel de oxi-hemocianina, provocando problemas
respiratdrios, causando hipdxia nos tecidos ou mesmo afetando o equilibrio acido-base e
a excrecao de aménia (Brazdo et al., 2021). Isso pode reduzir a capacidade imunoldgica
do animal, aumentando a suscetibilidade a infec¢do por bactérias e causando a morte em
casos extremos (Chen e Cheng, 1995; Xian et al., 2011).

Também ¢ relatado que N-NO>" e CI- competem entre si durante a captagdo ativa
de CI” (Jensen, 1996), esse sistema de captacdo do CI- é responsavel por regular o
transporte de CI" na hemolinfa, bem como, pelo equilibrio &cido-base, através da troca
CI" influxo e HCO3 efluxo (CI" /HCOz3") (Jensen, 1995). Segundo Dutra et al. (2017), a
presenca de danos a estrutura branquial de camardes quando expostos ao nitrito pode ser
associada a competicdo desses compostos pelo sistema de captura de Cl™ nas branquias.

Essa competicdo tem implicacGes diretas sobre a toxicidade, mas consequéncias



103

osmorregulatérias também (Romano e Zeng, 2013). Por exemplo, em crusticeos, a
exposi¢do ao nitrito resultou em desequilibrio, reduzindo os niveis normais de Na* e CI
para lagostim-do-Pacifico (Pacifastacu leniusculus) (Harris e Coley, 1991) e para
Camardo-japonés (Penaeus japonicus) (Cheng e Chen, 1998).

A producdo de amdnia durante o catabolismo proteico é uma fungdo normal pela
qual o animal naturalmente produz e excreta amonia (Noga, 1996). O nitrito, no entanto,
€ um composto intermediario no processo de nitrificacdo da amdnia, que também atua
no processo osmotico sendo absorvido pela via do cloreto, como ja descrito (Romano e
Zeng, 2013; Zhang et al., 2015). Devido a isso uma das medidas para mitigagéo da agéo
toxica do nitrito € salinizar o meio de cultivo devido a essa competigdo (Barbieri et al.,
2014)

A exposicdo a amonia e ao nitrito pode danificar as branquias dos camarfes
(Brazéo et al., 2021). Em estudo recente realizado por Dutra et al. (2017), foram
avaliados os danos causados pela exposi¢do a aménia total e ao nitrito nas branquias de
juvenis de M. amazonicum. Os autores observaram gque o aumento dos danos a branguia
foi relacionado com o aumento das concentragcdes de amdnia total, e que diferentemente
da aménia, o nitrito causou mais danos em concentra¢fes intermediarias, o que
demonstra a maior vulnerabilidade das branquias dos camardes ao nitrito. O resultado
encontrado por Dutra et al. (2017) corrobora os achados no presente estudo,
considerando que danos foram encontrados em tratamentos intermediarios das
concentracdes de nitrito. No entanto, é importante salientar a necessidade de levarmos
em conta a concentracdo de amoénia ndo ionizada nos estudos e ndo somente a amonia
na sua forma total.

Alteracbes como espessamento do epitélio lamelar e infiltracbes refletem uma
reacdo inflamatdria do corpo para evitar maiores danos ao 6rgdo do animal exposto ao
agente toxico (Negro et al., 2011). No entanto, as referidas alteracdes sao classificadas
como lesOes reversiveis, apos interrupcdo do agente estressante (Bernet et al., 1999).
Danos causados as branquias como tumefacdo celular, hiperplasia e acimulo de
hemocitos, podem refletir uma adaptagdo ao estresse causada pela exposi¢cdo aos
xenobidticos, levando a um espessamento do epitelio lamelar, aumentando assim a
distancia entre 0 meio interno e externo (Mallatt, 1985; Negro et al. 2011). Esse tipo de

interpretacdo faz com que a histopatologia seja uma ferramenta Gtil para a compreenséao
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das alteragdes morfofisioldgicas nas branquias dos camardes que levam a distdrbios ou
até mesmo a morte dos crustaceos expostos a poluentes.

Os efeitos adversos causados pelos poluentes em crustdceos dependem de sua
concentracdo e afinidade, toxicidade intrinseca e biotransformacdes (James, 1987) e as
respostas do préprio individuo (Klerks, 1999). O fato da amonia e do nitrito causarem
danos as branquias em diferentes intensidades pode explicar por que o efeito da
mortalidade pode mudar com a duracdo da exposi¢do, onde 0s compostos podem causar
danos as branquias mesmo sem causar mortalidade do animal. Aplicando os resultados
encontrados ao contexto de produgéo, como os ciclos de producéo sdo maiores ao tempo
do experimento, e se os animais forem submetidos a exposi¢bes prolongadas, as
alteracdes causadas podem ser agravadas podendo interferir sobre o sucesso da
atividade.

Brazdo et al. (2021) testando amoOnia com M. amazonicum encontraram nos
animais submetidos as concentracdes de 11 e 44 mg.L' de aménia total danos
aumentados no log, proporcional a mortalidade e a concentragdo do composto
nitrogenado. O mesmo pode ser observado em todas as concentragdes de nitrito que
foram testadas (0; 1,5; 2,5 e 5 mg.L ™). Espessamento do epitélio lamelar, fusio das
lamelas, necrose, levantamento do epitélio lamelar e infiltragdo hemocitica foram as
alteracdes encontradas pelos autores no referido trabalho, sendo condizentes com as
encontradas no presente estudo.

Os poluentes podem ser absorvidos pelos crustaceos pelo tegumento, branquias
e/ou ingestdo de alimentos contaminados via trato gastrointestinal, podendo causar
toxicidade grave para as fungdes bioldgicas normais nos niveis teciduais, celulares e
moleculares (Negro et al., 2011). No entanto, os autores colocam que a permeabilidade
das barreiras biologicas e a taxa de transporte das substancias pelo organismo sdo
afetados pela atividade metabolica do animal e, indiretamente, por fatores influenciando
esta atividade como temperatura da agua, pH, dureza e presenca de outros produtos
quimicos. Sendo que a atividade metabdlica do animal é influenciada por seu tamanho
corporal, taxa de crescimento, atividade e estado fisiol6gico (juvenil ou adulto, ecdise,
alimentacéo) (Zitko, 1980). Devido a isso, vVé-se que manter os parametros de qualidade
de agua em niveis adequados para a espécie produzida é essencial para a otimizacéo da

producdo em atividades aquicolas.
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As brénquias estdo relacionadas com o transporte de gases respiratérios e também
com excrecdo de amonia, pois a maior parte da excrecdo de compostos nitrogenados
residuais ocorre através do epitélio branquial (Negro et al., 2011). Devido a isso,
alteracdes nesse 6rgdo podem prejudicar fungdes essenciais para o organismo. Negro et
al. (2011) ressaltam que danos branquiais podem causar dificuldades na absorcéo de
oxigénio, levando a eventual asfixia, e interrupcdo da funcdo osmorregulatoria, sendo
que a diminuicdo do oxigénio pode causar hipdxia interna progressiva, com diversos
efeitos como alteracbes metabdlicas e dificuldades locomotoras. Os autores colocam
que a hipdxia interna continua pode provocar uma liberagdo constante de &cido latico
como residuo metabdlico, com o consequente desequilibrio &cido-base. Esse
desequilibrio e seus efeitos histoldégicos podem eventualmente causar a morte do
individuo afetado devido a acidose ou asfixia progressiva (Schmidt-Nielsen, 1997). Em
situacOes de hipoOxia, muitos crustaceos diminuem seus movimentos como forma de
reduzir o oxigénio consumido pelos musculos, usando o oxigénio disponivel em vez de
usa-lo para o metabolismo (Zou e Stueben, 2006). A mesma resposta ocorre se um
animal tem uma deficiéncia em consumo de oxigénio, pois em ambas as situacGes a
concentracdo de oxigénio na hemolinfa € insaturado, o que pode afetar a tentativa de
escape do animal da &rea contaminada, agravando os efeitos dos contaminantes; além de
deixar os animais mais susceptiveis a predadores (Negro et al., 2011). Apesar das
concentracdes de oxigénio do presente estudo estarem em niveis 6timos, constatou-se
que 0s animais expostos a ambos 0s compostos estavam com 0 comportamento
natatorio anormal, com dificuldades em se manterem na coluna d’agua, e por vezes
nadando lateralmente, o que demonstra o desequilibrio da homeostase desses animais.

Os crustaceos sdo animais amoniotélicos, onde as branquias desempenham papel
importante na excrecdo dos compostos nitrogenados (Negro et al., 2011). O mecanismo
que suporta a excrecdo de amdnia em crustaceos é a difusdo do NHs3 ao longo de um
gradiente de concentracdo e a excrecdo parcial da forma ionizada NH4* (Weihrauch et
al., 1999; 2004). A toxicidade da amobnia é mediada pela ativacdo excessiva de
receptores de glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) no cérebro (Negro et al.,
2011). Como consequéncia, o ATP cerebral é esgotado, enquanto o Ca;" intracelular
aumenta, com subsequentes aumentos de K* intracelular e, finalmente, morte celular

(Weihrauch et al., 1999, 2004), o que indica os resultados observados no presente
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estudo onde foram confirmados, maior mortalidade e maiores lorg Nas concentragdes
mais elevadas de NHa.

A adaptacdo dos crustaceos a ambientes dulcicolas ocorreu devido a pressao
seletiva, demandando a estes animais um ajuste nos seus processos fisioldgicos, como
aumento na absor¢do de ions; diminuicdo da permeabilidade de ions pelo exoesqueleto;
e aumento da producdo de metabdlitos (e.g. urina) (Péqueux, 1995; Augusto et al.
2007), mecanismos necessarios em funcdo do nicho ecoldgico que esses animais
possuem. Segundo Péqueux (1995) e Romano e Zeng (2013), 0s organismos aquaticos
de agua doce sdo osmorreguladores, sendo que em crustaceos as enzimas Na'/K*-
ATPase e anidrase carbonica atuam na regulacdo do equilibrio &cido/base e influxo
ionico pelas branquias, resultando na manutencdo da concentracdo osmotica e de Na*
/CI" na hemolinfa mais alta do que na agua.

Nos crustaceos, o CO; é transportado dentro da hemolinfa via HCO3™, onde a
anidrase carbonica, localizado basolateralmente, catalisa isso de volta para CO2 (+ H20)
ser excretado passivamente para 0 meio ambiente (Romano e Zeng, 2013). Neste
processo, a enzima anidrase carbonica citoplasmatica converte o CO2 e H,O em H* e
HCOs™, que servem como contraions para a absorcdo de Na* e CI, respectivamente,
através das branquias, em baixa salinidade (Cameron, 1979; Henry e Cameron, 1982;
Henry e Cameron, 1983; Henry et al., 2003). Assim, o desafio de animais de agua doce
€ manterem-se hiperosmoticos em relagdo ao meio, utilizando-se desse mecanismo para
a absorcdo de sais (Henry, 1988; Mitchell; Henry, 2014).

Os principais mecanismos de regulacdo ibnica e osmotica em crustaceos de agua
doce incluem absorcdo de sais através do epitélio branquial especializado (McNamara e
Torres 1999; Weihrauch et al. 2004; Belli et al. 2009), sendo que ap6s a absorcdo de
NHs no citosol, a amonia gasosa sofre protonacdo resultando em NH4* e hidroxila (OH"
) (Arana, 1997). Existem evidéncias que crustaceos podem excretar ativamente amonio
pelas branquias, at¢ mesmo contra o gradiente de concentragdo, utilizando a enzima
Na*/K*-ATPase (Weihrauch et al., 2004; Masui et al., 2005; Garcon et al., 2009). O
processo que esses crustaceos usam para eliminar a aménia é a excregdo ativa (Negro et
al., 2011). As taxas de excrecdo da amonia estdo correlacionadas com a absorcdo de Na*
(Harris et al., 2001). O NH4" substitui o K* na ativacdo da Na'/K*-ATPase sensivel a

ouabaina, que é localizado nas membranas basolaterais das células do epitélio branquial
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(Towle et al., 1981; Towle e Kays, 1986). Esta enzima (Na*/K*-ATPase) é estimulada
sinergicamente por NHs" e K™ (Negro et al., 2011). Em decéapodes de agua doce, em
altas concentracdes de NH4*, a bomba expde um novo sitio de ligagdo para NH4" que
modula a atividade da Na'/K*-ATPase independentemente dos ions K* (Romano e
Zeng, 2007, 2010). Mais uma vez as branquias apresentam mecanismos de resposta na
tentativa de sobrevivéncia do organismo aquético frente a exposicdo as elevadas
concentracdes de aménia.

O efluxo passivo de NH4* € dificil devido ao espessamento do epitélio branquiall,
enquanto a excrecdo de amonia (NHz) é dificil por causa de concentragdes ambientais
(Negro et al., 2011). Esses autores enfatizam que 0s compostos residuais nitrogenados
sdo eliminados por efluxo ativo, sendo que danos histolégicos nas branquias provocados
por agrotoxicos, pesticidas e outros compostos dificultam esse processo de excrecao.

Quando os crustdceos ndo conseguem eliminar a amonia produzida pelo
metabolismo dos compostos nitrogenados, ela se acumula na hemolinfa, com diversos
efeitos nos individuos, como modificacdo da liberacdo de citocinas e aumento da
atividade das hidrolases lisossomicas (Negro et al., 2011), podendo inferir que a
impossibilidade do processo difusivo da aménia pode levar & intoxicagdo dos animais.

Alteragdes nas branquias como infiltracdo hemocitica; edema, fuséo e elevagdo
lamelar; anormalidades na arquitetura; necrose e outras malformacg6es séo alguns dos
efeitos produzidos por agrotoxicos em camardes de agua doce e caranguejos (Negro et
al., 2011). AlteracGes como hiperplasia, necrose e ruptura de células pilares juntas,
podem causar maiores danos ao tecido branquial resultando em colapso lamelar e perda
funcional do 6rgéo (Jesus et al., 2020). AlteracBes similares foram encontradas no
presente trabalho, o que corrobora as preocupagdes com a gestdo da atividade aquicola
na presenca desses compostos nitrogenados.

Os presentes resultados reforcam a necessidade do planejamento cuidadoso e
gestdo de sistemas fechados de agua para a criacdo de N. davidi. Deve-se ter cuidado
especial ndo apenas com o monitoramento frequente dos niveis de aménia e nitrito, mas
também a préaticas de manejo que minimizem o acimulo desses compostos em tanques
de criacdo, como dimensionamento e montagem adequada do biofiltro, tempo de
detencdo hidraulica correta, ragdes com niveis adequados de proteina fornecidas,

densidade de estocagem ideal para a espécie, trocas parciais de dgua se 0s niveis de
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nitrogenado alcangarem valores toxicos, e se ndo for possivel tentar salinizar a 4gua em

concentrages toleraveis para a espécie.

5. CONCLUSAO

Os resultados confirmam que quanto maiores as concentragfes de amonia e
nitrito, maiores os danos causados a estrutura branquial, corroborando os dados de
mortalidade. Exposicdes agudas a concentracfes de NHs e NO2", iguais ou superiores a
0,33 mg.Lt e 0,25 mg.L?, respectivamente, resultaram em mortalidades e alteragGes
histolégicas nas branquias. Tal fato ressalta a importancia do conhecimento sobre a
tolerdncia de N. davidi a exposicdo a amodnia e ao nitrito, pois 0s compostos
nitrogenados ocorrem naturalmente nos sistemas de producdo e necessitamos saber
quais 0s niveis passam a causar efeitos toxicos aos organismos cultivados. Em
comparagdo com outros crustaceos cultivados, N. davidi se mostrou menos tolerante a
ambos 0s compostos nitrogenados. As branquias sdo 6rgdos que indicam o efeito

deletério de agentes estressores contidos no meio aquatico.
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ARTIGO 3 - Tolerancia de juvenis de camardes Neocaridina davidi (Bouvier, 1904)
(Crustacea, Caridea, Atyidae) e girinos de ra-touro Aquarana catesbeiana (Shaw,

1802) expostos a eteramina

RESUMO

O impacto das agdes antropogénicas no ambiente aquético é amplamente conhecido,
sendo que atualmente eventos envolvendo acidentes com a insercdo de compostos
sintéticos em ambientes aquaticos tém sido cada vez mais expressivo e frequente. O uso
da agua para atividades aquicolas preza pela sua qualidade. Muitas comunidades
ribeirinhas dependem desse recurso para criar organismos aquaticos mantidos pelos
mananciais. A eteramina é um composto nitrogenado muito empregado em atividades
mineradoras, no entanto, pouco se sabe sobre seu efeito sobre a biota aquética. Portanto,
0 objetivo do trabalho foi verificar a CLso e as alteragdes nas bréanquias de juvenis do
camarao Neocaridina davidi e girinos de Aquarana catesbeiana submetidos a diferentes
concentracdes de eteramina. Juvenis de N. davidi e girinos de A. catesbeiana foram
expostos a eteramina em uma série de testes de toxicidade aguda. Para os camardes, 0S
valores de CLso-96h foram estimados em 0,54 mg.L™, com nivel de seguranca calculado
em 0,05 mg.L™L. Para os girinos, os valores de CLso-96h foram estimados em 5,11 mg.L"
! com nivel de seguranca de 0,51 mg.L™. As branquias sdo 6rgdos multifuncionais que
estdo em contato direto com o ambiente, possibilitando, portanto, o contato com
xenobidticos. No estudo histopatoldgico, as lesGes mais importantes encontradas nas
branquias dos camarbes foram espessamento do epitélio lamelar, tumefacdo celular,
infiltracdo hemocitica, fusdo lamelar, hiperplasia e descamacdo da cuticula lamelar,
necrose e edema, e para 0s girinos foram hipertrofia das células, descolamento do
epitélio, desorganizacdo, ruptura do epitélio lamelar, fusbes de tufos branquiais e
necrose celular. As mortalidades observadas nos testes de toxicidade aguda e as
alteracdes causadas a estrutura branquial mostram que a eteramina afetou diretamente

0s camardes e 0s girinos, se mostrando extremamente toxica aos organismos aquaticos.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; CLso; “red cherry”; mineracao.
Iy
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ABSTRACT

The impact of anthropogenic actions on the aquatic environment is widely known, and
currently events involving accidents with the insertion of synthetic compounds in
aquatic environments have been increasingly expressive and frequent. The use of water
for aquaculture activities values its quality. Many riverside communities depend on this
resource to create aquatic organisms maintained by the springs. Etheramine is a
nitrogenous compound widely used in mining activities, however, little is known about
its effect on aquatic biota. Therefore, the objective of this work was to verify the LCso
and changes in the gills of juvenile shrimp Neocaridina davidi and tadpoles of
Aquarana catesbeiana submitted to different concentrations of etheramine. Juveniles of
N. davidi and tadpoles of A. catesbeiana were exposed to etheramine in a series of acute
toxicity tests. For shrimp, LCso-96h values were estimated at 0.54 mg.L™, with a safety
level calculated at 0.05 mg.L™. For tadpoles, LCso-96h values were estimated at 5.11
mg.L?, with a safety level of 0.51 mg.L™. Gills are multifunctional organs that are in
direct contact with the environment, thus enabling contact with xenobiotics. In the
histopathological study, the most important lesions found in the gills of shrimp were
thickening of the lamellar epithelium, cell swelling, hemocytic infiltration, lamellar
fusion, hyperplasia and desquamation of the lamellar cuticle, necrosis and edema, and
for tadpoles they were cell hypertrophy, detachment of the epithelium, disorganization,
rupture of the lamellar epithelium, fusions of gill tufts and cell necrosis. The mortalities
observed in the acute toxicity tests and the changes caused to the gill structure show that
etheramine directly affected shrimp and tadpoles, proving to be extremely toxic to

aquatic organisms.

Keywords: Ecotoxicology; LC50; “red cherry”; mining.
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1. INTRODUCAO

O impacto negativo das agdes antropogénicas no ambiente aquético é
amplamente conhecido (Derraik, 2002; Murphy et al., 2012). Atualmente noticias
envolvendo acidentes com a insercdo de compostos sintéticos em ambientes aquaticos
tém sido comuns, eventos catastréficos como rompimentos recentes de barragens de
rejeito de mineracdo, poluicdo causada por esgotos, uso de praguicidas em locais
préximos a mananciais, etc, sdo exemplos notdrios. No caso da atividade mineradora,
um dos grandes problemas do rompimento de barragens de rejeitos é a disposicao ao
curso d’agua do composto quimico denominado eteramina, que é o coletor usado no
processo de beneficiamento do minério de ferro (Pires et al., 2003), que tem potencial
de interferir na comunidade aquéatica devido a sua elevada toxicidade. O seu
monitoramento no meio ambiente deve receber mais atencdo devido aos Ultimos
acidentes envolvendo rompimentos de barragens. Nesse contexto, esses eventos
tornaram-se alvos de pesquisa com relagdo ao impacto causado na biota aquatica.

Os anfibios contribuem amplamente para 0s servicos ecossistémicos,
desempenhando papel importante no controle de surtos de pragas; na dinamica da
cadeia alimentar, para a ciclagem de nutrientes em ambientes aquaticos e terrestres
(Pinto-Vidal et al., 2022) e alguns participando da cadeia de fornecimento da
alimenta¢do humana como a ra-touro (Aquarana catesbeiana, Shaw, 1802). Apesar de
terem uma elevada relevancia para o ecossistema e para as sociedades humanas, 0s
anfibios tém sofrido declinio ao longo das ultimas décadas (Alroy, 2015). As principais
ameacas a sobrevivéncia dos anfibios sdo representadas pela destrui¢do de seus habitats,
doencas e poluicdo (Heatwole, 2013; Alroy, 2015; Salla et al., 2015).

Por estarem em contato direto com a agua, os anfibios estdo susceptiveis a
exposicdo de xenobioticos ali presentes. Os poluentes uma vez no ambiente pode atuar
de forma aditiva, isolada ou em sinergia com outros xenobidticos. Eles tém potencial
para causar alteracbes em nivel celular, se expandindo para niveis fisiologicos,
ecologicos e populacionais (Collins, 2010). O uso de biomarcadores morfoldgicos faz-
se necessario para entender o impacto de poluentes na fisiologia geral dos organismos
(Abdalla et al., 2013; Dal-Medico et al., 2014; Rissoli et al., 2016; Salla et al., 2016).
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A alta suscetibilidade a poluentes devido a sua pele permeavel tornam os
anfibios indicadores de qualidade ambiental (Relyea, 2003). Além disso, seu ciclo de
vida duplo (aquatico e terrestre) aumenta a probabilidade de exposi¢do a contaminantes
ambientais (Murphy et al., 2000). Em regides tropicais como na América do Sul,
especialmente no Brasil, dados de Alroy (2015) indicam que Vérias espéecies de anfibios
(anuros) encontram-se com alguma ameaca de extingéo.

Os crustaceos também contribuem com ecologicamente, participando da
dindmica da cadeia alimentar, na ciclagem de nutrientes, e também ganhando destaque
na aquicultura ornamental. Crustdceos como 0s camardes “red cherry” da espécie
Neocaridina davidi tém sido comumente comercializados como espécie ornamental no
mundo devido a sua beleza e facilidade de manutencdo em cativeiro. Originalmente,
essa € uma espécie de camardo de agua doce de ciclo de vida curto, de pequeno
tamanho que habita riachos e lagos na Asia (Cai, 1996).

Assim, considerando as diversas fontes potenciais de contaminacdo, o declinio
das espécies de anfibios nos ultimos anos, o contexto dos desastres ambientais
envolvendo rompimento de barragens de mineracao, e os problemas de intoxicacdo por
compostos nitrogenados em condigdes de cativeiro, o anfibio A. catesbeiana e o
crustaceo N. davidi, foram os organismos escolhidos no presente estudo para entender a
atuacdo da eteramina por meio do estudo toxicol6gico agudo e tecidual das branquias.

Além da funcdo principal de trocas gasosas, a branquia também atua na
alimentacdo por filtracdo, excrecdo de nitrogénio amoniacal, iono e osmorregulacédo
(Evans e Nunez, 2015; Koppang et al., 2015). As relagBes entre as caracteristicas
estruturais, as funcdes multifisioldgicas e a adaptabilidade das branquias as mudancas
ambientais tém atraido atencdo para uso deste Orgdo vital em estudos de
biomonitoramento da qualidade da agua no ambiente natural ou em cativeiro (Chen et
al., 2012).

O efeito toxico agudo da eteramina permanece desconhecido para a maioria dos
organismos aquaticos. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo: estimar os
efeitos gerados pela exposicdo aguda da eteramina em girinos de ra-touro A.
catesbeiana e em juvenis de camardo N. davidi, por meio da estimativa da concentracdo
letal mediana (CLsp), assim como 0s seus respectivos niveis de seguranca e efeitos

causados no tecido branguial dos organismos testados.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento com os girinos de ra-touro foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) de acordo com o protocolo de n°® 34/2022. Foi realizado no
setor de maricultura do laboratorio de Aquacultura — LAQUA da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. O processamento histoldgico foi
realizado no Laboratorio de Histopatologia da Escola de Veterinaria da UFMG. A
metodologia utilizada na avaliagdo da concentracdo letal mediana (CLs0.96 h) foi
baseada no manual da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA, 2002) e nas
diretrizes da Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM, 2014).

2.1. Instalacdes e Condigdes Experimentais

Os girinos utilizados no experimento foram obtidos de reprodutores do setor de
Ranicultura do LAQUA/UFMG. Apos a eclosdo, as larvas foram alimentadas trés vezes
ao dia (8:00, 12:00 e 16:00 h) até o inicio dos testes de toxicidade, quando os animais
estavam no estidgio de desenvolvimento 25 de Gosner (1960). Os girinos foram
alimentados com racdo comercial para peixes carnivoros da marca Guabi ® (44%
proteina bruta, 8% extrato etéreo, 4% fibra bruta, 15% matéria mineral) com
granulometria de 2 a 4 mm. Os peletes da racdo foram triturados em um moinho de
discos (Inbramaq ®) para obtencdo de uma fragdo farelada. Antes da realizagdo do
experimento, os girinos foram mantidos em piscinas plasticas de 400 L em uma
densidade aproximada de 2,5 girinos/L. As piscinas foram abastecidas com agua de
poco artesiano, mantidas a temperatura de 25 + 1,80 °C, e fotoperiodo de 14 h de luz.

Os camardes utilizados no experimento foram obtidos do setor de Ornamentais
do LAQUA/UFMG. Os camardes foram alimentados duas vezes ao dia (8:00 e 16:00h)
com ragdo comercial para invertebrados da marca Alcon ® (36% proteina bruta, 3,5%
extrato etéreo, 7,5% fibra bruta, 10% matéria mineral). Antes da realizacdo do
experimento, os camarfes foram mantidos em aquérios de 20 L em uma densidade
aproximada de 7 camardes/L. Os aquérios foram abastecidos com &gua de pogo

artesiano, mantidos a temperatura de 25 + 1,45 °C, e fotoperiodo de 12 h de luz.
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Os animais foram pesados em balanca analitica (Bel Engineering) e foi
mensurado o comprimento total (extremidade anterior do focinho até a extremidade
distal da cauda) dos girinos e dos camardes (distancia entre a margem distal do rostrum
até a extremidade distal do telson) usando paquimetro. A definicdo das concentracdes
de amoénia e nitrito a serem testadas se deu por meio de teste toxicolégico agudo
preliminar. Para o teste preliminar (96 h), trés girinos de A. catesbeiana (40,3 + 3,5 mg;
1,9 £ 0,3 cm), e trés juvenis de N. davidi (19,22 = 1,03 mg, 1,5 = 0,10 cm), foram
mantidos separadamente em béqueres de vidro (1 L), nas cinco concentragdes testadas e
um controle, sem réplica. A &gua utilizada foi proveniente de pogo artesiano, e 0s
recipientes foram acondicionados em cédmara de germinacdo BOD (SL-224) com
controle de temperatura, sob aeracdo continua e fotoperiodo de 12 L.

Para os bioensaios definitivos, os girinos de ra-touro (43,1 £ 2,5mg, 1,9 £ 0,2 cm)
e 0s juvenis de N. davidi (18,17 £ 1,18 mg, 1,52 = 0,19 cm) foram mantidos em jejum
por 24 h antes do experimento (Fig. 1). Os animais foram alocados em grupos de 10
animais com duas repeticbes por tratamento. O delineamento foi inteiramente
casualizado com cinco concentracdes de eteramina (2, 5, 8, 11 e 14 mg.L™?) e um
controle (0 mg.L™) para os girinos; e cinco concentragdes de eteramina (0,1; 0,6; 1,1;
1,6 € 2,1 mg.L™Y) e um controle (0 mg.L™?) para os camardes. Os niveis de eteramina
foram obtidos a partir de solugdes estoques de Flotigam EDA C 100%. Diariamente
foram feitas renovacdes totais da solucédo testada, caracterizando um teste de toxicidade

semi-estatico.

Figura 1. A - Girino de ré-touro (A. catesbeiana) no estagio 25 de Gosner (1960). B — Camarao
N. davidi.

Para avaliacdo da mortalidade, os animais foram observados a cada uma hora
durante as 96 h. O critério para avaliacdo da mortalidade foi a auséncia de qualquer tipo

de movimento ou reagdo a estimulo mecénico, tocando os camardes e girinos com um
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bastdo de vidro. Todos os animais utilizados para as analises histoldgicas coletadas
estavam em estado de morbidade.

2.2.  Andlise fisico-quimica da agua

Duas vezes ao dia foram registrados os dados de pH e temperatura de todas as
unidades experimentais com pHmetro portatil (Hanna®, modelo HI 98130), e oxigénio
dissolvido (OD) com sonda portatil (YSI 550A). As analises de alcalinidade e dureza
foram realizadas pelo método titulométrico, e amonia e nitrito por espectrofotometria no
Espectrofotdmetro Biochrom Libra S22 (APHA, 1992), mensuradas a cada 24 h.

2.3.  Estudo Histoldgico

Para o tratamento dos girinos foi utilizada a metodologia descrita por Luna
(1968). Os o6rgéos foram fixados em liquido de bouin, por 8 h, e transferidos para alcool
70%. Posteriormente, foi feito o processamento histoldgico seguindo os processos de
desidratacdo em seéries crescentes de alcoois, diafanizacdo em xilol, impregnacdo e
incluséo do animal em parafina.

Para o tratamento dos camardes foi utilizada a metodologia descrita por Bell e
Lightner (1998). Os animais foram fixados em liquido de Davidson por 24 h e
transferidos para alcool 70%. Posteriormente, para a confeccao das laminas histolégicas
foi realizado o processamento seguindo os processos de desidratacdo em série crescente
de alcoois, diafanizacdo em xilol, impregnacéo e inclusdo do animal em parafina.

As pecas foram seccionadas em microtomo rotativo (Zeiss Hyrax M15) com
cortes de 5 um de espessura para montagem das laminas e coradas em hematoxilina-
eosina (HE). As preparagdes foram montadas com Entellan New, observadas e
fotografadas em microscopio optico (Nikon® eclipse SI) equipado com uma cimera
(Prime cam intervision®) e visualizado no software PRIME CAM.

As alteragdes histopatologicas foram avaliadas de acordo com o método descrito
por Bernet et al. (1999), para os girinos, e para os camardes foi utilizado o método de
Bernet et al. (1999), adaptado para invertebrados conforme Costa et al. (2013).

O valor de pontuacdo (a) foi aplicado de acordo com o grau de distribuicdo e

intensidade da lesdo do 6rgdo, onde: "0" = auséncia; "1-2" = ocorréncia leve; "3-4" =
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ocorréncia moderada e "5-6" = ocorréncia acentuada. As alteragdes foram classificadas
de acordo com o tipo de reacdo padrdo (1-4), com um fator de importancia (w) de
acordo com o grau de reversibilidade, onde: 1 = alteracdes facilmente reversiveis; 2 =
alteracdes moderadas, reversiveis com o término da exposicdo, e 3 = alteracdes

irreversiveis. A partir das classificaces foi calculado o Indice do Org&o (lorg) (Fig. 2)

Iorg_ = 2 Z(aorg rpalt X ‘worgrpalt)

p alt

Figura 2. indice do 6rg&o (lorg). Onde: org (érgao); alt (alteragio); rp (padrio de reacdo); o
(extensdo da leséo); w (relevancia patoldgica da alteracdo). Fonte: Bernet et al. (1999).

2.4.  Andlise estatistica e tratamento dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. As
concentragOes letais medianas (CLso) e os intervalos de confianga (95%) foram
estimados de acordo com os dados de mortalidade durante as 96 h de exposi¢do, com 0
programa “Trimmed Spearman Karber method” (Hamilton et al., 1977) e o nivel de
seguranca (NS) conforme descrito por Sprague (1971).

Todas as analises foram submetidas a avaliacdo da normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade das variancias (Bartlett) e cumprido os requisitos, posteriormente foi
feito analise de regressdo. As analises foram realizadas por meio do programa estatistico
R Studio Verséo 1.2.5033.

3. RESULTADOS

Na tabela 1 estdo apresentadas as variaveis fisico-quimicas da agua dos girinos de

ra-touro.
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Tabela 1. Valores médios (+ desvio padrdo - d.v.) dos parametros de qualidade da 4gua durante
0 periodo de 96 h de exposi¢do dos girinos de ra-touro a diferentes concentragdes de eteramina.

Pardmetros de
qualidade da agua

Eteramina — Concentracdo Nominal

0 2 5 8 11 14
N'ATFEZ‘a?'L'l) " 082+001 076+004 080+004 083005  082+001  0,80+0,02
N-NOz (mg.Ll)  027+001 0254004 028+002  028+004  028+00L  0,27+001

Temperatura (°C) 25584003 2570+021 2556+001  2578+001 25514006 2555007

oH 7764001 772+003 775+003  774+001  7,74+002  7,75+003
OD(mg.L%)*  504+011 5934033 591+005 6104015  588+012  506+0,10

OD (%)* 79194024 7842+033 7754+025 78214007 78934047  79.17+0,70
Alcalinidade 8254071 845+212 840+28  830+141  850+141  84,0+283
Dureza 640+283 630+141 635+071  635+070  635+071  64,0%282

* OD - oxigénio dissolvido, OD (%) — percentual de saturagdo de oxigénio

Na tabela 2 estdo apresentadas as variaveis fisico-quimicas da agua dos juvenis

de N. davidi.

Tabela 2. Valores médios (+ desvio padrdo - d.v.) dos parametros de qualidade da dgua durante
0 periodo de 96 h de exposicdo dos juvenis de N. davidi a diferentes concentragdes de

eteramina.

Parametros de

Eteramina — Concentra¢do Nominal

qualidade da agua 0

0.1 0.6 1.1 16 2.1
N-AT (mg.L™?) -

Real 0,75+0,04 0,75+ 0,06 0,81+ 0,07 0,79 +0,05 0,80+ 0,05 0,84 + 0,08
N-NOz (mg.L?Y) 0,24 +0,01 0,25+0,01 0,25+ 0,05 0,27 £ 0,03 0,24 £ 0,02 0,23+0,01
Temperatura (°C) 25,52+0,05 25,54 + 0,07 25,57+ 0,03 25,56 £ 0,33 25,61 + 0,26 25,70 £ 0,13

pH 7,75+£0,01 7,72 £ 0,03 7,77 £0,01 7,75+ 0,04 7,75+ 0,04 7,75+ 0,03

OD (mg.LH)* 5,80 £ 0,09 5,78+ 0,01 582+0,18 5,72 +0,16 5,80+0,19 5,85+ 0,05

OD (%)* 78,78 0,05 78,19+0,81 77,98 £0,13 78,80 = 0,07 78,40 £ 0,28 78,46 £ 0,43
Alcalinidade 83,0+141 83,0+141 84,0 £2,83 86,0 £ 2,82 83,0+141 86,0 £ 1,40
Dureza 66,2 + 0,28 66,8 + 1,13 65,0+1,41 65,4 + 1,98 64,0 + 2,82 65,0+ 1,41

* OD - oxigénio dissolvido, OD (%) — percentual de saturagdo de oxigénio



125

3.1.  Sobrevivéncia e Concentracao Letal Mediana - CLso

Né&o foi observada mortalidade no grupo controle nos testes de toxicidade aguda
para os animais testados (Fig. 3 e 4).

100 - -~

S 80 -
.3 60 - y =1,0714x2 - 28,5x + 131
§ R2 =0,9902
'S 40 A
L
S 20 -

0 T T T T T 1

0 2 5 8 11 14
Concentragdes de Eteramina (mg.L1)

Figura 3. Valores médios e desvio padrdo da sobrevivéncia de girinos de ra touro (A.
catesbeiana) expostos a niveis crescentes de eteramina.

100 -
S 80 -
< y =0,7143%2 - 23,714x + 123
2 601 R? = 0,9963
2 40 -
g
3 20 -
O T T T T T 1
0 0,1 0,6 1,1 1,6 2,1
Concentraces de Eteramina (mg.L1)

Figura 4. Valores médios e desvio padrdo da sobrevivéncia de juvenis de N. davidi expostos a
niveis crescentes de eteramina.

Foi possivel observar o efeito da eteramina na sobrevivéncia dos animais ja nas
primeiras 48 h de exposicdo em todas as concentracgdes (Tab. 3).
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Tabela 3. Valores das concentragdes letais medianas (CLsg) e intervalos de confianga (IC) da
eteramina estimados durante a exposicao dos girinos de rd-touro e juvenis de N. davidi e o nivel
de seguranca (NS) (mg.L) em 96 h.

Tempo (h)
ClLso (mg.L™) NS (mg.L?)
24 48 72 96
A.catesbeiana - 7,08(589-850) 5,65 (4,33 - 7,36) 5,11 (3,89 - 6,71) 0,51
N. davidi - 1,30(0,95-1,79) 0,78 (0,59 - 1,03) 0,54 (0,37 - 0,80) 0,05

3.2. Biomarcador morfologico

No presente estudo, a histopatologia foi utilizada como ferramenta de detec¢édo
de respostas dos animais frente a exposicdo aguda a eteramina. O dano causado aos
organismos, devido as alteragdes morfoldgicas, pode ser expresso pelo indice de 6rgéo
(lorg) (Fig. 5 e 6). O lorg branquial aumentou quando os animais foram expostos as
concentragdes crescentes de eteramina, indicando que a exposi¢do induz a ocorréncia de

alteracdes branquiais.
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Figura 5. Valores médios e desvio padréo do indice de 6rgéos de girinos de ré touro (A.
catesbeiana) expostos a niveis crescentes de eteramina.



127

50,00 -
y = 1,5446x2 - 2,7744x + 4,1167
40,00 - R2=0,9772

30,00 -

N

o

o

o
1

10,00 -

~

0,00 T T T T T 1
0 0,1 0,6 11 1,6 2,1

Concentracdes de Eteramina (mg.L1)

Indices de reagdo do 6rgdo
lorg)

Figura 6. Valores médios e desvio padrao do indice de drgaos de juvenis de N. davidi expostos a
niveis crescentes de eteramina.

As branquias dos girinos no grupo controle apresentaram hiperplasia leve e
desprendimento do epitélio respiratério (Fig. 7A). Essas alteragdes sdao comuns em
individuos jovens, e pelas branquias estarem em contato direto com a &gua, pequenas
alteracbes sdo esperadas. Ja nos animais expostos a eteramina, as alteracOes
histopatoldgicas observadas foram: hiperplasia, hipertrofia, desprendimento do epitélio,
desorganizacdo, ruptura do epitélio lamelar, vasos congestionados, fusdes de tufos
branquiais e necrose. Entretanto, essas alteracbes foram mais frequentes, com a
intensidade de moderada a severa, nas maiores concentracgdes (Fig. 7B-C), assim como

mostra o indice de 6rgdo (Fig. 3).

Figura 7. Fotomicrografias de girin
expostos a concentracdes agudas de eteramina por 96 h, onde se observa: A — Branquias dos
animais do grupo controle, tufo branquial com ramificacdes (T), tecido cartilaginoso (CT) em
aumento de 100x; B — Branquias dos animais expostos a 2 mg.L* de eteramina, fusdo dos tufos
branquiais (asterisco preto), necrose (N) e descolamento epitelial (asterisco branco) em aumento
de 400X; C — Branquias dos animais expostos a 14 mg.L* de eteramina, hiperplasia (seta preta),
fuséo dos tufos branquais (asterisco preto) e necrose (N) em aumento de 400X. Coloragéo HE.
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As branquias dos camarfes no grupo controle apresentaram leve espessamento
do epitélio lamelar e infiltracdes hemociticas (Fig. 8A). Essas altera¢des sdo comuns em
individuos jovens, e pelas branquias estarem em contato direto com a agua, pequenas
alteracbes sdo esperadas. Ja nos animais expostos a eteramina, as alteracOes
histopatologicas observadas foram: tumefacéo celular, fusdo lamelar, espessamento do
epitélio lamelar, hiperplasias, infiltrado hemocitica, desorganizacdo, descamacdo da
cuticula lamelar, edema e necrose. Entretanto, essas alteracGes foram mais frequentes,
com a intensidade de moderada a severa, nas maiores concentracdes (Fig. 8B-C), assim

como mostra o indice de 6rgdo (Fig. 3).

Figura 8. Fotomicrografias de juvenis de N. davidi expostos a concentra¢des agudas de
eteramina por 96 h, onde se observa: A — Branquias dos animais do grupo controle, lamelas
secundarias (L) em aumento de 400x; B — Branquias dos animais expostos a 0,6 mg.L* de
eteramina, fusdo das lamelas branquiais (asterisco preto), necrose (N), edema dos canais
marginais (estrela preta) e hiperplasia (seta preta) em aumento de 400X; C — Brénquias dos
animais expostos a 2,1 mg.L* de eteramina, hiperplasia (seta preta), fusdo das lamelas
branquiais (asterisco preto), descolamento epitelial (asterisco branco) e necrose (N) em
aumento de 400X. Coloragdo HE.

4, DISCUSSAO

Com o crescimento populacional humano e consequente intensificacdo da
atividade antrépica, a poluicdo quimica tem aumentado e prejudicado os ambientes
terrestres e aquaticos, sendo que a maioria dos poluentes ambientais esta ameacando a
salde humana, mas também a integridade da biota e a fun¢do dos ecossistemas (Khattab
etal., 2021).
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Devido a conversdo da eteramina em outros compostos nitrogenados, como nitrito
e amonia (Scorsafava et al., 2010), faz-se o uso comparativo dos resultados encontrados
no presente estudo com estes compostos, por serem substancias que ganham destaque
quando se fala em animais aquaticos devido ao seu potencial de intoxicacdo. Vale
salientar que, os crustaceos sdo particularmente vulneraveis aos residuos ricos em
nitrogénio (Camargo et al., 2005), e por isso, inferirmos que 0s mecanismos de
intoxicacdo sdo similares para 0s compostos. Portanto, no presente trabalho, as
comparagOes dos efeitos deletérios causados pela eteramina foram feitas utilizando
comparag¢es com compostos nitrogenados em diferentes espécies de peixes, crustaceos,
e anfibios, uma vez que atualmente, ndo ha trabalhos semelhantes conduzidos com a
substancia e espécies utilizadas, fase de desenvolvimento e em condicBes experimentais
similares ao do estudo.

Ainda h& pouca informacdo sobre a toxicidade de aminas empregadas no
processo de flotagdo, assim como seu comportamento, uma vez dispostas na barragem
de rejeitos. Ndo existem normativas para as eteraminas, no entanto existem diretrizes
enfatiznando limites para algumas substancias obtidas ap6s seu processo de degradacao.
Na presenca de agentes de nitrosacdo, as aminas podem ser convertidas em nitrosaminas
(Greim et al., 1998) que sdo compostos carcinogénicos (Dutra et al., 2007). Nos Estados
Unidos, existem padrbes definidos pela Agéncia de Protecdo Ambiental - USEPA
(2002) para a concentracdo de certas nitrosaminas, onde o limite maximo de
concentragdo de nitrosaminas presentes na agua sdo: 0,00069; 0,0050 e 3,3 pg.L™ para
N-N-nitrosodimetilamina, N-nitrosodipropilamina e N-nitrosodifenilamina,
respectivamente. E para organismos aquaticos sdo: 3,0; 0,51 e 6,0 pg.L™" para N-N-
nitrosodimetilamina, N-nitrosodipropilamina e N-nitrosodifenilamina, respectivamente.
Valores abaixo dos que foram utilizados no presente estudo. O que s6 enfatiza os
cuidados que devem ser tomados com a disposicdo e uso da eteramina visto a
possibilidade de conversdo em outros compostos toxicos. Devido a toxicidade para os
organismos aquaticos, a alta demanda quimica de oxigénio, propriedades corrosivas e
alto custo, estudos com a possivel remocdo e reutilizacdo de eteraminas sdo importantes
(Gusmao et al., 2014).

N&o existe no Brasil legislacdo especifica sobre aminas em efluentes de

mineragdo. No entanto, existe a Resolugdo CONAMA n° 430/11, que dispde sobre as


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352513421000648#bib0030
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condigdes e padrdes de langamento de efluentes, onde apresenta um valor de nitrogénio
amoniacal de 20 mg.L; e a Portaria MS n° 2.914/11, que dispde sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e
seu padrdo de potabilidade, onde apresenta valor de 10; 1,0 e 1,5 mg.L™ para nitrato,
nitrito e nitrogénio amoniacal, respectivamente. Compostos que podem ser
problematicos também em ambientes de cultivo, assim como a substancia teste do
presente estudo.

Com relacdo a histologia, a branquia € um o6rgao multifuncional vital uma vez
que representa o local fundamental para as trocas gasosas, regulacdo de ions, excre¢do
de produtos metabdlicos e que se encontra em contato direto com o meio aquatico
circundante, sendo um oOrgdo alvo para a exposicdo a contaminantes contidos no
ambiente (Perry, 1997; Au, 2004; Wei e Yang, 2015). Em funcdo dessas peculiaridades
e também da sua alta permeabilidade, é particularmente importante o estudo da
integridade das branquias em biomonitoramentos e avaliagcdes de impactos ambientais
(Maharajan et al., 2015; Wei e Yang, 2015), por ser um importante biomarcador
histopatolégico devido a sua suscetibilidade ao aparecimento de les6es ap0s exposicdo a
substancias quimicas na agua (Bernet et al., 1999; Au, 2004). Santos et al. (2021)
enfatizam que o epitélio branquial é uma das principais superficies de contato com o
meio ambiente e constitui uma das primeiras linhas de defesa do organismo e, por isso,
um dos primeiros orgaos a ser afetado. No entanto, os autores destacam que as lesdes
branquiais sdo pouco documentadas, principalmente quando se referem aos anfibios.

Os anfibios apresentam uma pele fina, altamente permeével e vascularizada
(Wake e Vredenburg, 2008; Larsen e Ramlgv, 2013), adaptagdo para maximizar a
respiracdo cutanea e os mecanismos de equilibrio osmotico (Heatwole e Wilkinson,
2009). No entanto, essa caracteristica pode prejudicar esses animais deixando-os mais
suscetiveis a xenobiéticos devido & falta de uma barreira hidrofébica e sua alta
porosidade as moléculas de agua (Van Meter et al., 2014). Na fase inicial de vida dos
anfibios, os girinos sdo ainda mais suscetiveis a contaminantes, pois nascem e se
desenvolvem na &gua, possuem pele altamente permeavel e sofrem complexas
alteracdes morfofisiologicas (Shi, 2000), podendo absorver substancias quimicas
também por meio das branquias (Bueno-Guimarées et al., 2001).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653516300765?via%3Dihub#bib96
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651318300319?via%3Dihub#bib32
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651318300319?via%3Dihub#bib32
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651318300319?via%3Dihub#bib64
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651318300319?via%3Dihub#bib61
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Como as variaveis de qualidade de agua ndo foram limitantes para os girinos e 0s
camardes, as alteracGes nas branquias observadas foram devido aos niveis de eteramina
avaliados, que tiveram maior incidéncia com o aumento das concentracdes. A maior
concentragdo a que os camardes foram expostos equivale a menor concentragdo de
exposicdo dos girinos, o que independentemente da tolerancia, lesdes similares estavam
presentes, em escalas de acometimento diferentes. Edemas intersticiais; descamagéo,
hiperplasia e hipertrofia epiteliais, e fusdo lamelar sdo lesdes que sugerem mecanismos
de defesa (Erkmen e Kolankaya, 2000), dificultando o acesso do agente téxico ao
sangue, que pode interferir sobre as trocas gasosas (McDonald e Wood, 1993). Essas
alteraces podem simplesmente refletir uma adaptacdo fisioldgica ao estresse (Mallatt,
1985).

Importante salientar que no presente estudo as variaveis limnologicas avaliadas
permaneceram dentro da faixa recomendada para a producgdo de crustaceos (Vasquez et
al., 1989; Timmons et al., 2002, Sampaio et al., 2007), e para 0s girinos de ra-touro
(Hayashi et al., 2004; Cribb et al., 2013).

O uso da histopatologia quantitativa em estudos toxicoldgicos com crustaceos e
anfibios ainda é escasso na literatura cientifica. Encontram-se, descri¢cGes qualitativas
das lesbes encontradas, o que gera uma interpretacdo incompleta do grau de
acometimento dos organismos submetidos a exposicao aos xenobidticos.

Com relacdo as descricdes das lesdes, a hiperplasia € uma das primeiras
alteracdes que surgem quando ha um aumento na concentracdo de amdnia no ambiente,
caracterizando-se pelo aumento na proliferacdo das células no epitélio a qual pode levar
a fusdo lamelar e rompimento das células pilares (Thomson, 1978; Karasu-Benli e
Koksal, 2005). Pode ser induzida por um aumento funcional do 6rgdo ou por irritacéo
quimica (Mumford et al., 2007). Ela reduz o espaco interlamelar, podendo causar uma
fusdo lamelar parcial ou completa, reduzindo a superficie para absorcdo de xenobi6ticos
presente (Bernet et al., 1999; Koca et al., 2005; Camargo e Martinez, 2007), sendo
considerada, portanto, um mecanismo de defesa.

A hiperplasia e a descamacéo epitelial sdo alteragdes inespecificas, que podem
servir como defesa (Hinton et al. 1992; Ojha, 1999), pois a regeneracdo celular
diminuem a area de superficie da branquia e/ou aumentam a barreira de difuséo ao

poluente (Karlsson-Norrgren et al., 1985). Essas alteracGes aumentam a distancia entre a
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agua e o sangue, em virtude da redugdo ou cessacdo da passagem da agua entre as
lamelas (Lupi et al., 2007), criando uma barreira, mas que juntamente com o
desprendimento epitelial, reduzem as trocas gasosas, podendo levar a ruptura de vasos
sanguineos, hemorragia (Nowak et al., 1992; Thophon et al., 2003), e hipdxia (Mallatt,
1985; Camargo e Martinez, 2007), se o agente toxico nao for removido.

O desprendimento do epitélio respiratorio também é uma reagdo inicial das
branquias quando o animal esta exposto a algum agente estressor (Winkaler et al.,
2001), tendo como finalidade reduzir a funcionalidade do 6rgao atingido (Bernet et al.,
1999), em uma possivel tentativa de diminuir a contaminacdo pela substancia toxica. J&
a necrose € a morte celular que leva a ruptura do epitélio lamelar (Pelgrom et al., 1995)
sendo uma lesdo que ocorre em condi¢des de maior toxicidad (Abel et al., 1976).

Para os camardes funciona da mesma forma, lesdes como acumulo de hemocitos
e edema (Negro et al.,, 2011), levantamento epitelial, fusdo lamelar, hipertrofia e
hiperplasia podem ser entendidas como um mecanismo protetor, reduzindo a superficie
de contato das branquias com o fluido contaminado e, portanto, o contato com a
hemolinfa (Caliskan et al., 2003; Maharajan et al., 2015). No entanto, este mecanismo
pode comprometer as trocas gasosas atraves das branquias (Korkmaz et al., 2009).
AlteracGes histopatolégicas podem interferir sobre os processos fisioldgicos, levando o
animal a hipdxia, insuficiéncia respiratoria e até a morte (Caliskan et al., 2003).

Trabalhos realizados com branquias de peixes mostraram que este 6rgao é afetado
pela amonia, apresentando lesdes e alteracBes em sua estrutura (Arana, 1997; Saravana-
Bhavan e Geraldine, 2000), como: hiperemias, edemas e aneurismas na carpa comum
Cyprinus carpio (Peyghan e Takami, 2002); hiperplasia e fusdo lamelar em tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) (Karasu-Benli e KoksalL, 2005); degeneracdo dos
filamentos primarios e secundarios, telangiectasia e a congestdo dos vasos sanguineos
dos filamentos secundéarios em tilapia do Nilo (O. niloticus) (Esam et al., 2022) e no
pompano dourado (Trachinotus ovatus) (Liu et al.,, 2021); necrose, hiperplasia e
respostas inflamatdria em bagres amarelos Pelteobagrus fulvidraco (Zhong et al., 2023).
O que corrobora com o fato de que altos niveis de aménia ndo ionizada em corpos
d'agua destruirem o sistema excretor e o equilibrio osmotico em camardes (Qiu et al.,

2018), devido a branquia ser um o6rgéo envolvido nestas atividades.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X17301054?casa_token=QZpnlI62u5kAAAAA:2g1KkHlN06BDO0gjWDBQHQ6NJqRCYmDFN5DuyZz153D5eqC8GuuJFolhwANfBXRxBSMRpOT17bMi#bib0165
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Como comparativo de CLsp para peixes com um estudo recente, Mangang e
Pandey (2021) estudando o peixe 6sseo Osteobrama belangeri (21 + 1,5 g) expostos a
amonia ndo ionizada, encontraram valor de CLso-96h de 1,36 mg.L%; e observaram que
as branquias apresentaram hiperplasia de células epiteliais, levantamento epitelial;
hiperplasia de células de cloreto, fusdo lamelar; edema intersticial, congestdo sanguinea
com hemorragia, hipertrofia e necrose. Valor similar ao encontrado de eteramina para
N. davidi para CLso-48 h que foi de 1,30 mg.L™.

Em crustaceos, a exposicdo a amonia também pode causar alteracdes
morfolégicas e fisioldgicas branquiais como espessamento e descamacdo epitelial,
constricdo e colapso lamelar, ruptura das células pilares, necrose e infiltracbes de
hemacitos (Rebelo et al., 2000; Romano e Zeng, 2007), podendo o 6rgdo se recuperar
de algumas lesdes se cessada a exposicdo (Romano e Zeng, 2010). A infiltracdo de
hemdcitos aumenta em concentragdes mais altas de amonia, sendo provavelmente uma
resposta para fagocitar tecidos e/ou células danificados (Harrison e Humes, 1992). No
entanto, a prevaléncia de hemdcitos, juntamente com o colapso das lamelas branquiais,
na presenca de altas concentracdes de amonia, provavelmente ocasiona a reducdo do
fluxo de hemolinfa, que é necessario para as trocas gasosas (Romano e Zeng, 2007).

Dutra et al. (2017) expondo o camardo de dgua doce Macrobrachium amazonicum
a 5 mg.L? de amonia total, observaram algumas alterag@es regressivas nas branquias e
inflamacGes como tumefacdo celular, espessamento do epitélio lamelar, infiltracdo
hemocitica e elevacdo do epitélio lamelar. JA na exposicdo da maior concentracdo
testada de amonia total, 80 mg.L?, houve uma prevaléncia de dano regressivo com
presenca de necroses, edemas e levantamento do epitélio lamelar, além de fusdo e
espessamento do epitélio lamelar. Os valores de lorg para esses tratamentos foram, 10,7 e
50,5, respectivamente. Valores similares ao encontrado no presente estudo apesar de
substancias teste diferentes. O lorg branquial neste estudo aumentou quando os animais
foram expostos as primeiras concentrages de eteramina, sendo intensificadas com o
aumento das concentragdes, indicando que a exposicdo a eteramina induziu a ocorréncia
de alteracGes branquiais em ambas as espécies. Quando os resultados de mortalidade
sdo comparados com as analises de indice de 6rgdos e as alteragdes presentes nas
andlises histologicas das branquias, fica evidente que as alteracbes mais severas sdo

causadas pelo aumento nas concentragdes de eteramina.
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Devido a possibilidade de conversdo da eteramina em nitrito, faz-se importante
também a comparacdo. Quando presente na agua o nitrito é imediatamente incorporado
na hemolinfa e no intestino dos camardes através da absorcéo branquial, se acumulando
posteriormente nos tecidos (Cheng e Chen, 1999). Quando entra em contato com o
plasma sanguineo, convertem a hemoglobina em metamoglobina, diminuindo a
capacidade de transporte de oxigénio do sangue (Eddy e Williams, 1994). Altas
concentragdes dos compostos nitrogenados afetam processos importantes para a
aquicultura (Montoya et al., 1999), como a osmorregulacdo, respiracdo, consumo
alimentar, mortalidade (Kuhn et al., 2010; Campos et al., 2012; Barbieri et al., 2016) e
crescimento dos camardes (Chen e Chen, 1992; Campos et al., 2015).

Em girinos, o NO2 pode causar hipoxia tecidual afetando e retardando as
mudancas fisioldgicas e morfoldgicas que ocorrem durante a metamorfose, além de
alteracbes comportamentais, visto que, a hipdxia tecidual poderia forcar os animais a se
manterem em aguas rasas, na tentativa de captar o oxigénio com mais eficiéncia, o que
pode deixa-los mais propensos a predacdo (Marco e Blaustein, 1999).

Para crustdceos, Romano e Zeng (2009) estudando siri pintado Portunus
pelagicus demonstraram que concentragdes de 3 mg.L? de N-NOz apds 20 dias
aumentaram os danos branquiais, apresentando alteracbes como elevacdo epitelial,
células pilares rompidas, espessamento epitelial e edema. E em maiores concentragdes
de nitrito, foi observado o aumento da presenca de hemdcitos dentro das lamelas
branquiais. A infiltracdo de hemdcitos € uma resposta para potencialmente remover
tecido danificado e pesquisas podem ser justificadas para determinar se a cicatrizagdo
das branquias é possivel (Romano e Zeng, 2013).

Para 0 macrocrustaceo M. amazonicum, Dutra et al. (2017) expondo 0s animais a
concentracdes de 1, 2, 4, 8 e 16 mg.L* de N-NO2", encontraram valores de lorgde 12; 12;
27,66; 28,33 e 30,33, respectivamente. Os autores encontraram danos como tumefacgéo
celular, fusdo celular, espessamento do epitélio lamelar, infiltracdo hemocitica, necrose.
Com a mesma espécie, Brazdo et al. (2021) expondo os animais a concentragdes de 11,
22 e 44 mg.L! de N-AT encontraram valores de log médios de 9; 42 e 40,
respectivamente; e para exposicdo a concentragdes de 1,5; 2,5 e 5 mg.L* de N-NOy,
encontraram valores de lorg médios de 13, 18 e 35, respectivamente. O lorg aumentou

proporcionalmente & mortalidade e as concentragdes dos compostos nitrogenados
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testados. Os autores encontraram danos como espessamento do epitélio lamelar, fusao
das lamelas, necrose, levantamento do epitélio lamelar e infiltracdo hemocitica; e as
CLso-96h para N-AT e N-NO foram estimadas em 29,85 e 2,49 mg.L?,
respectivamente. Dutra et al. (2022) expondo a mesma espécie de camardo a
concentragdes de 18, 36 e 72 mg.L™? de N-AT, no pH 7,9 encontraram valores de lorg
médios de 27, 45 e 40, respectivamente; e para exposi¢do a concentracdes de 1, 2 e 4
mg.L? de N-NO, encontraram valores de lorg médios de 22, 30 e 44, respectivamente.
Os autores encontraram danos como tumefacdo celular, espessamento do epitélio
lamelar, levantamento da cuticula lamelar, fusdo lamelar, edema e necrose; e a CLso-
96h para N-AT e N-NO, foi de 27,98 mg.L! e 1,87 mg.L?, respectivamente. A
exemplificacdo desses 3 artigos corroboram o presente estudo no demonstrativo do
aumento dos valores do indice com aumento das concentracdes do N-NOo,
comportamento similar ao presente estudo com aumento das concentracbes da
eteramina.

Macédo et al. (2020) estudando a qualidade ambiental da bacia do rio Doce ap0s
receber os impactos dos rejeitos de mineracéo liberados pelo rompimento da barragem
de Funddo, usaram as branquias do lambari Astyanax lacustris para monitoramento. Os
peixes foram expostos por sete dias a amostras de &gua obtidas 32 meses apds o
desastre, e apresentaram alteracdes histoldgicas nas branquias como desorganizagdo das
lamelas secundérias, elevacdo epitelial, reducdo da area interlamelar e células de
cloreto. A barragem desse estudo continha 50 milhdes de m3 de rejeitos, onde 34
milhdes de m3 foram langados de imediato com o rompimento e os 16 milhdes restantes
foram carreados, aos poucos para jusante do acidente (IBAMA, 2015). Além disto, o
acetato de eteramina, coletor no beneficiamento do minério de ferro foi encontrado
nessa barragem, sendo importante enfatizar seu potencial de interferir na comunidade
aquatica devido a sua toxicidade (Mansur et al., 2016), sendo que exposicoes
prolongadas podem causar acumulo no organismo (Gongalves et al, 2016).

Visto o potencial de acometimento dos compostos nitrogenados, corroborado com
os resultados do presente estudo, é preciso monitoramento dos ambientes ja acometidos
pelo extravasamento de eteramina e/ou rompimentos de barragens que utilizem essa

substancia no processo de minerag&o.
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5. CONCLUSAO

Os animais mostraram-se susceptiveis a exposicdo aguda de eteramina.
Exposicdes agudas a concentracdes de eteramina iguais ou superiores a 2 mg.L* e 0,1
mg.L? para girinos de ri-touro A. catesbeiana e em juvenis de camardo N. davidi,
respectivamente, resultaram em mortalidades e alteragbes histopatoldgicas nas
branquias. A analise histologica se apresenta como uma ferramenta Util para a
compreensdo das alteracdes nas branquias dos anfibios e camarBes que levam a

distdrbios ou até mesmo a morte dos animais expostos a eteramina.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os niveis de seguranca encontrados no presente estudo auxiliam na compreenséo
da atividade dos compostos nitrogenados em um sistema bioldgico e reforgca os
cuidados preconizados com poluentes no ambiente aquatico. No entanto, é necessaria a
comprovacao desses niveis de seguranca de exposi¢cdo por meio de testes subcronicos e
crénicos. Resultados conflitantes podem ser produzidos pela sensibilidade desigual
entre espécies testes, causada por diferencas no metabolismo, condic@es fisioldgicas e
pelo d6rgdo utilizado na avaliagdo de diferentes substancias toxicas em condigdes
experimentais. Ressaltando a necessidade de mais estudos com a ra-touro A.
catesbeiana e com os camarfes N. davidi, em diferentes fases de vida e expostos a
diferentes compostos a que possa vir a ter contato em sistemas produtivos, ou em casos
acidentais, ja que ambas as espécies sdo adaptadas ao sistema produtivo e podem servir
de compararativo para anfibios e crustaceos exoticos e nativos ameacados de extincao.

O presente estudo trds um alerta a comunidade cientifica e aos produtores dos
perigos que 0s compostos nitrogenados amonia, nitrito e a eteramina representam para
organismos aquaticos, sendo importante 0 gerenciamento desses contaminantes em
recursos hidricos utilizados na producdo. Considerando que o0s dados sobre a
concentracdo de eteramina no ambiente e o seu efeito sobre 0s organismos vivos sdo
escassos, é de se esperar que, em fungdo do seu continuo e crescente emprego nas
atividades de mineracéo, e o risco inerente do rompimento de barragens, que tenhamos
mais demandas para os ecotoxicologistas buscarem respostas frente a exposi¢do da biota
aquatica a eteramina, buscando por meio desses estudos uma possivel protecdo dos

mananciais.



