UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA

Efeito letal da amoOnia e do nitrito nas fases iniciais da vida do Betta
splendens

Renata Rodrigues Sampaio

BELO HORIZONTE
2017



RENATA RODRIGUES SAMPAIO

Efeito letal da amoOnia e do nitrito nas fases iniciais da vida do Betta
splendens

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacéo
em Zootecnia da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em Zootecnia.

Area de Concentragdo: Producdo Animal

Orientador: Prof. Kleber Campos Miranda Filho

BELO HORIZONTE
2017



Agradecimentos

Agradeco a Deus, que sempre iluminou e guiou 0s meus passos pela vida.

Quero expressar meus sinceros agradecimentos e profundo reconhecimento a todos
aqueles Que de alguma forma contribuiram, direta ou indiretamente, para a realizacédo deste
trabalho:

A Universidade Federal de Minas Gerais, pela oportunidade dos conhecimentos
cientificos; A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concesséo da bolsa;

Aos meus pais Maria Antonia e Geraldo e irméos Luciana e Gladson, que me deram
apoio e sempre confiaram em mim.

Aos meus sogros Luzia e Geraldo e a “tia” Eni pelo carinho e tantas palavras de
incentivo. A minha querida cunha (Alessandra) que com sua risada alegra os meus dias!

Ao meu esposo Wagner, agradeco o apoio e carinho recebido, além da compreenséo
pelas dificuldades, momentos angustiantes e auséncia que lhe proporcionei.

A TODA equipe do laboratério de maricultura, em especial a Stella Rubim (amiga
para todas as horas, presente em todos 0s momentos), Luanna Neves (impossivel descrever a
docura e o auxilio concedido nos momentos dificeis), Jodo Paulo Lorenzini, Franklim Batista
e Marcio José Santos pelo apoio e ajuda para realizacdo deste projeto. Ao querido Raphael
Bahiense pelos ensinamentos, carinho e dedicacdo para a producdo deste estudo. A
professora Daniela Chemim de Melo que sempre esteve disponivel e disposta a contribuir
com o presente trabalho. As minhas queridas e amadas amigas Angeélica e Stella um
agradecimento especial pela ajuda incondicional, o que tornou cada dia de trabalho mais
agradavel, fundamental para realizacdo deste trabalho. Meu muito obrigada!

Aos professores, Luciano dos Santos Rodrigues e Kleber Campos Miranda Filho pela
orientacdo cientifica, incentivo, apoio, disponibilidade e em especial a confianca depositada
na realizacdo deste trabalho. Sdo os meus mais sinceros respeito e admiracao pelo exemplo
de profissional e pessoa. Ao LAQUA pela colaboracéo, a técnica Erika Alvarenga pela
disponibilidade e prazer em compartilhar seu conhecimento.

Obrigada!



Por vezes sentimos que aquilo que fazemos nao é sendo uma gota de &gua no mar.
Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota”.
(Madre Teresa de Calcuta)



SUMARIO

1.

2.1.

2.2.

2.3.

3.

4.

4.1.

4.2.
ARTIGO

2.1.
2.2.
2.3.
2.3.1.

2.4,
2.5.
2.6.
2.7.

N oo o &

RESUMO. ...t e e 10
N 41 - Tod SRR 11
INtrOdUGED GEIAL.......couiciiicie s 12
Referencial teOMICO. ......ccv e e 13
Espécie estudada Betta SpIeNdens............ccooveiierinincine e 13
Compostos nitrogenados — Qualidade da dgua............cccccevvveeiiiecieiecieseene, 16
Testes de Toxicidade e estudo histoldgiCo...........coovveiieiiiieiiee 19
Referéncias bibHOgrafiCas.........cccoeviriiiiiiiie s 23
OBJEEIVOS. ...ttt ettt et 29
ODJELIVO GEIAL.......ocuiiiciiiic e 29
ODjJEtiVOS BSPECITICOS. ...veuviviiieiiie ettt 29

Efeito letal da amodnia e do nitrito nas fases iniciais de vida do Betta

SPIBNABNS......coovee et 30
RESUMO. ... e 30
ADSTTACT. ... e 30
L1 o Uo7 o TS 31
Material @ METOUOS. ........ouviie i 32
InstalacBes e Condigdes EXPerimentais. .......ccoevieereereeiesiesieiieese e siee e 32
Teste de alimentacdo com Betta Splendens...........cccoevvevveiecievnccecce e 33
Testes de toxicidade aguda — CLso. .. ..o 34
Teste de toxicidade aguda com amdnia e nitrito- animais de 7, 21 e 45 dias de

1Y [0 TS TP PP VRTPRPPTPRPPRRS 35
ANALISE 08 AQUA......ccueieeceie ettt 36
Calculo da amoOnia N80 10NIZAUA...........ccverireeiiiee e 36
EStudo NiIStOIOQICO. ......ccveeieciic et 37
ANALISE ESALISTICA. .. .ovveviivieiieiie ettt s 38
RESUITATOS. ...ttt st b e rae e 38
DISCUSSAD. ...t eesie sttt sttt sttt sttt ss et st eb s et ees et es e e enae e en e e et 52
CONCIUSAD. ...ttt ettt ettt b e n e eneas 62
ConSideragBes FINAIS.........cceciueiieiiie e 62

Referéncias bibliografiCas..........cccooiviiiiiiie e 63



LISTAS DE TABELA

ARTIGO : Efeito letal da amdnia e do nitrito nas fases iniciais de vida do Betta
splendens

Tabelal.  Alimentacdo fornecida as formas jovens de Betta splendens diariamente
durante os testes de toxicidade aguda com compostos nitrogenados.
Adaptado de Lombardi e Gomes (2008); Schitz et al
(2008)....cueeeerie ettt ettt ra e enae e 34

Tabela2.  Concentragcbes de amdnia e nitrito utilizadas durante os experimentos de
TOXICIAAR AQUAA. .....e.veieiie ettt 35

Tabela 3.  Classificacdo das alteraces histopatoldgicas das branquias quanto ao tipo das
lesbes e dos estagios em que se inserem. Adaptada de Poleksic & Mitrovic-
TUtUNAZIC (1994).....cvoeeee ettt st 38

Tabela4.  Médias de temperatura, oxigénio dissolvido, potencial hidrogenidnico (pH) e
alcalinidade (mg. L-1 de Ca CO3) nos tratamento de toxicidade aguda da
amonia e do nitrito em Betta splendens durante 96h de

Tabela5.  Valores médios da concentracdo nominal e real para a amonia total (N-NH; +
NH;") e nitrito (N-NO) durante 96h de experimento de toxicidade aguda
com Betta splendens sete dias de Vida.........cccccooevviiveniiiienie e 40

Tabela6.  Valores médios da concentracdo nominal e real para amonia total (N- NH3 +
NH;") e nitrito (N-NO) durante 96h de experimento de toxicidade aguda
com Betta splendens com 21 dias de Vida..........cccceevevviveeiiecrecie s, 40

Tabela7.  Valores médios da concentracdo nominal e real para a amonia total (N- NH;
+ NH,;") e nitrito (N-NOy) durante 96h de experimento de toxicidade aguda
com Betta splendens com 45 dias de Vida...........cccovevveiesieiiscecse e 40

Tabela8.  Percentual de mortalidade (%) do Betta splendens com 7 dias de vida exposta
a varias concentracdes de aménia total durante 96 h e valores de CLsy de
amonia total e gasosa e seus respectivos intervalos de confiangca entre
[OF L= 0] CESL OSSPSR 41

Tabela9.  Percentual de mortalidade (%) do Betta splendens com 7 dias de vida exposta
a varias concentracdes de nitrito durante 96 h e valores de CLsy de nitrito e
seus respectivos intervalos de confianca entre
[0 L= 0] CESL OSSPSR 41

Tabela 10.  Percentual de mortalidade (%) do Betta splendens com 21 dias de vida



Tabela 11.

Tabela 12.

Tabela 13.

Tabela 14.

Tabela 15.

Tabela 16.

Tabela 17.

Tabela 18.

exposta a varias concentracfes de amonia total durante 96 h e valores de
CLsp de amonia total e gasosa e seus respectivos intervalos de confianca
BNEIE PAMBNETESES. ...ttt ettt ettt bbbt b e ene e 41

Percentual de mortalidade (%) do Betta splendens com 21 dias de vida
exposta a varias concentracfes de nitrito durante 96 h e valores de CLsy de
nitrito e  seus  respectivos intervalos de  confianga  entre
PATBINTESES. ...ttt ettt ettt e et e e et bbbt es bbbt 42

Percentual de mortalidade (%) do Betta splendens com 45 dias de vida
exposta a varias concentraces de amonia total durante 96 h e valores de CLsg
de amonia e gasosa total e seus respectivos intervalos de confianca entre
Q7 L=] 0] GRS RR SRR SR 42

Percentual de mortalidade (%) do Betta splendens com 45 dias de vida
exposta a varias concentragdes de nitrito durante 96 h e valores de CLs de
nitrito e  seus  respectivos  intervalos de  confianga  entre
PATBINTESES. ...ttt ettt ettt et b et er ettt 42

Niveis de Seguranca de amdnia total, amdnia ndo ionizada e nitrito para Betta
splendens em trés diferentes Idades..........cccueverieveiieeriee s 42

Alteracdes histologicas encontradas nas branquias de Betta splendens
expostas as crescentes concentragdes de AMONIA........cccvvvvereerierieereiieereesnnns 43

Alteracdes histologicas encontradas nas branquias de Betta splendens
expostas as crescentes concentracdes de NItFt0.........cccevvevecieviereevviseein 44

Diferentes resultados de CLso ( nitrito) de acordo com os parametros, peso,
tamanho, temperatura € PH..........cooveiieieiie e 53

Diferentes resultados de CLsp (amonia) de acordo com 0s parametros, peso,
tamanho, temperatura € PH..........cccveieee i e 54



LISTAS DE FIGURAS

Figura 1. Exemplares adultos de Betta splendens, A, B, C: machos. D, E, F: fémeas......... 14

ARTIGO : Efeito letal da amdnia nas fases iniciais de vida do Betta splendens

Figura 1. Caixas de manutengao dOS aNIMAIS. .........cceeeirrieieeirieineeie e e 33
Figura 2. Animal de sete dias alimentado uma Vez 80 dia...........cc.cecvvvvririiiiiis i 34
Figura 3. Estufas de DBO utilizadas durante 0 eXperimento..........ccccovevreririerreinnennenneanes 35

Figura4. Animais coletados e preparados para histologia em  microscopia

Figura5. Fotomicrografias de branquia de juvenis de Betta splendens com 7, 21 e 45 dias
de vida expostos a concentragdes agudas de amonia de 24 a 96 h. Coloracéo

hEeMALOXITING, BOSINA........uiiiiieiiie ettt ee et ee e st ee e e e e s st ee e s st e e s sreeeeaans 46

Figura 6. Micrografia eletronica de varredura da superficie do epitélio branquial do peixe
Betta splendens. Animais de 21 dias expostos ao tratamento com 95 mg/L N-

Figura 7. Micrografia eletronica de varredura da superficie do epitélio branquial do peixe

Betta splendens animais de 45 dias de vida tratados com 165mg/L N-

Figura 8. Fotomicrografias de branquia de juvenis de Betta splendens om 7, 21 e 45 dias de
vida expostas a diferentes concentracdes de N-NO2 durante 96h de teste agudo.

Coloragdo hematoXiling, 0SING..........ccvereeieiiiieiii e 48

Figura9. Micrografia eletronica de varredura da superficie do epitélio branquial do peixe

Betta splendens animais de 45 dias de vida tratados com 280 mg/L N-

Figura Micrografia eletrdnica de varredura da superficie do epitélio branquial do peixe

10. Betta splendens animais de 45 dias de vida tratados com 280 mg/L N-



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

CLso Concentracéo Letal Mediana
N-NH3 + NH4" Amonia total

N-NH3 Amonia ndo ionizada

N-NOy» fon Nitrito

°C Graus Celsius

mg/L Miligramas por litro

MPA Ministério da Pesca e Aquicultura
MeHb Metahemoglobina

oD Oxigénio dissolvido

P.A. Reagente com qualidade para anélise
pH Potencial hidrogenidénico de uma solucédo aquosa quanto a acidez,

neutralidade, e alcalinidade

ABNT Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
UFMG Universidade Federal de Minas Gerais
OECD Organization for Economic Cooperation and Development

CEUA Comissdo de Etica no Uso de Animais



Lethal effect of ammonia and nitrite in the early life stages of Betta splendens.
Resumo

A presenca de compostos nitrogenados dentro dos sistemas de produgdo aquicola tem
ganhado importéncia atualmente, a falta de conhecimento dos limites de tolerancia da espécie
produzida a esses compostos pode ocasionar grandes prejuizos ao final do cultivo. Assim, o

presente estudo objetivou identificar os valores de CLsg (96h) para o peixe ornamental Betta
splendens em trés diferentes idades, 7, 21 e 45 dias de vida, expostos a concentracdes
crescentes de amonia total 0, 35, 42, 50, 65 e 80 mg-L; 0, 50, 65, 80, 87 e 95 mg-L; 0, 125,
135, 145, 155 e 165 mg-L respectivamente e crescentes concentragdes de nitrito, 0, 25, 50, 75,
100 e 125 mg-L; 0, 50, 75, 100, 125 e 175 mg-L; 0,120, 160, 200, 240 e 280 mg-L
respectivamente e estimar o nivel de seguranca dos compostos nitrogenados para esta espécie.
O experimento foi realizados em sistema semi-estatico e cada tratamento foi realizado em
duplicada. 10 peixes de 7 dias foram mantidos em béqueres de 1 L por 96 h, em temperatura
aproximada de 28 + 0,15 °C; pH 7,2 £ 0,2; oxigénio 5,9 £ 0,28 mg-L; alcalinidade 77,5
+10,60 mg/L. 10 animais nos experimentos com Betta de 21 e 45 dias de vida, onde 0s
mesmos foram mantidos em béqueres de 2L por 96 h temperatura 28,1 + 0,11°; 28 + 0,13 °
C,pH6,9%0,4;6,9 £0,1, oxigenio 6,2 £ 0,23; 6,7 + 0,27 mg/L, alcalinidade 85,7 +12,0; 79,5
19,45 mg/L respectivamente. Para a estimativa das concentracfes letais medianas CLso (96h)
foi utilizado o programa “Trimmed Spearman Karber method”. Durante 0 experimento
animais foram coletados para analise histoldgica nas diferentes concentracdes testadas e
foram analisados em microscopia 6tica e de varredura. As CL sy para as idades 7, 21 e 45 dias
foram estimadas para amodnia como sendo em, 36,87 mg/L ; 61,19 mg/L ; 132,94 mg/L
respectivamente e para nitrito como sendo - 141,96 mg/L N-NO,. Foi possivel observar
alteracdes histologicas nas branquias dos animais nas diferentes concentracdes testadas. O
estudo histopatologico revelou alteragbes frequentes nas trés diferentes idades da espécie
estudada. Os danos mais frequentes foram: elevacéao epitelial, hiperplasia, hipertrofia e fuséo
lamelar das células epiteliais. Por meio dos resultados encontrados pode-se concluir que o
peixe ornamental Betta splendens é muito tolerante aos compostos nitrogenados e a incidéncia
das alteracBes histopatologicas nas branquias indicam o comprometimento dos animais
guando expostos a altas concentracdes de compostos nitrogenados na agua.

Palavras-chave: Compostos nitrogenados, peixe ornamental, qualidade da agua, toxicidade.



Lethal effect of ammonia in the early life stages of Betta splendens.
Abstract

The presence of nitrogen compounds within aquaculture production systems has gained
importance today, the lack of knowledge of the limits of tolerance of the species produced to
these compounds can cause great damages at the end of the crop. Thus, the present study
aimed to identify the LC50 values (96h) for ornamental Betta splendens at three different
ages, 7, 21 and 45 days of life, exposed to increasing concentrations of total ammonia 0, 35,
42, 50, 65 And 80 mg-L; 0, 50, 65, 80, 87 and 95 mg-L; 0, 125, 135, 145, 155 and 165 mg-L
respectively and increasing concentrations of nitrite, 0, 25, 50, 75, 100 and 125 mg-L; 0, 50,
75, 100, 125 and 175 mg-L; 0.120, 160, 200, 240 and 280 mg-L respectively and to estimate
the safety level of the nitrogen compounds for this species. The experiment was performed in
a semi-static system and each treatment was performed in duplicate. 10 7-day fish were kept
in beakers of 1 L for 96 h at a temperature of approximately 28 + 0.15 ° C; PH 7.2 + 0.2;
Oxygen 5.9 + 0.28 mg-L; Alkalinity 77.5 + 10.60 mg / L. 10 animals in the Betta experiments
of 21 and 45 days of life, where they were kept in beakers of 2L for 96 h temperature 28,1 +
0,11°;28+£0.13°C,pH 6.9 £0.4; 6.9 £ 0.1, oxygen 6.2 £ 0.23; 6.7 £ 0.27 mg / L, alkalinity
85.7 + 12.0; 79.5 £ 9.45 mg / L respectively. The "Trimmed Spearman Karber method"
program was used to estimate the median lethal concentrations LC50 (96h). During the
experiment animals were collected for histological analysis at the different concentrations
tested and were analyzed by optical and scanning microscopy. The CL'50 for the ages 7, 21
and 45 days were estimated for ammonia as being at, 36.87 mg /L; 61.19 mg/L; 132.94 mg /
L respectively and for nitrite as - 141.96 mg / L N-NO2-. It was possible to observe
histological changes in the gills of the animals in the different concentrations tested. The
histopathological study revealed frequent alterations in the three different ages of the studied
species. The most frequent damages were: epithelial elevation, hyperplasia, hypertrophy and
lamellar fusion of the epithelial cells. By means of the results, it can be concluded that the
Betta splendens ornamental fish is very tolerant to the nitrogen compounds and the incidence
of the histopathological changes in the gills indicate the animals' compromise when exposed
to high concentrations of nitrogenous compounds in the water.

Keywords: Nitrogen compounds, ornamental fish, water quality, toxicity.



INTRODUCAO GERAL

De acordo com dados do Boletim Estatistico do Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA, 2010; 2011), o Brasil produziu perto de 1,25 milhGes de toneladas de pescado. A
atividade foi responsavel por um PIB de aproximadamente R$ 5 bilhdes.

O comércio de peixes ornamentais vem se expandindo rapidamente com o aumento na
demanda mundial (Lima et al., 2001; Vidal Junior, 2007). De acordo com dados do SEBRAE
(2015), o Brasil exportou um volume de 74.972 toneladas que representou uma receita de
US$ 10.813,890 de peixes ornamentais em 2013.

De acordo com Zuanon (2011) uma das principais causas de doencas e mortalidade
em sistema de criacdo de peixes ornamentais é o estresse provocado pela qualidade da agua.
Ainda de acordo com 0 mesmo autor a maioria dos sistemas de criacdo de peixes ornamentais
utilizado no Brasil tem como caracteristica a baixa renovacao de agua. Esse tipo de sistema
guando ndo bem monitorado pode ocasionar variacbes bruscas na qualidade da &gua e
favorecer uma condicédo de estresse para o animal.

A sensibilidade a contaminantes existente no meio aquatico é diferente para cada
espécie e para cada fase de desenvolvimento do animal (Ribeiro et al., 2009). Dessa forma, 0s
testes de toxicidade e as analises fisico quimicas se complementam (Costa, 2008).

Segundo Nakatani et al. (2001) as estratégias de desenvolvimento dos peixes muda
conforme 0 meio em que habitam. O peixe Betta splendens € conhecido por tolerar condi¢cdes
com baixos teores de oxigénio dissolvido, o 6rgdo responsavel por esta caracteristica é
chamado labirinto e permite que o animal respire o oxigénio atmosférico (Wolfsheimer,2003;
Boumendjel, 2006; Faria et al., 2006). A formacdo do labirinto ocorre normalmente entre o
14° ao 28° dia de vida (Damazio, 1992). Assim, a qualidade da &gua deve ser monitorada
diariamente para ndo comprometer o desenvolvimento do 6rgéo labirinto e o crescimento do
animal.

De acordo com o que fora relatado, o objetivo do trabalho foi demonstrar o efeito
causado sobre a sobrevivéncia do Betta splendens em trés diferentes idades (com o 6rgdo
labirinto sem formacdo, em formacdo e ja formado) quando expostos a diferentes
concentracdes de aménia e nitrito, assim como possiveis alteracdes nos tecidos branquiais dos
animais utilizados nesse estudo buscando demonstrar o efeito destes compostos na criacao

dessa espécie ornamental.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 - A Espécie estudada _ Betta splendens

Dentre as espécies ornamentais produzidas no Brasil, o Betta splendens conhecido como
beta ou peixe de briga, e no exterior como “Siamese fighting fish”, destaca-se no mercado de
peixes ornamentais pela beleza, variedade de cores, facil reproducdo e por sua rusticidade
(Chapman et al., 1997). O cultivo de beta pelos aquariofilistas no Brasil iniciou a partir da década
de 1950 no Rio de Janeiro e em Séo Paulo (Faria et al., 2006).

O beta é produzido em varios estados brasileiros devido ao clima tropical, a
abundancia de agua e por ser de custo relativamente baixo (Luz, 2002). A temperatura é
especialmente importante para a producdo de betas (27°C), construcdo de ninhos e para o
comportamento reprodutivo de machos e fémeas (Gordon e Axelrod, 1968).

Esta espécie ornamental € uma das cinco mais importadas pelos Estados Unidos da
América, tanto em nimero de peixes como em dolares gastos anualmente, o que torna cada
vez mais necessario o emprego de novas tecnologias de manejo, para aproveitamento deste
nicho de mercado no Brasil (Ferreira, 2007).

Segundo Gouveia Jr et al. (2007) B. splendens € oriundo dos paises asiaticos que tém
como caracteristica plantacdes de arroz com aguas estagnadas e baixo teor de oxigénio
dissolvido. De acordo com os mesmos autores o B. splendens vive nessas aguas e foi
classificado pelo ictiologo inglés Charles Tate Regan no ano de 1910. Segundo Monvises et
al. (2009), B. splendens (O espléndido combatente) era muito comercializado na Tailandia e
em outros paises vizinhos por causa da natureza competitiva do macho. Existiam nesses
paises muitas apostas entre os admiradores da espécie que assistiam ao combate entre dois
machos, com lutas muitas vezes resultando em morte. O mercado para esse tipo de peixe
mudou muito. Entretanto, o destaque da criacdo na Tailandia e paises vizinhos passou a ser 0
comércio ornamental, pois, além das questdes éticas, mostrou-se um mercado com margens
de lucros mais elevadas (Departamento de Pesca da Tailandia, 2000, 2005). Ainda de acordo
com Monvises et al. (2009), as variedades de Betta selvagens sdo avidamente procuradas e
tém precos elevados no mercado, porém o0s animais criados em cativeiro € que trazem
variedades comerciais e representam a maior parcela de exportacao.

O B. splendens pertence a familia Belontiidae e a Subordem Anabantoidei, cuja
caracteristica principal é a existéncia de um dérgdo acessorio, localizado na parte superior de

seu torax, chamado de labirinto, que permite que o animal respire o oxigénio atmosférico
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(Faria et al., 2006). Sua principal caracteristica pode ter sido a causa de sua adaptacdo a
condi¢bes que seriam poucos favordveis a outras espécies. Essa caracteristica diminui
possiveis problemas com a falta de oxigenacdo na &gua além de facilitar o manejo (Aguire,
1998).

No periodo pos-eclosdo em que a larva ainda ndo possui o labirinto
desenvolvido a oxigenacao da agua se faz necesséria (Damazio, 1992).

Os betas sdo sexualmente dimdrficos, os machos além de apresentarem muitas cores,
sdo0 maiores e apresentam nadadeiras bem desenvolvidas e coloridas os tornando preferido
comercialmente (Jaroensutasinee e Jaroensutasinee, 2001a) (Fig 1). O B. splendens é uma
espécie ovipara, o cuidado parental é realizado pelo macho, e ao final do ritual de
acasalamento, apds a postura dos ovos, a fémea deve ser retirada, pois 0 macho se torna
altamente agressivo podendo até matar sua companheira (Damazio, 1992). Nos dois primeiros
dias de vida, as larvas ndo apresentam um bom controle de natacdo, seja vertical ou
horizontal, podendo ocorrer o desprendimento do ninho provocando seu afundamento e
provavel mortalidade. Essa é outra responsabilidade do macho, que se encarrega de auxiliar
na fixacéo das larvas ao ninho de bolhas (Wolfsheimer, 2003).

4 N7
. . # %
B Jﬁgﬂh‘

Figura 1. Exemplares adultos de Betta splendens, A, B, C: machos. D, E, F: fémeas. (Fonte: Proprio
autor)

O labirinto é considerado um 6rgdo respiratorio auxiliar, se localiza atras do opérculo

e é recoberto por uma membrana muito irrigada de sangue. Quando o beta capta o ar
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atmosférico este e imediatamente comprimido no labirinto passando o oxigénio nele contido
diretamente para a corrente sanguinea, em seguida uma bolha é expulsa com gases como
resultado da respiracdo (Damazio, 1992; Nelson, 2006).

Mudancas na qualidade da 4gua como a presenca de algum contaminante ou poluente
podem ocasionar a ma formacdo do labirinto (Wolfsheimer, 2003). Dessa forma, o
monitoramento dos parametros de qualidade de &gua devem ser realizados frequentemente,
principalmente nas fases iniciais de vida do beta, pois a formacéo do labirinto ocorre entre o
14° ao 28° dia portanto, nesse periodo sua respiracdo é semelhante a de outros peixes
(Ramnarine et al., 1987; Damazio, 1992; Phillips et al., 1998).

A precocidade sexual é uma caracteristica do beta, os machos estdo aptos a
reproducdo com aproximadamente 1 a 2 meses de idade, eles constrdem ninhos de bolhas na
superficie do aquario. As fémeas quando maturas sexualmente apresentam o ventre mais
arredondado e a saida do canal urogenital saliente (James e Sampath 2004; Faria, 2006).

O macho corteja a fémea durante todo o periodo de acasalamento, ele nada em torno
da fémea exibindo suas nadadeiras e em alguns momentos eles nadam lada a lado quando
ocorre o chamado abraco nupcial. O processo de desova pode demorar horas (Smith, 2005).
Quando os filhotes estiverem nadando normalmente, na posi¢cdo horizontal, em torno de trés a
cinco dias apds a ecloséo € hora de retirar o macho, pois este ird comer 0s juvenis e comecar a
oxigenar a agua ja que os filhotes ainda ndo possuem o labirinto formado e ndo conseguem
ainda aproveitar o oxigénio aéreo (Kim, 2006).

O B. splendens é uma espécie carnivora com trato digestivo curto, sua alimentacao
deve ser dividida entre vérias e pequenas porcoes diariamente, uma vez
que possui rapida digestdo. Dentre os itens a serem oferecidos, inclui-se o alimento vivo
como, artémia, dafnia, minhocas de jardim cortadas em pequenos pedacos, larvas de
Drosofila melanogaster (mosca da fruta), larva de mosquito, entre outros (Viana, 2008).

As caracteristicas morfoldgicas desejaveis, como belas nadadeiras e corpo colorido
com reflexos metalicos e iridescentes sdo o resultado de uma longa selecdo feita por criadores
(Pamplona et al., 2004; Kim, 2007). Atualmente, além do aquarismo convencional, essa
espécie tem sido utilizada no Brasil como controle biologico de mosquitos em caixas d’agua e
em outros recipientes, como o0s das espécies Aedes aegypti, no Ceara, e o da Culex

quinguefasciatus em Pernambuco (Pamplona et al., 2004).
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2.2 Compostos nitrogenados e a qualidade da agua
Dentro de um sistema de producdo animal, seus variados parametros devem se encontrar em
equilibrio, a fim de promover condi¢6es que proporcionem o melhor desempenho zootécnico
dos animais. A homeostase dos seres vivos, pode ser afetada por uma condigcdo de estresse
fazendo com que os animais tenham que se adaptar a uma nova condi¢do que pode ser
reversivel ou irreversivel (Selye, 1950; Esch et al. 1973).

O sucesso da atividade aquicola é limitado por diversos fatores. A qualidade do
alimento ofertado e a qualidade da agua do meio de cultivo sdo considerados os fatores mais
relevantes dentro do sistema de produgdo. O entendimento dos limites de tolerancia de uma
espécie e sua manutencdo em relacdo a qualidade da agua sdo principios indispensaveis em
qualquer sistema de criagdo (Kinne 1976). Segundo Ostrensky e Wasielesky (1992) tais
fatores influenciam decisivamente no sucesso ou fracasso dessa atividade produtiva.

A exposicdo frequente dos peixes em ambientes contaminados pode gerar multiplas
alteracdes no organismo dependendo do grau de contaminacdo e do tempo de exposi¢do
(Jesus e Carvalho, 2008).

O conhecimento dos limites e concentragdes dos compostos nitrogenados dentro de
um sistema de criacdo de organismos aquaticos é fundamental para promover a méaxima
potencialidade do animal. Vale ressaltar que o nitrogénio é essencial para os animais, pois sua
funcéo fisioldgica é a formacéo de proteinas, acidos nucléicos e coenzimas (Tiago, 2000).

Sanchez et al. (2012) ressaltaram dois aspectos sobre os quais a qualidade de agua é
primordial a pratica do cultivo de organismos aquaticos, o primeiro diz respeito a oferecer
condicBes ambientais voltadas a maximizacdo das respostas zootécnicas buscadas nestes
organismos, tais como, sobrevivéncia, reproducdo e crescimento. O outro se refere a tentativa
de minimizar os efeitos causados aos corpos receptores do efluente produzido, motivo este
que pode ser um entrave a instalacdo de um empreendimento aquicola.

As intensificacOes das praticas aquicolas com o aumento das densidades de estocagem
produzem proporcionalmente aumento dos residuos nitrogenados. A aménia € o principal
composto excretado pela maioria dos organismos aquaticos e pode atingir niveis toxicos
dentro do sistema e reduzir dessa forma a produtividade e o crescimento dos animais
cultivados (Miron et al., 2011).

De acordo com Esteves (1998), a formacéo de compostos nitrogenados também ocorre
como resultado da decomposicao aerdbia e anaerébia da matéria organica.

No ambiente aquéatico a ambnia é oxidada por bactérias nitrificantes do género

Nitrossomonas, conforme a reacéo:
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NHs+ + 1% O, — NO»- + 2H+ + H,O

O nitrito, produto desta reacdo, também é oxidado principalmente por bactérias
nitrificantes do género Nitrobacter a nitrato (NOs-) (Arana ,1997; Oliveira et al., 2006),

conforme a reagdo:

NOs- + %2 O, — NOs-

A nitrificagcdo é um processo aerobio, ocorre somente nas regides onde ha oxigénio
disponivel, ja a desnitrificagdo, transformacdo do nitrato em nitrogénio molecular, ocorre
principalmente em condi¢Oes anaerobias onde ha baixas condi¢cbes de oxigenacdo. Os
processos de nitrificacdo e desnitrificacdo séo interligados, ou seja, ao final de um periodo em
condicdes anaerdbias, em geral ocorre grande quantidade de nitrogénio amoniacal. Com a
oxigenagcdo do meio aquatico, inicia-se um intenso processo de nitrificagdo, que resulta no
consumo de grande parte da amonia acumulada (Pereira e Mercante,2005).

As concentracbes de compostos inorganicos nitrogenados no solo e em aguas
superficiais apresentam um crescente aumento em varias regiées do mundo, contribuindo para
a degradacdo de ecossistemas aquaticos marinhos, estuarinos e dulcicolas. Consequentemente,
0s organismos aquaticos sofrem os efeitos toxicos desse processo de eutrofizacdo (Smith et
al., 1999; Howarth et al., 2000).

De acordo com Pillay e Kutty (2005) os niveis de metabolitos dissolvidos (aménia e
nitrito) no ambiente aquicola sdo preocupantes e ganham importancia principalmente em
sistemas intensificados de cultivo, em sistemas fechados e durante o transporte de animais
Vivos, pois a presenca desses compostos demanda atencdo mesmo em baixas concentracées.

Na producdo de peixes ornamentais, o principal sistema utilizado no Brasil é o0 semi-
intensivo, que pode ser caracterizado por baixa renovacdo de agua, pequenos Viveiros e
utilizacdo de alimento vivo. Entretanto, a utilizacdo deste tipo de sistema pode causar rapidas
flutuacbes na qualidade da agua, expondo 0s peixes a fatores estressantes. Provavelmente,
esse estresse é o principal fator causador de doencas e mortalidade nos peixes ornamentais
(Zuanon, 2007).

Segundo Boyd (1992) os fertilizantes utilizados em viveiros e tanques de criacdo
geralmente contém nitrogénio nas formas de amdnia e nitrato. A acumulacdo dessas formas
inorganicas constitui um dos principais obstaculos para o desenvolvimento intensivo de

peixes.
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No meio aquoso, a amdnia estd presente na forma ionizada (NH4") e ndo ionizada
(NHa), as quais juntas constituem a amonia total (NH; + NHs) a forma néo ionizada chega a
ser de 300 a 400 vezes mais toxica que a forma ionizada da amdnia (Thurson et al., 1981). A
concentracédo das diferentes formas da amdnia vai depender diretamente de fatores como pH,
temperatura, pressdo parcial e da composi¢do idnica da dgua (Baldisserotto, 2002; Randall e
Tsui, 2002).

A forma quimica mais téxica da ambnia, & amdnia ndo ionizada, que por ser de
natureza lipofilica atravessa as membranas celulares por difusdo simples. A aménia difunde-
se facilmente através das membranas respiratérias, causando danos ao epitélio branquial e,
como consequéncia, dificulta as trocas gasosas entre 0 animal e a agua, desestabilizando
também o sistema de osmorregulacdo e ionorregulacdo (Kormanik e Cameron, 1981;
Roumieh et al. 2012).

A amoénia é o principal composto de excrecdo nitrogenada decorrente do catabolismo
proteico que ocorre em peixes (Hegazi, 2010), em um processo conhecido por desaminacgao
no qual a clivagem do grupo amino resulta em uma fonte de energia e aménia (Dolomatov et
al., 2011). Nos peixes 0sseos, como ja relatado, a excrecdo de amdénia ocorre principalmente
através das branquias por difusdo de acordo com o gradiente de concentracdo (Evans et al.,
2005).

Dentro de um sistema de producdo aquicola, o nitrito encontra-se sob duas formas: o
acido nitrico (HNO,) e o nitrito (NO,-), e o equilibrio entre as duas formas € determinado
primeiramente pelo pH do meio (Lima, 2005). Um desequilibrio nos processos de nitrificacdo
e desnitrificacdo bacteriana pode gerar acimulo de NO,- no sistema aquatico (Grosell e
Jensen, 2000).

A acumulacdo de nitrito em um tanque de piscicultura pode reduzir o crescimento,
aumentar o consumo de oxigénio e excrecdo de amonia, além de causar outras alteracdes
fisiologicas (Hanson e Grizzle, 1985; Alcaraz e Espina, 1997; Costa, 2002). O nitrito em altas
concentracdes provoca a oxidacao do atomo de ferro da molécula da hemoglobina do sangue,
convertendo-a em metahemoglobina, molécula incapaz de transportar oxigénio,
estabelecendo-se um quadro de cianose e hipdxia, mesmo havendo oxigénio em abundancia
na agua (Duborow et al., 1997). Assim, diminui a quantidade de oxigénio disponivel para o
metabolismo (Tahon et al., 1988).

A formacdo da metahemoglobina pode ocasionar a morte do peixe como resultado da
hipéxia por diminuir a quantidade de hemoglobina funcional (oxi-hemoglobina) nos

eritrocitos e diminuir o hematocrito (Adragna e Lauf, 1998). De acordo com Jensen et al.
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(1987), a intoxicacdo por nitrito pode ser responsavel pela eliminacdo de eritrécitos nao
funcionais em decorréncia da precipitacdo da hemoglobina  no interior dos mesmos. Esta
precipitacdo ocorre pela diminuicdo da solubilidade da hemoglobina quando ocorre a
diminuico de volume celular dos eritrdcitos.

O nitrito segue a mesma rota fisioldgica de entrada do ion cloreto em peixes (Willians
e Eddy, 1986). Assim, a concentragdo de nitrito que pode se acumular no plasma dos peixes
varia entre 10 a 100 vezes a concentragédo presente no meio (Holt e Arnold, 1996).

Segundo Baldisserotto (2002) uma das formas de eliminar os efeitos causados pela
acdo do nitrito é a renovacdo do meio. J& no caso de sistemas fechados é importante que os
filtros biolégicos, constituidos por bactérias nitrificantes sejam eficientes e bem
dimensionados para que ndo ocorra a acumulagdo de nitrito dentro do sistema. As bactérias
nitrificantes apresentam crescimento muito lento e sdo microrganismos sensiveis e
extremamente suscetiveis a uma variedade de inibidores como, pH, temperatura, relacdo
Carbono:Nitrogénio, alcalinidade e oxigénio dissolvido. Todos fatores descritos podem inibir
a acao de nitrificacdo destes microrganismos e por conseguinte a efetividade dos filtros
biologicos (Metcalf e Eddy, 1991).

De acordo com Hanson e Grizzle (1985) algumas espéecies de peixes expostas a
concentragcdes de nitrito ndo morrem, mas apresentam sintomas de estresse e aumento da
susceptibilidade as enfermidades bacterianas, o que pode levar a reducdo no crescimento e
ganho de peso. Costa (2002) observou o efeito toxico do nitrito em tambaqui (Colossoma
macropomum) em 24 horas de exposicdo, houve aumento dos niveis de metahemoglobina,
anemia hemolitica, alteracdo na coloracdo da pele e pronunciados inchagos abdominais. Ja o
Matrinxd (Brycon cephalus) expostos a 0,2; 0,4 e 0,6 mg.L de nitrito diminuiram o
hematocrito, hemoglobina total e 0 nimero de células vermelhas do sangue ( Avilez et al.,
2004)

2.3 Testes de Toxicidade e estudo histologico
Toxicidade € a caracteristica de uma substancia em provocar uma resposta do
organismo a uma dose superior a uma concentracao limiar por um periodo de exposicao
suficientemente longo. A resposta incorpora a soma de todos 0s estresses a que 0 organismo
¢ submetido, bem como sua capacidade de compensacdo. Essas respostas podem ser
avaliadas por meio de experimentos de laboratorio genericamente denominados “testes de
toxicidade” (Damato, 2011). Também pode ser definida como uma propriedade que reflete o

potencial de uma substancia em causar um efeito danoso a um organismo vivo. Ela depende
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da concentracdo e das propriedades da substancia quimica & qual o organismo € exposto e
também do tempo de exposicdo (Rand, 1995).

Testes de toxicidade sdo realizados para medir os efeitos de substancias quimicas
sobre espécies aquéaticas por um periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de vida do
organismo-teste. O fato de uma substancia quimica ndo produzir efeitos téxicos sobre
organismos aquaticos em testes de toxidade aguda ndo indica que ela ndo seja toxica para
eles (Arenzon, 2013). Estes testes permitem avaliar os possiveis efeitos toxicos de
substancias quimicas sob condicfes de exposicdes prolongadas a concentracdes sub-letais,
ou seja, concentracfes que permitem a sobrevivéncia dos organismos, mas que afetam suas
funcdes bioldgicas, tais como comportamento, reproducdo, desenvolvimento de ovos,
crescimento e maturagéo, dentre outras (Ronco, 2004; Costa, 2008).

Os testes de toxicidade sdo desejaveis em piscicultura, pois somente as analises
quimicas e fisicas da agua ndo sdo suficientes para estimar os seus efeitos nos organismos
aquaticos (Key, 2007). Enquanto as analises fisico-quimicas identificam e quantificam as
concentragfes das substancias toxicas, os testes de toxicidade avaliam o efeito dessas
substancias sobre sistemas biologicos. Assim, as analises fisico-quimicas e os testes de
toxicidade se complementam (Costa, 2008). Diferentes espécies de organismos aquaticos nao
tém a mesma sensibilidade as mesmas substancias toxicas, e podem apresentar variagdes na
sensibilidade nos distintos estagios de desenvolvimento (Ribeiro et al., 2009).

Testes de toxicidade visam estabelecer limites permissiveis de varios poluentes sobre os
organismos aquaticos. E possivel fornecer uma margem de seguranca desses poluentes sobre
a vida dos animais aquaticos (Bertoletti, 1990). Através dos testes de toxicidade, determinam-
se 0 tempo e as concentracGes em que 0 agente toxico é potencialmente prejudicial (Fonseca,
1991).

Atualmente, a padronizacdo de métodos para testes de toxicidade € um esfor¢o da
comunidade cientifica. As normas para realizacdo de testes de toxicidade com organismos de
agua doce tém sido amplamente desenvolvidas e implementadas internacionalmente. No
Brasil, ensaios toxicoldgicos para avaliar a toxicidade aguda em peixes, sdo padronizados pela
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas- ABNT e, estdo restritos as espécies Pimephales
promelas (peixe zebra) e Danio rerio (paulistinha). No entanto, servem de subsidio para a

realizacdo de testes de toxicidade com outras espécies de peixes.

Segundo Terra e Feiden (2003) a expressdo de muitos agressores ambientais somente
torna-se visivel quando estdo presentes em altas doses. Entretanto, quando eles existem em

concentra¢des menores seus efeitos na bagagem genética dos individuos, podem interferir nas

20



fungdes fisioldgicas, podendo alterar a frequéncia reprodutiva e/ou a qualidade e quantidade
de organismos gerados. A curta exposicdao a contaminantes ambientais no meio aquatico pode
resultar em alteracdes que, prejudicam a habilidade do peixe em realizar suas fungOes
fisiolégicas (Rand e Tsui, 1985; Jobling, 1995).

Uma das formas de se constatar o efeito tdxico gerado pela exposicdo a um
contaminante se da por meio do estudo com biomarcadores. Segundo Monserrat et al. (2006),
os biomarcadores sdo medidas de fluidos corporais, células, tecidos ou até mesmo parametros
comportamentais que indicam em termos bioquimicos ou celulares, a presenca de
contaminantes. Sendo assim, sdo tidos como importantes ferramentas de avaliacdo de
contaminagdo em ambientes aquaticos.

E considerado como biomarcador, qualquer alteragio biologica no animal quando este
é colocado na presenca de um estressor como algum composto quimico, poluente ou algum
toxico que podem se manifestar de diversas formas incluindo disfungbes fisioldgicas,
alteracdes estruturais em oOrgdos e tecidos e modificacbes comportamentais que alterem o
estado normal do animal causando prejuizo no crescimento (Van Gestel e Van Brummelen,
1996; Winkaler et al., 2001).

Estudos histoldgicos em peixes tém funcionado como um instrumento eficaz para
identificar efeitos toxicos de contaminantes na agua (Schwaiger et al., 1997). Orgdos como as
branquias dos peixes tém sido alvo para muitos poluentes devido ao seu contato direto com o
meio, sua area em relacdo ao volume e a sua multifuncionalidade como trocas gasosas,
osmorregulacdo, equilibrio ibnico, excrecdo de compostos nitrogenados entre outros (Kikuchi
et al., 1978; Wester et al., 2002). Assim, alteracGes branquiais sdo reconhecidas como um
importante biomarcador para determinar os danos causados aos peixes pela exposicdo a
diferentes contaminantes (Evans, 1987; Mishra et al. 1985; Arellano et al., 1999; Machado,
1999).

Ortiz Delgado et al. (2002) relataram indicio entre a poluicdo aquatica e as alteracdes
histopatoldgicas em peixes. Estas alteracdes resultaram em uma variedade de mudancas
bioguimicas e fisioldgicas no organismo, que levaram & formacdo de lesbes nas células, nos
tecidos ou 6rgdos (Hinton & Laurén, 1990; Hinton et al., 1992).

A utilizacdo de biomarcadores permite um exame especifico dos 6rgéos e das células
alvo, e como eles sdo afetados sob condi¢des in vivo. Além disso, em avaliagdo de campo, a
histopatologia ¢ um método eficaz para detectar os diversos efeitos da exposicdo aguda ou

crbnica nos varios tecidos e 6rgdos (Hinton et al., 1992).
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Os estudos histopatolégicos conseguem distinguir se as lesGes nos 6rgdos sdo
decorrentes de alguma doenca ou pela exposicdo a contaminantes (Schwaiger et al., 1997).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Estimar a Concentragdo Letal Mediana (CLsg) dos compostos nitrogenados, amonia
(na forma total e ndo ionizada) e nitrito e analisar efeitos histopatoldgicos gerados no peixe
ornamental B. splendens em trés diferentes idades.

4.2 Obijetivos especificos
- Estimar os respectivos niveis de seguranca para 0s compostos nitrogenados amdnia
(total e ndo ionizada ) e nitrito em trés diferentes idades estudadas.
- Descrever as principais alteracdes histopatolégicas por meio de microscopia Otica e
eletrbnica de varredura, causadas pela exposicéo as diferentes concentracdes de aménia (na

forma total e ndo ionizada) e nitrito nas trés diferentes idades do B. splendens.
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Resumo

A toxicidade dos compostos nitrogenados para 0s peixes varia consideravelmente e depende
de um grande nimero de fatores externos e internos. Dentre os fatores externos o mais
importante é a qualidade da agua e dos fatores internos a suscetibilidade individual dos
peixes. A toxicidade aguda da amdnia (total e ndo ionizada) e do nitrito foram estudadas em
condicdes semi-estaticas durante um periodo de 96 h no peixe ornamental Betta splendens.
Animais de 7, 21 e 45 dias de vida foram expostos a concentracgdes crescentes de amdnia total
0, 35, 42, 50, 65 e 80 mg-L; 0, 50, 65, 80, 87 e 95 mg-L; 0, 125, 135, 145, 155 e 165 mg-L
respectivamente e crescentes concentragdes de nitrito, 0, 25, 50, 75, 100 e 125 mg-L; 0, 50,
75, 100, 125 e 175 mg-L; 0,120, 160, 200, 240 e 280 mg-L respectivamente. Os resultados da
CLso para animais de 7, 21 e 45 dias, expostos a amdnia e nitrito foram 36,87 mg-L (N-NH3
+ NHz"), 61,19 mg-L (N-NHsz + NH;") e 132,94 mg-L (N-NH3 + NH,;") e 51,5 mg-L (N-NO,’
); 82,5 mg-L (N-NO;) e 141,96 mg-L (N-NO3) respectivamente. De acordo com 0s
resultados obtidos foi possivel estimar o nivel de seguranca de amdnia e nitrito para B.
splendens de 7, 21 e 45 dias de vida em 3,69 mg-L, 6,12 e 13,29 mg-L (N-NH3 + NH4") e
5,15 mg-L, 8,25 e 14,20 mg-L N-NO, respectivamente. Foram observadas alteracdes
histoldgicas nas branquias como hiperplasia, fusdo lamelar e desprendimento do epitélio
resultado da exposicdo aos contaminantes. De acordo com os resultados obtidos o B.
splendens se mostrou tolerante a altas concentracGes de amdnia e nitrito no meio aquatico.
Palavras chave: Compostos nitrogenados, peixe ornamental, qualidade da 4gua, toxicidade.

Abstract

The toxicity of nitrogen compounds to fish varies considerably and depends on many external
and internal factors. Among the external factors, the most important is the water quality and
the internal factors, the individual fish susceptibility. The acute toxicity of ammonia (total and
non-ionized ammonia) and nitrite in the ornamental fish Betta splendens, were studied in
semi-static conditions over a period of 96 h. Animals of 7, 21 and 45 days of life were
exposed to increasing concentrations of total ammonia 0, 35, 42, 50, 65 and 80 mg-L; 0, 50,
65, 80, 87 and 95 mg-L; 0, 125, 135, 145, 155 and 165 mg-L respectively and increasing
concentrations of nitrite, 0, 25, 50, 75, 100 and 125 mg-L; 0, 50, 75, 100, 125 and 175 mg-L;
0.120, 160, 200, 240 and 280 mg-L respectively. The results of LCsy (96h) for ammonia and
nitrite on animals of 7, 21 and 45 days were 36.87mg/L (N-NHs + NH;"), 61.19 mg-L (N-
NHs; + NH;") and 132.94 mg/L (N-NHs + NH,") and 51.5; 82.5 and 141.96 mg/L N-NO;,
respectively. According to the results, it was possible to estimate the safe level of ammonia
and nitrite for B. splendens of 7, 21 and 45 days of life at: 3.69; 6.12 and 13.29 mg/L (N-NH3
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+ NH4") and 5.15; 8.25 and 14.20 mg/L N-NO2", respectively. Histological changes were
observed in the gills as hyperplasia, lamellar fusion and detachment of the epithelium
resulting from exposure contaminants. According to the results, B. splendens was tolerant to
high concentrations of ammonia and nitrite in the aquatic environment.

Key words: Ornamental fish, Nitrogenous compounds, toxicity, water quality.

1. Introducéo

A aquicultura ornamental é uma atividade que tem destaque atualmente. E
considerada uma das atividades mais lucrativas da area, além de receber constante destaque
internacional pela descoberta e identificacdo de espécies ornamentais (Rossoni et al. 2014).

O peixe ornamental Betta splendens é mundialmente conhecido devido a sua beleza
exuberante e é considerado uma das espécies ornamentais de maior producdo no mundo. E
uma espécie de valor econdmico notavel e muito apreciada pelos produtores por seu sucesso
reprodutivo (Verbeek et al., 2011). Ribeiro (2008) relata que uma unidade de producéo de
betas pode gerar até R$ 30 mil por hectare.

No Brasil, a criagdo de peixes ornamentais tem como caracteristica a baixa renovagao
de &gua, sendo considerada uma das principais causas de doencas e mortalidade neste tipo de
criacdo, que quando ndo bem monitorado pode ocasionar variagdes bruscas na qualidade da
agua e favorecer uma condicéo de estresse para o animal (Zuanon, 2011).

As intensificacOes das praticas aquicolas com o aumento das densidades de estocagem
produzem proporcionalmente aumento dos residuos nitrogenados. A aménia € o principal
composto nitrogenado excretado pelos peixes e pode acumular-se no meio e reduzir a
produtividade e o crescimento dos animais cultivados (Miron et al., 2011).

Em sistema de producdo como o sistema de recirculacédo, o biofiltro € uma ferramenta
fundamental para garantir a qualidade da agua, em relacdo aos compostos nitrogenados, e 0
sucesso na producdo. As bactérias do género Nitrosomonas e Nitrobacter colonizadas no
biofiltro promovem a nitrificacdo, fazendo com que 0s compostos nitrogenados ndo se
acumulem no sistema e causem prejuizos ao desempenho e a saude dos peixes. (Kubitza,
2006; Pedreira et al., 2009; Valenti et al., 2009).

A sensibilidade a poluentes no meio aquatico é espécie especifica. Diferentes espécies
de organismos aquaticos ndo tém a mesma sensibilidade a substancias toxicas, e podem
apresentar alteracdes na tolerancia nas diferentes fases de desenvolvimento (Ribeiro et al.,
2009). Sendo assim, as analises fisico-quimicas e 0s testes de toxicidade se complementam
(Costa, 2008).
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Os peixes apresentam estratégias de desenvolvimento conforme o meio em que
habitam (Nakatani et al., 2001). O peixe Betta splendens pode sobreviver em &guas com
baixos niveis de oxigénio dissolvido devido ao 6rgdo chamado labirinto, que permite ao
animal respirar o oxigénio atmosférico (Wolfsheimer,2003; Boumendjel, 2006; Faria et al.,
2006). Entretanto, a formacédo do labirinto ocorre normalmente entre o 14° ao 28° dia de vida
(Damazio, 1992). Dessa forma, a qualidade da &gua deve ser monitorada diariamente para nao
comprometer o desenvolvimento do érgéo labirinto e o crescimento do animal.

Os testes de toxicidade sdo desejaveis em atividades aquicolas, pois somente as
analises quimicas e fisicas da &gua ndo sdo suficientes para estimar os seus efeitos nos
organismos aquaticos (Key, 2007). Os testes de curta duracdo utilizam a mortalidade como
observacdo final para determinacdo dos efeitos deletérios dos diferentes agentes toxicos.
Como produto final temos a estimativa da concentracdo que causa letalidade a 50% dos

organismos testados em determinado tempo de observacdo (concentracdo letal mediana ou
CLsg). Estes testes também sdo empregados para indicar uma faixa adequada de concentracao

toxica para testes de médio e longo prazo (APHA, 1992).

A histopatologia associada aos testes de toxicidade podem ser considerados um
excelente método de comprovacdo de danos causados por estressores existentes no meio
ambiente (Marcon et al., 2015). As analises histoldgicas e as andlises realizadas por meio da
microscopia eletronica de varredura atuam como uma importante ferramenta para estimar o
dano causado nas branquias dos animais expostos as crescentes concentracdes de amonia e
nitrito.

O efeito toxico agudo dos compostos nitrogenados, amoénia e nitrito permanece
desconhecido para o peixe ornamental B. splendens. Dessa forma, o presente estudo teve

como objetivo estimar a concentracdo letal mediana (CLsg) dos compostos nitrogenados,

amonia e nitrito na producédo do peixe ornamental B. splendens em trés diferentes idades (com
0 6rgao labirinto sem formacdo, em formacdo e j& formado), assim como estimar 0s
respectivos niveis de seguranca e descrever as principais alteracdes histopatolégicas visando o
estabelecimento de valores maximos permitidos dos diferentes compostos nitrogenados no
ambiente de producdo da espécie.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. InstalacGes e Condicdes Experimentais
O trabalho foi desenvolvido no setor de maricultura do laboratorio de aquacultura da

Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais utilizados no
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experimento foram reproduzidos no laboratorio de peixes ornamentais da mesma unidade e
mantidos no laboratorio de maricultura em caixas de polietileno de 100 litros (Fig.2), até
atingirem a idade necessaria para 0 estudo. As caixas foram abastecidas com agua
proveniente de poco artesiano, fotoperiodo de 12 horas, adaptadas com aeracdo por meio de
difusores de ar.

Os animais foram alimentados com artémia recém-eclodida até o sétimo dia de vida,
apos este periodo a alimentacgdo foi intercalada entre artémia e racdo comercial (Alcon Mini
Beta - 45% proteina) 3 vezes ao dia.

Figura 2. Caixas de manutencao dos animais. (Fonte: Préprio autor)

2.2 Teste de alimentacdo com Betta splendens

O objetivo do teste foi identificar se os animais permaneceriam vivos sem alimentacéo
durante o teste agudo de 96 horas. Os testes foram realizados com 10 animais em béqueres de
1 litro (animais com 7 dias de vida) e béqueres de 2 litros (animais de 21 e 45 dias de vida).

A partir dos testes de alimentacéo, foi identificado que larvas de B. splendens com sete
dias de vida sem alimentacdo por um periodo de 3 dias leva a 100% de mortalidade. Os
animais de 21 dias de vida sem alimentacdo apresentaram 30% de mortalidade durante 96
horas e 0s animais sobreviventes se apresentaram menos ativos quando comparado aos que se
alimentaram uma vez ao dia. Ja os animais de 45 dias de vida sobreviveram durante o teste de
96 horas e se apresentaram mais ativos que 0s animais de 21 dias no mesmo teste e menos
ativos em relacdo ao grupo que se alimentou uma vez ao dia.

Sendo assim, para que o efeito do jejum ndo interferisse no resultado dos testes de
toxicidade aguda com os compostos nitrogenados, foi elaborado um protocolo alimentar (Tab.
1), onde os animais do experimento eram alimentados uma vez ao dia as 12:00 h, trés horas

antes da renovagdo do meio experimental (Fig. 3).
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Tabela 1. Alimentacdo fornecida as formas jovens de Betta splendens diariamente durante os testes de
toxicidade aguda com compostos nitrogenados. Adaptado de Lombardi e Gomes (2008); Schiitz et al.
(2008).

Idade dos animais (mL) Nauplios de artémia
(Unidades)
7 dias 3 156
21 dias 8 416
45 dias 15 780
|

Figura 3. Animal de sete dias alimentado uma vez ao dia. (Fonte: Préprio autor)

2.3. Testes de toxicidade aguda — CLsg
O experimento foi apresentado e aprovado pelo CEUA de acordo com o protocolo
de n° 335/2016.

As concentracOes de amonia e nitrito foram preparadas a partir de solucbes estoque de
amdnia e nitrito, utilizando cloreto de aménio P.A. (Merck®) e o nitrito de sédio P.A.
(Merck®), respectivamente. As concentracdes definitivas de amdnia e de nitrito (Tab.2)
foram definidas por meio de testes toxicol6gicos agudos preliminares.

Antes de dar inicio aos experimentos, 0s animais de cada idade foram aclimatados
por 5 dias as condicdes do teste, quais sejam: temperatura (28°C), oxigénio dissolvido
(6,12), pH (7,01), alcalinidade (90 mg-L CaCOs) e salinidade (0,09 %o ).
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Tabela 2. ConcentracBes de aménia e nitrito utilizadas durante os experimentos de toxicidade aguda.

Idade
Améonia Total mg-L Nitrito mg-L

7d. 0 35 42 50 65 80 0 25 50 75 100 125
(Al) (A2) (A3) (A4) (A5) (A6) | (N19) (N20) (N21) (N22) (N23) (N24)

21d. | 0 50 65 80 87 95 0 50 75 100 125 175
(A7) (A8) (A9) (Al0) (All) (Al12) | (N25) (N26) (N27) (N28) (N29) (N30)

45d. | 0 125 135 145 155 165 0 120 160 200 240 280
(A13) (Al4) (Al5) (A16) (Al7) (A18) | (N31) (N32) (N33) (N34) (N35) (N36)

2.3.1 Teste de toxicidade aguda com amonia e nitrito- animais de 7, 21 e 45 dias
de vida
Os testes de toxicidade aguda com peixes de 7 dias de idade, peso médio 0,036¢
foram realizados em béqueres de vidro com capacidade para 1 L. Para os animais de 21 e 45
dias de vida foram utilizados béqueres de vidro com capacidade para 2 L, animais com peso
médio de 0,0208g e 0,687g respectivamente. Foram utilizados 10 peixes em cada unidade
experimental, seguindo as normas da OECD (1992). Cinco concentracdes crescentes de
amonia e nitrito, mais o tratamento controle (sem adicdo do téxico), todos em duplicata. Os
testes de toxicidade foram realizados em trés diferentes estufas de DBO (Fig. 4), uma para

cada idade. Os valores médios das variaveis fisico-quimicas dos meios experimentais no

inicio do experimento para os animas de 7, 21 e 45 dias de vida foram: temperatura 28 +
0,15°C; 28 £ 0,11°C; 28 + 0,13°C; pH 7,2 £0,2; 6,9 £ 0,4; 6,9 + 0,1 oxigénio dissolvido 5,9
+ 0,28 mg/L; 6,2 £ 0,23 mg/L; 6,7 + 0,27 mg/L e alcalinidade 77,5 = 10,60 mg/L; 85,7 £ 12,0
mg/L; 79,5 £ 9,45 mg/L.

Figura 4: Estufas de DBO utilizadas durante o experimento. (Fonte: Proprio autor)
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A mortalidade foi observada como pardmetro para avaliar a toxicidade dos
nitrogenados. Nas primeiras 12 horas a mortalidade foi observada a cada 15 minutos, nas 12
horas seguintes a cada 30 minutos. Apds as primeiras 24 horas a mortalidade foi monitorada a
cada hora. A mortalidade foi avaliada quando os animais ndo respondiam mais a estimulos
realizados com a ponta de uma pipeta de Pasteur e permaneciam inertes no fundo do béquer
sem movimento observavel. Além disso, alteraces comportamentais como, natacao lateral e
em espiral, dificuldades em buscar o ar atmosférico e perda de apetite também foram
registradas ao longo do experimento. As mortalidades e as altera¢cbes comportamentais foram
registradas em planilha.

2.4. Analise da agua

A cada 24 horas foram registrados de todas as unidades experimentais, os dados de
pH, temperatura, salinidade, condutividade com pHmetro COMBO portatil (Hanna, modelo
HI 98130) e oxigénio dissolvido (OD) com o oximetro portatil (Hanna, modelo HI 9146).
Para as analises de ambnia e nitrito foi coletada uma aliquota de 10 mL para analise no
espectrofotdbmetro mono-feixe (HACH, modelo DR/2010) com a finalidade de verificar se as
concentragdes nominais (concentracdo desejada no estudo) ndo diferiram das concentracdes
reais (concentracao realmente testada) dos toxicos em virtude da precisdo da preparacao. Para
analise da alcalinidade dos meios experimentais foi empregado o método descrito em APHA
(2008).

2.5. Calculo da aménia néo ionizada
Para calcular a ambnia ndo ionizada a partir das concentracdes de aménia total,
utilizou-se a equacao de Emerson et al. (1975) baseada na temperatura e valores de pH obtida

em cada experimento.

NH;Livre %) = 100

Amonia total 2729,92
0,09018+ (m) 'pH
1+10 + 273,20/

Onde:

T = Temperatura do meio (C°)

pH = pH do meio
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2.6. Estudo histologico

A analise histoldgica foi utilizada como ferramenta para detec¢do do efeito deletério
causado as formas jovens de B. splendens expostos de forma aguda a amonia.

Para o referido estudo foram coletados seis animais de cada idade nas diferentes
concentracdes testadas ao longo das 96 h de exposi¢cdo aguda a aménia e ao nitrito (Fig.5).
Foram coletados preferencialmente os animais que se apresentavam moribundos e nas
concentragdes onde ndo houve mortalidade de pelo menos 6 animais, foram feitas
amostragens aleatorias para a realizacdo do estudo histolégico.

Para o tratamento do material bioldgico foi utilizada a metodologia descrita por Luna
(1968). De maneira resumida, os animais foram fixados inteiros em solucéo de Bouin (12 h) e
transferidos para alcool 70%. Posteriormente, foi realizado o processamento histoldgico de
rotina envolvendo os processos de desidratacéo, diafanizacéo, incluséo dos animais inteiros
em parafina, microtomia a 5 um, montagem
e a coloracdo dos cortes em lamina de vidro por meio da técnica hematoxilina-eosina,
possibilitando a diferenciacdo dos componentes teciduais e celulares.

Para a microscOpia eletronica de varredura os animais foram fixados em fixador de
Karnovsky (modificado) por 12 horas. Ap6s o periodo de fixacdo, os animais foram inseridos
em solucdo tampéo fosfato a 4°C. Posteriormente as amostras foram pds-fixadas em 1% de
tetroxido de ésmio durante 2 h e lavadas em solucdo tampdo de fosfato para dar inicio a
desidratacdo em serie graduada de etanol a 30, 50, 70, 80, 90% e mais trés lavagens a 100%

(10 min cada). Apos a desidratacdo as amostras foram levadas ao secador de CO> liquido, e

em seguida montadas no stubs (suporte que leva as amostras ao microscépio eletrdnico de
varredura) e levadas para processo de metalizacdo. Com as amostras preparadas foram
iniciadas as analises no microscopio eletrénico de varredura.

Figura 5. Animais coletados e preparados para histologia em microscopia 6tica. (Fonte: proprio autor)
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As alteracGes histopatologicas foram observadas qualitativamente de acordo com 0s
estagios descritos por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994):

e Estégio I, que ndo comprometem o funcionamento do 6rgéo.
e Estagio Il, alteracGes severas e que prejudicam o funcionamento normal do érgéo.
e Estagio I, alteragdes muito severas e irreversiveis

Tabela 3. Classificagdo das alteracdes histopatolégicas das branquias quanto ao tipo das lesdes e dos
estagios em que se inserem. Adaptada de Poleksic & Mitrovic-Tutundzic (1994).

AlteracOes branquiais Estagio

Hiperplasia do epitélio lamelar I
Fusdo incompleta de varias lamelas |
Fusdo completa de todas de varias lamelas 1
Fusdo completa de todas as lamelas |
Aneurisma lamelar 1
Hipertrofia do epitélio lamelar |
Desprendimento epitelial |
Dilatacdo do seio sanguineo I
Necrose "

2.7 Andlise Estatistica
Valores médios das variaveis fisico-quimicas da agua foram comparados por ANOVA
seguida pelo teste de Tukey utilizando o software Past. Versdo 3.14. Os valores das CL50, em
24, 48, 72 e 96h, e seus respectivos intervalos de confianca (95%), foram estimados com a
utilizagdo do “programa” Trimmed Spearman Karber method (Hamilton et al. 1977). Os

nievis de seguranca foram estimados de acordo com Sprague (1971).

3. RESULTADOS
Néo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) em relacdo as variaveis
fisico-quimicas da agua (temperatura, oxigénio, alcalinidade, pH) quando comparados 0s
tratamentos contendo aménia e nitrito em relacdo ao tratamento controle (Tab. 4) .
N&o foram observadas mortalidades em nenhum dos tratamentos controles. As
concentragdes reais de amonia e nitrito nas solucées testes ndo diferiram em mais de 5% das

concentragdes nominais utilizadas no estudo de toxicidade (Tab. 5, 6 e 7).
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Tabela 4. Médias de temperatura, oxigénio dissolvido, potencial hidrogenionico (pH) e
alcalinidade (mg. L-1 de Ca CO3) nos tratamento de toxicidade aguda da aménia e do nitrito em
Betta splendens durante 96h de teste.

Tratamentos T(°C) OD (mg/L) pH Alcalinidade.
7AD" 27,8 +0,01 5,88 + 0,06 6,83 +0,45 70 £ 1011
7(A2)™ 28,2+ 0,05 6,12 +1,01 6,74 +1,01 76 +7,32
7(A3)™ 28,1+0,03 5,98 + 1,31 6,98 + 0,04 77 + 8,03
7(AH™ 27,4+ 0,01 6,02 + 0,07 6,88 + 0,31 85+9,11
7(A5™ 27,540 ,02 6,11+0,08  7,01+0,05 90 + 5,45
7(A5)™ 26,9+ 0,05 5,89 + 0,03 7,12 £0,08 75 +11,23
21(AT)™ 27,7+ 0,01 6,02 +0,43 6,82 +0,33 97 +8,96
21 (A8)™ 28,2+ 0,01 6,06 + 0,01 6,95 + 0,01 85 + 12,01
21 (A9)™ 27,8+ 0,03 6,04 + 1,23 6,78 + 1,34 90 + 09,65
21 (A10)™  28,2+0,02 5,91 +0,65 7,01 +0,54 95 + 5,01
21 (A11)™  27,1+0,01 5,96 + 0,51 7,02 +0,67 93 + 7,68
21 (A12)™  28,0+0,01 6,12 +0,07 6,88 + 1,00 88 +12,23
45 (A13)™  27,4+0,03 6,11 +0,32 7,12 £0,07 85 +12,98
45 (A14)™  27,5+0,05 6,06 + 1,10 7,08 +£0,09 80 +11,28
45 (A15)™  27,8+0,06 5,95 + 0,04 6,78+ 0,04 95 + 10,25
45 (A16)™  27,3+0,01 5,89 + 1,43 7,09 + 0,64 90 +9,42
45 (A17)™ 27,940,004 6,01+0,49 6,77 +1,28 75 + 13,43
45 (A18)™  28,2+0,01 6,03 + 0,03 6,82 + 1,31 60 + 15,87
Tratamentos T(°C) 0O2(mg/L) pH Alcalinidade  (N-NH; + NH4+) mg-L
7(N19)™ 28,3+ 0,21 5,98 + 0,07 6,75 +0,98 94 + 10,34 0,042 + 0,004
7 (N20)™ 28,0+ 0,01 586+0,56  7,02+131 85+ 11,98 0,037 + 0,007
7(N21)"™ 28,1+ 0,01 6,13+0,34  7,13+0,05 100 +5,43 0,040 + 0,012
7(N22)™ 27,8+ 0,50 5,97 + 0,01 6,78 + 1,23 109 +5,25 0,038 + 0,003
7(N23)™ 28,1+ 0,03 6,10+0,67 6,56 +0,89 103 +5,67 0,034 +0,023
7(N24)™ 27,6+ 0,23 6,09+0,47  6,78+0,51 85+ 11,23 0,028 + 0,010
21 (N25)™  28,2+0,26 6,02+0,12  6,46+1,86 98 +8,56 0,037 + 0,009
21(N26)™  28,0+0,32 589+0,34  6,91+043 111 +235 0,028 +0,013
20(N27)™  27,7+0,55 6,04+0,45 6,76 +1,03 105 + 4,62 0,062 + 0,005
210(N28)™  27,9+0,05 598+0,96  7,01+0,75 98 +6,78 0,041 + 0,024
210(N29)™  27,6+0,02 6,16+026  655+126  87+11,20 0,031+ 0,016
21 (N30)™  27,8+046 6,17 +0,33 6,84 + 0,64 95 + 6,30 0,029 + 0,027
45(N31)™  27,9+0,05 5,97 +0,09 6,76 £ 1,41  92+1124 0,029 + 0,008
45(N32)™  27,8+053 6,03 +0,31 6,73+ 1,45 95 +4,22 0,027 + 0,004
45(N33)™  28,1+0,07 6,04 +0,37 6,43 1,57 107 + 4,76 0,033 £0,011
45(N34)™  28,2+0,01 5,87 +0,76 7,07+145  105+03.21 0,025 + 0,003
45(N35)™  28,0+0,01 6,11+025  6,96+134 120+ 1,76 0,037 £0,018
45(N36)™  27,9+0,01 6,10+067 6,82+009a 110+245 0,035 + 0,021

™ _ Nao significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 5 — Valores médios da concentragdo nominal e real para a aménia total (N-NH3z + NH,") e nitrito
(N-NO,) durante 96h de experimento de toxicidade aguda com Betta splendens com sete dias de vida .

Contaminantes Concentraces
Ambonia Total Nominal 0 35 42 50 65 80
(mg-L) Real
0 36,71+ 0,84  43,36+0,33b  47,11+1,01 63,10+0,91d 81,91+0,58¢
a c
Nitrito Nominal 0 25 50 75 100 125
(mg-L) Real 0 26,13+0,23a 52,13+0,81b 71,24+0,76 101,11+0,84 127,87+1,15

c d e

Médias + desvio-padréo seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade.

Tabela 6- Valores médios da concentragdo nominal e real para amonia total (N-NH; + NH,") e nitrito (N-
NO,) durante 96h de experimento de toxicidade aguda com Betta splendens com 21 dias de vida .

Contaminantes Concentraces
Amonia Total Nominal 0 50 65 80 87 95
(mg-L) Real
0 47,27+0,73a 68,23+0,82b 76,87+1,33¢c 89,1+ 0,59d 99,73+ 0,91¢
Nitrito (mg-L) Nominal 0 50 75 100 125 175
Real 0 51,72+0,25a 72,48+0,46b 97,77+0,77c¢ 127,23+1,25 170,41+1,03¢

d
Médias + desvio-padrdo seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade.

Tabela 7 — Valores médios da concentracdo nominal e real para a amonia total (N-NH3 + NH,") e nitrito
(N-NO,) durante 96h de experimento de toxicidade aguda com Betta splendens com 45 dias de vida.

Contaminantes Concentraces
Améonia Total Nominal 0 125 135 145 155 165
(mg-L) Real 0
122,34+1,10a  140,1+0,76 b  144,32+1,51c 159,34+0,65d 162,98+0,52 ¢
Nitrito (mg-L) Nominal 0 120 160 200 240 280
Real

0,01 119,40+0,38a 156,46£0,93b 202,31+1,04c 238,79+0,99d 277,45+0,86¢e

Médias + desvio-padrdo seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade.

Foi possivel observar o efeito da toxicidade da aménia e do nitrito ja nas primeiras 24 h
de exposicdo. Os animais de sete dias de vida expostos a aménia apresentaram 15% de
mortalidade na concentracdo de 35 mg-L, 60% de mortalidade na concentracdo de 65 mg-L e
100% de mortalidade na concentracdo de 80 mg-L, ao final do teste os animais expostos a 35
mg-L apresentaram 70% de sobrevivéncia. Os animais da mesma idade expostos ao nitrito
apresentaram mortalidade de 85% na concentracdo de 125 mg-L e apresentaram 40 % de
sobrevivéncia ao final das 96h de teste aguda na concentracdo de 35 mg-L (Tab. 8 e 9). Ja
para 0s animais de 21 dias de vida a mortalidade total em 24 horas foi observada na maior

concentragdo 95 mg-L (N-NH3 + NH,") e para o nitrito a mortalidade total em 24 horas
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ocorreu na concentracdo de 100 mg-L (Tab. 10 e 11). Similar aos animais de 7 dias de vida

expostos a amdnia, os animais de 45 dias de vida apresentaram 15% de mortalidade na

concentracdo de 135 mg-L, 60% na concentracdo de 155 mg-L e 100% de mortalidade na

concentracdo de 165 mg-L, ja os animais da mesma idade expostos ao nitrito apresentaram

100% de mortalidade em 24h de teste na maior concentragdo 280 mg-L (Tab. 12 e 13). As

concentracgdes letais medianas foram estimadas a partir das mortalidades observadas para cada

tratamento testado durante 96h de teste, foram estimadas a CL50 para 24, 48, 72 e 96 horas e

0 nivel de seguranca para cada idade do peixe ornamental B. splendens de acordo com

Sprague (1971) (tab.14).

Tabela 8. Percentual de mortalidade (%) de Betta splendens com 7 dias de vida expostos a varias concentracdes
de amdnia durante 96 h e valores de CLs, de aménia total e gasosa e seus respectivos intervalos de confianga

entre parénteses.

Tempo de Exposicao Aménia (N-NH3 + NH,) ma-L CL50 aménia CL50 amonia
(h) (N-NH3 + NH,") (N-NH3)

00 35 42 50 65 80 (mg-L) (mg-L)
24 0 15 0 0 60 100 55,54 (50,44 — 61,16) 0,61 (0,55 — 0,67)
48 0 30 30 95 100 100 | 44,32 (42,62-46,07) | 0,49 (0,47 -0,51)
72 0 30 100 100 100 100 | 36,87 (3554-3856) | 0,41(0,39-0,42)
96 0 30 100 100 100 100 0,41 (0,39 — 0,42)

36,87 (35,54 — 38,56)

Tabela 9. Percentual de mortalidade (%) de Betta splendens com 7 dias de vida expostos a varias concentracdes de
nitrito durante 96 h e valores de CLs, de nitrito e seus respectivos intervalos de confianca entre parénteses.

Tempo de Exposicio Nitito (N-NOS) ma-L Chanirito
0.0 35 50 75 100 125 (mg-L)
24 0 0 0 0 0 85 114,03 (111,25 - 116,87)
48 0 0 10 85 100 100 61,06 (55,68 - 66,95)
72 0 25 35 100 100 100 51,55 (39,78 - 66,79)
96 0 60 100 100 100 100 N3o calculado

Tabela 10.Percentual de mortalidade (%) de Betta splendens com 21 dias de vida expostos a varias
concentragdes de amonia durante 96 h e valores de CLs, de aménia total e gasosa e seus respectivos intervalos

de confianca entre parénteses.

Tempo de Exposicdo Aménia (N-NH3 + NH,") ma-L CL50 aménia CL50 ménia (N-
(h) (N-NH3 + NH,") NH3)

0.0 50 65 80 87 95 (mg-L) (mg-L)
24 0 0 0 0 0 100 90,91 (87,77—-91,28) | 1,001(0,97 - 1,004)
48 0 5 5 85 35 100 | 73,89 (71,52 - 76,34) 0,81 (0,79- 0,84)
72 0 20 20 85 100 100 | 67,54 (66,67 —68,78) | 0,74 (0,67 - 0,76)
96 0 40 50 85 100 100 | 61,19 (49,08 - 76,28) | 0,67 (0,54 - 0,42)
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Tabela 11. Percentual de mortalidade (%) de Betta splendens com 21 dias de vida expostos a varias
concentracgdes de nitrito durante 96 h e valores de CLsq de nitrito e seus respectivos intervalos de confianca entre

parénteses.
Tempo de Exposicao Nitrito (N-NO,) mg-L CL50 nitrito
(h) (N-NO)

0.0 50 75 100 125 175 (mg-L)
24 0 0 0 40 10 100 129,85 (121,39 - 138,90)
48 0 0 0 65 100 100 94,70 (89,68 - 100,00)
72 0 35 25 100 100 100 82,55 (71,74 - 91,98)
96 0 70 100 100 100 100 Néo calculado

Tabela 12. Percentual de mortalidade (%) de Betta splendens com 45 dias de vida expostos a varias
concentracdes de amdnia durante 96 h e valores de CLs, de nitrito e seus respectivos intervalos de confianga

entre parénteses.

Tempo de EXpOSiQéO Aménia (N-NH3 + NH,Y ma-L CL50 aménia CL50 ménia
(h) (N-NH3 + NH,") (N-NH3)

0.0 125 135 145 155 165 (mg-L) (mg-L)
24 0 0 15 0 60 100 152,88 (151,98 - 153,79)| 1,69 (1,67-1,69)
48 0 35 40 10 100 100 |152,48 (152,34 - 152,88)| 1,68 (1,67 —1,69)
72 0 40 45 40 100 100 |152,04 (151,55 - 152,79)| 1,67 (1,66 —1,68)
96 0 40 50 60 100 100 |132,94 (126,88 - 139,39)| 1,46 (1,40-1,53)

Tabela 13. Percentual de mortalidade (%) do Betta splendens com 45 dias de vida exposta a varias
concentracdes de nitrito (N-NO;) durante 96 h e valores de CLs, do nitrito e seus respectivos intervalos de

confianca entre parénteses.

Tempo de Exposicao Nitrito (N-NO,) mg-L CL50 nitrito
(h) (N-NO,)

0.0 120 160 200 240 280 (mg-L)
24 0 0 0 0 0 100  [259,23 (252,88 — 261,31)
48 0 0 0 0 95 100 [220,94 (217,35 — 224,59)
72 0 0 35 85 100 100  |166,94(157,08 — 177,92)
96 0 5 75 100 100 100 (141,96 (135,60 — 148,62)

Tabela 14 — Niveis de Seguranca de amonia (total, ndo ionizada) e nitrito para Betta splendens em

trés diferentes idades.

Nivel de seguranca Animais (7 dias) Animais ( 21 dias) Animais (45 dias)
Amédnia Total (mg/L) 3,69 6,12 13,29
Amédnia Gasosa (mg/L) 0,04 0,07 0,15
Nitrito (mg/L) 5,15 8,25 14,20

As lesdes observadas durante o teste agudo de amdnia e nitrito e a frequéncia em

que ocorreram foram mostradas nas tabelas

15

e 16.
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Tabela 15. Alteragdes histologicas encontradas nas branquias de Betta splendens expostas as crescentes concentragdes de Amonia

Concentracdo (N-NH3z + NH,") mg-L
21 45
7 dias dias dias

Les&o nas branquias 35 42 50 65 80 50 65 80 87 95 125 135 145 155 165
Hiperplasia do epitélio lamelar 0 + + + 0+ 0 0+ 0+ + + 0+ + + + +
Fusdo incompleta de varias lamelas + ++ ++ ++ 4+ + ++ + + + ++  +++ + + +++
Fusdo completa de todas as lamelas 0 0 0 0 + 0 0 0 0 + 0 0 0+ 0+ +
Fusdo completa de varias lamelas + + 0 0 ++ 0 0 0+ + 0+ 0 0 0+ + ++
Aneurisma lamelar 0 0 0 0 0 0 0 0 0+ 0 0 0 0 0 0
Hipertrofia do epitélio lamelar 0 0 + + + 0 0 0+ 0+ 0+ 0+ + 0+ + +
Desprendimento epitelial ++ ++ ++ +++ ++ 0+ ++ +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++
Dilatacao do seio sanguineo 0+ 0 0 0+ + + 0+ + ++ 0+ 0+ 0+ 0+ + +
Necrose 0 0 0 0 0+ 0 0 0 0 0+ 0 0 0+ 0+ 0+

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

* Branquias de cinco animais de cada concentragdo foram escolhidas aleatoriamente. As lesGes foram contadas e a média de cada lesdo foi
usada como parametro para explicar a frequéncia das alteragdes. (0-5) raro; (5-10) pouco frequente; (10-15) frequente; > 15 muito frequente.
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Tabela 16. Alteragdes histologicas encontradas nas branquias de Betta splendens expostas as crescentes concentracdes de nitrito.

Concentragédo (N-NO,) mg-L

7 dias 21 dias 45 dias

Les&o nas branquias 25 50 75 100 125 | 50 75 100 125 175 | 120 160 200 240 280
Hiperplasia do epitélio lamelar 0 0 0+ + 0+ 0 0+ 0+ + + 0+ + + + +
Fusdo incompleta de varias lamelas ++ ++ ++ ++ ++ 0+ + + + + ++  +++ + + ++
Fusdo completa de todas as lamelas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0+ 0 0 0+ 0+ +
Fusdo completa de varias lamelas +++ + 0 0 ++ 0 0 0 0+ 0+ 0 0 0+ + +
Aneurisma lamelar 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hipertrofia do epitélio lamelar 0 0 + + + 0 0 0+ 0+ 0+ 0+ + 0+ 0+ +
Desprendimento epite|ia| ++ ++ ++ +++ ++ + ++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++
Dilatacao do seio sanguineo 0+ 0 0 0+ + 0 0 0+ 0 0+ 0+ 0+ 0+ + +
Necrose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

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

* Branquias de cinco animais de cada concentragdo foram escolhidas aleatoriamente. As lesGes foram contadas e a média de cada lesdo foi

usada como parametro para explicar a frequéncia das alteragdes. (0-5) raro; (5-10) pouco frequente; (10-15) frequente; > 15 muito frequente.
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No presente estudo ndo foram observadas alteracdes nas branquias dos animais
expostos ao tratamento controle (Fig 6. A,C,E). Ja nos animais de sete dias exposto a 80 mg-L
N-NH3+NH," foi observado hiperplasia e fusdo lamelar (Fig 6. B). Foi observado elevagdo
epitelial nos animais de 21 dias de vida a partir da concentragio de 50 mg-L N-NHs+NH;" e a
partir de 135 mg-L de amdnia total nos animais de 45 dias. Entretanto, essas alterages foram
observadas em maior quantidade nas maiores concentra¢des conforme figura6 D e 6 F.

AlteracBes histoldégicas como aneurisma, proliferacdo celular, destacamento do
epitélio, edema intersticial, dilatacdo capilar, perda da integridade da lamela, necrose,
hiperplasia também foram encontradas neste estudo (Fig.6).

Controle Tratadas

21 dias

45 dias



Figura 6. Fotomicrografias de branquia de juvenis de Betta splendens expostos a concentragdes
agudas de aménia de 24 a 96 h. Coloracdo hematoxilina, eosina. A, C e E Branquias de peixe do
grupo controle com 7, 21 e 45 dias de vida respectivamente exibindo branquias em formacéo, lamela
primaria (LP) e lamela secundaria (LS). B,D e F Branquias de betta com sete dias de vida exposto a 80
mg-L N-NH; + NH,", branquias de betta com 21 dias de vida exposto a 95 mg-L N-NH; + NH," e
branquias de betta com 45 dias de vida exposto a 165 mg-L N-NH; + NH," respectivamente. Observe
as alteragdes branquiais dos animais expostos a aménia, fusdo lamelar (seta preta), aneurisma (circulo
preto), desprendimento epitelial (cabeca de seta preta), dilatagcdo capilar (traco), aumento da célula de
cloreto (seta branca), perda da integridade da lamela e necrose (seta branca). Barras: 50 um. Aumento:
A, C -10x; B - 20x; D, E,F - 40x.

Os animais de 21 dias do tratamento controle apresentaram branquias com lamelas
primarias e secundarias bem definidas e a superficie epitelial bem organizada (Fig. 7A e 7B).
Na figura 2B observam-se células pavimentosas com aspecto mais homogéneo e alguns
limites celulares visiveis, enquanto que em outras regides da branquia, animais expostos a 95
mg-L N-NH3z + NH;" (Fig. 7D) esses limites celulares sdo poucos definidos por depressoes
entre as células, os filamentos branquiais primarios e secundarios tem um aspecto mais rugoso
e apresentam descamacdo nas lamelas devido a fragilidade do tecido quando comparado ao

grupo controle (Fig. 7C).
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Figura 7: Micrografia eletronica de varredura da superficie “ete io branquial do peixe Betta
splendens. Animais de 21 dias A e B tratamento controle. C e D animais expostos ao tratamento com
95 mg-L N-NH3 + NH," (aménia total). Células pavimentosas bem definidas nas lamelas priméarias e
secundarias (setas). (CP) células pavimentosas. A e C aumento x260, barra 43 ym. B e D aumento
x2000, barra 6 pm.

As branquias nos individuos de 45 dias de vida do tratamento controle (Fig. 8A e B)
seguiram a morfologia padrdo para espécies de teledsteos, o que demonstra uso de individuos
sadios e sem registro de qualquer alteracdo morfoldgica. Ja as analises histoldgicas dos
individuos expostos a 165 mg-L N-NH; + NH,” (Fig 8 C e D) apresentaram uma
desorganizacdo nas lamelas secundarias, com bordas irregulares e aumento de volume quando

comparado ao grupo controle.
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Figura 08: Micrografia eletrénica de varredura da superficie do epitélio braquial do peixe
Betta splendens animais de 45 dias de vida. A e B grupo controle. C e D animais tratados com 165
mg-L N-NH; + NH,". B as células pavimentosas das lamelas primarias (seta) e lamelas secundarias
(setas claras) apresentam suave delimitacdo sem micropregas o que é evidente em D nas lamelas
secundarias (setas claras) as lamelas primérias apresentam as células pavimentosas bem delimitadas. A

e C aumento x260, barra 43 um. B e D aumento x2000, barra 6 pum

Em relacdo ao comportamento 0s animais expostos as crescentes concentragfes de
nitrito se apresentaram mais debilitados nas primeiras 24 horas em relagdo ao grupo controle,
0s animais apresentaram natag&o erradica, lentiddo para capturar o ar atmosférico, respiragdo

ofegante, ndo se alimentaram e permaneceram inertes no fundo dos béqueres. No referido
estudo entre 24 e 48 horas os animais expostos nas concentra¢des de 50 mg-L N-NO2 animais

de sete dias, 75 e 100 mg-L N-NO2 animais de 21 dias e 160 e 200 mg-L N-NO2 animais de

45 dias apresentaram mudangas comportamentais comparadas ao comportamento observado
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no inicio do experimento, os animais comecaram a se alimentar e a nadar normalmente. J&
apds 24 horas, nas concentragdes de 125mg-L animais de 7 dias, 175 mg-L animais de 21 dias
e 280 mg-L animais de 45 dias apresentaram taxa de mortalidade de 75%, 100%, 100%
respectivamente.

N&o foram observadas alteracdes nas branquias dos animais expostos ao tratamento
controle (Fig 9. A,C,E).

As alteracOes observadas nos animais expostos as crescentes concentracfes de nitrito
foram fusdo lamelar, hiperplasia, proliferacdo celular e desprendimento do epitélio (Fig 9).
Desprendimento do epitélio, fusdo lamelar e hiperplasia foram as lesées mais encontradas nos
animais amostrados em todas as concentragdes. Menos frequente nos animais expostos as
menores concentragdes e mais frequente com o aumento das concentracdes de nitrito para as

trés idades.

49



Controle Tratadas
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96h de teste agudo. Coloracdo hematoxilina, eosina. A, C e E Branquias de peixe do grupo controle
com 7, 21 e 45 dias de vida respectivamente exibindo branquias em formagao, lamela priméria (LP) e
lamela secundéaria (LS). B Branquias de B. splendens com sete dias de vida exposto a 125 mg/L N-
NO,. C branquias de B. splendens com 21 dias de vida exposto a 175 mg/L N-NO,. D brénquias de
B. splendens com 45 dias de vida exposto a mg/L 280 de N-NO,. Observe as alteracBes branquiais
dos animais expostos a nitrito, fusdo lamelar total e hiperplasia (seta branca), desprendimento
epitelial (cabeca de seta preta), proliferacdo celular (circulo branco). A,B,C,E, F barras: 50 um. D
barra 50 um. Aumento: A, B- 10x; C, E — 20x; D, F — 40x

Na (Fig. 10) e possivel observar as células pavimentosas bem delimitadas. Na (Fig. 10
A e 10 B) as células pavimentosas possuem aspecto mais homogéneo quando comparada as
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celulas pavimentosas das branquias dos animais expostos a 280mg/L N-NO,, que além de
apresentar a superficie mais enrugada apresenta também células sanguineas protuberantes na
superficie das lamelas (Fig. 10C, 10D, 11A e 11B).

. /8,
Figura 10: Micrografia eletronica de varredura da superficie do epitélio branquial do peixe Betta
splendens animais de 45 dias de vida. A e B grupo controle, (sem adi¢do de nitrito). C e D animais
tratados com 280 mg/L N-NO, Em A e B é possivel observar o nitido contorno das células
pavimentosas (CP) com poucas micropregas dando um aspecto mais liso a membrana e a presenca de
uma célula de cloreto (CC, seta preta). Em C e D as células pavimentosas também apresentam
contorno nitido com liberagdo de células sanguineas, presenca de saliéncias nas células pavimentosas
(setas claras). A e C aumento x1000, barra 12 um. B e D aumento x2000, barra 6 pm

U e
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Figura 11: Micrografia eletronica de varredura da superficie do epitélio branquial do peixe Betta
splendens animais de 45 dias de vida. A e B animais tratados com 280 mg/L N-NO». E possivel
observar contorno das células pavimentosas (CP) com maior protuberancia (seta), células com aspecto
mais rugoso (cabeca de seta clara), células pavimentosas com liberacdo de células sanguineas (circulo
branco), espaco interlamelar pouco visivel (traco preto). A aumento x3000, barra 3,75 um. B aumento
x1000, barra 12 pm.

4. DISCUSSAO

Os parametros de qualidade de agua analisados neste estudo se encontravam em
conformidade com as condi¢des de cultivo e criacdo de peixes tropicais em geral (Huet,
1983). Os valores de temperatura ficaram entre os desejados para cultivo de B. splendens, que
varia entre 23°C a 34°C (Sugai, 1993). Da mesma forma o valor de pH estava dentro dos
limites ideais para a producdo do beta que € de 6,8 a 7,2 (Parisi, 2017). Ja os valores de
oxigénio estiveram quase em sua maioria superiores a 6mg-L, ideais para garantir um bom
desenvolvimento dos peixes (Cyrino et al., 2012).

Os compostos nitrogenados sdo considerados compostos toxicos sendo encontrados
naturalmente em ambientes aquaticos. Podem ter sua concentracdo aumentada pela
decomposicdo de matéria organica, pela adicdo de fontes antropogénicas como despejo de
efluentes, excesso de racdo (aquicultura) e pela rota metabdlica dos animais aquaticos. A
amonia € o principal produto nitrogenado excretado pela maioria dos organismos aquaticos.
De acordo com Handy e Poxton (1993), a aménia representa geralmente 75-90% da excre¢édo
nitrogenada.

Numerosos estudos relatam os efeitos da toxicidade de compostos nitrogenados em
peixes de agua doce (Arillo et al., 1984; Hilmy et al., 1987; Knudsen e Jensen, 1997; Alcaraz
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e Espina, 1997; Vedel et al., 1998; Huang e Chen, 2002; Huertas et al., 2002; Grosell e
Jensen, 1999; Lin e Chen, 2003, Kroupova et al., 2008; Miron et al., 2008). No entanto, a
caréncia de conhecimento da toxicidade gerada por compostos nitrogenados em peixes
ornamentais é preocupante. Os valores de CLsy s80 empregados para comparar a tolerancia
das diferentes espécies frente a intoxicacdo por elementos e compostos quimicos. As tabelas
17 e 18 mostram o efeito letal causado pela aménia e pelo nitrito sobre peixes em diferentes

fases de desenvolvimento.

Tabela 17. Diferentes resultados de CLs, ( nitrito) de acordo com os parametros, peso, tamanho,

temperatura e pH.

Espécie Tamanho Peso Temp pH CLs Autor
(cm) (9) (") mg/L NO
Brycon cephalu - 9045 25 6,8 0,86 Avilez et al.
(matrinxa) (2004)
Betta splendens 0,4 0,036 28 7,2 51,55 Presente estudo
(betta)
Betta splendens 0,8 0,208 28 7,2 82,55 Presente estudo
(betta)
Betta splendens 2,1 0,687 28 7,2 166,94  Presente estudo
(betta)
Ctenopharyngodon idella - 0,045 22 8,4 10,6  Alcaraz e Espina
(Carpa capim) (1997)
Oreochromis niloticus 49 1,8 25 7,94 28.18 Yanbo et al.
(Tilapia) (2006)
Siganus rivulatus 8,6 8,1 27 8,02 105 Saoud (2014)
(Macua)

A toxicidade da amdnia para peixes depende em grande parte da concentracdo de

amonia ndo ionizada no meio aquéatico. Em elevadas temperaturas e com o pH mais alto, a
fracdo de amdnia ndo ionizada ou gasosa (NH3) aumenta causando toxicidade aos peixes

(Arana, 1997). A forma ndo ionizada da amdnia é de natureza lipofilica. Tal caracteristica
permite que ela se difunda por meio do epitélio branquial causando uma série de lesdes que
podem levar a morte do animal (Roumieh et al., 2012).
Tabela 18. Diferentes resultados de CLs, (amdnia) de acordo com os pardmetros, peso,
tamanho, temperatura e pH.
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Espécie Tamanho Peso Temp pH CL 50 Autor
(cm) @ (c? mg/L N-NH,
Abramis brama 111 15,8 12,6 7,75 0,41 Ball (1987)
(brema)
Betta splendens 0,4 0,036 28 7,2 0,41 Presente estudo
(betta)
Betta splendens 0,8 0,208 28 7,2 0,67 Presente estudo
(betta)
Betta splendens 2,1 0,687 28 7,2 1,46 Presente estudo
(betta)
Oreochromis niloticus - 12,6 30 7,58 0,98 Evans et al. (2006)
(tilapia)
Oncorhynchus mykiss - 10,9 3,6 7,7 0,26 Athur et al. (1987)
(truta-arco-iris)
Oreochromis niloticus - 10,11 23 7,2 7,39 Benli e Koksal
(tilapia) (2005)
Perca Fluviatilis 10,1 14,0 10.1 7,75 0,29 Ball (1987)
(Perca)
Piaractus mesopotamicus 1,6 1,2 15 7,0 0,009 Barbieri e Doi.
(pacu) (2013)
Piaractus mesopotamicus 1,6 1,2 20 7,0 0,012 Barbieri e Doi
(pacu) (2013)
Piaractus mesopotamicus 1,6 1,2 25 7,0 0,014 Barbieri e Doi
(pacu) (2013)
Rhamdia quelen - 11,04 24 6,0 0,44 Miron et al. (2008)
(jundid)
Rhamdia quelen - 11,07 24 7,0 1,45 Miron et al. (2008)
(jundid)
Rhamdia quelen - 11,04 24 8,2 2,09 Miron et al. (2008)
(jundia)
Rutilus rutilus 8,8 8,6 11,9 7,86 0,35 Ball (1987)
(pardelha)

De acordo com Pillay e Kutty (2005) os niveis de metabdlitos dissolvidos (amdnia e
nitrito) no ambiente aquicola sdo preocupantes e possuem importancia principalmente em
sistemas intensificados de cultivo, em sistemas fechados e durante o transporte de animais
Vivos, pois a presenga desses compostos demanda atengdo mesmo em baixas concentragoes.

Assim, concentracdes inferiores a 0,5 mg-L de amdnia ndo ionizada, 1 mg-L de nitrito para
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peixes marinhos e 0,1 mg-L de nitrito para peixes de agua doce podem interferir no cultivo de
animais aquéticos.

De acordo com Martinez et al. (2006), a concentragdo de 0,16 mg-L de aménia ndo
ionizada podem afetar o desenvolvimento, reproducéo e crescimento de espécies neotropicais.

Ja Boyd e Tucker (1998) estabeleceram limites de amonia total para viveiros entre 2,0 a 3,0
mg-L e de 0,4 a 2,0 mg-L de ambnia ndo ionizada (NH3) para a maioria dos peixes e

crustaceos de aguas quentes.

Muitos autores tém estudado a toxicidade da ambnia em peixes teledsteos. Ostrensky
e Brugger (1992) encontraram o valor de 0,80 mg-L de N-NHj; para alevinos de Odontesthes
argentinensis (peixe rei). Sampaio e Minillo (2000) também estudaram larvas de Odontesthes

argentinensis de 15 dias de idade, estes autores determinaram a CLsg entre 0,73 e 0,96 mg-L

de N-NHj3_ Ja Pietras (2006) avaliou a toxicidade da amdnia ndo ionizada em alevinos de cara
(Cichlasoma facetum) com peso medio de 1,56 g e comprimento medio de 4,29 cm. O

referido autor estimou uma CLsg (96 h) de 2,95 mg-L N-NHj3,
Martinez et al. (2006) estimaram a CLso (24h) N-NH3 para lambari do rabo

amarelo (Astyanax bimaculatus) de 11,83g, Pacu (Colossoma macropomus) de 22,939 e
Curimba (Prochilodus lineatus) de 13,15g. Os autores encontraram como resultado os valores
de 0,66 mg-L, 0,85 mg-L e 0,74 mg-L N-NH; respectivamente. Comparando esses valores
com os resultados de CLs (24H) encontrados no estudo, 1,69 mg-L N-NHj3 (animais 45 dias),
1,00 mg-L N-NH; (animais 21 dias) e 0,61 mg-1 NH3 (animais de sete dias) evidenciam maior
tolerancia da espécie B. splendens frente a exposicdo a amdnia ndo ionizada.

Miron et al. (2008) trabalharam om juvenis de jundia, Rhamdia quelen e estimaram a

concentracdo de 0,01mg-L N-NHj3 segura para o crescimento e desenvolvimento do animal.
De acordo com os autores concentracdes de 0,22 e 0,42 mg-L N-NH3 em pH 8,2 apresentam

uma relacdo negativa significativa entre sobrevivéncia, comprimento, ganho de peso diério,
taxa de crescimento padréo e biomassa por tanque de juvenis de jundia. Oliveira et. al. (2008)
trabalharam com o peixe ornamental do Amazonas cardinal tetra (Paracheirodon axelrodi)
com peso de 0.07 £ 0.002 g e estimaram a CL 5o de N-NH3; em 0,36 mg/L N-NHs.

Os resultados de CLsp (96h) estimados no presente estudo para animais de 7, 21 e 45
dias foi de 0,41; 0,67; 1,46 mg-L de N-NHj3, respectivamente. Estes valores diferem do valor
relatado por Ruffier et al. ( 1981) que sugere um valor proximo de 0,82 mg-L de CLso (96h)

de N-NH; para os teledsteos dulcicolas em geral. Entretanto, os valores encontrados no
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estudo para as idades de 21 e 45 dias de vida estdo dentro da faixa de amdnia toxica relatadas
por Queiroz et al. (2007), entre 0,6 e 2,0 mg-L N-NHg3, para a maioria das espécies cultivadas.

Comparando todos os valores j& apresentados de CLsp ao obtido no presente estudo (B.
splendens com 7 dias vida, 0,036g - 0,41 mg-L N-NHs). Pode-se dizer que apesar do menor
tamanho, a tolerancia do beta a intoxicacdo causada pela ambnia é considerada elevada
mesmo nos primeiros dias de vida. O tamanho pode influenciar a tolerdncia do peixe a
amonia, ja que peixes menores sdo expostos a uma dosagem mais elevada por unidade de
peso corporal do que peixes maiores, possuem uma maior relacdo superficie:volume e 0s
peixes nas primeiras fases de desenvolvimento sdo normalmente mais suscetiveis a
intoxicacdo por poluentes (Piedras et al., 2006). O estudo com as diferentes idades de B.
splendens corrobora o que fora descrito, tanto para a intoxicagdo por amonia quanto para
nitrito.

O estudo do comportamento animal frente a intoxicagdo aos compostos nitrogenados
foi realizado por observacges diarias.
A alimentacdo foi o primeiro parametro comprometido observado neste estudo, tanto

para ambnia quanto para nitrito. Em seguida, os peixes perderam o equilibrio e o
comportamento de natacdo tornou-se erratico. Os movimentos natatérios dos animais de sete
dias ficaram lentos, ja os animais de 21 e 45 dias apresentaram natacéo lateral, natacéo espiral
e esforco para capturar o ar da superficie da agua. O comportamento observado nos animais
de 7 dias pode ser atribuido ao ndo desenvolvimento do labirinto, ja que nesta fase da vida do
animal sua respiracdo é totalmente branquial, os animais de 21 dias (labirinto em formacéo) e
45 dias de vida (labirinto formado) ndo utilizam s as branquias como aparelho respiratério.
Segundo Pereira e Mercante (2005) uma alta exposicdo a aménia ndo ionizada pode causar
intensa irritacdo e inflamacdo nas branquias além de ser a principal condicdo para o
estabelecimento da Doenca Ambiental das Branquias (DAB), autointoxicacdo dos peixes que
quando expostos a altas concentracdes de amoénia ndo conseguem excretar a aménia interna
para 0 meio externo, esta doenca geralmente causa grande mortalidade de peixes em
piscicultura.

De acordo com Randall e Tsui (2002) a toxicidade dos compostos nitrogenados pode
causar uma variedade de sinais clinicos (natacdo em espiral, dificuldade respiratoria,
nadadeiras estendidas entre outras). Pesquisas revelam que contaminantes na agua sdo
considerados agentes estressores e capazes de perturbar o equilibrio do organismo,
desencadeando respostas teciduais e celulares (Donaldson, 1981; Wendelaar Bonga, 1997;
Lappivaara e Oikari, 1999).
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Saoud et al. (2014) observaram 0s mesmos sintomas encontrados no presente trabalho
para 0 peixe spinefoot rabbitfish ou marmoreado (Siganus rivulatus) expostos a diferentes
concentragdes de nitrito. O autor relatou natacdo erratica e falta de orientacdo dos animais.
Ainda de acordo com 0 mesmo autor a natagdo erratica pode ser consequéncia do aumento de
metahemoglobina no sangue provocando uma diminuig¢do do O2 disponivel para os tecidos.

De acordo com o que fora relatado, compostos nitrogenados mesmo em baixas
concentragdes podem ser considerados um entrave na producdo aquicola. Por isso a
importancia dos estudos de toxicidade aguda dentro dos sistemas de producdo com o objetivo
de obter o melhor desempenho zootécnico do animal e evitar prejuizos para o produtor
causados por ma formacdo das caracteristicas ornamentais, baixo crescimento,
susceptibilidade a enfermidades e até mesmo massiva mortalidade.

Né&o foram observadas alteracfes histologicas nos peixes de 7 dias na concentracéo de
35 mg-L (N-NHs + NH,4"), a partir da concentragio de 42 mg-L (N-NH3 + NH,") foi possivel
observar alteragdes como fusdo lamelar e hiperplasia. O nimero de alteracGes nas branquias
foi proporcional ao aumento das concentragbes. Os animais de 7 dias expostos as
concentracdes de NO, apresentaram alteracdes a partir da concentracdo de 25 mg-L N-NO;".
Nos animais de 21 dias as alteracGes foram observadas a partir da concentracdo de 50 mg-L,
foram observadas nesta concentracdo fusdo parcial das lamelas, desprendimento epitelial foi
observado a partir de 80 mg-L. Nos animais da mesma idade expostos ao nitrito as
modificagdes foram constatadas a partir de 75 mg-L. J& os animais de 45 dias de vida
apresentou deformacdes nas branquias a partir das menores concentracdes de amonia total e
nitrito.

As branguias foram utilizadas como biomarcadores no teste de toxicidade utilizado no
presente trabalho. Os peixes expostos a ambnia e nitrito na agua apresentaram alteracdes
histoldgicas como o desprendimento epitelial. Essa alteracdo tem como finalidade reduzir a
funcionalmente do d6rgédo atingido, e desta forma, diminuir a contaminacdo do animal pela
substancia téxica (Bernet et al., 1999). Conforme WInkaler et al. (2001) o desprendimento
epitelial é uma das primeiras alteragdes que ocorrem quando o animal esta sob algum tipo de
estresse. Esta lesdo se caracteriza pela elevacdo do epitélio lamelar que acarreta no aumento
da distancia de difusdo entre a 4gua e o sangue, prejudicando a eficiéncia das trocas gasosas e
o transporte i6nico. As lesdes encontradas no referido estudo comprovam gque a amdnia e o
nitrito interferiram de forma degenerativa na estrutura do epitélio lamelar, podendo

comprometer o sistema respiratorio dos peixes.
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Células de cloreto participam no processo de osmorregulacdo e também apresentam
modifica¢bes no tamanho, forma, nimero e estrutura quando expostas a poluentes (Pereira e
Caetano 2009). No presente estudo, foi observado aumento de tamanho nas células de cloreto
nos animais de 21 e 45 dias expostos as concentragdes de amonia. Entretanto, essa lesdo teve
maior incidéncia nos animais de 21 dias, presumimos que essa lesdo foi devido ao animal
apresentar o labirinto em formacdo, parte da respiracdo do animal ainda é realizada nas
branquias. Geralmente, as células de cloreto se localizam nas lamelas primarias. Porém, na
presenca de um estressor as células de cloreto, além de ter aumento de volume podem ser
encontradas entre as lamelas e na lamela secundaria como forma de aumentar a absorcao de
fons e manter a homeostase i6nica e osmotica do animal (Fracécio et al., 2003; Fernandes e
Mazon, 2003).

Lesdes celulares podem ser desencadeadas pela acdo de algum téxico considerado
como agente agressor. A severidade da lesdo vai depender de fatores como a intensidade,
duracdo da agressdo e o tipo celular. Esses fatores serdo determinantes se inibida a a¢do do
toxico, o 0rgao acometido ira se recuperar e voltar a normalidade (Bogliolo, 2009).

Os animais de sete dias de vida tiveram como a principal lesdo observada no presente
estudo a fus@o lamelar. De acordo com Bernet et al. (1999) esse tipo de lesdo é considerada
regressiva, ou seja, reduzem ou levam a perda do orgdo comprometendo sua funcdo. Como
0s animais de sete dias ainda ndo tem o labirinto formado, segundo Damazio (1992) a
respiracdo nessa fase da vida do beta é totalmente branquial, 0 que pode ser uma das causas
da ocorréncia deste tipo de lesdo nas branquias.

Ja na fase adulta, o peixe-beta apresenta alta tolerancia a condi¢Ges de hipdxia a partir
do desenvolvimento do labirinto (Wolfsheimer, 2003). Animais de 21 dias de vida, labirinto
em formacdo, e os animais de 45 dias de vida, labirinto ja formado, apresentaram em sua
maioria lesbes como desprendimento do epitélio e hiperplasia. Segundo Poleksic e Mitrovic-
Tutundzic (1994) as lesdes citadas sdo consideradas como primeiro estagio, podem ser
reversiveis se o0 agente estressor for retirado. Aneurisma ou congestdo vascular pode estar
associado a este tipo de lesdo, ja que ocorre a paralizacdo do sangue em razdo do pequeno
diametro desses capilares causado pelo desprendimento do epitélio (Meletti et al., 2003).
Aneurismas ou congestdo vascular foram poucos numerosos nas branquias amostradas no
estudo.

As analises histopatologicas realizadas nas branquias dos peixes amostrados
indicaram a presenca de diferentes tipos de alteracbes morfoldgicas nos tecidos. As principais

lesbes observadas foram descolamento do epitélio, fusdo de lamelas e hiperplasia. Benli e
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Kdksal (2005) estudaram efeito da intoxicagdo por amonia em tilapias, e afirmaram que a
hiperplasia do epitélio esta entre uma das primeiras altera¢fes sofridas pelo animal. Thophon
et al. (2003) observaram o desenvolvimento de edema das células epiteliais, aneurismas com
algumas rupturas, hipertrofia e hiperplasia de células epiteliais e de cloreto com uso de outras
substancias intoxicante. A severidade das alteracGes nas branquias variou de acordo com o
espécime quimico e o tempo de exposicdo (Van der Heuvel et al., 2000; Schwaiger et al.,
2004; Garcia Santos et al., 2006).  Heath (1987) destaca que a hiperplasia é o aumento da
proliferacdo celular e pode levar a fuséo das lamelas. Essas alteracfes acarretaram aumento da
espessura da lamela. Segundo Koca et al., (2005) lesdes dessa natureza diminuem o espago
para a passagem da agua, aumenta a distancia da barreira dgua/sangue dificultando assim o
consumo de oxigénio como resposta de defesa do animal.

A desorganizacdo das lamelas, associada as lesbes causadas pela exposicdo aguda a
amonia constituem danos que certamente irdo afetar o funcionamento normal do 0rgao,
diminuindo a eficiéncia dos importantes mecanismos da brénquia para os peixes. Park et al.
(2007) trabalharam com Bodido poleiro do mar ou Japanese red rockfish (Sebastes inermis)
83,3g e estimaram a CLso (96h) em 700 mg-L de N-NO,. No presente estudo o valor da CLsg
(96h) para animais de 45 dias foi de 141,96 mg-L N-NO,. Comparando os dois valores de
CLso estimados, a diferenca pode ser atribuida a uma espécie ser marinha e a outra de agua
doce. Yanbo et al. (2006) constataram que animais mantidos em maiores salinidades tendem a
ter maior tolerancia a toxicidade do nitrito. Concentracdes elevadas de ions cloreto podem
reduzir a toxicidade de nitrito, isso ocorre porque 0 nitrito e o ion cloreto competem pelo
mesmo transportador nas células de cloreto das branquias (Williams e Eddy, 1986).

Costa et al. (2008) estudaram a a CLsg (96h) N-NO, em diferentes salinidades para
juvenis de pampo (Trachinotus marginatus) (0.86 + 0.21 g). Os autores estimaram as CLso-
96h em 39,94; 116,68 e 37,55 mg-L N-NO; para 5, 10 ¢ 30%o, respectivamente. O valor da
CLso-96h para a enguia (Anguilla anguilla) foi estimado em 812 mg-L N-NO; em agua
marinha (36%0) e 84 mg-L N-NO,  em &gua doce (Saroglia et al., 1981). Conforme o
resultado alcancado pelos autores, a salinidade foi responsavel pela maior tolerancia dos
animais quando expostos ao nitrito.

Park et al. (2007) também relataram alteracBes histopatologicas similares as
encontradas no presentes estudo em Japanese red rockfish (Sebastes inermis), expostos a 700
mg/L NO,-. Os autores observaram fusdo lamelar, hiperplasia, necrose, aneurisma e
desprendimento do epitélio lamelar. Lesdes celulares podem ser desencadeadas pela acdo de

algum toxico considerado como agente agressor. A severidade da lesdo vai depender de
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fatores como a intensidade, duracdo da agressdo e o tipo celular. Esses fatores serédo
determinantes se inibida a acdo do toxico o 6rgdo acometido ird se recuperar e voltar a
normalidade (Bogliolo, 2009).

Os animais de 21 e 45 dias de vida expostos nas maiores concentracdes de nitrito 175
mg-L N-NO, e 280 mg-L N-NO, respectivamente, além de apesentarem alteracbes como
hiperplasia, fusdo lamelar, desprendimento do epitélio, proliferacdo celular observadas pela
histologia, apresentaram também dilatacdo de vasos sanguineos nas células pavimentosas
observadas por meio da microscopia eletronica de varredura. Se 0 agente estressor
permanecer em contato com o animal, ele pode levar a ruptura dos vasos sanguineos e a
formacdo de pequenos focos hemorragicos (Jiraungkoorskul et al., 2002). Lesdes como a
dilatacdo dos vasos sanguineos pode levar a danos como aneurisma e a ruptura do epitélio
(Fernandes e Mazon).

As células pavimentosas sdo importantes na protecdo contra alteracdes ambientais.
Conforme a permanéncia e a intensidade do agressor no meio aquatico, as células
pavimentosas perdem seu contorno, chamado de cristas, podendo se romper causando
hemorragia. Essa caracteristica € um mecanismo de defesa para diminuir a contaminacgéo pelo
agente toxico (Bernet et al., 1999

Costa et al. (2008) estudaram a CL50 (96h) N-NO, em diferentes salinidades para
juvenis de pampo (Trachinotus marginatus) (0.86 £ 0.21 g). Os autores estimaram as CL’s50
(96h) em 39,94; 116,68 e 37,55 mg-L N- NO; para 5, 10 ¢ 30%o respectivamente. O valor da
CL50(96h) N-NO, para a enguia Anguilla anguilla foi estimado em 812 mg-L em agua
marinha (36%o) ¢ 84 mg-L em agua doce (Saroglia et al., 1981). Conforme o resultado
alcancado pelos autores, a salinidade foi responsavel pela maior tolerancia dos animais
quando expostos ao nitrito.

No referido estudo o valor da CLso para o B. splendens de 45 dias foi de 141,96 mg-L
de N-NO,. Costa et al. (2004) estimaram a CL50-96h em 1,82 mg-L N-NO, para juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum) 65.7+£3.0 g. Avilez et al. (2004) encontraram a CL50-
96h de 0,86 mg-L N-NO, em juvenis de matrinxd (Brycon cephalus) 45,0 £ 11,85g. A
tolerancia das diferentes espécies quando expostas ao nitrito podem ter influéncia
interespecifica, isso faz com que algumas espécies de peixes sejam mais sensiveis ao nitrito.

Os niveis de seguranca para amoénia e nitrito encontrados no referido estudo séo
espécie-especificas, ou seja, sdo limites estimados para a espécie B. splendens nas condicbes
propostas durante o experimento de toxicidade aguda. Os valores encontrados ndo foram
testados no estudo, mas revelam a importancia de estimar limites de tolerdncia para as

espécies nas diferentes condi¢fes de producdo, considerando as intera¢fes da biologia dos
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animais com as variagdes abidticas do meio. O conhecimento disponivel sobre as muitas
espécies de peixes produzidas comercialmente no mundo é ainda incipiente em relagdo aos
limites de tolerdncia dos compostos nitrogenados, ja que os sistemas de producdo de peixe,
nos diferentes regimes de exploracdo, estdo implantados em todas as condicfes ecoldgicas
possiveis. Assim sendo, 0s niveis de seguranga para compostos nitrogenados devem ser
investigados individualmente pelos produtores, em seus diferentes sistemas de producéo
aquicola considerando as variaveis limnolégicas existentes.

A alta toleréncia do Betta splendens a amonia ao nitrito e a condi¢des de hipdxia
podem ser atribuida a questBes evolutivas, o beta € oriundo dos paises asiaticos e encontrado
naturalmente nas ldminas de agua das plantacfes de arroz, que tem como caracteristica aguas
estagnadas com baixo teor de oxigénio dissolvido e ricas em matéria organica. Tais
caracteristicas sdo favoraveis para produtores ornamentais. Os animais podem ser produzidos
em aguas com baixo teor de oxigénio dissolvido e necessitam de pouca renovacdo de agua
tornando esses peixes adaptados a condi¢cbes que seriam extremamente indesejaveis para
outras espécies. A altura da coluna de agua também é importante em seu cultivo, ja que o
beta precisa buscar o ar atmosférico para respirar, se existir algum obstaculo que o impeca de
subir a superficie para respirar o animal pode morrer, mesmo que exista oxigénio dissolvido
em abundancia na &gua. Mesmo sendo tolerante aos compostos nitrogenados, estes ndo devem
se acumular dentro do sistema, pois conforme relatado no trabalho os nitrogenados interferem
no crescimento e desenvolvimento saudavel da espécie, e das caracteristicas ornamentais
como corrosdo das nadadeiras e coloracao palida, o que seria causa de elevados prejuizos para
0 produtor.

Os danos e lesdes observadas no presente estudo demonstram efeitos adversos nas
branquias do Betta splendens expostos a crescentes concentrac@es de amonia e nitrito. Esses
danos podem afetar o funcionamento normal das branquias e resultar em mortalidade, reducéo
no crescimento, desenvolvimento, reproducdo e acarretar prejuizos dentro de um sistema de

producéo.

5. CONCLUSAO
Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que 0 peixe ornamental
Betta splendens € tolerante a altas concentracdes de amdnia e também de nitrito. Entretanto,
os valores obtidos nesta pesquisa fornecem informacdes individuais do limite de toxicidade

agudo para cada idade estudada, ndo pode ser utilizado como base para peixes de agua doce
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em geral, ja que o limite de seguranca dos compostos nitrogenados aménia e nitrito para cada
espécie devera ser estudado levando em consideracdo as condi¢cdes do ambiente e a tolerancia
da espécie cultivada.

As analises histopatologicas e a microscopia eletrénica de varredura das branquias
foram essenciais para estimar as concentracdes que podem afetar a integridade das lamelas e
causar prejuizo econdmico ao produtor. Além de se mostrar uma importante ferramenta para

investigar biomarcadores de contaminagdo aquatica.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados dos testes de toxicidade e as alteragdes histopatoldgicas identificadas nas
branquias dos peixes estudos indicam a necessidade de mais atencdo para o estabelecimento
de critérios para a qualidade da agua. Os valores dos niveis de seguranga encontrados no
presente trabalho ndo devem ser utilizados para teledsteos em geral. A determinacdo dos
limites de tolerancia aos compostos nitrogenados deve ser investigada de acordo com a
espécie trabalhada levando em consideracdo as condi¢fes ambientais. Futuros trabalhos
deverdo ser realizados para investigar de forma mais precisa os efeitos crénicos dos
compostos nitrogenados no crescimento e desenvolvimento do peixe ornamental Betta

splendens.
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