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EPIGRAFE

Entdo lhes contou esta pardbola: "A terra de certo homem rico produziu muito bem.
Ele pensou consigo mesmo: ‘O que vou fazer? Nédo tenho onde armazenar minha colheita’.

"Entdo disse: ‘Ja sei o que vou fazer. Vou derrubar os meus celeiros e construir outros
maiores, € ali guardarei toda a minha safra e todos 0s meus bens.

E direi a mim mesmo: Vocé tem grande quantidade de bens, armazenados para muitos anos.
Descanse, coma, beba e alegre-se’.

"Contudo, Deus lhe disse: ‘Insensato! Esta mesma noite a sua vida lhe sera exigida. Entdo,
quem ficara com o que vocé preparou?’

"Assim acontece com quem guarda para si riquezas, mas nao € rico para com Deus".

Dirigindo-se aos seus discipulos, Jesus acrescentou: "Portanto eu lhes digo: ndo se preocupem
com suas proprias vidas, quanto ao que comer; nem com seus proprios corpos, quanto ao que
vestir.

A vida é mais importante do que a comida, e 0 corpo, mais do que as roupas.

Observem os corvos: ndo semeiam nem colhem, ndo tém armazéns nem celeiros; contudo,
Deus os alimenta. E vocés tém muito mais valor do gque as aves!

Quem de voceés, por mais que se preocupe, pode acrescentar uma hora que seja a sua vida?

Visto que vocés ndo podem sequer fazer uma coisa tdo pequena, por que Se preocupar com o
restante?

"Observem como crescem os lirios. Eles ndo fiam, nem tecem. Contudo, eu lhes digo que nem
Salomao, em todo o seu esplendor, vestiu-se como um deles.

Se Deus veste assim a erva do campo, que hoje existe e amanha é lancada ao fogo, quanto
mais vestira vocés, homens de pequena fé!

N&o busguem ansiosamente o que hdo de comer ou beber; ndo se preocupem com isso.
Pois 0 mundo pagao é que corre atrds dessas coisas; mas 0 Pai sabe que vocés precisam delas.
Busquem, pois, o Reino de Deus, e essas coisas Ihes serdo acrescentadas.

Lucas 12:16-31
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RESUMO

A presenca de compostos nitrogenados em ambientes de confinamento e produgéo comercial
de peixes € algo frequente. Estes compostos podem ser encontrados na forma de NH3z, NO2 e
NOs", que podem atingir elevados niveis especialmente em sistemas de alta retencdo de agua.
A ambdnia é a forma nitrogenada mais toxica para 0s organismos aquaticos devido a sua
capacidade de provocar danos ao organismo. A tilapia do Nilo é umas das espécies de peixes
mais cultivadas no mundo, contudo, sua producdo em sistemas intensificados, encontra
problemas relativos ao acimulo de aménia. Diante do exposto, o presente trabalho teve por
objetivo estimar a concentragdo segura deste composto para juvenis de tilapia, estudar e avaliar
as alteracOes causadas nos tecidos, hematico e branquial, decorrentes da exposicao aguda e
subcrénica a aménia e a eficacia do periodo de desintoxicacdo, buscando compreender o reflexo
deste composto na criacdo de peixes. Os testes de toxicidade aguda duraram 96 h, enquanto o
teste subcrénico e o periodo de desintoxicagdo duraram 8 e 4 dias, respectivamente. Grupos de
12 juvenis de tilapia (12,76£1, 24 cm e 34, 07+£10,42 g) foram alocados em 20 tanques de 100
L de &gua e constituiram os tratamentos que receberam concentrac@es crescentes de amonia,
com excecdo do periodo de desintoxicacdo. Todos os tratamentos foram realizados com duas
réplicas. Na etapa aguda, os animais foram submetidos as concentrac¢des 0,42+0,03; 0,87+0,18;
1,52+0,25; 2,00+0,21; 3,77+0,46; 5,02+0,50; 5,52+0,63; 8,43+ e 8,71+0,06 mg/L N-NH3 e na
etapa cronica as de 0,42+0,03; 0,87+0,18; 1,52+0,25; 2,00+0,21 e 3,77+£0,46 mg/L N- NHzs. Os
animais remanescentes dos testes agudo e cronico perfizeram os tratamentos 6 e 12 mg/L N-
AT, etapa de desintoxicacdo. A CLso estimada para amdnia em 24, 48, 72 e 96 h neste estudo
foi de 133,29; 124,58; 113,52 e 112,57 mg/L N-AT; 6,08; 5,32; 4,42 e 4,35 mg/L N-NHs,
respectivamente. Os parametros médios de lactato, ALT, AST, glicose e ureia foram maiores
nas concentracdes mais elevadas em comparacdo ao controle (P<0,05). A analise
histopatoldgica revelou alteracBes nas branquias dos animais expostos a aménia nos testes
agudo (96 h), subcrénico (8 dias) e nos animais do periodo de desintoxicacdo (4 dias).
Hiperplasia com fusdo lamelar, perda da estrutura lamelar secundaria, lamelas tortuosas com
severa perda da estrutura, necrose, descolamento do epitélio, hiperplasia, aneurisma e edema
foram lesGes encontradas nas branquias de animais do teste agudo e subcrdnico. Houve
recuperacao nas branquias de animais que passaram para o periodo de desintoxicacédo, contudo,
ainda apresentavam algumas alterac6es. Os juvenis de tilapia se mostraram tolerantes a aménia
e 0s niveis de seguranga estimados foram considerados de fato seguros. O periodo de

desintoxicacdo é eficiente para a recuperacdo de juvenis de tilapia intoxicados por amonia.



ABSTRACT

The presence of nitrogen compounds in closed environments and commercial fish production
is frequent. These compounds can be found in the form of NHs, NO2" and NOs", which can
reach high levels especially in water retention systems such as Recirculated Aquaculture
Systems (RAS) and Biofloc Technology (BFT). The toxicity of each of these compounds to
culture animals is dependent on the concentration in the environment. Among the nitrogenous
forms cited, ammonia is the most toxic to aquatic organisms due to its ability to cause damage
to the animal's body. Nile tilapia is one of the most cultivated species of fish in the world, yet
its production in intensified environments encounters problems with ammonia accumulation.
In view of the above, the objective of this study was to estimate the LCsg of this compound for
tilapia juveniles, besides studying and evaluating the changes caused in the hemic and gill
tissues due to the acute and subchronic exposure to ammonia and the effectiveness of the
detoxification period. The acute toxicity tests lasted 96 h, while the subchronic test and the
detoxification period lasted 8 and 4 days, respectively. Groups of 12 juveniles of tilapia
(12.76+1.24 cm and 34.07+£10.42 g) were allocated in 20 tanks of 100 L of water and constituted
the treatments that received increasing concentrations of ammonia, with exception of the
detoxification period. All treatments were performed with two replicates. In the acute stage, the
animals were submitted to concentrations 0,42+0,03; 0,87+0,18; 1,52+0,25; 2,00+0,21;
3,77+0,46; 5,02+0,50; 5,52+0,63; 8,43+ and 8,71+0,06 mg.L ™ - NH3-N and in the chronic stage
at 0,42+0,03; 0,87+0,18; 1,52+0,25; 2,00+0,21 and 3,77+0,46 mg.L* NHs-N. The remaining
animals from the acute and subchronic tests were used in subchronic experiment (06 and 12
mg. L TA-N). The estimated LCso for ammonia at 24, 48, 72 and 96 h in this study was 133.29;
124.58; 113.52 and 112.57 mg.L* TA-N; 6.08; 5.32; 4.42 and 4.35 mg.L* NH3-N, respectively.
The mean lactate, ALT, AST, glucose and urea parameters increased in the higher ammonia
concentrations compared to the control (P <0.05). Histopathological analysis revealed
alterations in the gills of animals exposed to ammonia in the acute (96 h), subchronic (8 days)
and detoxification (4 days) tests. Hyperplasia with lamellar fusion, loss of secondary lamellar
structure, lamellae with severe loss of structure, necrosis, epithelial detachment, hyperplasia,
aneurysm and edema were lesions found in the gills of the acute and subchronic test animals.
There was recovery in the gills of animals that went to the detoxification period, however, they

still presented alterations. Tilapia juveniles were tolerant to ammonia and the estimated safety



levels were considered real. The detoxification period is efficient for the recovery of tilapia

juveniles intoxicated by ammonia.
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1 INTRODUCAO

A crescente populacdo humana (9,7 bilhdes de pessoas em 2050) (FAO, 2016),
tem demandado cada vez mais por fontes alternativas de alimento. A pesca e a aquicultura
sdo importantes setores responsaveis pela alimentacdo de uma parcela significativa dessas
pessoas em todo o mundo. Entre os anos de 2013 e 2015, a pesca contribuiu com 56%,
enquanto a aquicultura contribuiu com 44% de todo o pescado consumido no mundo
(166,8 milhdes de toneladas) (FAO 2016). Contudo, estima-se que até 2025 esse quadro
sofra uma inversao, passando a pesca a contribuir com 48% e a aquicultura com 52%
(FAO, 2016).

As principais espécies produzidas pela aquicultura no mundo s&o provenientes de
cultivo em agua doce. Segundo dados da FAO (2016), os produtos da aquicultura
continental giraram em torno de 47,1 milhdes de toneladas, enquanto a aquicultura
marinha contribuiu com 26,1 milhGes de toneladas. No Brasil, a aquicultura é
desenvolvida em todas as unidades da Federagdo, sendo a piscicultura continental a
principal modalidade praticada em todo o pais. A producéo total da piscicultura brasileira,
em 2016, foi de 507,12 mil toneladas (IBGE, 2016). A principal espécie cultivada no pais
é a tildpia, cujo valor de producdo em 2016 girou em torno de 1,3 bilh&o de reais (IBGE
2016). Constatou-se também um aumento de 9,3% na producdo da espécie em relacéo a
2015 (IBGE 2016). Em termos globais, a tilapia ocupa a segunda colocagdo no ranking
dos peixes de agua doce mais produzidos, que € liderado pelas carpas (FAO, 2016).

As tilapias sdo conhecidas em todo 0 mundo como peixes com elevada rusticidade
e capacidade de adaptagdo a uma diversidade de condi¢cbes ambientais: baixa
concentracédo de oxigénio dissolvido, ampla faixa de temperatura, salinidade e tolerancia
aos compostos nitrogenados. Essa plasticidade, entre outros fatores foi o que colocou a
tilapia, juntamente com as carpas no topo da lista dos peixes mais produzidos do mundo
(El-Sayed, 2006). Contudo, os ambientes de cultivo, cada vez mais intensificados, tanto
quanto possivel, oferecem riscos a salde dos animais, bem como ao seu desempenho
zootécnico. A necessidade do manejo nos sistemas de producdo, assim como as eventuais
oscilacbes de temperatura, oxigénio, pH, alcalinidade e a exposicdo a certas
concentragcdes dos diferentes compostos nitrogenados podem acabar por colocar os
animais em um quadro de estresse. Em decorréncia disso, os resultados podem ser de
debilidade dos animais, prejuizos a reproducdo, ao crescimento, vulnerabilidade as

doencas, entre outras consequéncias.
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Dada a importancia crescente da tilapia para a aquicultura, faz-se necessario o
estudo voltado especialmente & qualidade do ambiente de cultivo, de forma a otimizar sua
producdo. Entre os possiveis agentes estressores no ambiente de cultivo, estdo os
compostos nitrogenados, quais sejam: amonia, nitrito e nitrato, que podem causar
problemas a satde dos animais por meio de seus efeitos agudos, subcronicos ou crénicos.
A amdnia é um dos compostos mais importantes para os peixes e em funcéo da escassez
de informacdes mais aprofundadas a respeito de sua interacdo com estes organismos, faz-
se necessario o estudo mais aprofundado de seus efeitos deletérios sobre a tilapia, dada

sua importancia econémica no cenario mundial.

2 REVISAO DE LITERATURA

A tilapia do Nilo

Pertencentes a familia Cichlidae (Perciformes), as tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) sdo peixes de agua doce oriundos da Africa, mas que foram introduzidos em
muitas regides tropicais, subtropicais e temperadas ao longo da segunda metade do século
20 (Pillay, 1990). Essa dispersao em diversas regides do globo foi possivel gracas a uma
plasticidade peculiar a tilapia, mas o que de fato a tornou uma candidata ideal para a
aquicultura, especialmente em paises em desenvolvimento, foram as seguintes
caracteristicas: crescimento rapido; tolerdncia a uma ampla gama de condi¢des
ambientais (como temperatura, salinidade, baixo oxigénio dissolvido e compostos
nitrogenados.); resisténcia ao estresse e a doenca; capacidade de se reproduzir em
cativeiro e curto periodo entre geragdes; alimentacdo em baixos niveis tréficos e aceitacdo
de alimentos artificiais imediatamente apds a absor¢éo do saco vitelino (El-Sayed, 2006).

Com valores proximos de 4 milhGes de toneladas, a tilapia ocupa a segunda
colocacdo no ranking dos peixes de dgua doce mais produzidos no mundo, atras apenas
das carpas, que somam 22,6 milhdes de toneladas (FAO, 2016). O numero de paises
produtores de tilapia passa de 100 e dentre eles esta o Brasil, cuja producao esta ao redor
de 239,09 mil toneladas, sendo o peixe de dgua doce mais produzido no pais no ano de
2016 (47,1%) (IBGE, 2016).

Apesar de sua conhecida capacidade de tolerar condi¢des adversas nos ambientes
de cultivo, a tilapia necessita que sejam atendidos requisitos minimos ndo somente para

a sua sobrevivéncia, mas para que tenha um desempenho zootécnico satisfatério. O
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ambiente, por sua vez, esta constantemente sujeito a alteragdes fisico-quimicas, como de
temperatura, oxigénio dissolvido, pH, e acimulo de compostos nitrogenados. Estas
alteragbes podem decorrer de fendbmenos naturais ou de agdes antropicas, como o
adensamento dos animais, arragoamento inadequado, entre outras intervengdes que

podem interferir na dindmica do ambiente de cultivo.

A qualidade da dgua em cultivos de organismos aquéticos

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece os requisitos
minimos de qualidade de agua que os empreendimentos aquicolas devem atender para o
cultivo seguro de organismos aquaticos. A qualidade da agua é classificada segundo
parametros fisicos, quimicos e bioldgicos, e o conhecimento destes fatores é fundamental
para nortear o caminho na implantacdo ou manutencdo de empreendimentos aquicolas,
uma vez que, ndo sé a sobrevivéncia, mas o desempenho zootécnico dos organismos
cultivados esta intimamente atrelado a qualidade do ambiente de cultivo.

Espera-se dos animais confinados em cultivos que estes atendam a expectativas
tais como: maxima sobrevivéncia, reproducdo de qualidade e em periodos regulares, boa
conversdo alimentar e crescimento (Sanchez e Matsumoto, 2012). Contudo, essas
expectativas podem ser frustradas diante de resultados insatisfatorios que podem ter sua
origem na ma qualidade do ambiente, em circunstancias em que o0s requisitos exigidos
pela espécie ndo sdo atendidos, tais como: concentracdo de oxigénio dissolvido, pH,

temperatura, alcalinidade, condutividade e valores reduzidos de amdnia e nitrito.

Dinamica dos compostos nitrogenados na agua e a toxicidade da aménia para
organismos aquaticos

Nos ambientes de cultivo, a alimentacdo dos peixes é normalmente feita por
racGes com elevado nivel proteico. O percentual de proteinas que ndo é aproveitado pelo
organismo animal é excretado principalmente na forma de amonia ndo ionizada na gua.
Logo, quanto maiores, a ingestdo de um mesmo alimento e a porcentagem de proteina na
racao, maior serd a excrecdo amoniacal (Randall e Tsui, 2002). A amonia também pode
ser oriunda da aplicacdo de fertilizantes e adubagéo orgénica apos a sua mineralizagdo
por microorganismos presentes no meio.

No ambiente aquatico (em meio oxidante), a amonia sofre oxidagéo realizada por
bacterias nitrificantes (principalmente do género Nitrosomonas), sendo transformada em
nitrito (NO2") (vide reacdo 1) (Baldisserotto, 2016).
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NH4" + 1 1/2 O, > NO2" + 2H" + H20 (1)

J& o nitrito, ao ser oxidado principalmente por bactérias do género Nitrobacter, é

convertido a nitrato (NO3") (vide reagéo 2) (Baldisserotto, 2013):
%02+ NO2 = NOs (2)

A amonia é encontrada no meio hidrico nas formas: ionizada (NH4" ou aménio) e
nédo-ionizada (NHs, amdnia ou amodnia gasosa). A proporcao dessas formas no ambiente
aquatico dependera principalmente do pH e, em menor escala, da temperatura e da
concentracdo de ions na agua. A forma ndo ionizada € extremamente toxica e passivel de
se difundir através das membranas bioldgicas (Baldisserotto, 2016). Isso se da devido a
caracteristica lipofilica da aménia (NHs), sendo facilmente excretada através das
membranas respiratorias, ao passo que o ion aménio (NH4") possui menor capacidade de
se difundir pelas membranas, dada sua caracteristica lipofobica (Randall e Tsui, 2002).

O acumulo de am6nia no ambiente de cultivo e no organismo dos peixes pode
promover uma série de consequéncias fisiologicas, tais como: desordens celular em
Orgdos e sistemas; paralisacdo da atividade alimentar e consequente queda na taxa de
crescimento; prejuizos a atividade osmorregulatéria e ao transporte de oxigénio aos
tecidos; modificacdes histoldgicas nos rins, figado, baco, tecidos tiredideos e alteracfes
sanguineas; além de tornarem 0s animais mais suscetiveis as doencas (Miranda-Filho et
al., 2009; Miranda-Filho e Costa, 2016; Silva et al., 2018). Além disso, a intoxicacao por
amonia afeta o crescimento de uma forma ainda mais direta, quando bloqueia o processo
de fosforilacdo oxidativa, impedindo a conversdo da energia dos alimentos em ATP
(Russo, 1985).

Testes de toxicidade

Os testes de toxicidade sdo ferramentas de grande importancia na toxicologia
aquatica e suas diretrizes para aplicacdo sdo estabelecidas por 6érgdos normativos
especificos como a Associa¢dao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), “United States
Enviromental Protection Agency” (USEPA) e “European Environment Agency” (EEA).

Nos testes de toxicidade com organismos aquaticos, objetiva-se identificar os
efeitos adversos causados por agentes quimicos presentes no ambiente, bem como as
concentragdes que afetam a satde dos animais (Miranda-Filho et al., 2009; Miranda-Filho
e Costa, 2016). Na aquacultura, estes testes sdo ferramentas de elevada importéncia para
se verificar a tolerancia dos organismos aquaticos a poluentes como compostos

nitrogenados ou a farmacos.
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Para tanto, sdo realizados bioensaios com os organismos de interesse, que podem
ser submetidos a testes de toxicidade de natureza aguda ou cronica. Os testes agudos séo
ensaios de curto periodo que resultam em respostas rapidas quanto aos efeitos tdxicos
letais provocados pelos compostos quimicos sobre os organismos aquéaticos. A
determinacdo da Concentracdo Letal Mediana (CLso), que pode variar entre 24 a 96 h, é
0 objetivo principal do teste agudo. A CLso é definida como a concentragdo suficiente
para levar a 6bito 50% dos animais submetidos ao ensaio. Por meio dos resultados dos
testes agudos, pode-se estabelecer valores seguros dos produtos quimicos para 0s animais,
além de fornecer informacgdes bésicas para testes mais criteriosos como 0s testes
subcrénicos e cronicos. Os testes subcronicos e cronicos, por sua vez, baseiam-se na
exposi¢do dos organismos-teste durante um periodo significativo de suas vidas ao agente
toxico em concentragdes sub-letais. Os efeitos causados pela exposicao a agentes toXicos
podem ser avaliados por meio de analises histoldgicas, hematoldgicas e comportamentais,

que sdo conhecidos como biomarcadores.

Biomarcadores

Os biomarcadores, em um sentido amplo, sdo definidos como medidas que
refletem interacOes entre sistemas bioldgicos e riscos potenciais, que podem ser quimicos,
fisicos ou biolégicos (WHO, 1993). Sédo alteracBGes decorrentes de respostas bioldgicas
que podem estar associadas a exposicdo aos compostos toxicos presentes no ambiente
(Peakall, 1994), podendo fornecer informacdes importantes sobre a exposicao e 0 estresse
toxico do organismo (Oost et al., 2003; Silva et al., 2018). Quadros de estresse provocados
por poluentes normalmente desencadeiam uma cascata de respostas bioldgicas, cada uma
das quais podem, em teoria, servir como biomarcadores (McCarthy et al., 1991). Dessa
forma, medicdes de fluidos corporais, células ou tecidos e até mesmo comportamento que
indiguem em termos bioguimicos ou celulares a presenca de contaminantes podem ser
definidos como biomarcadores (Monserrat et al., 2007) e sdo considerados importantes
ferramentas na pesquisa com organismos aquaticos.

Alteraces bioquimicas e fisiolégicas no organismo podem se manifestar em
consequéncias histopatoldgicas, caracterizadas por lesbes celulares, teciduais ou nos
orgaos (Hinton e Laurén, 1990; Hinton et al., 1992). A intoxicacdo por poluentes
aquaticos pode desencadear esse processo e 0 exame (histologico) de 6rgéaos especificos
e células alvo pode se constituir em biomarcadores eficazes para tipificar os danos

provocados pela intoxicacdo. Os biomarcadores histopatoldgicos permitem diferenciar
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lesBes induzidas por doencas e outros fatores do meio ambiente, daquelas resultantes da
exposicdo a poluentes (Schwaiger et al., 1997; Silva et al., 2018). Em organismos
aquaticos, as branquias, o figado e os rins sdo biomarcadores histopatoldgicos de grande
importancia no estudo relacionado a contaminacao por poluentes aquaticos, uma vez que
estdo em contato direto com agentes tOXicos presentes na agua e por exercer funcgdes tais
como: metabdlicas, de excrecdo e osmorregulacdo (Bernet et al., 1999).

As branquias sdo 6rgaos com fungdes vitais para os peixes, sendo nelas realizadas
funcGes como: troca de gases, regulacdo idnica, equilibrio &cido-base e excrecdo de
residuos nitrogenados (Evans, 1987). Devido ao seu contato constante com 0 meio
externo, este 6rgdo é o primeiro alvo de poluentes presentes na dgua, estando sujeito ao
aparecimento de alteragdes histopatologicas (Mallatt, 1985). Quando expostas a
poluentes, as branquias apresentam alteracdes para fazer frente a intoxicacdo, ocorrendo
em muitos casos 0 aumento da distancia entre as lamelas e, dessa forma, diminuindo a
area de contato com o poluente. Essa reacdo, no entanto, culmina na diminuicdo de
incorporacgdo de oxigénio, podendo evoluir para um quadro de hipdxia no peixe (Evans
et al., 2006; Miron et al., 2008; Silva et al., 2018).

O sangue dos peixes € um biomarcador cada vez mais utilizado em pesquisas
toxicoldgicas e de monitoramento ambiental, atuando como indicador de alteracdes
fisiolOgicas e patoldgicas decorrentes de circunstancias estressantes (Vazquez e Guerrero,
2007; Silva et al., 2018). O reflexo fisiopatolégico de todo o corpo é expressado no
sangue, sendo seus parametros de grande importancia no diagnéstico estrutural e
funcional dos peixes expostos a substancias toxicas (Adhikari et al., 2004). Dessa forma,
analises de sangue em peixes submetidos as concentracfes toxicas de aménia podem
expressar valores anormais de ions, enzimas e células plasmaticas, constituindo respostas
de grande valor para o conhecimento do quadro clinico dos animais (Vazquez e Guerrero,
2007; Silva et al., 2018).
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4 OBJETIVOS
e Analisar a toxicidade aguda da amonia e seu nivel de seguranca em juvenis
da tilapia Oreochromis niloticus em ambiente semi-estatico, estimando as
ConcentragOes Letais Medianas (CLso) em 24, 48, 72 e 96 h.
e Demonstrar as alteracdes causadas nos tecidos hemaético e branquial
decorrentes da exposicdo aguda e cronica a amonia e verificar a eficacia do

periodo de desintoxicacao.
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RESUMO

A aménia é o composto nitrogenado mais toxico para organismos aquaticos em sistemas
de cultivo e pode causar diversos prejuizos a satde dos animais. Diante disso, 0 presente
trabalho teve por objetivo estimar a CLso deste composto para juvenis de tilapia, além de
estudar e avaliar as alteracdes causadas nos tecidos hematico e branquial decorrentes da
exposicdo aguda e cronica a amonia e a eficacia do periodo de desintoxicacdo, buscando
compreender o reflexo deste composto na criagdo de peixes. Os testes de toxicidade aguda
tiveram duracdo de 96 h, enquanto o teste subcrdnico e o periodo de desintoxicacao
duraram 8 e 4 dias, respectivamente. Grupos de 12 juvenis de tilapia (12,76+1,24 cm e
34,07+£10,42 g) foram alocados em 20 tanques de 100 L de &gua e constituiram os
tratamentos que receberam concentracdes crescentes de aménia, com excecao do periodo
de desintoxicacdo. Todos os tratamentos foram realizados com duas réplicas. Na etapa
aguda, os animais foram submetidos as concentracdes 0,42+0,03; 0,87+0,18; 1,52+0,25;
2,00£0,21; 3,77+0,46; 5,02+0,50; 5,52+0,63; 8,43+ e 8,71+0,06 mg/L N-NHz3 e na etapa
subcrénica a 0,42+0,03; 0,87+0,18; 1,52+0,25; 2,00+0,21 e 3,77+0,46 mg/L N- NHzs. Os
animais remanescentes dos testes agudo e subcrdnico foram mantidos nos tratamentos 6
e 12 mg/L N-AT, etapa de desintoxicacdo. A CLso estimada para aménia em 24, 48, 72 e
96 h foi de 133,29; 124,58; 113,52 e 112,57 mg/L N-AT; 6,08; 5,32; 4,42 e 4,35 mg/L N-
NH3, respectivamente. Os parametros medios de lactato, ALT, AST, glicose e ureia foram
maiores nas concentragfes mais elevadas, em comparacdo ao tratamento controle

(P<0,05). A analise histopatoldgica revelou alteragdes nas branquias dos animais
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expostos a amonia nos testes agudo (96 h), subcrdnico (8 dias) e nos animais do periodo
de desintoxicacdo (4 dias). Hiperplasia com fusdo lamelar, perda da estrutura lamelar
secundaria, lamelas tortuosas com severa perda da estrutura, necrose, descolamento do
epitélio, hiperplasia, aneurisma e edema foram lesbes encontradas nas branquias de
animais do teste agudo e subcronico. Houve recuperagdo nas branquias de animais que
passaram para o periodo de desintoxicacdo, contudo, ainda apresentavam alteragdes. Os
juvenis de til&pia se mostraram tolerantes a amonia e os niveis de seguranc¢a estimados
foram considerados de fato seguros. O periodo de desintoxicacdo é eficiente para a

recuperacdo de juvenis de tilapia intoxicados por amonia.

ABSTRACT

Ammonia is the most toxic nitrogenous compound for aquatic organisms in aquaculture
systems and can cause various health hazards to animals. The aim of the present work
was to estimate the LCso of ammonia for tilapia juveniles, in addition to studying and
evaluating the changes caused in the hemic and gill tissues due to the acute and chronic
exposure and the effectiveness of the detoxification period, seeking to understand the
reflection of this compound in fish farming. The acute toxicity tests lasted 96 h, while the
subchronic test and the detoxification period lasted 8 and 4 days, respectively. Groups of
12 juveniles of tilapia (12.76£1.24 cm and 34.07+£10.42 g) were allocated in 20 tanks of
100 L of water and constituted the treatments that received increasing concentrations of
ammonia, with exception of the detoxification period. All treatments were performed
with two replicates. In the acute test, the animals were submitted to concentrations
0,42+0,03; 0,87+0,18; 1,52+0,25; 2,00£0,21; 3,77+0,46; 5,02+0,50; 5,52+0,63; 8,43+
and 8,71+0,06 mg.L* N-NHs and in the subchronic test at 0,42+0,03; 0,87+0,18;
1,52+0,25; 2,00+0,21 and 3,77+0,46 mg. L™ N-NH3. The remaining animals from the
acute and subchronic tests were from treatments 6 and 12 mg. L™ TA-N, detoxification
step . The estimated LCso for ammonia at 24, 48, 72 and 96 h in this study was 133.29;
124.58; 113.52 and 112.57 mg. L TA-N; 6.08; 5.32; 4.42 and 4.35 mg.L"? NHs-N,
respectively. The mean lactate, ALT, AST, glucose and urea parameters were higher with
increasing concentrations of ammonia when compared to the control treatment.
Histopathological analysis revealed alterations in the gills of animals exposed to ammonia
in the acute (96 h), subchronic (8 days) and detoxification (4 days) tests. Hyperplasia with
lamellar fusion, loss of secondary lamellar structure, lamellae with severe loss of

structure, necrosis, epithelial detachment, hyperplasia, aneurysm and edema were lesions
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found in the gills of the acute and subchronic test animals. There was recovery in the gills
of animals that went to the detoxification period, however, they still presented alterations.
Tilapia juveniles were tolerant to ammonia and the estimated safety levels were
considered real. The detoxification period is efficient for the recovery of tilapia juveniles

intoxicated by ammonia.

5.1 INTRODUCAO

Os desafios de se prover proteina animal a uma populacdo que cresce
vertiginosamente (9,7 bilhGes de pessoas em 2050) (FAO, 2016), passam cada vez mais
pelas potencialidades da aquacultura. A cada ano, a aquacultura contribui mais com a
producdo e o fornecimento de pescado, diferente da pesca, que se encontra em declinio
(FAO, 2016).

As principais espécies de peixes produzidas pela aquacultura no mundo séo de
agua doce e dentre elas estd a tilapia do Nilo Oreochromis niloticus, que ocupa o segundo
lugar no ranking de producdo mundial, estando apenas atras das carpas (FAO, 2016). A
tilapia alcancou este patamar de producdo devido a diversos fatores, tais como: boas
caracteristicas organolépticas, carne branca e firme, além de ser um peixe com elevada
rusticidade, sendo capaz de suportar ambientes com baixa concentragdo de oxigénio
dissolvido, ampla faixa de temperatura, salinidade e tolerancia a compostos nitrogenados
(El-Sayed, 2006). Contudo, a necessidade de intensificacdo dos sistemas de cultivo, que
ocorre em funcdo de fatores como escassez de agua, regulacdes ambientais etc., podem
gerar problemas na qualidade de agua, dentre eles a presenca frequente de compostos
nitrogenados, toxicos aos peixes (Costa et al., 2008; Miranda-Filho e Costa, 2016; Silva
etal., 2018).

Os compostos nitrogenados sdo oriundos, principalmente, da excrecdo dos
animais e do alimento ndo consumido por eles (Esteves, 1998). As formas nitrogenadas
mais importantes para os peixes em ambientes de cultivo sdo a aménia (NH3), 0 nitrito
(NO2) e o nitrato (NO3’). A dindmica dessas formas nos corpos hidricos se d& como se
segue: a amdnia, produto do catabolismo proteico, passa por um processo de oxidagao
realizado por bactérias nitrificantes (principalmente do género Nitrosomonas), sendo
transformada em nitrito, que por sua vez € convertido a nitrato principalmente pela acéo
de bactérias do género Nitrobacter (Baldisserotto, 2013).

Dentre os compostos citados, a amdnia é o mais toxico (Regnault, 1987), estando

presente no meio aquoso nas formas ionizada (NH4s ou amonio) e nao-ionizada (NHs,
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amobnia ou amonia gasosa) (Carmouze, 1994). Essas formas véao depender
majoritariamente do pH e, em menor escala, da temperatura e da concentracéo de ions na
agua. A forma ndo ionizada é mais toxica para os peixes, sendo facilmente difundida pelas
membranas bioldgicas (Baldisserotto, 2016), ao passo que 0 NH4* possui menos afinidade
pelas membranas, dada sua caracteristica lipofébica (Randall e Tsui, 2002).

A intoxicacdo por amonia pode desencadear nos peixes sérias consequéncias
fisiologicas, tais como: deficiéncia no processo de osmorregulagdo, excrecdo e no
transporte de oxigénio para os tecidos, além de alteracGes histoldgicas nas branquias, rins,
figado, baco e tecidos tiredideos (Colt e Armstrong, 1981). A intoxicacdo por amdnia
também pode afetar o crescimento dos animais por influenciar a fosforilagdo oxidativa,
situacdo em que a conversdo da energia dos alimentos em ATP é prejudicada (Russo,
1985). A constatacdo dos tipos de lesGes e outras possiveis alteraces fisiologicas
provocadas pela intoxicacdo da aménia nos animais pode ser feita por meio da analise de
pardmetros bioldgicos, como fluidos corporais e tecidos especificos, conhecidos como
biomarcadores (Peakall, 1994; Silva et al., 2018).

Os biomarcadores sdo ferramentas fundamentais no campo da investigacao
relacionada as acdes de agentes toxicos sobre os animais. Qualquer resposta bioldgica
desencadeada por um quimico ambiental ao nivel subindividual, que seja medido no
organismo ou em seus produtos, apontando desordens incomuns que ndo sao observadas
em um individuo intacto, podem ser considerados biomarcadores (Ventura et al., 2015).
Na aquacultura, as consequéncias fisioldgicas provocadas pela intoxicacao de peixes por
compostos nitrogenados sdo também investigadas por meio do uso de biomarcadores,
sendo seus componentes biol6gicos utilizados para este fim (Arias et al., 2007; Silva et
al., 2018).

Os testes de toxicidade aguda e subcrdnica tém sido utilizados com frequéncia em
estudos voltados para a padronizacdo de valores aceitaveis de compostos t6xicos como
amonia e nitrito em cultivos de organismos aquéticos (Randall e Tsui, 2002; Miranda-
Filho et al., 2009; Miranda-Filho e Costa, 2016). Contudo, o processo de desintoxicacao
e 0S seus mecanismos inerentes sdo pouco relatados. Sabe-se que algumas lesdes
provocadas por agentes toXxicos sdo passiveis de serem sanadas por meio do processo de
desintoxicacdo, uma vez que 0s peixes sdo capazes de se recuperar da agdo do poluente
(Bernet et al., 1999; Diaz-Quiroz e Echeverri, 2013; Fu et al., 2013; Silva et al., 2018).

Diante da problematica envolvendo o potencial téxico da aménia em ambientes

de cultivo intensivo e semi-intensivo de tilapias e a possibilidade da recuperacdo do
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organismo apos intoxicacdo, objetivou-se com este estudo avaliar a tolerancia de juvenis
de tildpia do Nilo O. niloticus a aménia, assim como estabelecer o nivel seguro deste
composto para a espécie, além de elucidar o processo de desintoxicagdo dos animais e
verificar as possiveis alteracdes das variaveis sanguineas e histopatoldgicas nas branquias

dos animais intoxicados.

5.2 MATERIAL E METODOS
Local e animais

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratorio de Aquacultura —
LAQUA do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Minas Gerais. O
presente trabalho foi organizado da seguinte forma: intoxicagdo aguda e subcronica com
amonia com juvenis de tilapia, seguida por periodo de desintoxicacdo. As analises
sanguineas foram conduzidas no Laboratério de Patologia Clinica e o processamento
histopatoldgico no Laboratério de Histopatologia, ambos pertencentes a Escola de
Veterinaria da UFMG.

Os juvenis de tilapia foram adquiridos do Laboratoério de Larvicultura (LAQUA).
Estes foram aclimatados pelo tempo de uma semana em um tanque de 2000 L de
polipropileno, com temperatura, salinidade, pH, oxigénio dissolvido e fotoperiodo,
aferidos com o auxilio de um pHmetro portétil (Hanna, modelo HI 98130), um oximetro
(Hanna, modelo HI 9146) para o controle e manutencdo do ambiente segundo

recomendado para a espécie.

Teste de toxicidade aguda e subcrdénica com juvenis de tilapia

Os experimentos de toxicidade seguiram o protocolo 106/11 aprovado pela
comissao de ética para uso de animais CEUA/UFMG.

Apds o teste preliminar para definicdo da faixa letal da aménia, seguiu-se com o
teste definitivo para a estimativa das concentracdes letais medianas (CLso) em 24, 48, 72
e 96 h, bem como o célculo do nivel de seguranga para a amonia.

O teste de toxicidade aguda foi realizado em 20 tanques de polietileno com
volume 0til de 100 L e volume adotado de 80 L. Nove concentracGes de amdnia, em
duplicata, foram testadas: 8,16 +0,56 mg/L N-AT (nitrogénio na forma de amoénia total),
0,42 £0,03 mg/L N-NHj3 (nitrogénio na forma de aménia ndo ionizada); 18,54+2,50 mg/L
N-AT, 0,87+0,18 mg/L N-NHs; 36,02+ 0,19 mg/L N-AT, 1,52+0,25 mg/L N-NHs;
70,50+3,05 mg/L N-AT, 2,00+0,21 mg/L N-NHzs; 132,20+ 5,22 mg/L N-AT, 3,77+0,46
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mg/L N-NHs; 94,20+ mg/L N-AT, 5,52+0,63 mg/L N-NHz; 92,58+2,36 mg/L N-AT,
5,02+0,50 mg/L N-NHs; 222,32+ mg/L N-AT, 8,43+ mg/L N-NHs; 267,08 mg/L N-AT,
8,71+0,06 mg/L N-NH3 com uma réplica, somadas a condi¢cdo controle, também em
duplicata. Os tratamentos foram obtidos a partir de solucdo estoque de 60 g/L N-AT,
proveniente do cloreto de aménio (NH4Cl) SIGMA®. Doze peixes com comprimento
médio de 12,76 + 1,24 cm e peso de 34,07 £10,42 g foram usados em cada tratamento,
sendo mantidos em jejum, com o intuito de se preservar 0S meios experimentais.

Os tratamentos testados nos diferentes tanques foram definidos de forma
inteiramente casualizada. As unidades experimentais foram mantidas emersas em dois
tanques de 7000 L, sendo aquecidas por meio de banho termostatizado.

A partir das mortalidades, a cada 24 h, foram estimadas as CLso de 24 a 96 h
(Hamilton et al., 1977) e o nivel de seguranca (NS) proposto por Sprague (1971).

Finalizado o teste letal de 96 h de exposi¢édo, deu-se sequéncia ao teste subcrénico
com 0s animais que sobreviveram nas concentragdes testadas de amoénia. Nesta etapa, 12
animais por concentracdo foram mantidos durante 8 dias, sendo expostos as
concentracdes de 8,16 £0,56 mg/L N-AT, 0,42 £0,03 mg/L N-NHz; 18,54+2,50 mg/L N-
AT, 0,874£0,18 mg/L N-NHz; 36,02+0,19 mg/L N-AT, 1,52+0,25 mg/L N-NHs;
70,50+3,05 mg/L N-AT, 2,00+0,21 mg/L N-NHzs; 132,20+ 5,22 mg/L N-AT, 3,77+0,46
mg/L N-NHz, mais a condi¢do controle (tudo duplicata). As variaveis fisico-quimicas da
agua foram mantidas tais como na fase de curta duracdo. Os animais foram alimentados
durante essa fase com racdo extrusada da marca LAGUNA, para peixes onivoros (PB:
36%; E.E.: 7%,; fibra bruta: 4%; matéria mineral: 20%; umidade: 8%; vitamina C: 500
mg/Kg), fornecida 2 vezes ao dia até a saciedade aparente.

Durante os testes agudo e subcrénico, 0s animais que demonstravam estar no fim
da fase agbnica, apresentando auséncia de movimentos somaticos e do reflexo de fuga,
assim como, permanéncia em decubito lateral e constantemente no fundo do tanque,
foram retirados, contabilizados e destinados ao estudo de biomarcadores. Nesta etapa do
teste, antes das renovacdes, as concentracdes de amonia foram monitoradas e 50% dos

meios experimentais foram renovados diariamente.

Periodo de desintoxicagdo

Ao término da fase subcroénica deu-se inicio ao periodo de desintoxica¢do com 0s
animais remanescentes (2 do controle, 2 do tratamento 8,16 £0,56 mg/L N-AT, 0,42 +0,03
mg/L N-NHz e 3 do tratamento 18,54+2,50 mg/L N-AT, 0,87£0,18 mg/L N-NHs,
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tratamentos subletais, em duplicata). Nessa etapa, 0s meios experimentais foram 100%
renovados com &gua livre de amdnia e esse procedimento se repetiu durante 4 dias, a cada
24 h, com o intuito de promover a desintoxicagcdo dos animais ora expostos a aménia. A

coleta de peixes para a amostragem bioldgica ocorreu apenas ao término do experimento.

Variaveis fisico-quimicas

Os parametros de qualidade de &gua no experimento agudo e nas etapas
subcrénica e de desintoxicacao foram monitorados e mantidos de acordo com o ideal para
atilapia. A cada 24 h foram coletados os dados referentes ao pH, temperatura, salinidade
e condutividade com o auxilio do peagdmetro Combo (z 0,05) Hanna (modelo HI 98130).
O pH foi mantido na faixa de 7,09 e 7,96, enquanto a temperatura, controlada por meio
de aquecedores com termostatos, foi mantida na faixa de 25,15 e 27,95°C nos testes
agudo, subcrénico e de desintoxicacao.

O fotoperiodo foi mantido em 12 h e o oxigénio foi provido por meio de aeradores
portéateis, sendo que as concentracdes no teste agudo, subcrénico e de desintoxicagdo
variou entre 5,08 e 7,72 mg/L nos diferentes testes. Os parametros de oxigénio foram
monitorados com o oximetro da Hanna (modelo HI 9146).

As concentracOes de amonia, nas diferentes etapas da pesquisa, foram verificadas
por meio de andlise dos meios experimentais. Amostras de 100 mL de agua de cada
repeticdo e controles foram obtidas, sendo adicionados 2 mL de solucdo de ISA (Orion),
seguido por agitacdo em agitador magnético (Hanna, HI 190M). Posteriormente, a leitura
de AT foi feita com o auxilio de um eletrodo de ion seletivo, conectado a um peagametro
de bancada (Hanna, HI 2211). Ja para a estimativa da aménia ndo ionizada (N-NH?3), foi
utilizado o método descrito por Whitfield (1974), modificado por Ostrensky et al. (1992),
compreendendo o pH, temperatura, salinidade e a concentracdo total de aménia dos

diferentes tratamentos.

Analise bioquimica e hematoldgica

Os peixes coletados nas etapas de intoxicagao e desintoxicagéo tiveram o sangue
retirado por meio de puncdo cardiaca (acesso ventral), com o uso de seringa hipodérmica,
previamente heparinizada. Logo apds, os animais foram sacrificados por meio de secgédo
da medula, com retirada das branquias para posterior analise.

O sangue retirado dos animais foi transferido para microtubos da marca eppendorf

de 1,5 mL, com o anticoagulante heparina, a 10% do volume do sangue coletado. Do total
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de sangue coletado, uma aliquota de 4 uL foi destinada a analise de hemoglobina (HB)
por reacao de cianometahemoglobina, com kit comercial (Bioclin®, Belo Horizonte, MG,
Brasil). Ainda a partir do sangue total, um tubo capilar foi preenchido a 2/3 para anélise
de hematocrito (HT), que foi processado em centrifuga de microhematdcrito (Laborline,
Micro-spin), a 10.000 rpm por 5 minutos.

O sangue restante foi entdo centrifugado (centrifuga Mikro120, Hettich) a 10 rpm
por 1minuto e 30 rpm por 4 minutos. Por fim, o plasma foi coletado e transferido para
microtubos de 0,5 mL e analisado em aparelho Cobas Mira-Plus-Roche® (Roche
Diagnostic Systems) para deteccdo dos valores de alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FOAL), glicose (GLIC), albumina
(ALB), proteinas totais (PROT), ureia (URE), creatinina (CREA), com os respectivos Kits
de andlises laboratoriais da SINERMED®, e lactato (LAC) com kit de analise laboratorial
da BIOCLIN®,

Analises histoldgicas

Os tecidos amostrados foram fixados em solugdo Bouin durante 12 h, sendo em
seguida transferidos para etanol 70%. Apo6s a fixacdo dos tecidos, foram procedidos a
desidratacdo, a diafanizacdo, o emblocamento em parafina para posterior realizacdo de
cortes em microtomo (Leica RM 2235) e coracdo por hematoxilina e eosina.
Posteriormente a confeccdo das laminas histoldgicas, foram geradas imagens das mesmas
por meio do microscépio Leica (DM 4000 B), acoplado a um microcomputador.

Trés laminas com fragmentos de branquias de 3 peixes de cada tratamento dos
diferentes testes foram analisadas. A partir dessas informacdes foi feita uma descri¢do do
grau de acometimento de branquias em cada concentracdo de amdnia dos testes agudo,
subcronico e de desintoxicagéo.

A classificacdo das lesGes observadas nas branquias foi feita de acordo com o
proposto por Bernet et al. (1999): (1) importancia patolégica minima, onde o dano é
reversivel apos o término da exposicao ao toxico; (2) importancia patoldgica moderada,
onde a leséo é reversivel em alguns casos apos o término da exposicao; e (3) importancia
patoldgica grave, onde a lesdo é tipicamente irreversivel e leva a perda parcial ou total da
funcdo orgénica. Todas as lesGes foram avaliadas usando uma escala variando de: 0 =
inalterada, 2 = ocorréncia leve, 4 = ocorréncia moderada e 6 = ocorréncia grave. Os
valores intermediarios 1, 3 e 5 também foram considerados. Todas as avalia¢cdes foram

realizadas por um Unico avaliador.
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Utilizando o fator de importancia e o valor de pontuacdo, o indice de leséo
branquial (1G) foi calculado como: I = ) rp D ait (Aaw). Onde, rp = padréo de reacdo, alt =
alteracdo, a = pontuacdo, w = fator de importancia.

O indice atual representa o grau de lesdo branquial e quanto maior o indice, maior

o0 dano tecidual.

Andlise estatistica

As CLsg de amonia foram estimadas a partir dos dados de mortalidade a cada 24
h, por meio do programa “Trimmed Spearman Karber” (Hamilton et al., 1977) e o nivel
de seguranca foi obtido de acordo com Sprague (1971). Os dados bioquimicos,
hematoldgicos (dos animais) e as variaveis fisico-quimicas dos meios ambientais dos
testes de toxicidade aguda, subcrénica e de desintoxicacdo foram comparados por
ANOVA unidirecional, seguido pelo teste de Tukey (5% de probabilidade). Para as
referidas andlises foi utilizado o programa Statistical Analysis System (SAS Institute,
version 8.0). Como pré-requisito da ANOVA, os dados foram submetidos a avaliacéo de

normalidade (Cramer-von Mises) e homocedasticidade das variancias (Levene's).

5.3 RESULTADOS

Parametros de qualidade de agua

O valor médio do pH para os testes de toxicidade com amdnia foi de 7,630, 21.
N&do houve diferencas significativas referentes aos valores de pH nos testes agudo,
subcrénico e de desintoxicacdo. Os dados médios de temperatura, condutividade e
salinidade para os referidos testes foram respectivamente de: 26,7+ 0,87°C; 1,08+1,38
puS/ecm; 0,43+0,25%eo.

Testes de toxicidade aguda da amdnia

O teste de toxicidade aguda da amdnia permitiu estimar a CLso para 24, 48, 72 e
96 h, cujos valores respectivos foram 133,29; 124,58; 113,52 e 112,57 mg/L N-AT; 6,08;
5,32; 4,42 e 4,35 mg/L N-NHj3, respectivamente. Os niveis de seguranca foram calculados
de acordo com Sprague (1971) e os valores estimados foram os seguintes: 11,26 mg/L N-
AT e 0,44 mg/L N-NH3s.

No decorrer das 96 h de exposicdo a amoénia foram constatadas alteragdes

hematologicas nos animais dos diferentes tratamentos. Os parametros medios de lactato,
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ALT, AST, glicose e ureia foram maiores nas concentraces mais elevadas em
comparacdo ao controle (P<0,05). Com relacdo ao hematdcrito, hemoglobina, FOAL,
albumina, proteinas totais e creatinina ndo foram encontradas diferencas significativas
comparadas a condigdo controle. Os parametros referidos e seus respectivos valores sdo

apresentados na tabela 1.

Teste de toxicidade subcronica e desintoxicagao

Foram observadas mortalidades durante o teste de exposi¢éo subcrdnica a amonia,
diferente do periodo de desintoxicacdo, no qual nenhum dos animais que passou para essa
etapa veio a 6bito. Os niveis de lactato, embora os valores ndo sejam significativos (ns),
diminuiram nos tratamentos 1,52, 2 e 3,77 mg/L de N-NH3 em relacdo ao controle, no
teste subcrébnico com aménia (Tabela 2). Diferente do que ocorreu na etapa de
desintoxicacdo, onde o lactato foi superior na concentracdo 0,87 mg/L N-NHs (ns),

enquanto o tratamento 0,42 mg/L N-NHj3 foi semelhante ao controle (ns) (Tabela 3).



Tabela 1. Média (x DP) dos parametros sanguineos de Oreochromis niloticus apds 96 horas de exposi¢do aguda a amonia
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Concentragc6es de amodnia (mg/L N-NH3)

Parametros
0,14 mg/L (C) 0,42 mg/L 0,87 mg/L 1,52 mg/L 2 mg/L 3,77 mg/L 5,52 mg/L 5,02 mg/L 8,43 mg/L 8,71 mg/L

HT (%) 21,25 +1.06 ns 22,63 *0.53 ns 1480 +028 ns 21,63 *265 ns 19,63 +230 ns 1825 +1.06 ns 23,58 +0.95 ns 2242 153 ns 24,49 101 ns 23,95 +0.25 ns
HB (g/dL) 399 063 ns 38 +081 ns 3,79 +026 ns 429 +037 ns 3,40 +047 ns 391 +0.52 ns 5,28 +0.59 ns 641 079 ns 265 +024 ns 3,73 +1.06 ns
LAC (mml/L) 11,18 +0.16 a 14,46 +145 a 13,74 +201 a 12,74 076 a 11,77 +0.87 a 13553 +1.98 a 70,00 +3.44 bc 90,63 +17.17 «cod 36,83 +7.09 ab 4582 +9.35 b

FOAL (UI/L) 40,67 +4.80 ns 3561 +492 ns 3659 +750 ns 40,31 +254 ns 3990 +215 ns 4635 +046 ns 36,26 +1.43 ns 3681 224 ns 3540 +7.18 ns 44,02 +3.70 ns
ALT (U1/dL) 838 +0.69 a 13,07 %130 abc 13,01 +3.24 abc 11,14 1047 abc 994 +0.82 ab 2757 1066 «cd 73,82 +6.19 e 6710 +6.25 e 2557 +548 bcd 3492 +7.35 d

AST (UI/L) 107,05 +3.82 ab 66,04 +14.29 a 206,93 +91.64 abc 184,66 +14.33 abc 120,56 +22.90 ab 13588 +31.73 ab 359,08 +2.78 c 238,43 +72.28 abc 209,73 +6.27 abc 269,79 +74.35 bc
GLIC(mg/dL) 20,54 +121 a 2353 +185 a 2673 +1.36 a 3805 £7.68 a 3099 279 a 50,64 +0.54 a 84,53 +46.89 ab 46,98 +4.31 a 138,16 +24.42 b 152,01 +£33.91 b

ALB (g/dL) 0,51 +0.11 ns 048 006 ns 056 *017 ns 055 +002 ns 046 *0.02 ns 0,78 +0.01 ns 0,47 +0.04 ns 051 +0.02 ns 050 +0.05 ns 043 +0.04 ns
PROT (g/dL) 2,28 +0.23 ns 2,25 +0.06 ns 241 +039 ns 1,84 +011 ns 2,14 +041 ns 2,69 +0.02 ns 2,36 +0.09 ns 2,87 +0.54 ns 1,95 +0.04 ns 2,27 +0.15 ns
URE (mg/L) 543 075 a 569 068 a 527 +128 a 761 038 a 844 010 a 1461 +206 ad 43,54 +1051 ¢ 3683 +249 bc 24,18 +0.64 bd 30,79 $201 bc
CREA (mg/dL) 0,31 +0.03 ns 043 +0.01 ns 025 +0.01 ns 035 +00l1 ns 0,23 +004 ns 0,51 +0.01 ns 0,36 +0.07 ns 026 *0.12 ns 0,27 +0.06 ns 044 +0.11 ns

As médias seguidas pela mesma letra horizontalmente ndo diferem estatisticamente entre si (P> 0,05) para diferentes concentracfes (ANOVA).
significativo em comparagdo com o tratamento de controle (C). Nota: HT. hematdcrito; HB. hemoglobina; LAC. lactato; FOAL. fosfatase alcalina; ALT. Alanina

aminotransferase; AST. Aspartato aminotransferase; GLI. glicose; ALB. Albumina; PROT. proteina total; URE. ureia; CREA. creatinina.

ns significa ndo



Tabela 2. Média (+ DP) dos parametros sanguineos de Oreochromis niloticus no teste de toxicidade subcrdnica para amonia
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Parametros Concentracfes de ambnia (mg/L N-NH3)
0,14 mg/L (C) 0,42 mg/L 0,87 mg/L 1,52 mg/L 2 mg/L 3,77 mg/L

HT ( %) 27,25 +1.06 ns 29,92 £1.53 ns 29,63 £0.88 ns 24,58 £0.25 ns 24,58 +1.17 ns 18,57 +2.02 ns
HB (g/dL) 6,28 £+0.54 ns 6,13 £0.66 ns 498 +0.03 ns 6,72+0.36 ns 6,56 £1.51 ns 8,93+050 ns
LAC (mml/L) 60,49 £1.33 ns 59,71 +1.80 ns 56,48 +3.47 ns 23,94 +0.28 ns 24,57 +0.92 ns 15,55 + 10.58 ns
FOAL (UlI/L) 34,65 +3.60 ns 34,61 +0.48 ns 33,55+3.86 ns 37,53+1.30 ns 37,67 £+5.86 ns 3554 +6.71 ns
ALT (Ul/dL) 13,39 £ 4.40 ns 13,37 £ 2.19 ns 13,57 £3.36 ns 13,46 £ 3.41 ns 8,17 £ 0.59 ns 20,72 £ 0.68 ns
AST (UI/L) 194,32 ns 97,75 £29.37 ns 248,84 +22.23 ns 146,56 + 40.38 ns 79,90 £13.74 ns 178,81 £+ 38.89 ns
GLIC (mg/dL) 28,41 + 3.60 ns 24,44 £ 0.74 ns 30,38 £10.74 ns 27,27 £4.21 ns 26,07 £ 1.34 ns 31,41 £3.78 ns
ALB (g/dL) 0,71 £0.03 ns 0,58 £ 0.05 ns 0,70 £0.03 ns 0,65 £ 0.04 ns 0,66 +0.03 ns 0,51 £0.16 ns
PROT (g/dL) 2,83+£0.04 ns 2,65 £0.15 ns 290+0.11 ns 2,69+0.02 ns 2,79£0.04 ns 2,29 £0.49 ns
URE (mg/L) 5,00 £0.75 ns 4,77 £0.93 ns 4,32 £0.51 ns 4,58 +1.43 ns 4,60 £0.04 ns 9,25 £4.15 ns
CREA (mg/dL) 0,35+0.07 ns 0,20£0.04 ns 0,25+0.03 ns 0,45+0.28 ns 0,21 +0.02 ns 0,30 +0.04 ns

NS significa ndo significativo em comparagdo com o tratamento de controle (C). Nota: HT. hematocrito; HB. hemoglobina; LAC. lactato; FOAL. fosfatase
alcalina; ALT. Alanina aminotransferase; AST. Aspartato aminotransferase; GLI. glicose; ALB. Albumina; PROT. proteina total; URE. ureia; CREA. creatinina.
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Tabela 3. Média (= DP) dos parametros sanguineos de Oreochromis niloticus apés o teste de
desintoxicagdo para amonia

Parametros  Concentragdes de amoénia (mg/L N-NH3)

0,14 mg/L (C) 0,42 mg/L 0,87 mg/L
HT ( %) 25,00 +0.71 ns 23,00 +0.71 ns 21,17 +0.24 ns
HB (g/dL) 4900 031 ns 1,825 +0.15 ns 6,34 +0.29 ns
LAC (mml/L) 5,08 +1.04 ns 2,45 +0.93 ns 20,26  +£5.12 ns

FOAL (UI/L) 29,62 +1.54 ns 37,78 +4.19 ns 32,03 474 ns
ALT (U1/dL) 11,69 +3.46 ns 31,43 +9.70 ns 30,67 +4.92 ns

AST (UI/L) 243,08 +41.38 ns 233,28 +51.98 ns 313,11 +£3.25 ns
GLIC(mg/dL) 23,40 +6.14 ns 30,24 +4.63 ns 72,66  +9.10 ns

ALB (g/dL) 0,48 +0.01 ns 0,63 +0.01 ns 0,51 +0.06 ns
PROT (g/dL) 2,45 +0.07 ns 2,69 +0.06 ns 2,32 +0.12 ns
URE (mg/L) 3,26 +0.10 ns 2,56 +0.30 ns 4,90 +1.00 ns
CREA (mg/dL) 0,18 +0.04 ns 0,19 +0.002 ns 0,15 +0.01 ns

NS significa ndo significativo em comparagdo com o tratamento de controle (C). Nota: HT. hematdcrito;
HB. hemoglobina; LAC. lactato; FOAL. fosfatase alcalina; ALT. Alanina aminotransferase; AST. Aspartato
aminotransferase; GLI. glicose; ALB. Albumina; PROT. proteina total; URE. ureia; CREA. creatinina.

Tanto no teste de exposicdo subcrénico (Tabela 2), quanto na etapa de
desintoxicacdo (Tabela 3), ndo foram encontradas diferengas significativas em

nenhum dos parametros avaliados.

Observacoes histologicas

A anélise histopatoldgica revelou alteracdes nas branquias dos animais
expostos a amodnia nos testes agudo (96 h), subcronico (8 dias) e nos animais do
periodo de desintoxicagéo (4 dias). A figura 1 A mostra a estrutura normal da branquia
de animais do grupo controle, onde pode ser visto a arquitetura tipica com lamelas

secundarias separadas. E possivel perceber a ocorréncia de hiperplasia leve e

descolamento do epitélio.
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Figura 1. Fotomicrografia de branquias de tilapias apos exposicao aguda (96 h) a aménia. (A)
Tratamento controle apresentando hiperplasia leve (estrelas) e descolamento do epitélio lamelar
(setas). (B) Aneurisma (cabeca de seta), descolamento do epitélio na ponta da lamela (seta
preta), edema (seta vermelha) e hiperplasia (estrelas), em 0,42 mg/L N-NHs. (C) Descolamento
severo do epitélio respiratério (setas pretas), edema (seta vermelha) e hiperplasia (estrela), em ,
0,87 mg/L N-NHs. (D) Perda da estrutura lamelar (setas pretas) e hiperplasia (estrela), em 1,52
mg/L N-NHs. (E) Aneurisma (seta preta), descolamento do epitélio respiratorio (seta vermelha)
e hiperplasia (estrela), em 2,00 mg/L N-NHs. (F) Lamelas tortuosas apresentando severa perda
da estrutura (setas pretas), hiperplasia (seta vermelha) e descolamento do epitélio respiratério
(cabeca de seta), em 5,52 mg/L N-NHs. (G) Necrose (seta preta) e hiperplasia com fusao lamelar
completa (estrela), em, 8,43 mg/L N-NHs. (H) Fusdo lamelar (seta preta), aneurisma (cabeca de
seta) e hiperplasia (estrelas), em 8,71 mg/L N-NHs. (I) Descolamento do epitélio respiratorio
(seta preta), lamelas secundarias tortuosas apresentando severa perda da estrutura (estrelas) e
hiperplasia com fusdo das lamelas (cabeca de seta), em 5,52 mg/L N-NHs. (J) Descolamento do
epitélio lamelar (setas pretas) e hiperplasias (estrelas), em 5,52 mg/L N-NHs; barra = 300 um.

A histopatologia dos animais expostos a aménia no teste agudo apontou graves
lesBes em todos os tratamentos, porém com maior intensidade nas concentragdes mais
elevadas. Hiperplasia com perda da estrutura lamelar, lamelas tortuosas com severa
perda da estrutura e necrose foram lesdes encontradas nas concentracdes 0,42; 0,87;
1,52; 2; 3,77; 5,52; 8,43 e 8,71 mg/L N-NHz (Fig. 1C, 1E, 1F, 1G, 1H, 1I, 1J).
Também foram encontradas les6es de menor gravidade e lesdes consideradas leves,
como: descolamento do epitélio, hiperplasia, aneurisma e edema em todas as
concentracgdes referidas acima e evidenciadas nas figuras 1B, 1C, 1D, 1E,1F,1G, 1H,
11, 1J.

Os animais do teste subcrénico seguiram apresentando lesdes nas branquias,
semelhantes as encontradas nos animais do teste agudo, porém, em alguns casos, com
maior severidade. Os tratamentos 0,42; 0,87; 1,52; 2; 3,77 mg/L N-NHs, as branquias
apresentaram lesdes como hiperplasia, fusdo lamelar, perda da estrutura lamelar
secundaria e lesbes de natureza leve como descolamento do epitélio respiratério e

aneurisma gue podem ser vistas nas figuras 2A, 2B, 2C e 2D.



Figura 2. Fotomicrografia de branquias de tilapias apos exposicdo subcroénica (8 dias) & amonia.
(A) Descolamento do epitélio respiratério na base da lamela (setas pretas) e hiperplasia
(estrelas), em 0,87 mg/L N-NHs. (B) Descolamento severo do epitélio respiratério (setas pretas),
hiperplasia e hiperplasia (setas vermelhas), além de perda da estrutura lamelar (estrelas), em
1,52 mg/L N-NHs. (C) Descolamento severo do epitélio lamelar (setas) e hiperplasia (estrelas),
em 1,52 mg/L N-NHs. (D) Aneurismas (setas), hiperplasia (cabega de seta) e perda da estrutura
lamelar, em 2,00 mg/L N-NHs; barra 300 pm.

O indice de branquias (Tab. 4) também expressa os danos causados a este
6rgdo pela exposi¢do a aménia. Sendo os valores de pontuacéo dos indices crescentes,
em funcdo do aumento na concentragcdo de aménia nos testes agudo, subcrdnico e na
etapa de desintoxicagdo, demonstrando o agravamento do estado das branquias nos
tratamentos mais elevados.

A histopatologia revelou ainda que houve recuperacao nos tecidos de animais
que passaram para a etapa de desintoxicacdo dos testes agudo e cronico. Embora
algumas les6es como perda da estrutura das lamelas, hiperplasia leve, fusdo lamelar
e descolamento do epitélio lamelar tenham sido encontradas nos tratamentos 0,42 e
0,87 mg/L N-NHj, as figuras 3A e 3B mostram que hd um processo de recuperagdo
das branquias.
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Figura 3. Fotomicrografia de branquias de tilapias ap6s o periodo de desintoxicacdo (4 dias).
(A) Tortuosidade das lamelas com perda da estrutura (Seta preta) e hiperplasia leve (estrelas),
em 0,87 mg/L N-NHs. (B) Descolamento do epitélio lamelar e edema (setas pretas), hiperplasia
(estrelas), células de cloreto (seta preta vazada) no tratamento 0,87 mg/L N-NHs; barra 300 pum.

Tabela 4. indices de lesdes branquiais (IG) em juvenis de tilapias do Nilo Oreochromis
niloticus apos exposicdo aguda (96 h), teste subcrénico (8 dias) e desintoxicacéo (4 dias).

Amonia ( mg/L N-NH,)

Agudo lg Subcroénico lg Desintoxicagao lg
0,14 2 0,14 2 0,14 2
0,42 5,17 0,87 6 0,87 6
0,87 25,6 1,52 22,51
1,52 22 2 43,67

2 19,5 3,77 25
3,77 39,32
5,52 28,33
8,43 60
8,71 60

5.4 DISCUSSAO

No presente estudo, os valores das CLso-48 e 96h (5,32 e 4,35 mg/L N-NHs,
respectivamente) indicaram que os juvenis de tilapias do Nilo O. niloticus foram menos
tolerantes a aménia do que animais da mesma espécie, porém de menor peso (10,11+
0,045 g), submetidos ao teste de toxicidade aguda deste composto (Benli e Koksal, 2005).
No referido trabalho, a CLso-48h foi estimada em 7,40 mg/L N-NHs, semelhante ao valor
encontrado na CLso-48h por (ElI-Sherif e EI-Feky, 2008) (7,1 mg/L N-NH3) com animais
de 19,0+1,0 g. Diante do exposto acima, percebe-se que a tilapia possui maior tolerancia

ao NHsz do que outras espécies de agua doce como os ciprinideos Hypophthalmichthys
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molitrix, Aristichthys nobilis e Carassius auratus gibelio (0,35; 0,33 e 0,73, mg/L N-NHs,
respectivamente (CLso-96h)) (Wang, 2017). Outras espécies de &gua doce também
possuem uma tolerdncia & amonia inferior a da tilapia: como o pacu Piaractus
mesopotamicus CLso-96h= 0,014 mg/L N-NHs (Barbieri e Bondioli, 2015), o bagre do
canal Ictalurus punctatus CLso-96h= 0,5 mg/L N-NH3 (Colt e Tchobanoglous, 1976), e 0
pacama Lophiosilurus alexandri CLso-96h= 3,66 mg/L N-NH3s (Silva et al., 2018). A
maior tolerancia a amonia pela tilapia em comparagdo com outras espécies de peixes de
agua doce pode ser explicada pela sua exposicdo a este composto ao longo de varias
geracGes em ambientes adversos e de cativeiro, 0 que permitiu o desenvolvimento de
caracteristicas adaptativas morfolodgicas, fisioldgicas e comportamentais (Maina, 1999;
Wilson, 1999).

Segundo Costa et al. (2008), o nivel seguro de um determinado composto toxico
deve ser uma concentracdo tal que ndo cause qualquer prejuizo a sua saude dos peixes.
Sprague (1971) sugeriu que as concentracdes de produtos toxicos ndo devem exceder a
10% da toxicidade aguda estimada (CLso-96h), a fim de se estabelecer limites de riscos
relacionados a efeitos adversos provocados por esses compostos. Os valores obtidos no
presente estudo relativos aos niveis de seguranca confirmam o exposto por Sprague
(1971), uma vez que os pardmetros hematoldgicos de animais expostos ao teste cronico
ndo apresentaram alteracOes para esses valores de amdnia, sendo assim, considerados
seguros.

O lactato e a glicose sdo metabdlitos de energia que sofrem elevacbes na
circulacdo de peixes submetidos a diferentes tipos de estressores e, dessa forma, séo
parametros frequentemente utilizados para indicar possiveis situacdes de estresse (Das et
al., 2004; Sopinka et al., 2016; Silva et al., 2018). Ao utilizar esses biomarcadores em
nossos estudos, verificamos coeréncia com o exposto acima. Os valores de glicose foram
significativamente superiores ao controle nos tratamentos 8,43 e 8,71 mg/L N-NH3 no
teste agudo. Da mesma forma, o lactato foi elevado nos tratamentos 5,52; 5,02; 8,71 mg/L
N-NHz no mesmo teste. A hiperglicemia decorre do aumento da glicogendlise, conversao
do glicogénio do figado em glicose (Das et al., 2004; Kim et al., 2017), que por sua vez
é desencadeada por catecolaminas produzidas em fungdo do estimulo estressante
(Mommsen et al., 1992; Chen et al., 2002). Shaffi (1980) também encontrou valores
elevados de lactato e glicose sérica ao submeter nove diferentes espécies de peixes a
amonia (1 a 4 mg/L de N-NHz), quando comparados ao tratamento controle. Porém,

peixes submetidos ao estresse também provocado pela amdnia na mais elevada
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concentracdo testada ndo tiveram alteracdes significativas (Schram, 2014), indicando que
o0 animal estava t&o intoxicado que ndo foi mais capaz de responder aos estimulos.

Foi identificado no plasma sanguineo de animais expostos a aménia ndo ionizada
nos tratamentos 5,52; 5,02; 8,43 e 8,71 mg/L N-NH3 do teste de toxicidade aguda um
aumento significativo de ureia. Tal fato é provavelmente resultado de um mecanismo de
defesa contra a intoxicacdo por amonia por meio do ciclo da ornitina (ou ureia) (Ren et
al., 2016). Em situacGes normais esse mecanismo ndo € acionado na maioria dos
teledsteos, uma vez que envolve um maior gasto energético, porém, em circunstancias
em que ha gradientes elevados de amonia no ambiente, os peixes modificam o sistema de
excrecdo, passando a produzir ureia, composto menos toxico (Randall, 2002; Wang et al.,
2000; Hegazi et al., 2010; Sinha et al., 2013). Essa estratégia também foi observada em
circunstancias laboratoriais controladas em que a carpa comum Cyprinus carpio foi
submetida a elevadas concentracGes de amonia (Peyghan, 2002). Este mecanismo é o que
também permite a sobrevivéncia da tilapia do Lago Magadi no Quénia, que habita
ambientes com elevados niveis de aménia em funcéo do pH (Walsh, 1993).

A atividade de enzimas inespecificas como AST e ALT constituem-se em
eficientes indicadores de lesbes em tecidos de peixes, uma vez que as membranas
celulares danificadas se tornam mais permeaveis, liberando essas enzimas na corrente
sanguinea e alterando os valores sericos normais (Peres et al., 2015; Sopinka et al., 2016).
Essas alteracGes sdo frequentemente provocadas por exposicdo a compostos toxicos,
doencas e manejo estressante (Svoboda et al., 2001; Wagner e Congleton, 2004; Sopinka
et al., 2016; Silva et al., 2018). Neste estudo constatamos um significativo aumento de
AST e ALT nos tratamentos do teste agudo 5,52, 8,71; 3,77, 5,52, 5,02, 8,43 € 8,71 mg/L
N-NHa, respectivamente, que pode ter sido ocasionado pelas condi¢des estressantes da
exposicdo a aménia, devido ao aumento das demandas de energia (Lemarie et al., 1991)
ou pelas lesdes desenvolvidas no tecido hepatico (Sinha et al., 2012; Silva et al., 2018).

As mortalidades ocorridas nos testes de toxicidade aguda e subcronica no presente
trabalho podem estar relacionadas as lesdes branquiais desenvolvidas nas tilapias. Lesdes
como hemorragia, hiperemia, aneurisma, edema celular, descolamento do epitélio
respiratorio, atrofia, hiperplasia do epitélio respiratdrio, fusdo parcial e total de lamelas
secundarias e perda da estrutura das lamelas secundarias foram identificadas nos animais
expostos a amonia nos testes agudo subcronico.

A conformacdo estrutural da branquia é de grande relevancia ao se estudar os

efeitos da exposicdo a amdnia, uma vez que este 6rgao € o primeiro a ter contato com os
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contaminantes presentes na agua e também esta envolvido com o processo de
desintoxicacdo (Randall e Tsui, 2002). Uma ferramenta frequentemente utilizada na
histopatologia para avaliacdo da integridade das brénquias de animais expostos a
contaminantes ambientais s@o os indices relacionados as suas eventuais lesdes (Mallatt,
1985) e neste estudo foi possivel verificar a intensidade da degradacdo promovida pela
amonia neste 6rgdo através da pontuacdo atingida.

O descolamento do epitélio respiratério € o primeiro indicativo de patologia na
branquia (Thophon et al., 2003). Essa alteracdo foi uma das mais frequentes em tilapias
no presente estudo, juntamente com a hiperplasia, sendo caracterizada pelo afastamento
de uma Iamina continua do epitélio de revestimento das lamelas para longe das células
pilares, aumentando a distancia entre 0 meio externo e o sangue (Thophon et al., 2003).
O descolamento do epitélio respiratério e a hiperplasia, que pode evoluir para fusdo
parcial ou total das lamelas, atuam como um mecanismo de defesa ao aumentar a barreira
para diminuir a difuséo do poluente (Erkmen e Kolankaya, 2000; Sepici-Dingel et al.,
2009), contudo, ha um prejuizo sobre a troca gasosa e a capacidade de difusdo através das
branquias, com consequente prejuizo a respiracdo, ao equilibrio acido-base, a
osmorregulacéo e a excrecdo de compostos nitrogenados (Frances et al., 2000; Randall e
Tsui, 2002). Alteracdes semelhantes as encontradas neste trabalho também foram
observadas por Schram (2010), trabalhando com bagres africanos, e Silva et al. (2018)
trabalhando com pacamads, em ambos 0s casos, 0s animais foram submetidos a testes de
toxicidade com amonia.

O aneurisma ou telangiectasia também foi uma lesdo encontrada em til&pias nos
testes agudo e subcrénico com amonia e esta em conformidade com o que ocorreu com
pacamds submetidos a intoxicacdo com amonia (Silva et al., 2018). Esta lesdo ¢
tipicamente resultante do colapso de células pilares, com prejuizo da integridade vascular
e 0 consequente fluxo de sangue que pressiona o epitélio para o exterior (Hinton e Laurén,
1990). Isso pode provocar a ruptura do epitélio e desencadear a hemorragia. Outra
consequéncia que pode estar relacionada a esse processo é o inchaco e elevacdo das
células branquiais, que podem promover o declinio da enzima Na*/K" ATPase, causando
prejuizos a osmorregulacdo dos peixes (Ahmed et al., 2013).

Como visto anteriormente, a exposicao dos peixes aamdnia aciona um mecanismo
de defesa nas branquias, cuja arquitetura se modifica com o intuito de diminuir a difuséo
do contaminante para o interior do organismo. Contudo, se o estimulo do estressor ndo

cessar, 0 animal pode entrar em um quadro de hipdxia (Silva et al., 2018), onde o



43

organismo serd comprometido diante da falta de oxigénio. Essa situacéo foi percebida em
nossos testes com aménia, onde se notou alteracdes histopatoldgicas nas branquias dos
animais expostos as concentragdes 5,52;5,02 e 8,71 mg/L N-NHs. O quadro de hipoxia
foi confirmado pelo aumento do lactato ocorrido nas concentracdes mencionadas. Nestes
mesmos tratamentos, além do tratamento 8,43 mg/L N-NH3, ocorreu um aumento na
producdo de ureia, que se deu em funcdo da tentativa de evitar a intoxicacdo pela amonia
(Randall e Tsui, 2002).

Embora os resultados da exposicao subcronica a aménia nao tenham apresentado
diferenca significativa (p>0,05), nota-se a diminui¢cdo dos niveis de lactato nos
tratamentos 1,52; 2 e 3,77 mg/L N-NHs em relacéo a condi¢éo controle, diferente do que
ocorreu no teste letal. Com relacdo a ureia, neste mesmo teste, os valores obtidos foram
inferiores ao tratamento controle (ns), com excecdo apenas do maior tratamento testado
(3,77 mg/L N-NHz). Esses resultados levam a crer que o organismo estava passando por
um processo de adaptacdo ao meio rico em amonia, quando foram observadas as reducdes
nas concentracfes de lactato e ureia (p>0,05). Um sinal de reestabelecimento da
homeostase também pdde ser percebido a partir da analise histopatoldgica das branquias
de animais do tratamento 0,87 mg/L N-NHs, embora nas demais concentragdes as
alteracdes apresentavam-se inalteradas.

Segundo Bernet (1999), branquias com lesdes de natureza leve, de animais
expostos a contaminantes ambientais podem vir a recuperar sua estrutura e a fungéo caso
haja melhoria nas condi¢cGes ambientais. Este processo de recuperacdo também foi
observado no presente trabalho. Tilapias do tratamento 0,42 mg/L N-NH3 da etapa de
desintoxicacao apresentaram melhora nas caracteristicas histoldgicas das branquias ao ter
seu ambiente renovado, isento de amonia. Os niveis de lactato e ureia também confirmam
o0 reestabelecimento da homeostase, uma vez que ambos apresentaram valores iguais ao
tratamento controle (p>0,05). Situacéo diferente ocorreu com o tratamento 0,87 mg/L N-
NH3, que também alcancou a etapa de desintoxicacdo, porém apresentou niveis superiores
ao controle com relacdo ao lactato e a ureia, indicando que os animais ainda estavam se
recuperando do estresse. Os niveis de ALT e AST foram estatisticamente semelhantes ao
controle nos tratamentos 0,42 e 0,87 mg/L N-NHs, corroborando a interpretacdo de que
0s animais estavam se recuperando da intoxicacdo pela amonia. Situacdo adversa foi
percebida por Silva et al. (2018) quando pacamas se recuperavam do estresse provocado
pela amobnia, quando os mesmos foram mantidos em &gua livre deste composto

nitrogenado.
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5.5 CONCLUSAO

Os juvenis de tilapia possuem elevada tolerdncia a amoénia, sendo capazes de
tolerar eventuais picos na concentracdo deste composto em ambientes de cultivos
intensivos ou semi intensivos.

Os niveis de seguranga foram considerados confiaveis para essa fase de

desenvolvimento, pois esses valores de amonia ndo foram suficientes para provocar danos
consideraveis aos animais expostos.
As alteracdes apontaram a ocorréncia de modificacGes no metabolismo, ocasionadas pela
necessidade de se mobilizar energia das reservas enddgenas. A intoxica¢do por amdnia
desencadeou consequéncias metabolicas e prejuizos aos tecidos branquiais,
especialmente nas concentragbes mais elevadas, onde foram encontradas a maior parte
das lesdes irreversiveis.

A avaliacdo por meio da tolerancia do animal a amonia, bem como o uso de
biomarcadores histopatolégicos e sanguineos foram ferramentas comprovadamente
eficientes na investigacdo quanto a potencialidade deste tdxico aos organismos, objeto
deste estudo.

O processo de desintoxicacdo é possivel e pode ser considerado eficiente na
recuperacdo da homeostase, dado que foi constatado regeneragéo dos tecidos branquiais
e restabelecimento dos parametros sanguineos. Contudo, a desintoxicacao é dependente

do grau de degradacdo do organismo em funcdo da intoxicacdo pela amonia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O notavel crescimento da producdo comercial de peixes, impulsionado por uma
demanda ainda maior, comeca a encontrar entraves. Problemas com disponibilidade e
qualidade de agua, necessidade de atendimento a regulagdes ambientais quanto ao limite
de uso e a preocupacdo com biosseguridade, por exemplo, sdo fatores que tém conduzido
a producéo de pescados para sistemas intesificados, como os sistemas de recirculagéo e
de bioflocos, onde é possivel ter maior controle da qualidade da &gua, e maior
adensamento dos animais. Contudo, é tipico destes sistemas, 0 acimulo dos compostos
nitrogenados amonia, nitrito e nitrato, sendo a primeira forma, a mais toxica.

Os testes de toxicidade realizados neste trabalho mostraram que a tilapia possui
uma elevada tolerancia a amonia. Embora este composto tenha causado danos ao
organismo dos animais em diversas concentragdes, quando comparamos a ClLso de
amoOnia para os juvenis do presente estudo com peixes de outras espécies, confirmamos

que a tilapia do Nilo possui mecanismos adaptativos que a favoreceu em ambientes
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contaminados com esta substancia. Esta tolerancia é um aspecto positivo, altamente
relevante para uma espécie de peixe ser cultivada em sistemas de produgéo intensivos.
Os estudos relativos a tolerdncia de organismos aquaticos a compostos
nitrogenados sdo fundamentais e devem compor os estudos futuros relacionados a
avaliacdo de potencialidades de novas espécies para a inclusdo na aquacultura. As
respostas preliminares de tais testes podem nortear a tomada de decisfes e assim reduzir

riscos no inicio da implantacéo de projetos aquicolas e em sua continuidade.



