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RESUMO

Medeiros, Lara Schayder de, Msc., Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de
2013. Excrecao e toxicidade aguda em robalo peva (Centropomus
parallelus) em diferentes salinidades. Orientador: Dr. Levy de Carvalho
Gomes.

A piscicultura € uma atividade pode causar modificag6es na qualidade da agua.
O excesso de amobnia nos peixes pode perturbar a troca gasosa branquial e o
metabolismo oxidativo causando danos branquiais. O objetivo deste trabalho foi
medir a taxa de excre¢cdo de amonia em Centropomus parallelus e verificar a
toxicidade aguda de amoénia em diferentes concentragdes (0, 0,5 e 1 mg NHs/L)
e em diferentes salinidades. A excrecdo tanto para o peixe alimentado como
em jejum diminui exponencialmente com o aumento da salinidade. Hipertrofia e
hiperplasia, foram as alteracdes predominantes na morfologia branquial dos
peixes expostos a amdnia. A atividade da GST no tratamento de 1mg/L NH3 na
salinidade 40 apresentou valores significativamente maiores quando
comparados com os demais tratamentos. Nos valores obtidos na atividade da
enzima catalase e anidrase carbonica ndo foram observadas diferencas
significativas. Com os resultados obtidos no estudo, podemos concluir que os
juvenis do C. parallelus sédo tolerantes as concentracdes de amobnia em
diferentes salinidades.

PALAVRAS-CHAVE: Robalo peva; Excrecdo; Amonia; Salinidade;
Histopatologia.



ABSTRACT

Medeiros, Lara Schayder of Msc., University Vila Velha - ES, February 2013.
Excretion and acute toxicity in fat snook (Centropomus parallelus) in
different salinities.Advisor: Dr. Levy Gomes de Carvalho.

The installation of fish farms is an activity that cause changes in water quality.
Excess ammonia in fish may disrupt gas exchange and oxidative metabolism
causing gill gill damage. The objective of this study was to measure the rate of
ammonia excretion in Centropomus parallelus and verify the acute toxicity of
ammonia at different concentrations (0, 0,5 and 1 mg NH3 / L) and at different
salinities. The excretion for both the fed and fasted fish decreases exponentially
with increasing salinity. Hypertrophy and hyperplasia, were the predominant
changes in gill morphology of fish exposed to ammonia. The GST activity in the
treatment of 1mg / L NH3 at salinity 40 was significantly higher than the other.
No significant differences were observed in the activities of carbonic anhydrase
and catalase. The results allow concluding that juvenile C. parallelus are
tolerant to ammonia at different salinities.

KEYWORDS: Fat snook; Excretion; Ammonia; Salinity; Histopathology



1. INTRODUCAO

Aquicultura no Brasil e no mundo

A producédo mundial de pescado, tanto da pesca extrativa quanto da
aguicultura, atingiu aproximadamente 146 milhdes de toneladas em 2009. O
maior produtor em 2009 foi a China com aproximadamente 60,5 milhdes de
toneladas e o Brasil contribuiu com 1.240.813 t em 2009 (0,86%) da producao
mundial de pescado. Nos ultimos 40 anos, a aquicultura, que abrange as
criacoes de peixes (piscicultura), camardes (carcinicultura), ras (ranicultura),
moluscos (malacocultura) e algas (algocultura), tem sido a principal
responsavel pela diminuicdo do déficit entre a demanda e a oferta de pescado
no mercado mundial (Cavalli et al., 2011). As estatisticas da FAO (2010)
indicam que, de 1970 a 2008, a participacdo da aquicultura na producao
mundial de pescado passou de 3,9% para 36,9%. Entre os varios segmentos
da aquicultura, a piscicultura marinha € um dos setores que apresentam as
mais altas taxas de crescimento em todo o mundo, tendo se mantido acima de
10% ao ano no periodo de 1990 a 2008 (FAO, 2010). Segundo Sampaio
(2000), nao existe registro comercial de piscicultura marinha no Brasil, mas
apresenta em fase de pesquisa, como o cultivo da tainha Mugil planatus no
Instituto de Pesca de S&o Paulo e também verificou o desenvolvimento na
producéo alevinos de robalo Centropomus parallelus e de linguado Paralichthys
orbignianus na Universidade Federal de Santa Catarina. A piscicultura marinha
esta bem desenvolvida no sudeste Asia, na costa do Mediterrineo e nos
Estados Unidos (Sampaio, 2000)

Impactos Ambientais da Piscicultura

A instalacdo de unidades de piscicultura, embora totalmente
dependente da qualidade e quantidade de agua, € uma atividade que causa
modificacdes na qualidade da &gua. O impacto causado no ambiente varia de
acordo com o sistema de cultivo utilizado e, certamente, com as caracteristicas
do corpo d’agua que recebe o efluente (Pereira & Mercante, 2005). A
manutencdo da qualidade da agua e o conhecimento dos limites de tolerancia

de uma espécie em relagédo a qualidade da 4gua séo requisitos indispenséaveis



em qualquer sistema de criacao, influenciando decisivamente 0 sucesso ou
fracasso de atividade produtiva. A principal fonte de compostos nitrogenados
incorporados a agua, na piscicultura intensiva, é a alimentacdo (Cavero et al.,
2004) e o acumulo desse residuos nitrogenados, tais como amdnia, nitrito e
ureia, € um dos fatores limitantes mais importantes em sistemas de cultura

intensiva (Ostrensky & Wasielesky 1995).

Excrecdo de amdbnia em peixes de agua salgada e doce

A amodnia é o produto principal de excre¢cdo nitrogenada em
teledsteos, onde representa de 60 a 80%, e é produzido a partir do catabolismo
de proteina na dieta, principalmente no figado, mas também pode ser
produzida no musculo, rim e intestino (Arana, 1997; Wilkie, 1997; Hargreaves &
Kucuk, 2001; Foss et al., 2004; Wu & Sun, 2006; Benli et al., 2008). A ureia é
outro composto que é excretado, porém nao € toxica e em contato com a agua
€ rapidamente hidrolisada para produzir aménia e dioxido de carbono (Arana,
1997).

A excregado de amonia e ureia pode ser usada como indicador de
balanco de nitrogénio dos peixes (Altinok & Grizzle, 2004). Alguns peixes tém a
capacidade de converter amonia para a ureia através do ciclo da ureia ornitina
gue é usada por varias espécies de peixes durante o desenvolvimento ou, sob
certas condicbes ambientais, como a exposicdo em pH alcalino, para evitar
problemas de acumulo e toxicidade de aménia (Randall & Tsui, 2002). Com
iSSO, peixes 0sseos excretam mais amonia que ureia, 0 que é vantajoso
energeticamente em relacdo a conversdo de amodnia em ureia (Altinok &
Grizzle, 2004; Randall & Tsui, 2002).

Vertebrados expressam tipicamente quatro grupos de genes Rh:
Rh30, RHAG, Rhbg, Rhcg, onde o papel do RHAG, Rhbg Rhcg é facilitar o
transporte de amonia. O padrdo geral na maioria dos estudos é que a proteinas
transportadoras Rhbg ocorre nas membranas basolaterais enquanto que as
proteinas Rhcg s@o expressos nas membranas apicais. A identificacdo do gene
Rh nas branquias para a respiracdo de animais aquaticos foi relatado primeiro
por Weihrauch et al. (2009) No caranguejo Carcinus maenas. Antigamente

pensava-se que haveria dois mecanismos de transporte de amoénia: (1) difusao



facilitada do NHa, (2) eletroneutro NH,;'/H" e (3) eletrogénica NH;" transporte,
porém ainda existem controvérsias entre os estudos. Wright e Wood (2009)
propuseram que o fluxo de NH3 que ocorre das hemacias para o plasma é
facilitada por RHAG eritrocitica. Se RHAG esta presente em células pilares que
estdo entre o espaco de sangue lamelar e o epitélio branquial, logo ira facilitar
ainda mais o fluxo de NH3 ao epitélio branquial. A aménia ndo ionizada entéo
difunde através da membrana basolateral da branquia via Rhbg e do outro lado
da membrana apical da branquia através Rhcg. Logo que o NH3 entra na agua
pelo lado apical, combina-se com H., que é bombeado a partir da célula de
cloreto pela H*-ATPase e/ou por Na* /H*, de modo a formar NH4* (Weihrauch
et al, 2009; Wright e Wood, 2009; Zimmer et al., 2012). Percebe-se que os dois
primeiros transportadores também facilita a captacdo Na', ligando este
processo ao de excrecdo de amonia. A anidrase carbbnica também faz parte
do modelo, fornecendo H" intracelular de NHE e H'-ATPase através da
hidratacdo de CO, intracelulares. Uma evidéncia adicional sugere que a
Na'/K*-ATPase também pode desempenhar um papel na excre¢do de aménia
em algumas espécies substituindo NH;* por K*, transportando através da
membrana basolateral (Zimmer et al., 2012) (Figura 1). Em agua salgada, a
excrecdo branquial de amoénia também é dependente de acidificacdo da
camada limite, e h& evidéncias de que o Na'/K'-ATPase, também facilita

transporte de amdnia (Weihrauch et al, 2009; Zimmer et al., 2012) (Figura 2).
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Figura 1: Modelo que ilustra a forma como a proteinas Rh - RHAG (nas
membranas de eritrécitos), Rhbg (nhas membranas basolaterais de células
epiteliais branquiais), e Rhcg (no apical membranas de células epiteliais
branquiais) - pode facilitar a excrecdo de ambnia do sangue para a agua
através das branquias em peixes de agua doce (Fonte: Wright e Wood, 2009).
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Figura 2: Modelo que ilustra a forma como a proteinas Rh - RHAG (nas
membranas de eritrécitos), Rhbg (nas membranas basolaterais de células
epiteliais branquiais), e Rhcg (no apical membranas de células epiteliais
branquiais) - pode facilitar a excrecdo de amébnia do sangue para a agua
através das branquias em peixes marinhos. (Fonte Zimmer et al., 2012)

Toxicidade da amoOnia no ambiente e no organismo

A amobnia é considerada um dos motivos mais comuns de
mortalidade em piscicultura (El-Shafai et al., 2004; Benli et al., 2008; Le
Francois et al., 2008). Elevados niveis de pH na agua podem aumentar a
concentracdo de NHz em relacdo ao NH™, (Cavalli et al., 2000). A amonia n&o

ionizada (NH3) € de natureza lipofilica, ou seja, possui afinidade pelas



gorduras, difunde-se facilmente através das membranas respiratérias. Por
outro lado, a amonia ionizada (NH4'), tem caracteristicas lipofobicas,
penetrando menos rapidamente nas membranas (Arana, 1997; Cavalli et al.,
2000; Benli et al., 2008). Portanto, se o nivel de amdnia aumentar na agua, a
excrecdo diminui, e 0s niveis de ambnia no sangue e nos outros tecidos
tendem a aumentar (Cavalli et al., 2000).

A toxicidade da amodnia é principalmente atribuida a forma néo-
ionizada, que é afetada por parametros ambientais, tais como temperatura,
alcalinidade, salinidade, nivel de oxigénio e principalmente pelo pH (Ostrensky
& Wasielesky 1995; Randall & Tsui 2002; Foss et al., 2004). A maioria das
espécies de peixes ndo toleram altos niveis de ambnia no ambiente, por isso,
apresentam estratégias para evitar a toxicidade do composto como diminuir a
excrecdo ou a conversdo de amodnia em outras substancias menos toxicas
(Levi et al., 1974; Randall & Tsui 2002).

Os efeitos toxicos de amobnia provocam convulsbes, falta de
coordenacao, interrupcdo do balanco i6nico, aumento da vulnerabilidade a
doencas e mudancas patoldgicas na estrutura branquial (Harris et al., 2001,
Sinha et al., 2013). Entre outros efeitos, como o elevado nivel de ambnia no
plasma em truta pode estar associado com o baixo desempenho de natacao,
diminuindo a capacidade anaerdbica (Harris et al., 2001). Com iss0, 0 excesso
de amonia nos peixes pode perturbar a troca gasosa branquial e o metabolismo
oxidativo causando danos branquiais, producdo excessiva de muco ou até
mesmo afetar na capacidade de osmorregulacdo do organismo. (Wang et al.,
2003; Le Fracois et al., 2008; Chinga, et al., 2009; Hegazi et al., 2010). No
nivel ecoldgico, a carga de amdnia alta nos corpos hidricos ou no sistema de
pisciculturas pode contribuir para a eutrofizacdo e acidificagcdo do solo.
Portanto, no longo prazo, pode-se especular que a poluicdo amoniacal pode

dificultar a estabilidade do ecossistema aquatico (Sinha et al., 2013).
Salinidade e enzimas
A salinidade € um dos parametros ambientais que mais influencia na

sobrevivéncia, crescimento e distribuicdo de peixes (McCormick, 2001; Tsuzuki

et al.,, 2007). Em teleGsteos, a aclimatacdo em diferentes salinidades é



acompanhada por mudancas morfologicas e fisiolégicas (Alvareza et al., 2005).
Os movimentos migratorios para diferentes ambientes nos peixes eurialinos
requer um mecanismo de controle osmaético ativo, onde s&o controlados
principalmente pelas branquias (Altinok et al., 1998; McCormick, 2001; Eddy,
2005). O epitélio branquial tem importante papel nha manutencdo osmaotica e
ibnica dos peixes e as ceélulas que o constitui respondem, direta ou
indiretamente aos fatores ambientais e a alteragbes internas do organismo
(Lupi et al., 2007).

Em peixes, a anidrase carbbnica, esta presente no epitélio branquial
e é considerada uma enzima multifuncional com diversos papéis fisioldgicos,
tais como: trocas gasosas, osmorregulacdo, excrecdo de compostos
nitrogenados (amoénia) e equilibrio &cido-base. Esses processos estdo
relacionados e dependentes da reacdo reversivel de hidratacdo do CO,,
responsavel pelo processo de formacao de bicarbonato e hidrogénio (HCO3 e
H™"), reagéo catalisada pela AC (Quabius e al., 1998; Henry, 1988).

A Glutationa S-transferase (GST) constitui um grupo de enzimas que
tém a funcao de catalisar uma grande quantidade de xenobidticos e compostos
enddégenos do organismo, seja de forma direta ou catalisando metabolitos
secundarios. As GSTs atuam desempenhando um papel importante como
enzimas desintoxicadoras do organismo (Gadagbui & James, 2000; Yu et al.,
2007; Li et al.; 2009; Ren et al., 2009; Ezemonye & Tongo, 2010). As GSTs sédo
encontradas em animais vertebrados e invertebrados (insetos), fungos
(levedura), organismos unicelulares (bactérias aerdbias) e vegetais (Yu et al.,
2007). Para peixes cada familia se divide nas seguintes classes GST-alfa
(GSTA), GST-Mu (GSTM), GST-Pi (GSTP) e GST-Teta (GSTT) (Yu, et al.,
2008).

A Catalase (CAT) é uma enzima oxiredutase, responsavel por
converter duas moléculas de peréxido de hidrogénio em duas moléculas de
agua e uma molécula de oxigénio por meio de reacfes cataliticas (Ichise et al.,
2008; Li et al, 2008; Goncalves-Soares et al., 2012). A CAT trata-se de uma
hemoproteina onipresente constituida por quatro subunidades ferrifotoporfirina
(Kim et al., 2010; Goncalves-Soares et al., 2012).



Robalo e a Aquicultura Marinha

Algumas espécies do género Centropomus tém sido reconhecidas
como espécies com grande potencial para a aquicultura, devido a sua
resisténcia a adversidades, bom crescimento, ao seu valor comercial e a alta
frequéncia em que se encontram nos mercados devido a qualidade de sua
carne (Tsuzuki et al., 2007). Devido a isto, as espécies deste género estdo
sendo intensamente capturada, diminuindo seu estoque no habitat (Borges et
al., 2010). O Centropomus parallelus (robalo-peva) € um peixe eurialino nativo
do Brasil, sendo encontrado naturalmente em ambientes marinhos, salobras e
doces. Habitam a regido costeira marinha, se reproduzem em estudarios e na
agua doce e podem continuar o seu ciclo de vida nestes ambientes ou alternar
entre os ambientes (Borges et al., 2010; Tsuzuki et al., 2007) O robalo-peva é
um peixe de habito alimentar carnivoro que preda principalmente peixes e
crustaceos, podendo alcancar 5Kg além de ser um importante recurso
alimentar para as populacdes locais (Cerqueira, 2010; Kirschbaum et al., 2009).

O robalo peva € um dos principais candidatos para o
desenvolvimento da piscicultura em agua salgada e salobra no Brasil. E a
espécie que se tem maior conhecimento sobre reproducdo em cativeiro
(Cerqueira, 2010) e uma das Unicas espécies nativas que é possivel realizar a

producao de juvenis em massa (Alvarez-Lajonchére et al., 2002).



2. HIPOTESE E OBJETIVOS

HIPOTESES

A medida que aumenta a salinidade, diminui a excrecdo de amdnia
em C. parallelus.

A toxicidade das concentracdes de amodnia é mais alta nos
organismos expostos a agua doce quando comparado com organismos

expostos a agua salgada.
OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi medir a taxa de excre¢cdo de ambnia em

C. parallelus e verificar a toxicidade aguda de amobnia em diferentes

concentracoes (0, 0,5 e 1 mg de NH3/L) e em diferentes salinidades.



3. MATERIAL E METODOS

Para alcancar os objetivos propostos foram realizados dois
experimentos, ambos com cinco salinidades (0, 10, 20, 30 e 40) onde o
primeiro experimento avaliou a taxa de excrecdo de amonia de robalo peva
alimentado e em jejum por um dia. O segundo experimento verificou os efeitos
de trés concentracdes de amonia ndo-ionizada no metabolismo oxidativo e nos

danos histopatoldgicos.

Animais experimentais

Os peixes (5,84+0,162g de peso e 9,02+0,125cm de comprimento
total) foram adquiridos em uma piscicultura particular de Linhares — ES e
transportados para o Laboratério de Ictiologia Aplicada, localizada na
Universidade de Vila Velha (UVV). Os animais foram divididos e aclimatados
em cinco aquarios de 25 litros, salinidade 35 e aeracdo constante (N=18). A
cada 24 horas foi feita a dessalinizacdo ou a adicdo de sal artificial até que
chegassem nas respectivas salinidades de 0, 10, 20, 30 e 40 para dar
andamento no experimento. Feito isso, 0os animais foram aclimatados nas
respectivas salinidades por 20 dias onde a agua era totalmente trocada duas

vezes por semana, com alimentacao trés vezes por dia e aeracdo constante.

Experimento | — excre¢cdo de améOnia em robalo-peva alimentado e em

jejum.

Para realizar o experimento de excrecao de amonia os peixes foram
anestesiados com uma solucdo de 0,1 g/L de benzocaina, pesados e
transferidos para aquéarios com 3 litros de agua com sua respectiva salinidade,
totalizando 40 aquarios de 3 litros com 2 peixes cada (n=8 para cada
salinidade), com aeragdo constante. Foi realizada a média da biomassa de
cada aquario, entdo os animais foram alimentados com ragédo comercial a 1%
da biomassa. Os animais foram aclimatados nessas condigdes por 1 més.

Apbs o periodo de aclimatacéo, os peixes ficaram em jejum por 48

horas. ApGs o periodo de jejum, os peixes foram transferidos para um aquario



limpo na mesma salinidade e o experimento foi iniciado. O mesmo experimento
foi repetido uma semana depois, com 0S mesmo peixes para confirmar os
resultados obtidos no primeiro experimento.

ApoOs o periodo de aclimatacdo, os peixes ficaram em jejum por 48
horas. Apds o periodo de jejum, os peixes foram transferidos para aquarios
limpos nas respectivas salinidades e em seguida foram alimentados com 2%
da biomassa e observada a alimentacédo efetiva a fim de avaliar a excre¢ao do
peixe apds a alimentacdo. O mesmo experimento foi repetido uma semana
depois, com 0s mesmo peixes para confirmar os resultados obtidos no primeiro
experimento.

Para cada experimento de excrecao foi feito o controle positivo e
negativo, sem peixe, para cada salinidade, onde o controle positivo teve adicdo
de 0,0114 g de cloreto de aménio, o que correspondia a 1 mg/L NH4. Para
avaliar a excrecdo, foi retirada uma amostra de agua no inicio e outra no final
do experimento (24h). Durante o experimento de excre¢do, 0S animais nao
foram alimentados. No inicio e no final do experimento foram medidos
temperatura, oxigénio dissolvido, condutividade, salinidade e pH de cada
aquario.

A amoénia da agua foi quantificada utilizando o método do endofenol
e medido por um espectrofotbmetro da marca Biospectro SP — 220 em 640 nm
de acordo com o APHA (1998).

A excrecao total foi calculada a partir da férmula segundo Altinok &
Grizzle, 2004:

Excrecdo total = {[(NH; — NH; / Qtotar] / L}

Onde NH; corresponde a amostra calculada de aménia final, NH;
corresponde a amonia inicial, que foi dividido pela média da biomassa do
aquario e por ultimo dividido por 3, que corresponde a quantidade de agua
dentro de cada aquario (L).

A relagéo entre a excrecdo de aménia e a salinidade foi estimada a
partir uma regressao exponencial. As regressdes foram realizadas utilizando o
software Sigma Stat 3.5.



Experimento Il — toxicidade aguda de amdnia ndo-ionizada em robalo peva

em diferentes salinidades

Foi realizado um experimento fatorial com 3 concentracfes de
amonia (0, 0,5 e 1 mg NH3/L e 5 salinidades (0, 10, 20, 30 e 40), totalizando 15
tratamentos (6 repeticdes para cada tratamento). A duracdo do experimento foi
de 96h. Os animais ndo foram alimentados durante o periodo experimental
para ndo aumentar a concentracdo de amoénia no ambiente. A temperatura,
condutividade, salinidade e pH foram monitorados a cada 24 horas. Foram
realizadas coletas diarias de agua do experimento para mensurar a
concentracdo de NHs;. Para calcular a concentracdo de o NH3; para cada
tratamento, foi levado em consideracéo a temperatura, salinidade e pH da agua
e utilizada a seguinte formula (Barbieri & Doi, 2012):
NH3: valor de NH4/1+10(PK+0,0324*(298 - Temp.K)+0,0415*(1/Temp.K)-pH))

No final do periodo de 96 horas, os peixes foram anestesiados com
solucéo de benzocaina 0,1 g/L e posteriormente foram sacrificados por seccéo

cervical (Nickum et al., 2004) para retirar as branquias e o figado.

Atividade da anidrase carbbnica

A atividade da anidrase carbdnica branquial foi determinada
segundo método estabelecido por Vitale et al. (1999). As branquias foram
retiradas e mantidas no freezer -80°. O método consiste na quantificacdo da
atividade desta enzima através de um meio de reacdo que contera manitol (225
ML), sacarose (75 yL) e tris-fosfato (10 pL), pH 7,4.

As amostras foram homogeneizadas utilizando o préprio meio de
reacdo. Para a quantificacdo, foi pipetado 7,5 yL do meio de reacdo e
acrescentados 0,05 mL do sobrenadante do homogeneizado tecidual e 1 mL de
agua destilada saturada com CO, a 25°C. A queda do pH foi medida durante
20s através do pHmétro de bancada. Uma reta de regressao linear do pH x
tempo foi estabelecida, onde a inclinacdo da reta correspondera a taxa de
reacao catalizada (TC). A taxa de reacdo nao catalisada (TNC) foi medida da
mesma forma e no mesmo tempo, porém, no lugar da amostra foram

adicionadas 0,05 ml do tamp&o no qual a amostra foi diluida inicialmente.



A quantificacdo de proteinas totais nos extratos foi realizada de
acordo com método de Lowry et al. (1951). O principio do método é a reducgéo
que o reagente Folin-Ciocalteau sofre quando reage com proteinas, na
presenca do catalisador cobre, e produz um composto com absorcdo maxima
em 750 nm.

Para calcular a atividade da anidrase carbdnica (AAC) foi utilizada a
formula:

AAC = [TC/TNC-1]/mg proteina total

Atividade enzimética da Glutationa S-Transferase (GST) e da Catalase
(CAT)

O figado dos animais foram descongelados e homogeneizados com
tampao fosfato (pH 7,0) e centrifugados (13.000g / RPS) por 30 min a 4°C,
obtendo o sobrenadante utilizado para Glutationa S-tranferase (GST) e
Catalase (CAT). A atividade enzimatica da GST foi determinada utilizando o
método descrito por Habig et al. (1974); Habig e Jakoby (1981) utilizando
tampéao fosfato (pH 7,0), 1 mM GSH e 1 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) como substrato. A atividade cinética da GST foi calculada a partir da
leitura da absorbancia em comprimento de onda de 340 nm, em um
espectrofotometro BioSpectro. A atividade absoluta foi estimada usando o
coeficiente de extingdo do CDNB.

A catalase foi estimada por meio da avaliagdo continua do
decréscimo da concentracdo do peroxido de hidrogénio (H202) em 240 nm
(Aebi, 1984). Para tanto, foi usado um tampéo para o meio de reacdo com
peroxido de hidrogénio 10 mM e tampé&o TE (Tris HCL 1M e EDTA 5 mM),
sendo as amostras diluidas 100x no tampdo TE. Para leitura, 10 ul de
homogeneizado foram adicionados a uma cubeta de quartzo contendo 990 pl
de tampao de reacdo, misturadas por inversdo e lidas em 240 nm em um
espectrofotdmetro BioSpectro.

A quantificacdo de proteinas totais nos extratos foi realizada de
acordo com método de Lowry et al. (1951). O principio do método é a reducgéo

que o reagente Folin-Ciocalteau sofre quando reage com proteinas, na



presenca do catalisador cobre, e produz um composto com absorcdo maxima

em 750 nm.

Andlises histopatoldgicas

Para a observacdo de possiveis histopatolégias branquiais as
amostras das branquias coletadas e fixadas em &cido picrico 4%.
Posteriormente foram desidratadas em bateria crescente de alcoois (70-95%)
em 1 minuto cada e incluidas em parafina. Cortes nao seriados de 4 uym de
espessura foram realizados para a confeccdo das laminas, os quais foram
corados com Azul de Toluidina e posteriormente analisados em microscopio de
luz. As laminas foram finalizadas utilizando 6leo de Entellan. A ocorréncia de
alteracdes histopatoldgicas nas branquias foi avaliada semi quantitativamente

utilizando:

Calculo do indice de Alteracdo Histologica (IAH)

O IAH foi calculado de acordo com a frequéncia e severidade de
cada alteracdo histologica (lesao). As lesGes foram classificadas em estagios
progressivos quanto ao comprometimento da funcédo tecidual (Tabela 2),
segundo Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) e modificada por Silva (2004).
Esses dados foram utilizados para os calculos de IAH através da seguinte
férmula:

IAH = 10°.51 + 10*. 31l + 102 Sl

Onde 1, 1l e Y1l correspondem ao numero total de alteracdes em
cada estagio, e 10° 10' e 10? sdo fatores para o célculo do IAH, segundo a
severidade da leséo.



Tabela 1: Classificagdo das alteragfes histopatologicas quanto aos estagios de
comprometimento da funcdo branquial.

Estagios
| I 11l
Hipertrofia do epitélio lamelar Fusdo total das lamelas Necrose
Hiperplasia do epitélio lamelar Aneurisma lamelar
Congestao vascular Ruptura epitelial

Dilatagc&o do canal marginal
Descolamento epitelial
Constricao do sistema de células
pilares

Proliferacdo de células-cloreto
Proliferacdo de células mucosas
Fuséo parcial das lamelas

Edema

Os valores de IAH entre 0 e 10 indicam um funcionamento normal do
orgao; de 11 a 20 indicam danos leves a moderados no 6rgao; entre 21 e 50
indicam danos moderados a severos e os valores acima de 100 danos
irreparaveis no tecido. As laminas foram analisadas com o software Motic

Image Plus 2.0 em microscopio de luz Leica.

Analise estatistica

Os dados foram testados para normalidade. A Anidrase carbonica e
o IAH foram analisados por uma Kruskal-Wallis ANOVA seguido do teste de
Tukey (p<0,05). A Catalase e a GST foram analisadas por uma ANOVA
seguida do teste de Tukey (p<0,05).



4. RESULTADOS
EXPERIMENTO |

Parametros de qualidade de agua e mortalidade

Os valores médios das variaveis de qualidade da agua durante o
experimento de excre¢cdo de amobnia em peixes em jejum e alimentados estao
descritos na Tabela 2. O oxigénio dissolvido se manteve com os valores
proximo de 7 mg/L em todos as salinidades e a temperatura foi uniforme com
variagdo de apenas 0,1°C entre as salinidades. O pH foi mais alto nas duas
maiores salinidades, mas a variacdo em relacdo as menores salinidades foi de
apenas 0,3 unidades. A condutividade aumentou com o0 aumento da salinidade,

variando de 0,08 mS/cm na salinidade 0 a 58 mS/cm na salinidade 40.

Tabela 2: Parametros fisico-quimicos da agua (média + SEM) durante a
excrecdo de amoénia em Centropomus parallelus em jejum e alimentado e em
diferentes salinidades.

Salinidade
Parametro 0 10 20 30 40
Jejum
OD (mg/L) 7,740,24 7,3+0,05 7,3%0,08 7,3%0,04  7,1+0,1
Temp. (°C) 24,1+0,1 24,0+0,10 24,0+0,09 24,1+0,08 24,0+0,1

pH (unidade) 7,8t0,06 7,8£0,10 7,8+0,05 7,9+0,04  8,1+0,1

Cond. (mS/cm) 0,08+0,01 16,9+0,25 31,4+0,33 45,1+0,46 58,0+0,62

Alimentado
OD (mg/L) 6,77+0,2 7,42+0,1 7,27+0,12 7,19+0,2 7,08+0,3
Temp. (°C) 24 5+0,1 24,5+0,08 24,6+0,1 24,6+0,1 24 5+0,1

pH (unidade) 7,78t0,1 7,78+0,05 7,79+0,1 7,79x0,1  7,86%0,3

Cond. (mS/cm) 0,11+0,01 16,6+0,06 31,2+1,62 44,88+0,24 57,45+252




A excrecdo de amobnia em C. parallelus seguiu uma relagéo
exponencial tanto com o0 peixe em jejum como com o peixe alimentado (Figura
3A e 3B). A taxa de excre¢do média de amonia na salinidade 0 foi de cerca de
23 pg/g dia em peixes em jejum e de 46 pg/g dia quando alimentado. Na
salinidade 40 taxa de excrecdo média de amobnia na salinidade foi de cerca de
11 pg/g dia em peixes em jejum e de 32 pg/g/dia. A razdo entre a excrecéo de
amoOnia em peixes jejum e alimentado foi de 1,96; 1,90; 2,57; 2,80 e 2,76, para

0s peixes aclimatados nas salinidades 0, 10, 20, 30, 40 e 50, respectivamente.
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Figura 3: Excrecdo de aménia em robalo peva (Centropomus parallelus) em
jejum (A) e alimentado (B) e em diferentes salinidades.

EXPERIMENTO I

Durante a realizagcdo do experimento, ndo houve mortalidade dos
animais. Os resultados das variaveis de qualidade da agua estdo apresentados

na tabela 3. A temperatura média durante o experimento foi de 25,5°C em



todos os tratamentos. As concentracbes de amonia nado ionizada ficaram
proximas as concentragbes nominais adicionadas aos aquarios. A
concentracdo de amonia total que apresentou uma marcante variacdo, sendo
sempre superior na agua doce quando comparado as demais salinidades. O
pH de forma geral apresentou um valor crescente com o0 aumento da
salinidade, entretanto, essa diferenca foi inferior 1 unidade de pH. A variacéo
do pH foi de 7,5 para a salinidade O e 8,1 para a salinidade 40. Da mesma
forma que para o pH a condutividade elétrica da agua aumentou com o

incremento da salinidade.



Tabela 3 - Parametros fisico-quimico da agua do robalo peva (Centropomus
parallelus) em trés concentracdes de NH; (0; 0,5 e 1) e cinco salinidade (0O, 10,

20, 30 e 40).
Salinidade
NH3 0 10 20 30 40
(mg/L)
Temperatura (°C)
0,0 25,3+0,13 25,4+0,13 25,4+0,13 25,4+0,13 25,4+0,13
0,5 25,4+0,13 25,3+0,13 25,3+0,13 25,3+0,13 25,4+0,13
1,0 25,4+0,13 25,4+0,13 25,4+0,13 25,4+0,13 25,4+0,13
Amadnia ndo ionizada (mg/L)
0,0 0,20+0,04 0,20+0,04 0,10+0,02 0,20+0,04 0,20+0,02
0,5 0,70+0,04 0,4840,04 0,40+0,06 0,40+0,06 0,40+0,04
1,0 1,20+0,06 0,76+0,06 0,90+0,07 0,90+0,07 0,70+0,07
Amonia Total (mg/L)
0,0 3,7+0,54 3,0+0,60 2,7+0,34 3,0£0,57 3,0£0,33
0,5 11,5+0,67 7,3+0,59 7,0+0,92 6,9+0,81 7,0+0,62
1,0 17,8+0,89 11,5+0,87 13,6+1,10 13,9+0,98 11,4+1,01
pH (unidades)
0,0 7,9+0,04 7,9+0,03 8,0+0,04 8,1+0,006 8,1+0,004
0,5 7,8+0,05 7,9+0,03 7,9+0,04 8,0+0,02 8,1+0,01
1,0 7,8+0,05 7,8+0,05 7,9+0,04 8,0+0,03 8,1+0,02
Condutividade (mS/cm)
0,0 0,17+0,012 18,38+0,136  32,64+0,206 47,39+0,253 57,7+2,329
0,5 0,20+0,008 18,19+0,119 33,20+0,223 47,29+0,225 57,9+2,357
1,0 0,26+0,010 18,01+0,104 33,27+0,213 47,23+0,220 58,012,362

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos

nas diferentes salinidades bem como entre os tratamentos na mesma

salinidade para as enzimas Catalase (Figura 4) e Anidrase Carbdénica (Tabela

4).
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Figura 4: Atividade da enzima Catalase (CAT) em exemplares de Centropomus
parallelus expostos a diferentes concentracbes de NH3; em diferentes
salinidades por 96 h. Os dados foram analisados por uma ANOVA e teste de
Tukey (p<0,05).

Tabela 4: Atividade da Anidrase Carb6nica (mg proteina ) em Centropomus
parallelus expostos a diferentes concentracbes de NH; em diferentes
salinidades por 96 h. Letras minusculas em coluna indicam diferenca
significativa de uma mesma concentracdo de amonia nas diferentes
salinidades. Os dados foram analisados por uma kruskal-wallis ANOVA e teste
de Tukey (p<0,05).

Amaonia néo ionizada (mg/L)

Salinidade 0 0,5 1
0 0,558 0,339 0,122
10 0,398 0,272 0,132
20 0,354 0,149 0,125
30 0,358 0,204 0,226

40 0,299 0,153 0,213




A atividade da GST na salinidade 40 no tratamento de 1mg/L NH;
apresentou valores significativos (p < 0,05) quando comparados com 0s
demais tratamentos na mesma salinidade. O tratamento 0,5 mg/L™ de NH3 na
salinidade 20, diferiu significativamente de todos os demais tratamentos (Figura
5).
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Figura 5: Atividade da enzima Glutationa S-transferase (GST) em Centropomus
parallelus expostos a diferentes concentracdbes de NH; em diferentes
salinidades por 96 h. Letras minUsculas indicam diferenca significativa entre os
tratamentos e letras mailsculas indicam diferenca significativa entre as
salinidades. Os dados foram analisados por uma ANOVA e teste de Tukey
(p<0,05).

As alteracdes histopatoldgicas branquiais decorrentes da exposicéo
aguda a concentracdes de amonia foram basicamente as mesmas para 0S
diferentes tratamentos. Hipertrofia e hiperplasia, foram as alteracdes
predominantes na morfologia branquial dos peixes expostos a amonia em
todos os tratamentos quando expostos a 96 horas, mas principalmente na
salinidade 0. Em menor propor¢cdo alguns tratamentos, apresentaram fuséo
total das lamelas, principalmente no tratamento de 1mg/L de NH3; na salinidade
30 (Tabela 5). A estrutura normal do epitélio lamelar e as principais



histopatolégias encontradas em branquias de robalo-peva estdo apresentadas

na figura 6.



Tabela 5: Frequéncia de alteracdes histopatolégicas encontradas nas branquias de Centropomus parallelus expostos a diferentes
concentracdes de NHz em diferentes salinidades por 96 h.

Salinidade 0 Salinidade 10 Salinidade 20 Salinidade 30 Salinidade 40
Concentragdo de amdnia ndo ionizada (mg/L)

Alteragao Estagio

0 0,5 10 |0 0,5 1,0 0 0,5 10 |0 0,5 1,0 |0 0,5 1,0
Hipertrofia do epitélio lamelar I +++ 4 +++ | 0+ ++ ++ 0+ + + 0+ 0+ +++ | H+ +
Hiperplasia do epitélio lamelar | | +++ 4 +++ | +++ +++ +++ ++ +++ +++ | ++ +++ R s e +4+
Dilatagdo capilar [ 0+ O 0+ | O+ 0+ + 0+ + + 0+ 0+ 0+ + + +
Descolamento epitelial [ ++  ++ ++ | ++ ++ ++ 0+ 0+ ++ 0+ + ++ + ++ ++
Proliferacao de células cloreto I ++ 4+ |+ ++ ++ 0+ ++ ++ 0+ ++ ++ ++ o+t +++
Proliferacao de células mucosas | | + ++ 0+ | O+ 0+ + 0 0 0+ ++ 0+ ++ 0 0+ +
Congestao I 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0+ 0 0 0 0 0
Fusdo parcial das lamelas I + + 0 0 0+ 0+ 0 0 0 0+ 0+ 0+ o+ O 0
Constricdo do sistema de células | | o+ O 0 0 0 0 0 0 0 0+ 0 0 0 0 0
Fusdo total das lamelas Il + 0 0 0+ + 0+ 0 0 + 0+ + ++ + ++ ++

0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito frequente.



Figura 6: Histopatologia encontradas nas branquias de Centropomus parallelus
expostos a diferentes concentragfes de NH3 em diferentes salinidades por 96
h. (A) Estrutura branquial normal na salinidade 10 sem contracdo de amonia;
(B) Hipertrofia na salinidade 0 na concentracdo de 0,5 mg/L de NH3(C)
Descolamento epitelial na salinidade 0 na concentracao de 1 mg/L de NH3(D)
Hipertrofia e proliferacdo de células-cloreto na salinidade 40 na concentracdo
de 1 mg/L de NH3 (E) Fuséo das lamelas na salinidade 30 na concentracao de
1 mg/L de NHs(F) Hiperplasia na salinidade 20 na concentragdo de 0,5 mg/L de
NHs. Barra de escala = 10 ym. Coloragao = Azul de Toluidina.

O IAH foi significativamente mais alto nos peixes da salinidade 30
guando expostos a 1 mg/L de amodnia ndo ionizada quando comparado aos
peixes expostos no tratamento sem adi¢cdo de amoénia. O IAH na salinidade 30



na concentracdo de 1mg/L de NHj3; apresentou uma diferenca significativa
quando comparada no mesmo tratamento porém em diferentes salinidade
(Tabela 6). Os peixes expostos a 0,5 mg/L de ambnia n&o ionizada nao
diferiram de nenhum outro tratamento. Houve um aumento significativo do 1AH

com o0 aumento da concentracdo de amoénia nas salinidades 20 e 30.

Tabela 6: Mediana do indice Alteracbes Histologicas das branquias de
Centropomus parallelus expostos a diferentes concentracbes de NHz em
diferentes salinidades por 96 h. Letras minasculas em coluna indicam diferenca
significativa de uma mesma concentragdo de amonia nas diferentes
salinidades. Letras maiusculas em linha indicam diferenca significativa das
diferentes concentracbes de améOnia em uma determinada salinidade. Os
dados foram analisados por uma kruskal-wallis ANOVA e teste de Tukey
(p<0,05).

Amadnia ndo ionizada (mg/L)

Salinidade 0 0,5 1
0 4aA 5aA 5aA
10 3aA 4aA 5aA
20 3aA 4a AB 5a B
30 4aA 5a AB 14b B

40 6& A 53 A 6ab A




5. DISCUSSAO
EXPERIMENTO |

No presente estudo, a salinidade influenciou exponencialmente a
taxa de excrecdo de amonia de C. parallelus. A maior taxa de excrecao foi
encontrada na salinidade O para os peixes em jejum ou alimentado. Entretanto,
a partir da salinidade 20 nota-se igualdade nas taxas de excre¢cdo. O mesmo
resultado foi obtido por Altinoka & Grizzle (2004) para as espécies de peixes
eurialinos (Oncorhynchus mykiss, Salmo trutta, Morone saxatilis e Acipenser
oxyrinchus desotoi) e Wu & Sun (2006) com Procephalothrix simulus onde a
excrecdo diminuiu com o aumento da salinidade. Rocha et al. (2005),
observaram taxas de excre¢do maiores em C. parallelus expostos a salinidade
5 gquando comparado a salinidade 30. De acordo com Frick e Wright (2002) a
reducdo da excrecao de compostos nitrogenados com o aumento da salinidade
€ uma consequéncia da reducdo do catabolismo e da retencdo de
aminoacidos. Em funcdo do resultado obtido no presente estudo,
provavelmente, esse mesmo processo metabdlico ocorre no C. parallelus até a
salinidade 20, pois a partir dai ndo se nota mais uma diminui¢do na taxa de
excrecdo de amobnia, o mesmo foi observado por Frick e Wright para o Rivulus
marmoratus em salinidades superiores a 30.

No estudo de Richly & Marina (1977), a excre¢cdo de amobnia de
Salmo gairdnere aumentou duas vezes quando os peixes foram alimentados
gquando comparados com os animais em jejum. Nesse estudo, essa razéo a
excrecdo de amonia entre peixes alimentados e em jejum foi maior para os
peixes em agua salgada (2,5-2,8 vezes) e menor para 0s peixes em agua doce
e com salinidade 10 (1,6-1,9 vezes), sendo similares as razbes obtidas pelo
autor supracitado. Esse resultado é diferente ao obtido na excrec¢do, onde as
maiores taxas de excre¢do sao observadas nos peixes nas salinidades 0 e 10,
mas por outro lado, nessas mesmas salinidades observa-se uma menor razao
na excrecao entre os peixes alimentados e em jejum.

O C. parallelus por ser um peixe eurialino suporta elevado gradiente
de salinidade o que permite que a sua criacdo seja realizada em diferentes
condicOes dessa variavel (Borges et al., 2010; Tsuzuki et al., 2007). Entretanto,

alguns autores relataram um maior crescimento e melhor conversao alimentar



da espécie em agua salobra (5-15) do que em salgada (Rocha et al., 2005;
Tsuzuki et al., 2007). Esses resultados vao de encontro com os obtidos no
presente estudo, onde a razdo na excrecdo entre peixes alimentados e em
jejum é maior em agua salgada, indicando que o catabolismo dos aminoacidos
ocorre dentro de uma faixa de salinidade 6tima para o metabolismo da espécie.
O aumento da salinidade deve tirar o peixe dessa zona metabdlica favoravel e
ocasionar uma menor absorcdo da proteina consequentemente um aumento

proporcional da excrecdo de amonia.

EXPERIMENTO I

O C. parallelus se mostrou ser um organismo tolerante aos niveis de
amoOnia nao-ionizada (NH3) testados no presente trabalho, ndo apresentando
mortalidade em nenhum dos tratamentos. Alguns estudos realizados mostram
gque 0s organismos expostos a concentracdes de NHj3 iguais ou similares
apresentaram mortalidade, como no trabalho de Okelsrud & Pearson (2007),
utilizando Lates calcarifer nas concentracées de 0,5, 1, 1,5, 2, e 2,5 mg/L™ de
NH3, em que foi apresentado um aumento do nivel de mortalidade em relacao
com o aumento da concentracdo de amonia ndo-ionizada. Guan et al. (2010)
realizou um trabalho com Cyprinus carpio transgénicas e comuns e obtiveram o
resultado de que a mortalidade de carpa transgénica foi significativamente mais
elevada do que a carpa ndo-transgénica em todas as concentracdes de amonia
ndo ionizada ((0,91 + 0,12), (0,48 + 0,06) e (0,12 + 0,01) mg N / L™) durante os
testes de toxicidade durante 21 dias.

A atividade de anidrase carbbnica no presente estudo, néo
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos, porém houve um leve
decaimento, ndo significativo, dos grupos expostos NH3; quando comparados
ao controle. Pode-se sugerir atividade da anidrase carbdnica se manteve
estavel por néo ter se ligado ao seu substrato inibido pelas concentracdes de
amonia. No trabalho de ArasHisar et al. (2004) apresentou diferenca
significativa na inibicdo da atividade enzimatica logo nas primeiras horas de
exposicdo do Oncorhynchus mykiss a amoénia. Varios estudos recentes de

organismos expostos outros contaminantes, mostraram que a atividade da



anidrase carbonica foi significativamente inibida (Mela et al., 2013; Zimmer et
al., 2012).

O figado é um dos 6rgdos mais afetados pelos contaminantes, visto
que é o principal 6rgdo desintoxicador. Segundo Atli & Canli (2010), o tecido
hepatico tem sido preferido para estudos de estresse oxidativo em relacdo aos
outros tecidos, uma vez que ele apresenta elevadas taxas de atividade das
enzimas antioxidantes. No presente estudo n&do foi observada nenhuma
alteracdo nos valores da atividade da CAT nos exemplares de C. parallelus
testados. Uma hipotese é de que a espécie do presente trabalho tenha usado
outra via de desintoxicacdo, que nado seja a CAT, para o contaminante do
estudo. Hegazi et al. (2010) também observou que a atividade de GST no
figado teve um aumento significativo nos peixes expostos a 0,194 mg/L e 0,588
mg/L de ambnia ndo-ionizada quando comparados com 0s controles. Segundo
0S autores, a exposicdo a este contaminante em organismos aquaticos pode
aumentar a formacdo EROS no meio intracelular, que ativa capacidade da
defesa antioxidante. Esta afirmacdo também € valida para o presente estudo
uma vez que ambos os trabalhos utilizaram o mesmo contaminante.

As branquias sdo o6rgaos multifuncionais que atuam como uma
interface entre o animal e o ambiente, sdo conhecidas como 6rgéo-alvo em
peixes, sendo o0 primeiro a reagir em condicbes ambientais desfavoraveis.
Como desempenham papel fundamental para as trocas gasosas e para a
regulacdo osmoticas, alteracdes histolégicas branquiais podem afetar
diretamente os mecanismos de respiracdo e osmorregulacdo (Martinez et al.,
2006). No experimento realizado, as alteracbes mais predominantes foram
hiperplasia e hipertrofia em todos os tratamentos. Quando exposto a salinidade
40 a 0,5 mg/L e 1mg/L de ambnia nado ionizada foi observado uma fusdo da
lamela. Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Romano &
Zeng (2007), onde Portunus pelagicus exposto a 5 mg/L de amoénia nao-
ionizada expostos por 96 horas na salinidade 30 sofreram alteragdes epiteliais.
Danos semelhantes foram observados também no trabalho de Chezhian et al
(2012), que expos Cyprinus carpio a 27 ppm de amoénia ndo-ionizada em pH 5
no tempo de 96 horas. Diante dos resultados apresentados, sugere-se que a
amoOnia ndo ionizada causa maiores danos hitopatolégicos no epitélio branquial

nas salinidades acima de 20 provavelmente por um aumento de troca i6nica



aumentando assim o contado do 6rgao com o contaminante. Os indices de
alteracdes histopatolégicas foram menores do que dez o que indica que apesar
alteracdes observadas, as branquias apresentavam fungdo normal. Os niveis
de alteracbes branquiais variam de acordo com o toxico utilizado e o tempo de

exposicao (Delunardo et al., 2013).



6. CONCLUSOES

A excrecdo de amonia para o C. parallelus em jejum e alimentado
diminui exponencialmente com o aumento da salinidade.

A exposicdo aguda (96h) a até 1mg/L de amobnia ndo ionizada se
mostrou pouca toxica para o C. parallelus, do ponto de vista do metabolismo
oxidativo e de danos histolégicos nas branquias.

O C. parallelus é um peixe moderadamente tolerante aos efeitos

toxicos da amoOnia testados neste trabalho.
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