MARISTELA AZEVEDO

O NITRITO, TiPICO POLUENTE ORGANICO DE
TANQUES DE PISCICULTURA, AFETA A
OSMORREGULAGCAO DA TILAPIA DO NILO

(Oreochromis niloticus)?

Monografia apresentada para obten¢ao do grau de
Bacharel em Ciéncias Biolégicas ao Departamento
de Fisiologia, do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana.

Orientadora Prof2. Dr2. Carolina Arruda de O. Freire

CURITIBA
2003



PARECER DA COMISSAO DE AVALIACAO DO TRABALHO DE CONCLUSAO DA
DISCIPLINA DE ESTAGIO CURRICULAR

Aos 21 dias do més de fevereiro de 2003, a Comissao de Avaliagao da Monografia
de Estagio Curricular do Curso de Ciéndias Biolégicas da UFPR, composta pelas Dras Marta
Marques de Souza da Universidade Estadual de Londrina, e Marisa Fernandes de Castilho,
do Departamento de Fisiologia da UFPR, reuniu-se para proceder 3 avaliagdo da
monografia "0 nitrito, tipico poluente organico de tanques de piscicultura, afeta a
osmorregulacao da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)?” de autoria da académica do
Curso de Ciéndias Biologicas Maristela Azevedo. A Comiss3do julgou o trabalho e atribui a
nota 10 {conceito A).

— )

Profa Dfa Carolina Arrudane Oli
{Orientadora)

2.

Dra Marta Marques de Souza
(Membro da Comiss3o)

'es\szﬁ»,@;c R

Dra Marisa Fernandes de Castilho
(Membro da Comiss3o)

Curitiba, 21 de fevereiro de 2003



FICHA DE AVALIACAO

Aluna: Maristela Azevedo
Profa Orientadora : Carolina Arruda de Oliveira Freire
Disciplina: Estagio II (Departamento de Fisiologia)

Titulo da Monografia: O nitrito, tipico poluente organico de tanques de pisdcultura, afeta a
osmoiregulacao da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)?

Avaliador: Dra Marisa Fermandes de Castilho
Assinatura: A (QD

Data: 21 de fevereiro de 2003

Nota da Avaliacéo: o (35%\

8&5,'% _ MOro J)'é a ’Q’?f"‘““ée'de’ BQ agﬁve’ QJ_'Q“
‘ &=, 2T ~ ,,
"O';Ll;m'e &ueﬁ‘d«@%- %flg&w(—D SO qu, TWG)@Q ﬁwﬁau&@
5 &r,q_@\,\e_cblo' de o Poos Jem Uot[e, Vo Cﬁlfezz)) _ |



FICHA DE AVALIACAO

Aluna: Maristela Azevedo
Profa Orientadora : Carolina Arruda de Oliveira Freire
Disciplina: Estagio I

Titulo da Monografia: O nitrito, tipico poluente organico de tanques de pisdcultura, afeta a
osmorregulacdo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)?

Avaliador: Dra Marta Marques m
Assinatura: BAA

) Q“B
Data: 21 de fevereiro de 2003

Nota da Avaliagio: 50,0 ( Jﬂa\




A Deus
A minha mae, pelo exemplo de coragem e por sua luta
Dedico

AGRADECIMENTOS
A todos os amigos que me apoiaram e incentivaram para a realizagdo deste:

A prof2. Dr2. Carolina, minha orientadora, que sempre soube dar conselhos e orientar
de forma compreensiva, branda e amiga.

Aos amigos e colegas de laboratério, Viviane, Valéria, Denilton, Ivonete, Clarice,
Alessandra e Vitor pela ajuda, pela convivéncia e pelos momentos divertidos.

A Viviane pelas contribuicdes e ajuda no tratamento dos animais.

A Valéria, pela ajuda no tratamento dos animais.

Ao Denilton, por suas contribui¢des, ajuda na coleta e por suas palhacgadas.
A Ivonete, pelo seu otimismo e ao Vitor, por suas idéias e ajuda na coleta.

A professora Dr* Marta Marques de Souza (UEL), pelas varias contribuicbes e
incentivo na realizagdo deste trabalho e por participar da banca de avaliagédo.

A professora Dr® Marisa Fernandes, pela ajuda na obtengdo dos animais, pelas
contribuicdes e pela participagdo na banca.

Ao professor Ostrenski que cedeu os animais e ao Eder, que tornou possivel a coleta.

Ao amigo Carlos (Tuta) que gentilmente me ajudou nos calculos no computador.

A amiga Maria Elisa (Juju) pela breve e alegre companhia nos finais de semana e
feriados de trabalho, pela convivéncia e por sua amizade sincera;

A amiga Katherinne (Kethy) minha irmazinha do coragdo, sempre pronta a ajudar,
apesar da distancia.

A minha mae (Matilde) e meus irmaos (Eder e Francielle), pela compreensao, apoio e
incentivo.

E atodas as demais pessoas que amo... € aos animais, que foram sacrificados.

ii



iii

MAOS DADAS

Nao serei 0 poeta de um mundo
caduco.

Também nao cantarei um mundo futuro.
Estou preso a vida e olho meus
companheiros.

Estao tarcitumos mas nutrem grandes
esperangas.

Entre eles, considero a enorme
realidade.

O presente é tao grande, nao nos
Afastemos.

Nao nos afastemos muito, vamos de
maos dadas.

(Carlos Drummond de Andrade)



SUMARIO

pagina
LISTADE FIGURAS ...ttt sae et eene s \%
RESUMO ...ttt e e et et e s e eaeeesee e teeeneeenaeeeneenneseneeenes vi
1 INTRODUGAO ...ttt ettt ettt e s e et ee et s e s s s s 1
2O0BUETIVOS ...ttt ettt eae e et e e teeeaeeeaeeeneeeseeeseenneas 5
3 MATERIAL EMETODOS ...........oooiuirieieeieceeeesesees s saes s sas s ss e sasnennens 6
Retirada de AmMOStras de SanQUe ... 8
Analise dO HEMAtOCTItO ..................ooiiieeee e e 9
Dosagens de Metahemoglobina, Hemoglobina total, Desoxi-hemoglobina e
OXi-hemoglobiNa..............ooo et 9
Osmolalidade € 10NS PIaSMAtICOS ..............c.ovveueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeee e eeeeesene 10
Analise EstatiStiCa ....................cccooiiiiiiii e s 10
4 RESULTADOS ...ttt e e e e eaae e e s e e e e bae e e nsabe s e e eaaaeessasaeeseansees 11
Concentracao de Hemoglobinatotal .....................ccooiiiiiiiiiee e, 12
Porcentagem de Desoxi-hemoglobina .................ccoooiiiiiice e, 12
Porcentagem de Oxi-hemoglobina ..., 13
Porcentagem de Metahemoglobina ..., 13
HeMAOCKILO ...ttt e et e e e e 13
OSMOIALIAAAE ...t e e e 13
Concentracao de ions cloreto no plasma ................ccoooieiiiiiiiiniiicneeee e 14
Concentragio de IonS MagnNESio .............oovoveieeieeeeeeeeeeeeeeeeee et 14
B DISCUSSAD ..ottt st et s s seae st sesaeas 17
8 CONCLUSOES ............oooooeieeeiceeeeet ettt eb et 22



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Oreochromis niloticus em aquario-estoque ...............cccceecveeeveeereeeeenenn. 6
Figura 2: Isolamento dos animais dos estimulos ambientais do laboratério ............ 6
Figura 3: Anestesia de Oreochromis niloticus em solugédo benzocaina ................... 8
Figura 4: Coleta de sangue de Oreochromis niloticus ................cc....ccceeevvveeeeeeeanne.. 9
Figura 5-A: Concentragdo de Hemoglobina total em Oreochromis niloticus .......... 15
Figura 5-B: Porcentagem de desoxi-hemoglobina em Oreochromis niloticus ........ 15
Figura 5-C: Porcentagem de oxi-hemoglobina em Oreochromis niloticus ............. 15
Figura 5-D: Porcentagem de metahemoglobina em Oreochromis niloticus ........... 15
Figura 5-E: Volume de hematécrito em Oreochromis niloticus .............................. 15
Figura 6-A: Osmolalidade plasmatica em Oreochromis niloticus ........................... 16
Figura 6-B: Concentragao de ions cloreto em Oreochromis niloticus .................... 16
Figura 6-C: Concentragao de ions magnésio em Oreochromis niloticus ............... 16



RESUMO

O efeito agudo (48h) do nitrito (NO2) sobre parametros sanguineos -
hematécrito  (Hct), hemoglobina total (Hb Total), percentuais de
desoxihemoglobina (Hb%), metahemoglobina (MetHb%), oxihemoglobina (Hb-
02%), e ~na regulagdo osmo-ibnica do plasma, osmolalidade ([Osm])),
concentragdo de cloreto ([CI]) e de magnésio ([Mg®']) da tilapia do Nilo
(Oreochromis nilotcus). A possivel reversdao do efeito do NO; também foi
avaliada. Para os testes, utilizaram-se 2 lotes de O. niloticus, sendo, em
ambos, estabelecidos um grupo controle e outro contaminado. A contaminagéo
deu-se por diluicdo de NaNO; (0,5 mM) na agua dos aquarios experimentais.
No 1° lote, os animais foram testados por 48h, anestesiados e foram coletadas
amostras de sangue. No 2° lote, foi estudada a reversao de efeito do NO;: 48h
com NO seguidas de 48h sem NO", n=8 para todos. Andlise estatistica: teste
t de Student ndo-pareado (p<0,05). Controle (ctr) x contaminado (ctm): redugao
no Htc de 34,13+2,35 (ctr) para 19,30+2,81 (ctm), na Hb-O,% de 81,40+2,31
(ctr) para 46,84+7,61 (ctm), e na [Mg*] de 1,74+0,17 mM (ctr) para 1,17+0,13
mM (ctm); e aumento na MetHb% de 10,83+2,51 (ctr) para 46,79+8,00 (ctm).
Ctr com reverséo (ctr r) x ctm com reversao (ctm r): redugdo na [Hb] total de
3,31E-05+7,46 (ctr r) para 1,39+8,75 (ctm r), Htc de 27,57+6,34 (ctr r) para
9,07+2,04 (ctm ), e na [Mg?'] de 1,39+0,09 mM (ctr r) para 0,64+0,07 mM (ctm
r); e aumento na MetHb% de 2,65+1,44 (ctr r) para 17,7145,14 (ctm r). A
reversdao da contaminagdo gerou recuperagdo parcial da MetHb% e da Hb-
0%, além da [Mg?*]. O. niloticus foi sensivel a 48h de exposi¢do a 0,5 mM de
NaNO,, e recuperou-se em parte dos efeitos do poluente apés 48 h. A
osmolalidade e a |[CI] nao foram afetadas, sugerindo moderada
metahemoglobinemia. Houve efeito sobre a regulagdo de Mg?*, talvez por ser o
rim bastante exposto ao nitrito.
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1 INTRODUGAO

A alta densidade de peixes em cultivos intensivos com sistemas de
recirculagdo de agua freqientemente resulta em um aumento das
concentragbes ambientais de nitrito (NO2), um produto oriundo de residuos
nitrogenados devido a incompleta oxidagao da amoénia a nitrato (ATWOOD et
al., 2001). O processo de nitrificacdo segue a seguinte formula: 2 NH; + 3 O, —
2 HNO; + 2 H,O + Energia. O acido nitroso (HNO.) na agua se dissocia,
liberando o NO>". Ja o processo de desnitrificagao, tem como formula: 2 HNO
+ 0O, — 2 HNO; + Energia. Ambos os processos sdao dependentes de
bactérias, nitrificantes e desnitrificantes, respectivamente. Um desbalango nos
processos de nitrificacdo e desnitrificagcdo bacteriana gera acumulo de NO2 no
sistema aquatico (GROSELL e JENSEN, 2000) principalmente em aguas
eutréficas. O nitrito é altamente téxico para muitos vertebrados e invertebrados
de agua doce, sendo que, dentre os vertebrados, os peixes sao especialmente
sensiveis (BIANCHINI et al., 1995; DOBLANDER e LACKNER, 1995).

O acumulo de NO>" é uma das alteragdes mais criticas na qualidade da
agua em tanques de cultivo de peixes (HILMY et al., 1986). O NO2 é oxidado a
nitrato rapidamente; contudo, sua alta toxicidade para os peixes merece
consideragao, pois o NO2 & um forte formador de metahemoglobina (MetHb) a
partir da hemoglobina (Hb). Neste processo, o NO2 oxida o ion ferro da Hb
transformando-a em MetHb, a qual é incapaz de transportar o O2. A formacéao
da MetHb pode ocasionar a morte do peixe como resultado da hipoxia por
diminuir a quantidade de Hb funcional (oxi-hemoglobina) nos eritrocitos e
diminuir o hematoécrito (Hct). A redugédo do Hct pode ser resultado da simples
diminuicdo de volume eritrocitario devido a perda de K destas células,
processo este induzido pela formagdao de MetHb (ADRAGNA e LAUF, 1998),
ou pode ser devido a eliminagdo de eritrécitos nao funcionais em decorréncia
da precipitacdo da hemoglobina no interior dos mesmos. Esta precipitagéo é
devida a diminuicdo da solubilidade da Hb quando ocorre a diminuigao de
volume celular dos eritrécitos (JENSEN et al., 1987). O NO2 entra no peixe

dulcicola pelo sistema de absor¢ao de CI” branquial, competindo com este pelo



sitio de ligacdo do sistema de co-transporte CI/HCO3, podendo se concentrar
no plasma em valores muito maiores que os do meio, bem como, penetrar em
compartimentos teciduais, levando a hipéxia em érgaos vitais, como o figado
(JENSEN et al., 1987).

Em um estudo com carpa (Cyprinus carpio), foi observado um acumulo
de NO2 no plasma destes animais apés um periodo de 48h de exposi¢cao ao
NO2 na agua (JENSEN et al., 1987). Essa acumulagdo acarretou em aumento
bastante evidente do conteido de MetHb nos eritrécitos e redugao do volume
celular médio dos mesmos (redugdo no hematocrito). A Hb mostrou uma
grande reducgdo na afinidade pelo O, e o O arterial decresceu para valores
extremos. Contudo, a pressao parcial de Oz (PO2) no sangue aumentou, pelo
aumento compensatoério na ventilagdo. Houve reducdo na concentragdo de CI°
plasmatico; a concentragdo de bicarbonato diminuiu levemente e a de lactato
plasmatico aumentou de forma consideravel. Quanto ao ion K*, este teve a sua
concentragio plasmatica aumentada em 94% - pelo aumento de sua saida das
hemacias, revelando uma hipercalemia extracelular. Contudo, o Na™ plasmatico
sofreu reducdo, mantendo assim, a soma de anions e cations constante. O
Ca® ndo variou e a osmolalidade plasmatica permaneceu praticamente
constante.

As respostas fisiologicas de parametros hematol6gicos de duas espécies
neotropicais de peixes expostas a 30 mg.L”' de NaNO, por um periodo de 96
horas foi estudado por MARTINEZ e SOUZA (2002). Neste trabalho foi
observada uma diminuigdo no hematécrito e na concentragdo de Hb total e
aumento na MetHb do curimba, Prochilodus lineatus, enquanto o lambari,
Astyanax altiparanae mostrou-se mais tolerante, nao exibindo variagbes nestes
parametros. Ambas as espécies tiveram reducdes nas concentrages de Na”
no plasma e de K' dos eritrocitos, mas somente P. lineatus apresentou
aumento na concentragéo de K* plasmatico. Em analises in vitro, a exposi¢ao
durante 2 minutos ao NaNO2 causou diminui¢ao do volume dos eritrécitos de P.
lineatus em 36% e, em A. altiparanae, redugao de 10%, corroborando a idéia

de que o NO; que entra nas células ocasiona a formagao da MetHb e efluxo de
K.



Experimentos com reversdao da contaminagao sio relatados por dois
trabalhos, ambos realizados com a carpa, Cyprinus carpio. No primeiro, foi
observado que a exposi¢do a 1 mM de NaNO- por 48h pode ser reversivel pela
retirada dos animais da presenga do contaminante, sendo que o mesmo pode
ser eliminado, porém, em menor velocidade do que a sua taxa de captagao.
Mesmo ap6s 46h de reversao, a [NO2] permanecia alta (JENSEN et al., 1987).
No outro trabalho, é relatada uma recuperagdao na metahemoglobinemia de
carpa apdés 48h de exposicdo ao NaNO; (2 mM) e colocadas em agua sem
NO> por 5 dias de reversdo. Nao houve diferengas significativas nas
concentracoes de Hb total e de NO2 plasmatico durante as reversdes, porém,
ocorreu diminuicdo do K do plasma neste periodo (KNUDSEN e JENSEN,
1997).

O efeito do NO2 sobre a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ja foi
estudado, porém, relacionando apenas a toxicidade (concentragao letal média)
deste poluente ao tamanho dos exemplares, obtendo como resultado que
individuos maiores foram mais sensiveis ao NO2 (ATWOOD et al., 2001). Os
autores observaram ainda que a adi¢ao de cloreto de sodio (NaCl) ou cloreto
de calcio (CaCl,) a agua dos aquarios experimentais reduziu a mortalidade dos
animais, ou seja, diminuiu a toxicidade do NO>".

Oreochromis niloticus, nativo da Africa, apresenta ampla distribuigdo
geografica no Brasil. Sua introdugdo ocorreu em 1971 pelo DENOCS
(Departamento Nacional de Obras Contra as Secas) no Nordeste do pais na
tentativa de investir na produgdo da ictiofauna dos agudes daquela regiao
(GONCALVES, 1993). Esta espécie é extensamente utilizada em piscicultura
no mundo todo e em cultivos para repovoamento de lagoas e represas, devido
as suas altas taxas de reprodugao e crescimento. Além disso, as espécies do
género Oreochromis toleram uma grande variedade de condigdes ambientais,
como acidez, salinidade, temperatura, dentre outros fatores (AVELLA et al.,
1993).

A tilapia do Nilo, assim como outros peixes de ambientes duicicolas,
possui concentragao mais elevada de sal e moléculas organicas no seu sangue

em relagéo a agua. Para manter o seu meio interno (liquido extracelular, LEC)



mais concentrado do que a agua s&o necessarios sistemas de transporte de
ions através do epitélio branquial para promover absorgéo do sal da dgua para
0 sangue. Tais sistemas sdo sempre dependentes direta ou indiretamente da
Na’ K"-ATPase (HWANG et al., 1989; VENTURINI ef al., 1992; AVELLA et al.,
1993). Para a homeostase, tanto estes sistemas presentes nas branquias
realizando absorgio ativa, quanto os sistemas presentes no epitélio do tubulo
renal, realizando reabsorgao ativa de sais e osmélitos organicos presentes no
filtrado glomerular, necessitam funcionar de forma eficiente para compensar a
perda difusional (passiva) de ions que ocorre através do epitélio branquial,
parede do corpo e urina, mesmo sendo a urina de teleésteos dulcicolas
bastante diluida em relagdo ao sangue (HENTSCHEL e ELGER, 1989;
JOBLING, 1995; EVANS, 1993; McCORMICK, 1995).

Para a manutencdo das fungdes organicas em seus niveis normais, a
homeostase do LEC é de fundamental importancia, sendo que interferéncias na
capacidade de regulagdao osmo-idnica do LEC afetardao o funcionamento das
células do organismo. A homeostase do LEC pode ser potencialmente afetada
pela adicao de um contaminante na agua ou ao sangue de um peixe. Assim, 0
efeito da contaminagéo por nitrito sobre a homeostase do LEC (osmolalidade e
concentragdes dos ions) deve ser estudado, uma vez que a tilapia do Nilo é
uma das espécie mais trabalhadas na aquicultura por sua alta taxa
reprodutiva, colaborando, dessa forma, por sua propria fisiologia, com o
aumento da concentragdo de nitrito nos tanques. E importante monitorar
também os parametros hematolégicos (hematdcrito e MetHb), de sensibilidade
ja amplamente demonstrada ao NO> (HILMY et al., 1986; JENSEN et al., 1987,
MARTINEZ e SOUZA, 2002). O nitrito, como ja citado anteriormente, & um
poluente limitante nos sistemas aquaticos e os peixes dulcicolas, dentre todos
os animais aquaticos, estdo entre os mais sensiveis (BIANCHINI et al., 1995;
DOBLANDER e LACKNER, 1995).

A literatura nao possui nenhum dado sobre a osmorregulagéo da tilapia
do Nilo exposta ao NO2. A maioria dos trabalhos de outras espécies expostas
a esse contaminante citam em termos iono-regulatérios, principalmente, os
teores plasmaticos de K* e/ou CI’ (KNUDSEN e JENSEN, 1997; ADRAGNA e



LAUF, 1998; MARTINEZ e SOUZA, 2002), sendo poucos os que relatam as
concentragdes de Na* efou Ca** (JENSEN et al., 1987; WILLIAMS e EDDY,
1987; MARTINEZ e SOUZA, 2002). Neste trabalho, atengao especial foi dada
aos ions CI' e Mg®, uma vez o é primeiro captado pelas bréanquias e o
segundo, regulado pelos rins, permitindo assim, estudar parcialmente a
funcionalidade destes 6rgaos osmorregulatérios apos a exposigdo ao poluente.
Pelos efeitos ja relatados para outras espécies sobre os teores plasmaticos de
K" e CI, podem-se esperar efeitos sobre a osmorregulacao da tilapia do Nilo
(JENSEN et al., 1987; MARTINEZ e SOUZA, 2002). Com relacao a
reversibilidade, apenas duas literaturas relatam testes de reversao de efeito do
NO2 (JENSEN et al., 1987; KNUDSEN e JENSEN, 1997). Pela escassez de
avaliacoes neste sentido e pela possibilidade de um manejo dos tanques
focando o bem estar animal, torna-se interessante estudar a reversao do efeito
do nitrito sobre as tilapias do Nilo.

Dada a freqiiéncia de ocorréncia de contaminagao pelo nitrito em
tanques de piscicultura, a relevancia da fungao da osmorregulagao e a
importancia desta espécie no comércio de peixes cultivados, torna-se relevante
trabalho. Ainda por estes mesmos motivos e pelos ja relatados acima, é
importante avaliar também a possivel reversibilidade do efeito por
contaminagdo por nitrito, 0 que poderia vir a indicar uma melhora na saude de
tilapias de tanques que chegassem a acumular niveis altos de nitrito por alguns
dias.

2 OBJETIVOS

Através de bioensaios com tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
verificar o efeito agudo (48h) do nitrito (NO2") sobre os parametros sangtiineos -
hemoglobina total (Hb total), percentual de metahemoglobina (MetHb),
percentual de deoxihemoglobina (desoxi-Hb), percentual de oxi-hemoglobina
(oxi-Hb) e hematécrito (Hct) - e sobre a regulagdo osmo-idnica do plasma

através de leituras da osmolalidade e dosagens de cloreto e magnésio e a



possivel reversibilidade do seu efeito (48h com NO> seguidos de 48h sem NO2
).
3 MATERIAL E METODOS

Os exemplares de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) utilizados como
modelos biolégicos foram coletados na Fazenda Experimental do Canguiri-
UFPR, no municipio de Pinhais, Parana. As tilapias de aproximadamente 10 a
15 cm de comprimento total (Fig. 1) foram mantidas agrupadas em aquario-
estoque de aproximadamente 70L durante a aclimatacdo — minimo de 5 dias
antes de iniciar os experimentos.

Figura 1. Exemplares de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) mantidas em aquario-estoque
no Laboratério de Fisiologia Comparativa da Osmorregulagéo.

Para os experimentos, as tilapias foram colocadas sozinhas em aquarios
de 20 L - para evitar que o estresse decorrente das interagbes sociais
interferissem nas respostas (VOLPATO e FERNANDES, 1994) — e isoladas,
através de cartolinas verdes, dos estimulos ambientais do laboratério
(VOLPATO e BARRETO, 2001) (Fig. 2).

Figura 2. Cartolinas verdes ao redor dos aquarios isolando os animais dos estimulos
ambientais do Laboratério de Fisiologia Comparativa da Osmorregulagao.



Durante a aclimatagao realizaram-se medidas diarias da temperatura e
pH da agua, seguidas por troca parcial (1/2) da agua dos aquarios. Foram
mantidas também a aeragdo através de borbulhamento constante e a
frequéncia alimentar, com fornecimento diario de ragdo em flocos para peixes
tropicais (Alcon Basic®) logo apés a troca da agua dos aquarios. Nos periodos
experimentais, o mesmo procedimento foi realizado, com exceg¢do da
alimentacdo, a qual foi suprimida durante as 48h de exposi¢édo ao poluente.
Foram realizadas 2 coletas - 2 lotes de tilapias do Nilo (O. niloticus), sendo o
primeiro obtido em outubro e o segundo, em dezembro. Em ambos, foi
estabelecido um grupo controle e outro contaminado, cada um com 8 animais
testados. No 1° lote, os animais foram testados por 48h, anestesiados e foram
coletadas amostras de sangue. No 2° lote foi estudada a reversao de efeito do
NO2: 48h com NOz seguidas de 48h sem NO2. A contaminagao realizou-se
pela diluicdo do sal nitrito de sédio (NaNO2) (concentragao final de 0,5 mM) a
agua dos aquarios experimentais. O tratamento dos controles do 1° lote
consistiu na supressao da alimentagao durante 2 dias e posterior sacrificio dos
animais e, nos controles do 2° lote, apdés os 2 dias de jejum, as tilapias
voltaram a receber alimento por mais 2 dias, para s6 entao, serem sacrificadas.
O mesmo seguiu-se para os animais contaminados, mas, para estes, foi
adicionado 0,5 mM de NaNO. (34,5 mg.L") durante dois dias de
experimentagéo (dias de jejum), mantendo a cada dia, a concentragao citada
de NaNO.. A concentragédo escolhida é citada na literatura ou se aproxima de
valores citados pela mesma: rainbow trout (Salmo gairdneri) foram expostas a
0,5 mM (34,5 mg.L") de NaNO, (WILLIAMS e EDDY, 1987); Astyanax
altiparanae e Prochilodus lineatus foram contaminadas com 30 mg.L" de
NaNO2 (MARTINEZ e SOUZA, 2002); Clarias lazera foram expostas a 28 mg.L
e 32 mg.L™" de NaNO (HILMY et al, 1987). Para o teste da reversibilidade do
efeito do NO2, toda a agua dos aquarios contaminados foi trocada apés 48h de
exposicao ao NO> e, assim como os seus respectivos controles, esses animais
foram alimentados nas 48h seguintes. As trocas de agua diarias tiveram o
objetivo de evitar a acumulagcdo de aménia e garantir que os provaveis efeitos

que ocorressem no experimento fossem decorrentes da exposigado ao NaNO..



As concentragées de NO2 foram analisadas em algumas amostras de agua de
cada experimento e foram determinadas pela reagdo do NO2 com sulfanilamida
que, ao serem combinadas com N-1-naftil-etilenoamina-dihidrocloreto,
produzem coloragao avermelhada e sao lidas em espectrofotémetro a 540 nm
de comprimento de onda. Tais concentra¢des foram obtidas através de uma
curva padrao feita a partir de solu¢des de concentragcdes conhecidas de NaNO:>
(APHA, AWWA, WPC, 1981). Para a coleta, as tilapias foram anestesiadas
com 10 mL de benzocaina diluida em etanol (80 mg.L™") acrescentada a um
recipiente com 1 L de agua (Fig. 3); as amostras de sangue foram retiradas e,
em seguida, os peixes foram medidos quanto aos seus comprimentos padréao
(CP) e total (CT). Os animais do lote 1 foram chamados de controles e
contaminados sem reversao e os do 2° lote foram chamados de controle e

contaminados com reversao para facilitar a compreensao a mencéao de cada

grupo.

Figura 3. Exemplar de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sendo anestesiada em solugdo de
benzocaina no Laboratério de Fisiologia Comparativa da Osmorregulagao.

Retirada de Amostras de Sangue
A amostra de sangue foi retirada da regidao sub-opercular, logo abaixo
dos filamentos branquiais ou da veia caudal com o auxilio de seringa e agulha
heparinizada (Fig.4). Uma pequena porgao da amostra foi separada em capilar
de vidro para determinacao da porcentagem de hematécrito, 2 x 25 uL para as
dosagens de metahemoglobina e o restante da amostra foi centrifugada por 5
min a 2100 xg, para obteng¢ao de plasma.



Figura 4. Exemplar de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetido a coleta de sangue no
Laboratério de Fisiologia Comparativa da Osmorregulagdo.

Analise do Hematécrito
O sangue recém retirado colocado em capilar de vidro foi centrifugado
durante 5 min na micro-centrifuga de hematocrito Presvac. Apés a
centrifugagao, o plasma foi separado das células e, através de uma escala da
propria centrifuga determinou-se a porcentagem de células (hematdcrito, Hct)

em relagao ao volume total de cada amostra.

Dosagens de metahemoglobina, hemoglobina total,
desoxi-hemoglobina e oxi-hemoglobina
As dosagens de MetHb foram realizadas de acordo com o protocolo
descrito por BENESCH et al., (1973). O método consiste em leitura por
espectrofotébmetro de 25 ul de amostra de sangue diluida em 1,5 mL de tampao
fosfato 35 mM (pH 7,3) em trés comprimentos de onda diferentes (630, 576 e
560nm); as leituras foram realizadas em duplicata. Os resultados de cada
comprimento de onda foram combinados em foérmulas, fornecendo assim,
valores nao apenas para a concentragcao de MetHb, mas também para as
concentragdes de desoxi-hemoglobina [deoxi-Hb] e oxi-hemoglobina [oxi-Hb].
Tais férmulas, propostas por esses autores, foram obtidas através do Olivetti
Underwood Programma 101e s&o as seguintes:
[MetHb]= (2,985 x Aszo + 0,194 x As7s — 0,4023 x Aseo) x 107
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[deoxi-Hb]= (1,373 x Aseo — 0,747 x Asze— 0,737 X As3o) x 107
[oxi-Hb]= 1,013 x As7s — 0,3269 X Aszo — 0,7353 X Aseo) X 10™.

Onde A é a absorbancia obtida nos respectivos comprimentos de onda (em
subscrito).

O somatério destas concentragbes fornece a concentragdo de hemoglobina
total ([Hb total]= [MetHb] + [deoxi-Hb] + [oxi-Hb]). Para as andlises é usual
expressar as respectivas concentragdes em porcentagens.

Osmolalidade e ions plasmaticos
A osmolalidade das amostras de plasma foi lida em micro-osmémetro
Wescor 5520 VAPRO e, apoés estas leituras, foram diluidas com agua
deionizada, para determinag¢ao das concentragdes de cloreto e magnésio. Para
as dosagens de cloreto e magnésio utilizaram-se kits colorimétrico Labtest®. Os
ions cloreto (diluicao 1:3) reagem com o tiocianato de mercurio na presencga de
nitrato férrico formando tiocianato férrico, com leitura de absorbancia a 470 nm
(Espectrofotometro ULTROSPEC 2100 pro — Amersham Pharmacia Biotech);
os ions magnésio (diluigdo 1:3) reagem com o magon sulfonado em meio

alcalino, com leitura de absorbancia a 505 nm. |

Analise Estatistica

As médias de controles e experimentais para cada dosagem ibnica
foram comparadas através de testes t de Student nao-pareado (p<0,05)
utilizando-se o programa Sigma Plot® para Windows® 2.0 da Jandel
Corporation.
As analises estatisticas compararam os grupos da seguinte forma:

- controle sem reversao (48h sem NO2 em jejum) x contaminado sem
reversao (48h com NO2) (simbolo: *);
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- controle com reversao (48h com NO2 em jejum, seguido de 48h sem
NO2, com alimento) x contaminado com reversdao (48h com NO. e
seguido de 48h sem NO2', com alimento) (simbolo: **);

- controle sem reversao (48h sem NO2 em jejum) x controle com reversao
(48h com NO2 em jejum e seguido de 48h sem NO2 com alimento)
(simbolo: #);

- contaminado sem reversao (48h com NO2) x contaminado com reversao

(48h com NOz, seguido de 48h sem NO2 e com alimento) (simbolo: #).

4 RESULTADOS

Do total de 41 animais coletados, houve mortalidade de 4 animais antes
da contaminacao e 6 ap6s a exposigdo ao poluente (3 apos 1 dia e 3 apos 2
dias).0 Um dos animais liberou ovos imaturos minutos antes da sua morte,
ap6s 1 dia de contaminacdo. As quantificacbes médias dos tamanhos dos
animais, bem como, dos dados fisico-quimicos de temperatura e pH estao
expressos na tabela abaixo:

CP (cm) CT (cm) Temp. (°C) pH
Controle 10,76+0,51 | 13,33+0,65 | 24,76+0,47 | 7,3610,05
48h s/ reversao (8) (8) (8) (8)
Contaminado 10,65+0,76 | 12,74+0,77 | 24,41+0,59 | 7,4410,02
48h s/ reversio (8) (8) (8) (8)
Controle 11,43£0,59 | 14,39+0,75 | 26,79+0,23 | 7,42+0,02
48h c/ reversio (8) (8) (8) (8)

#

Contaminado 11,94+0,54 | 14,89+0,68 | 26,5t0,25 | 7,48+0,00
48h c/ reversao (7) (7) (7) (7)

# *k
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Dados: média + DP; n, nimero de individuos ou medidas; significancia estatistica.
CP = comprimento padrao dos animais;

CT = comprimento total dos animais;

Temp. = temperatura da agua dos aquarios;

pH =pH da agua dos aquarios.

Foram encontradas diferengas estatisticas (p<0,05) na temperatura entre os
grupos controle (sem e com reversao) (p=0,018) e entre os contaminados (sem e
com reversdo) (p=0,009). Dentre as analises de pH, houve diferenga significativa
entre os grupos controle e contaminado com reversao (p=0,024). A contaminagao
dos aquarios com 0,5 mM de NaNO. resultou em aproximadamente 0,15 mM de
NO; livre na agua durante a exposi¢ao ao poluente (medidas feitas antes da troca
diaria de agua). Nos aquarios expostos ao NO," com reversao, apés um dia da
retirada do NO., as concentragbes de NO; cairam a zero, valores estes
semelhantes aos encontrados para os controles. Abaixo seguem os resultados
significantes encontrados para os demais parametros analisados.

Concentragiao de hemoglobina total
A contaminagao com NO; resultou em redugao significativa na [Hb] total no
grupo contaminado com reversao quando comparado com O seu controle
(p=0,037), no controle com reversdo em relagdo ao controle sem reversao
(p=0,021), e no contaminado com reversao em comparag¢ao aos contaminado sem
reversao (p<0,001) (Fig. 5-A).

Porcentagem de desoxi-hemoglobina (em relacdo a [Hb] total)
A porcentagem de desoxi-hemoglobina foi menor no grupo contaminado
com reversao quando comparado ao seu controle (p=0,006) (Fig. 5-B).

12
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Porcentagem de oxi-hemoglobina (em relagdo a [Hb] total)

Reducéo estatistica na concentragéo deste parametro foi encontrada ao se
comparar o grupo contaminado sem reversdo (p<0,001) em relagdo ao seu
controle. Aumento foi observado ao se comparar o grupo controle com reversao
em relagdo ao sem reversao (p=0,009), e contaminado com reversdo em relagéo
ao sem reversao (p=0,006) (Fig. 5-C).

Porcentagem de metahemoglobina (em relagcao a [Hb] total)

A porcentagem de metahemoglobina foi maior no grupo contaminado sem
reversao em comparagao ao seu controle (p<0,001) e no contaminado com
reversao em relagdo ao seu controle (p=0,026). Houve redugdo quando
comparado o grupo controle com reversdao com o grupo controle sem reversao
(p=0,018) e o grupo contaminado com reversao com o contaminado sem reversao
(p=0,008) (Fig. 5-D).

Hematocrito
Redugdo no volume do Hct foi observada ao se comparar o grupo
contaminado sem reversao com o seu controle (p=0,002), contaminado com
reversdo com o seu controle (p=0,017) e contaminado com reversao com
contaminado sem reversao (p=0,012) (Fig. 5-E).

Osmolalidade do plasma
Verificou-se redugdo na osmolalidade no grupo controle com reversao
quando comparado com o controle sem reverséo (p=0,010) e no contaminado com
reversao em relagao ao contaminado sem reversao (p=0,024) (Fig. 6-A).

13
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Concentragao de ions cloreto no plasma
Foi observado redugédo estatisticamente significante apenas no controle
com reverséo em relagao ao controle sem reverséo (p<0,001) (Fig. 6-B).

Concentracao de ions magnésio no plasma
Diminui¢ao relevante foi observada ao se comparar o grupo contaminado
sem reversao em relagdo ao seu controle (p=0,019), contaminado com reversao
com o seu controle (p<0,001) e quando comparados o grupo contaminado com
reversao em relagdo ao contaminado sem reversao (p=0,004) (Fig. 6-C).

14
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Figura 5: Pardmetros sangiiineos da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em situagdo controle ou
contaminada com NO, por 48h, sem ou com reversao (rev) da contaminagdo. A: concentragdo de hemoglona
total (mM), B: concentragdo de desoxi-hemoglobina %; C: concentragdo de oxi-hemoglobina %; D:
concentragdo de metahemoglobina 5 e E: Hematdcrito %. Numero de animais utilizados indicado acima da

barra de erro padrdo. Diferengas significativas (p<0,05): * _ controle x nitrito; ** _ controle rev x nitrito rev; # -
controle x controle rev ou nitrito x nitrito rev.
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5 DISCUSSAO

A mortalidade inicial observada nos animais antes mesmo da
contaminag&o pode ter sido devida ao estresse de captura, transporte e da
propria aclimatacdao dos animais. A concentragdo administrada de NO, pode
ter desencadeado a mortalidade das tilapias apds 1 ou 2 dias de exposigao ao
poluente. Além da mortalidade foi observada uma liberagdo de ovos imaturos
por um dos individuos minutos antes da sua morte, apés 1 dia de
contaminagao, o que pode ter sido decorrente também do estresse a exposicao
ao contaminante. Nos animais contaminados, a exposi¢do ao poluente (0,5 mM
de NaNOy) (34,5 mg.L™") resultou em 0,15 mM (10,4 mg.L") de NO; livre na
agua, sendo o restante provavelmente adsorvido pelos vidros dos aquarios,
coerente com o apresentado por MARTINEZ e SOUZA (2002).lSegundo o]
artigo 4° da Resolugao N° 020 do CONAMA, de 18 junho de 1986, os niveis
maximos permitidos de NO2 na agua sdo de 1,0 mg.L™”, cerca de 10 vezes
menores do que a concentracdo livre na agua obtida neste experimento.
Contudo, em algumas regides dentro de rios e sistemas dulcicolas podem-se
encontrar grandes variagées nas quantidades de nitrito e, principalmente, de
nitrato, sendo possivel a redugdo deste ultimo a nitrito durante a passagem
através do sistema digestivo (HECKMAN et al., 1997). Porém, ndo se tem
registro na literatura dos niveis médios de NO2 encontrado em tanques de
piscicultura.

Em varias analises ([Hb] total, percentagem de oxi-Hb e de MetHb, bem
como, osmolalidade e [CI]) encontrou-se diferenca estatistica ao se comparar
os dois grupos controle:sem e com reversdo, sendo a unica diferenca nos
tratamentos destes grupos, o fato de que os animais do controle sem reversao
estavam em jejum no dia do sacrificio, enquanto os do controle com reversao
tinham passado por 2 dias de jejum seguidos de 2 dias com alimentagao no
momento do sacrificio. Esta diferenca no tratamento pode ter sido responsavel
pelas diferengas nas variaveis. Deve ser considerado também que houve as
diferencas de tamanho (embora insignificantes neste experimento) e

temperatura (significativamente maiores nos grupos testes para a reversao) —
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fatores que, dentre outros, regulam os periodos reprodutivos destes animais.
De fato, ao se observarem as génadas de alguns animais notou-se
visivelmente maior maturagdo sexual dos individuos expostos a reversiao do
que em individuos sem reversdo. Essa diferenga deve-se a diferente época de
coleta dos animais, sendo que o lote que foi submetido a reversao (2° lote) ja
se encontrava, mesmo no tanque, exposto a temperaturas mais altas, o que
desencadeia a reprodugdo. Esses parametros (tamanho e temperatura), bem
como, a época reprodutiva, poderiam incitar variabilidade responsiva nas
analises realizadas com a tilapia do Nilo. A temperatura, por exemplo, pode
atuar no metabolismo do peixe, influenciando, nido apenas nos aspectos
reprodutivos, mas também alimentares circulagao e digestao. Provavelmente, o
aumento da temperatura e/ou periodo reprodutivo ocasionou dentre os grupos
controle redugao nas concentragbes de Hb total (hemdlise), MetHb,
osmolalidade e cloreto e acréscimo na percentagem de oxi-hemoglobina,
porém, todos os grupos analisados mostraram-se heterogéneos para todas os
testes realizados, o que pode ser decorrente da propria variabilidade
intraespecifica de O. niloticus, uma vez que a manutengdo de cada grupo
ocorreu de forma idéntica.

A [Hb] total sofreu reducdo ap6s 48h de exposi¢cao ao NO2 seguidas de
48h sem NO2" (com reversao), em relagdo ao controle. Este grupo contaminado
com reversao apresentou os menores valores, levantando a hipétese que estes
animais, mesmo apés retirados da presengca do NO2, sofreram ainda uma
queda em sua [Hb] total. O efeito de 48h com NO2 (sem reversao) nao foi
significativo, e percebe-se que a temperatura parece afetar este parametro,
uma vez que mesmo para os controles houve reducgao (Fig. 5-A). Dois dias nao
foram suficientes para haver uma recuperagao neste parametro sangiineo.
Cyprinus carpio, expostos a 2 mM de NaNO: por 2 dias, ap6és 3 dias de
reversao (agua sem nitrito) também nao demonstraram recuperagéao na [Hb]
total (KNUDSEN e JENSEN, 1997). A Hb possivelmente forma cristais no
interior dos eritrocitos, devido a superagao de sua solubilidade limite quando
ocorre a diminuicdo de volume dos eritrécitos. Estas alteragbes das

propriedades estruturais e funcionais dos eritrocitos podem causar um aumento
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destas células na circulagdo e contribuir para o decréscimo da [Hb] total,
verificada nos animais expostos ao nitrito (JENSEN ef al., 1987). O fato dos
animais expostos ao NO2 sem reversao nao apresentarem reducdes
significativas sugere ainda que o tempo de exposi¢do nao foi suficiente para
uma redugdo relevante deste parametro. Prochilodus lineatus mostrou
diminuigao na [HDb] total apds 24 h de exposicdo a 30 mg.L™' de NaNO; (0,06
mM de NO> na agua), enquanto que, para a espécie Astyanax altiparanae nao
ocorreu efeitos significantes do contaminante sobre esta variavel, incitando ser
esta espécie mais tolerante ao nitrito (MARTINEZ e SOUZA, 2002), o que
poderia ser verdadeiro também para O. niloticus expostos a 34,5 mg.L" de
NaNO..

Acompanhando a [Hb] total, houve diminuicdo na concentragao
percentual de desoxi-Hb no grupo contaminado com reversao em relagao aos
seus controles (Fig. 5-B). A concentragdo percentual de oxi-Hb foi menor no
grupo exposto por 48h ao NO2 quando confrontado com seu controle. Este
parametro foi sensivel as 48h de reversio da contamihagéo, havendo retorno
para os niveis dos controles (Fig. 5-C). Uma redugdo na afinidade da
hemoglobina pelo Oz quando Cyprinus carpio € exposto a 1 mM de NO2 por
48h é citada pela literatura (JENSEN et al., 1987). Além desta diminui¢ao de
afinidade, estes resultados de desoxi e oxi-hemoglobina sugerem que boa
parte da hemoglobina que estaria livre foi transformada em metahemoglobina,
como justificado pelo aumento de MetHb significativo nos grupos contaminados
com NO2, ainda presente apds 48h de auséncia de NO2 pds-contaminagao
(com reversao) (Fig. 5-D), porém com fortes indicios de recuperagao. A
metahemoglobinemia é citada por varios autores como resultado da exposi¢ao
ao nitrito (HILMY et al., 1986 JENSEN et al.,, 1987; WILLIAMS e EDDY, 1987,
JENSEN, 1990; DOBLANDER e LACKNER, 1995; BIANCHINI et al., 1995;
KNUDSEN e JENSEN,1997; ADRAGNA e LAUF,1998; GROSELL e JENSEN,
2000; e MARTINEZ e SOUZA, 2002). O retorno da percentagem de oxi-Hb
apés o periodo de 48h de reversibilidade significou que a MetHb foi
transformada em Hb pela agdo da enzima MetHb redutase e essa voltou a se

ligar ao oxigénio. Quando a [NOz] diminui, a atividade da MetHb redutase
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aumenta e gera reducdo do contetido de MetHb para valores préximos aos do
controle (KNUDSEN e JENSEN, 1997). Essa redugao da quantidade de MetHb
foi observada na carpa, Cyprinus carpio apos exposigao a 2 mM de NaNO; por
2 dias e colocadas em agua sem NO; por 5 dias de reversao (KNUDSEN e
JENSEN, 1997). Como os experimentos com a tilapia do Nilo foram realizados
apenas com 2 dias de reversao nao foi possivel visualizar o decréscimo da
MetHb até valores préximos ao controle. Seria preciso, portanto, uma repetigao
do experimento com um tempo maior de reversdao. O hematdcrito analisado
mostrou decréscimo nos tratamentos contaminados com relagdo aos seus
controles. O periodo de 2 dias de reversdo nao fez o Hct retornar aos valores
controles, havendo redugao adicional (Fig. 5-E). O Hct diminui como resultado
da diminui¢do do tamanho das hemacias devido a perda de K*, o que ocorre
pela exposicdao ao nitrito (HILMY et al., 1987; JENSEN et al,. 1987 e
MARTINEZ e SOUZA, 2002).

A reducgao na osmolalidade verificada entre os grupos controles e entre
os contaminados indica provavelmente uma relacdo com a temperatura ou
época reprodutiva, ou mesmo retorno a alimentagdo, como ja discutido, e
auséncia de efeito do NO2,. O mesmo ocorreu para o CI, um dos dois
principais osmdlitos extracelulares, regulado pelas branquias (EVANS, 1993;
JOBLING, 1995). As menores concentragdes de cloreto no plasma de rainbow
trout (Salmo gairdneri) expostas ao nitrito em agua doce foram relacionadas
com uma estimulagcdo da adrenalina ao efluxo de anion pelas branquias
(WILLIAMS e EDDY, 1987). Redugdes de ions cloreto balanceiam o aumento
na [NO2] e de lactato no plasma, como em Cyprinus carpio (JENSEN et al.,
1987). A diminuigdao na concentracao do ion CI” balanceia os aumentos de
outros anions, incluindo NO2 e lactato (o qual aumenta quando os niveis de
MetHb sao maiores), tendendo assim, a manter a osmolalidade constante
(JENSEN et al., 1987). Contudo, o fato de nao haver redugdes de ClI” neste
trabalho, nao é, de todo inesperada. Nao foram encontradas variagées também
na [CI] quando as concentragbes plasmaticas de NO2" em Platichthys flesus
foram de 0,35 mM (GROSELL e JENSEN, 2000). Estes autores sugerem que,
provavelmente, houve a ocorréncia de uma metahemoglobinemia moderada,
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sem elevagdo no lactato plasmatico. Apesar da [Jactato], ndo ter sido medida
no estudo aqui proposto, mas pelas semelhangas quanto ao CI', sugere-se
também um efeito de metahemoglobinemia moderada para as tilapias pela
concentracgao utilizada de 0,5 mM de NaNO: dissolvido na agua.

Por fim, ttm-se as variagbes no Mg?'+ até agora nao encontradas na
literatura. A utilidade de se medir o Mg®* reside no fato de ions bivalentes
serem regulados pelos rins e nao pelas branquias (JOBLING, 1995). Houve
decréscimo deste ion entre os grupos contaminados e seus respectivos
controles e entre os contaminados entre si. Isso sugere que a exposi¢do ao
nitrito teve efeito sobre as concentragdes de Mg?*, ndo havendo recuperagio
de suas concentragbes no periodo de reversdo. Foram relatadas
concentragdes similares de NO2 na regido anterior do intestino de Platichthys
flesus e na agua na qual o animal estava, sendo observado ainda que a [NO2]
vai diminuindo ao longo do trato intestinal, sendo possivelmente apreendido
pelo epitélio intestinal (GROSELL e JENSEN, 2000). A eliminagdo do nitrito
envolve varios mecanismos, incluindo efluxo através das branquias, excregao
pela urina e conversdao endoégena do nitrito a nitrato (KNUDSEN e JENSEN,
1997). Assim, os rins também conteriam uma quantidade de nitrito devido a
filtracdo renal do sangue contaminado proveniente de todo o organismo,
capturado pela regiao intestinal e pelas branquias. O nitrito poderia afetar a
funcao renal e inibir a reabsorgédo do ion magnésio no tabulo renal nas tilapias,
o que justificaria os valores menores de magnésio neste animal em relagdo aos
controles.

A conscientizagao do piscicultor de tilapias do Nilo sobre os possiveis
danos do NO2 ao bem estar destes animais — muitas vezes soé identificada pela
mortalidade — é de extrema importancia para um manejo adequado dos
tanques com relagdo ao aproveitamento de aguas recirculadas e da

capacidade de suporte do mesmo, garantindo, assim, boa produtividade.
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6 CONCLUSOES

A tilapia do Nilo (Oreochromis nilotus), mostrou-se susceptivel a
exposicao aguda a 0,5 mM de NaNO, o que ficou evidente pela analise dos
parametros sangiineos. A exposi¢do ao NO2 nao afetou a osmorregulagao —
questao principal deste estudo - e nem a [CI], regulado pelas branquias, que,
junto com o Na" é principal osmélito extracelular. O fato das concentragées de
ions cloreto ndo terem sofrido mudangas indicam uma metahemoglobinemia
moderada.

A reversibilidade do efeito do nitrito apdés 48h de retirada do
contaminante foi detectada pela diminuigdo da metahemoglobina e aumento da
oxi-hemoglobina. Um efeito sobre a hiper-regulagdo dos ions magnésio foi
evidenciada, provavelmente por ser o rim um dos 6rgaos responsaveis pela
eliminagdo do nitrito e responsavel pela regulagdo plasmatica de Mg*,
permanecendo esse 6rgao mais tempo exposto a este contaminante, o que
resultou em nao recuperagao nos niveis deste cation.

Este trabalho apresentou como novidades as avaliagbes do efeito do
NO2 sobre parametros fisiologicos da tilapia do Nilo, espécie bastante
importante na aquicultura mundial, focando a osmorregulagcdo, a regulacao
ibnica e a reversibilidade do efeito desse contaminante.
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