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RESUMO

A aquicultura tem sido responsavel pelo crescimento no fornecimento de pescado para
consumo humano, e atualmente é uma atividade em ascensdo. Entre as atividades de
aquicultura, a carcinicultura de dgua doce ocupa lugar de destaque devido ao alto valor deste
produto. O uso de espécies nativas na aquicultura vem sendo um requisito importante para a
sustentabilidade e o desenvolvimento de sistemas de producdo que causem menor impacto ao
meio ambiente. No Brasil a espécie nativa de camardo de agua doce com maior potencial para
producdo é o Macrobrachium amazonicum. Para que seja possivel sua producdo em cativeiro é
necessario que as condi¢bes quimicas e fisicas da agua estejam em equilibrio, condi¢des estas
que podem ser rapidamente alteradas, em virtude da entrada exdgena de nutrientes. A amonia é
um composto nitrogenado comprovadamente toxico, e que pode causar danos aos sistemas de
producdo. As branquias sdo orgdos multifuncionais que estdo em contato direto com o
ambiente, constituindo o local de ligacdo e de depuracdo de contaminantes. As alteracdes
causadas a estrutura branquial afetam diretamente os camardes. Portanto, o objetivo do trabalho
foi verificar alteracdes nas branquias de juvenis de M. amazonicum submetidos a diferentes
concentracdes de amonia total. Os camardes foram expostos a seis diferentes concentracdes de
amonia total (0, 5, 10, 20, 40 e 80 mg.L™), com quatro repetices em um ensaio de curta
duracdo (96 horas). Apds a exposicao as branquias foram dissecadas, fixadas em uma solugédo
de ALFAC, processadas rotineiramente pela técnica de Hematoxilina e Eosina (H.E), os cortes
histoldgicos foram avaliados em microscopio optico. As lesbes observadas foram tumefacdo
celular, infiltracdo de hemdcitos, tumefacdo celular, espessamento e descamacdo da cuticula
lamelar, necrose, fusdo lamelar e hiperplasia e edema. Através dos indices de 6rgaos (lorg)
observou-se que quanto maior a concentracdo maior foi o dano causado a estrutura branquial,
tendo os tratamentos de 0, 5, 10, 20, 40 e 80 mg.L™ de aménia total, indices de 6rgéo 3,7+1,9;
10,7+2,1; 17,3+2,9; 33,3+7,8; 34,016 e 50,5+6,1, respectivamente. Observou-se mortalidade de
100% dos animais no tratamento 80mg.L™* de amoénia total em 48 horas, para 40mg.L "ocorreu
também 100% de mortalidade em 72horas. Na concentracdo 20mg.L™ os animais foram a 6bito
em 96 horas apresentando mortalidade média de 48%. As concentraces de 10 e 5 mg.L™
apresentaram para 96 horas 10% de mortalidade. No grupo controle ocorreram 6% de
mortalidade em 96 horas. Os resultados demonstraram que as branquias de M. amazonicum
sofreram alteracBes devido a exposicdo a niveis crescentes de aménia e que estas alteracdes
foram agravadas pelo aumento da concentracao e do tempo de exposi¢do ao composto toxico.

Palavras-chave: Aquicultura, carcinicultura, toxicidade.



ABSTRACT

Aquaculture has been responsible for growth in the supply of fish for human
consumption, and is currently a rising activity. Among aquaculture activities, fresh water prawn
farming occupies a prominent place due to the high value of this product. The use of native
species in aquaculture has become an important requirement for the sustainability and
development of production systems that cause less impact to the environment. In Brazil the
species with the greatest potential for production is Macrobrachium amazonicum. However, to
achieve good production results, chemical and physical conditions of water must be in
equilibrium. Ammonia is a toxic nitrogen compound that may cause damage to production
systems. The gills are multifunctional organs that are in direct contact with the environment,
constituting the place of connection and purification of contaminants. Changes to the branchial
structure directly affect the prawns. Therefore, the objective of this work was to verify changes
in the gills of juveniles M. amazonicum submitted to different concentrations of total ammonia.
Prawns were exposed to six different concentrations of total ammonia (0, 5, 10, 20, 40 and 80
mg.L-1), with 4 replicates per treatment in a short-term test (96 hours). The prawn after their
death and at the end of the experimental period were collected for the dissection of the gills to
perform the traditional protocol for the assembly of histological slides with the technique of
eosin and hematoxylin (HE) staining, and it was later analyzed by microscopy optics with
image capture. Gill analyzes revealed the following histological changes: cellular swelling,
hemocyte infiltration, lamellar cuticle thickening and desquamation, necrosis, lamellar fusion
and hyperplasia and edema. Through the organ indexes (lorg), it was possible to observe that
the higher the concentration, the greater the damage caused to the gill structure, and the
treatments of 0, 5, 10, 20, 40 and 80 mg.L™ of total ammonia nitrogen showed lorg of 3.7+1.9;
10.7£2.1; 17.3+2.9; 33.3+7.8; 34.0+£6 and 50.5%6.1, respectively. The results demonstrated that
the gills of M. amazonicum were altered due to exposure to increasing levels of ammonia and
that these alterations were aggravated by the increased concentration and time of exposure to
the toxic compound.

Keywords: Aquaculture, shrimp farming, toxicity.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura tem sido responsavel pelo crescimento no fornecimento de pescado para
consumo humano, sendo atividade que estd em ascensdo devido ao aumento da populacéo,
aumento da renda e urbanizagdo. O comércio internacional tem fornecido escolhas mais amplas
favorecendo o consumo de aproximadamente 20 kg de pescado por pessoa por ano no mundo
em 2014 e 2015 (FAO, 2016). Entre as atividades de aquicultura, a carcinicultura ocupa lugar
de destaque devido ao alto valor deste produto. A producdo mundial de carcinicultura de agua
doce movimentou cerca de US$ 2,6 bilhdes no ano de 2014 com comercializacdo de
aproximadamente 500.000 toneladas de camardes (FAO, 2016).

Até o ano de 2009, a principal espécie de camardo de agua doce produzida em
cativeiro era 0 Macrobrachium rosenbergii, entretanto, a partir de 2010 o Macrobrachium
nipponense, uma espécie nativa da China e produzida apenas naquele pais, superou a producgéo
de M. rosenbergii. Em 2014, foram produzidas 257.641 toneladas de M. nipponense e 0s
registros de producdo de M. rosenbergii foram de 216.857 toneladas (FAO, 2016). Estes
nameros reforcam a importancia de desenvolvimento de pesquisas para a producao de espécies
nativas para o desenvolvimento de sistemas de producdo que causem menor impacto ao meio
ambiente e reduzam os riscos de introducdo de espécies exdticas (VITULE, 2009; IKETANI et
al. 2016)

No Brasil a espécie nativa com maior potencial para producdo em cativeiro é o
Macrobrachium amazonicum (MORAES-VALENTI; VALENTI, 2010; MARQUES;
MORAES-VALENTI, 2012). Além disso, é o principal camardo de agua-doce explorado
comercialmente nos estados do Pard e Amapa pela pesca artesanal, onde apresenta uma
comercializagio significativa (LUCENA-FREDOU et al. 2010). O M. amazonicum apresenta
crescimento rapido (KUTTY et al. 2000), facil reproducéo, e outras caracteristicas favoraveis
para a producdo, como rusticidade e adaptabilidade ao sistema de producdo em cativeiro
(ARAUJO; VALENTI, 2011) podendo atingir peso de 30 g e comprimento de 16 cm
(MORAES-VALENTI; VALENTI, 2010).

A producdo de camardes em cativeiro esta diretamente relacionada com as condigdes
fisicas e quimicas da agua (URBINATI; CARNEIRO, 2004), que podem ser rapidamente
alteradas, em virtude da entrada exdgena de nutrientes no sistema de producdo (ARANA, 2010),
essas alteracbes ambientais podem influenciando no crescimento, na alimentacdo,
sobrevivéncia e na susceptibilidade a parasitos (KIR et al. 2004; MUGNIER; JUSTONS, 2004),
podendo levar a maior mortalidade de animais (URBINATI; CARNEIRO, 2004;
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BALDISSEROTTO, 2011). Dentre os parametros de qualidade de agua, a aménia ¢ um dos
compostos que mais afeta o sistema produtivo aquicola devido a rdpida capacidade de chegar a
concentracgdes toxicas (URBINATI; CARNEIRO, 2004; DUTRA et al. 2016).

Estudos toxicoldgicos através de testes de letalidade (CLsp) sdo recomendados para o
fornecimento de informacBes basicas sobre os efeitos toxicos de uma substancia a um
organismo vivo e para determinacdo dos niveis de seguranca adequados para sua producdo
(IBAMA, 2009), Porem os testes de letalidade ndo fornecem informac6es sobre os possiveis
danos provocados ao organismo devido a intoxicacdo. Assim, a histopatologia é uma
ferramenta comumente utilizada na identificacdo dos danos teciduais provocados ao organismo
submetido a um agente toxico (MIRON et al. 2008). Embora alguns estudos com analises
histologicas tenham avaliado o efeito causado as brénquias de camarfes por pesticidas
(LIGNOT et al. 1997; SARAVANA et al. 2000), metais pesados (ASIH et al. 2013; BEN-
KHEDHER et al. 2014), virus (PAZIR et al. 2011; YUN et al. 2014) e irradiagdo gama
Cobalto-60 (STALIN et al. 2013) pouco se sabe sobre os danos dos compostos nitrogenados
nas branquias do camaréo.

As branquias sdo 6rgdos multifuncionais que atuam entre o animal e o ambiente,
constituindo o local de ligacdo e depuracdo de contaminantes (EVANS et al. 2005; HENRY et
al. 2012). As alteracBes causadas a estrutura branquial dos organismos aquéaticos afetam
diretamente 0os mecanismos de respiracdo e osmorregulacio (MARTINEZ; COLUS, 2002;
USMAN et al. 2013). Trabalhos realizados com branquias de peixes mostraram que este 6rgdo
¢ afetado pela amonia, apresentando lesdo e alteracdo da sua estrutura (ARANA, 1997
SARAVANA BHAVAN; GERALDINE, 2000). Em lesdo incluem espessamento epitelial
(PEYGHAN; TAKAMI, 2002); hiperplasia do epitélio branquial e fusdo das lamelas
(KARASU; KOKSAL 2005). Lesdes histologicas foram relatadas em diferentes espécies de
camarbes com metais pesados, parasiticida e radiacdo (LI et al. 2007; KAOUD; REZK, 2011,
SOEGIANTO et al. 2013; CHANG et al. 2006; STALIN et al. 2013).

Dentro deste contexto, o objetivo do presente trabalho foi analisar os efeitos causados
a estrutura branquial de juvenis de M. amazonicum, submetidos a diferentes concentragdes de

amonia total.
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2 MATERIAL E METODOS

O Trabalho foi realizado no Laboratério de Carcinicultura e as analises histoldgicas
processadas no Laboratorio de Histopatologia, ambos da Universidade Federal do Parana
UFPR — Setor Palotina.

2.1 DELINEAMENTOS EXPERIMENTAL

No bioensaio foram utilizados 240 juvenis de M. amazonicum, (Figura 1) com peso
umido de 2,07+0,62 g e comprimento total 6,29+0,71 cm (Média £ D.P.), distribuidos em 24
aquarios de 10 litros (n=10), com aeracgdo forcada e densidade de um individuo por litro, sem
renovacao de agua, ocorreu no més de fevereiro Os animais ndo foram alimentados durante o
periodo experimental, para ndo ocorrer influencia na excreta dos animais. O delineamento foi
inteiramente casualizado, composto por seis tratamentos correspondentes as concentracdes de
amdnia total (0, 5, 10, 20, 40 e 80 mg.L™) e quatro repeticbes por tratamento. As concentracoes
foram estabelecidas a partir de uma solugdo padréo de cloreto de amdnia de 1000 mg.L™ marca
synth, para a preparacdo da solucdo estoque de amonia foram pesados 3,819 g de cloreto de
amonio e diluidos em 1 litro de agua destilada, as dilui¢es nos aquarios ocorreram de acordo

com as concentracdes estipuladas.

FIGURA 1 - JUVENIL DE MACROBRACHIUM AMAZONICUM

FONTE: O autor (2016).

As variaveis limnolégicas, oxigénio dissolvido (oximetro, Hanna HI 9146), temperatura
(termdmetro digital Incoterm) e pH (pHmetro, Tekna T-100) foram aferidos diariamente no
periodo da manha. No inicio e fim do experimento foram realizadas as analises de alcalinidade,
dureza, nitrito e nitrato e aménia conforme metodologia descrita em Apha (2005). A ambnia foi
mensurada no inicio e ao final do experimento em cada tratamento para convalidar a

concentragéo inicial da solugéo.
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A morte dos camarfes foi determinada pela auséncia de movimento e/ou resposta a
estimulos mecénicos. Os individuos foram observados a cada hora, durante as oito primeiras
horas, apds esse periodo até o termino do experimento as observagdes foram realizadas a cada
12 horas.

2.2 ANALISE HISTOLOGICA DAS BRANQUIAS

Para andlise histoldgica das brénquias foram coletados os juvenis recém-mortos e 0s
sobreviventes foram anestesiados com o6leo de cravo, sendo eutanasiados e seu cefalotorax
seccionado e fixado em ALFAC (BELL e LIGHTNER,1998) por 48 horas. Apds, as branquias
foram retiradas do cefalotérax e fixadas em alcool 70% (Figura 2).

FIGURA 2 - CEFA!_OTORAX DE’CAMARAO MACROBRACHIUM AMAZONICUM. A) VISTA GERAL
DO CEFALOTORAX ONDE JA SE EVIDENCIA PARTE DAS BRANQUIAS B) DETALHES DAS
BRANQUIAS EM ESTEREMICROSCOPIO

FONTE: DUTRA (2016).

Para a confeccdo das laminas histologicas, foram utilizadas as branquias de trés
individuos de cada repeti¢do. As branquias foram acomodadas em cassetes com papel filtro e
desidratadas em uma série crescente de alcoois (70%, 80%, 90% e absoluto), diafanizados em
xilol (trés banhos) e impregnados em parafina histoldgica a 56°C, ambos com duragdo de 40
minutos. Apds a inclusdo foram realizados cortes com o auxilio de um micrétomo (Leica,
modelo RM2245) em espessura 5um e entdo coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). As
imagens das branquias foram capturadas com uma cdmera digital 2048x15636 megapixels
(Leica, modelo DFC295) acoplada em microscéopio (Leica, modelo DM1000) e visualizada
pelo software Leica Application Suite V3, (Leica, modelo LAS V3.8).

As alteracdes nas branquias foram avaliadas de acordo com o indice do Orgdo (lorg.)
(BERNET et al. 1999) adaptada para camardes conforme Costa et al. (2013). As alteracdes

foram classificadas de acordo com o tipo padréo de reacdo de 1 a 4, sendo atribuido para cada
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66177 =

alteracdo um fator de importancia (w) de acordo com o grau de reversibilidade, onde:
alteragoes facilmente reversiveis; “2” = alteraces moderadas, reversiveis com o fim da
exposi¢ao e “3” = alteracdes irreversiveis, apresentando perda parcial ou total da funcdo do
orgdo. O valor de pontuacdo (a) foi aplicado de acordo com o grau de distribuicdo e
intensidade da lesdo do Orgdo, onde: "0" = auséncia; "1-2" = ocorréncia leve; "3-4" =
ocorréncia moderada e "5-6" = ocorréncia acentuada (Tabela 1).

A partir das classificacdes acima foi calculado o indice do Orgéo (lorg):

lorg =2, (a.w)

Onde: “lorg” = indice do Orgdo; "alt" = alteragdo, "a" = valor de pontuacio e "w" =
fator de importancia. O indice representa o grau de lesdo dos 6rgdos, sendo que um valor

elevado do indice representa um elevado grau de lesdo do 6rgéo.

TABELA 1 - CLASSIFICACAO DE LESOES PARA CRUSTACEOS, ADAPTADO DE BERNET ET AL.

(1999)
Padrdo de Caracteristicas . x Fator de
x x Descrigao Alteracéo a
reacao da reacdo Importancia (w)
Distirbi Condicdo patoldgica do
1 " Isturblos fluxo da hemolinfa e Aglomeragéo de hemécitos 1
emocitico fluidos dos tecidos.
Inchaco lamelar (tumefacdo celular) 1
Condigdo patoldgica que  Espessamento do epitélio lamelar 1
2 Danos apresenta reducdo funcio- Fusdo lamelar 2
regressivos nal ou perda de um drgéo Edema 2
e/ou estrutura. Necrose 3
Descamagdo da cuticula lamelar 3
Condigdo patologica cau-
Danos sando aumento da ativi- . .
3 . Hiperplasia 2
progressivos dade celular e/ou do

tecido.

Fluido intersticial conten-
do alta concentracdo de
4 Inflamagéo proteinas e restos celu- Infiltracdo de hemdcitos 2
lares que vdo além dos
vasos da hemolinfa.

2.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados Indice do Orgdo (lorg) foram submetidos verificacio da normalidade de
distribuicdo dos dados e homogeneidade das variancias (SOKAL E ROHLF, 1969). Depois de
confirmados estes pressupostos, os dados foram submetidos a anéalise de variancia ANOVA de

uma via, sendo aplicado posteriormente o teste de Tukey (o = 0,05).
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3 RESULTADOS

Durante o periodo experimental de 96 horas, a temperatura da agua variou de 24,9 a
25,5°C, 0 oxigénio dissolvido de 5,6 a 7,2 mg.L™, o pH de 7,7 a 8, a alcalinidade de 19,2 a
27,7mg.L™" de CaCOjs e a dureza de 23,6 a 50,5 mg.L™" de CaCOs. Os valores da amdnia se

mantiveram proximos as concentra¢Ges estabelecidas durante todo o experimento (Tabela 2).

TABELA 2 — MEDIA (+ DP) DOS PARAMETROS DE QUALIDADE DA AGUA MONITORADOS
DURANTE O EXPERIMENTO REALIZADO COM JUVENIS DE MACROBRACHIUM
AMAZONICUM EXPOSTOS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE AMONIA TOTAL.

Variaveis/tratamento Amdnia total no experimento com juvenis
0mg.L? 5mg.L? 10 mg.L? 20 mg.L* 40 mg.L*t 80 mg.L*
Temperatura H,0 (°C) 25.040.1 25.110.3 25.240.3 25.2+0.2 25.0£0.1 25.1+0.1
OXig’(é;igf_if)so"’ido 6.6£0.4 6.5:0.4 6.6£0.4 6.5£0.4 6.2+0.6 6.6£0.3
pH 7.8£0.1 7.8£0.1 7.840.2 7.8£0.1 7.8£0.1 7.8£0.1
Alcalinidade (mg.L* 24.5+1.1 25.8+1.9 24.741.2 22.8+2.1 21.741.0 20.5+1.3
CaCO,)
Dureza (mg.L™ CaCOs) 37.647.0 455450 441496 35.3+11.7 37.9+6.4 43.3£9.8
Ambniatotal (mg.L)  0.404+0.117  5.377+0.239  10.039+0.114 20.402+0.586 40.870+0.434 80.254+0.845
Amﬁ"(ﬁg.?_o_li)o”izada 0.015£0.004  0.206£0.024  0.331:0.078  0.722:0.060  1.424+0.138  2.869:0.207
Nitrito (mg.L™?) 0.034+0.001  0.040+0.006  0.054+0.015  0.060+0.022  0.035:0.001  0.045:0.011
Nitrato (mg.L™) 5.10°+4.10°%  6.10%+5.10° 1.10%+4.10° 2.10%+9.107 5.107+1.107 1.10°+4.107

No presente estudo os registros dos efeitos degenerativos provocados a estrutura da
branquia foram observados com o aumento da concentracdo de amonia, incluindo tumefacédo
celular, infiltracdo hemocitica, fusdo lamelar, espessamento do epitélio lamelar, necrose,
hiperplasia e descamacdo da cuticula lamelar e edema. As observacOes histopatoldgicas das
branquias dos juvenis de M. amazonicum foram realizadas entre o controle e as diferentes
concentracdes de amdnia avaliadas (Figura 3).

S&o observados mortalidade de 100% dos animais no tratamento 80mg.L™ de amonia
total em 48 horas, para 40mg.L™ocorreu também 100% de mortalide em 72horas. Na
concentracdo 20mg.L™ os animais foram a 6bito em 96 horas apresentando mortalidade média
de 48%. As concentracdes de 10 e 5 mg.L™ apresentaram para 96 horas 10% de mortalidade.

No grupo controle ocorreram 6% de mortalidade em 96 horas.
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FIGURA 3 - MORTALIDADE MEDIA (= DP) OBSERVADA PARA JUVENIL DE M. AMAZONICUM
EXPOSTO A AMONIA DURANTE 96 HORAS DE TESTE
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10 mg. L
E=20 mg.L”
go | BB 40 mg L7
EEE 50 mg L™

90

70

60

Mortalidade acumulada (%)
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FONTE: DUTRA (2016).

No tratamento com 0 mg.L™ de aménia total (controle) foram observadas infiltracio de
hemdcitos difusa leve no parénquima das lamelas branquiais, (Figura 4-A) e com 6% de
mortalidade dos camarfes e os restante eutanasiados ao final das 96 horas (Figura 3). No
tratamento com 5 mg.L™, observou-se a presenca de algumas alteragdes regressivas (inchaco da
lamela, espessamento do epitélio lamelar, descamacdo da cuticula lamelar) e inflamacéo
(infiltracdo de hemdcitos) no corpo lamelar observa-se infiltragdo de hemocitos difusa
moderada, com areas multifocais leves de agregacdo de hemacitos. Nota-se espessamento do
epitélio lamelar multifocal leve a moderado com tumefacéo lamelar difusa leve e com 10% de
mortalidade (Figura 4-B) e o restante dos animais eutanasiados ao final das 96 horas (Figura 3).
As inflamac0es e os danos regressivos foram as alteragdes mais encontradas no tratamento com
10 mg.L? de amoénia total, sendo estes danos infiltracio de hemécitos e necrose,
respectivamente. Nas lamelas branquias observa-se infiltragdo difusa leve a moderada de
hemacitos e areas multifocais moderadas de agregacdo e hemdcitos. Na base da lamela, dentro
dos vasos da hemolinfa é possivel visualizar marginacdo hemocitaria multifocal leve. Ha
descamacdo multifocal leve da cuticula lamelar e areas multifocais leve de necrose epitelial.
Nota-se reducdo multifocal leve do espacdo interlamelar (Figura 4-C), neste grupo tivemos
10% de mortalidade, e o restante eutanasiados ao final das 96 horas (Figura 3). O tratamento
com 20 mg.L™ teve maior prevaléncia de danos regressivos (inchago da lamela, espessamento
do epitélio lamelar, descamacdo da cuticula lamelar e fusdo lamelar), e inflamacéo (infiltracdo
de hemacitos). No corpo das lamelas branquiais observa-se infiltrado difuso acentuado de
hemacitos com diminuicdo moderada do espago interlamelar. H& tumefacdo lamelar difusa
acentuada com agregacdo de hemacitos multifocal moderado. Por vezes na base das lamelas
observa-se hiperplasia multifocal leve. Observa-se descamacdo multifocal moderada da
cuticula lamelar. Os vasos de hemolinfa apresentam dilatacdo (hiperemia) multifocal a
focalmente extensa moderada principalmente aqueles localizados na base da lamelar. (Figura 4-
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D). A mortalidade destes animais chegou a 48% em 96 horas o restante dos animais foram
eutanasiados ao final do experimento, (Figura 3). Na concentracido de 40 mg.L™ de amoénia
total observa-se que as alteracOes sdo representadas pela presenca de danos regressivos com
fator de baixa importancia (w), com as seguintes alteracdes (tumefacédo celular, descamacéo do
epitélio lamelar e espessamento do epitélio lamelar) e fator de alta importancia (necrose),
inflamacgdo (infiltracdo de hemdcitos). Nota-se descamacdo cuticular difusa acentuada
associada a infiltracdo difusa moderada de hemdcitos no corpo lamelar. As lamelas estdo difusa
e acentuadamente tumefeitas com reducdo multifocal moderada a acentuada do espago
interlamelar. Ha fusdo lamelar multifocal leve principalmente no apice das lamelas branquiais.
Nota-se uma area focalmente extensa difusa de espessamento do epitélio lamelar acentuada e
areas de necrose multifocal moderada nos apices das lamelas. (Figura 4-E). Foram a obito
100% dos crustaceos em 72 horas, (Figura 3). Nas concentracdes de 80 mg.L™ ha uma
prevaléncia de danos regressivos com altos valores nos escores do fator de importancia (w),
(necroses e descamacdo da cuticula lamelar, fusdo lamelar, espessamento do epitélio lamelar,
tumefacdo celular e edema), danos progressivos (hiperplasia) e inflamacdo (infiltracdo de
hemacitos). Ha edema lamelar multifocal a coalescente acentuado das lamelas branquiais
associados a intenso edema e infiltracdo difusa moderada de hemacitos. Nessas lamelas
observa-se intensa dilatacdo nos vasos de hemolinfa. A fusdo lamelar é multifocal a focalmente
extensa acentuada. Por vezes observa-se que a cuticula lamelar esta intensamente espessada e
evidente. Ha reducdo difusa acentuada do espaco interlamelar com tumefacdo lamelar
moderada e necrose multifocais moderada das células epiteliais. como pode ser observado na
(figura 4-F) os animais deste grupo 100% foram a 6bito em 48 horas (Figura 3).
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FIGURA 4 - BRANQUIA DE M. AMAZONICUM EXPOSTO A 0 MG.L-1 DE AMONIA (CONTROLE).
ESPACO HEMOCITICO (ES); LAMELA (L); HEMOCITO (H); ESPACO INTER LAMELAR (EIL) E
INFILTRACAO DE HEMOCITOS (IH) (20X, H&E). B) BRANQUIAS EXPOSTAS A 5 MG.L-1 DE
AMONIA. TUMEFACAO CELULAR (TC); INFILTRACAO HEMOCITOS (IH); ESPESSAMENTO DO
EPITELIO LAMELAR (EEL) E DESCAMAGCAO DA CUTICULA LAMELAR (DCL). C) BRANQUIAS
EXPOSTAS A 10 MG.L™ DE AMONIA. CELULAS PILARES (CP); NECROSE (N) E INFILTRACAO
HEMOCITOS (IH) (20X, H&E). D) BRANQUIAS EXPOSTAS A 20 MG.L™ DE AMONIA. TUMEFACAO
CELULAR (TC); INFILTRACAO DE HEMOCITOS (IH); FUSAO LAMELAR (FL); ESPESSAMENTO
DO EPITELIO LAMELAR (EEL) E DESCAMACAO DA CUTICULA LAMELAR (20X, H&E). E)
BRANQUIAS EXPOSTAS A 40 MG.L™ DE AMONIA. NECROSE (N); TUMEFAGCAO CELULAR (TC);
INFILTRACAO DE HEMOCITO (IH) E ESPESSAMENTO DO EPITELIO LAMELAR (EEL) (20X,
H&E). F) BRANQUIAS EXPOSTAS A 80 MG.L™' DE AMONIA. NECROSE (N); HIPERPLASIA (HP);
FUSAO LAMELAR (FL); DESCAMACAO DA CUTICULA LAMELAR (DCL); ESPESSAMENTO DO
EPITELIO LAMELAR (EEL), TUMEFACAO CELULAR (TC); INFILTRACAO DE HEMOCITOS E
EDEMA (10X, H&E)

FONTE: O autor (2016).

Através da andlise realizada nas branquias de M. amazonicum submetidos a diferentes
concentragfes de amonia total utilizando o lorg foi demonstrado que os indices encontrados
nos tratamentos com 40 e 80 mg.L™ que apresentaram 100% de mortalidade em 72 horas e 48
horas respectivamente, sdo diferentes estatisticamente (P<0,05), sendo os valores médios de
indice do 6rgdo de 34,0+6,2 e 50,5+6,1, respectivamente. O indice encontrado para a
concentracdo de 20 mg.L™ de amdnia total foi de 33,3+7,8, com mortalidade de 48% em 96

horas, estatisticamente igual ao indice determinado para a concentracéo de 40 mg.L™ (P<0,05).
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O tratamento com concentracio de 5 mg.L™ ndo apresentou diferenca significativa em relacéo
ao tratamento controle (P>0,05) e foi estatisticamente igual ao tratamento com concentragéo de
10 mg.L™". Os indices de 6rgdo para estes tratamentos foram respectivamente 10,7+2,1 e

17,3+2,9 enquanto para o tratamento controle o indice determinado foi de 3,7+1,9 (Figura 4).

FIGURA 5 - INDICE DO ORGAO (MEDIA+D.P) DE JUVENIS DE MACROBRACHIUM AMAZONICUM
EXPOSTOS A DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE AMONIA TOTAL DURANTE 96 HORAS
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FONTE: O autor (2016).
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4 DISCUSSAO

No presente experimento as variaveis liminologicas avaliadas permaneceram dentro da
faixa recomendada para a producdo de M. amazonicum. A temperatura permaneceu entre 22-31
°C, a concentracdo de oxigénio dissolvido entre 4,6 e 6,1 mg.L™ e o pH variando entre 7,4-8,4
conforme recomendado por Sampaio et al. (2007), a alcalinidade entre 20 a 60 mg.L™ de
CaCO; (NEW, 2002) e a dureza registrada ficou entre 20 - 200 mg.L™ de CaCO; (VASQUEZ
et al. 2007) e. Os niveis de nitrito e nitrato se mantiveram abaixo dos niveis sugeridos por
Timmons et al. (2002), que recomendou um valor limite para o nitrito de 1 mg.L™ na
aquicultura. Moraes-Valenti e Valenti (2010) ressaltam que os valores de nitratos ndo devem
atingir niveis acima de 80 mg.L™. Portanto, as variaveis de qualidade de &4gua ndo foram
limitantes ou estressantes para os camardes. Assim, pode-se argumentar que as alteraces nas
branquias observadas foram devido aos niveis de amonia avaliados.

No presente estudo foram observadas alteragcbes na estrutura das branquias com o
aumento da concentracdo de amdnia, as alteraces encontradas foram tumefacdo celular,
infiltracdo de hemdcitos, fusdo lamelar, espessamento do epitélio lamelar, necrose, hiperplasia,
descamacdo da cuticula lamelar e edema.

Tumefacdo celular é causada pelo acimulo intracelular de dgua decorrente da falha no
transporte ativo, na hipoxia e lesdes tdxicas, aparecendo sempre que as células sdo incapazes de
manter a homeostase idnica e hidrica, com caracteristica opaca obscurecimento de estruturas
intacelulares e, a medida que a quantidade de agua aumenta, o volume da lamela aumenta
formando vacuolos no citoplasma. (COTRAN et al. 2000; WENER, 2010)

As estruturas branquiais sdo formadas principalmente por células pilares, epitélio
lamelar, hemdcitos e liquido hemaocitico, o epitélio lamelar da branquia é a principal superficie
de contato com o meio externo (WONG; WONG, 2000). As células pilares apresentam base e
extremidades apicais largas, tém a funcdo de sustentacdo do 6rgéo e circulacdo da hemolinfa
(VALENTIM-NETO, 2004). Quando a ruptura das células pilares ocorre um
comprometimento da capacidade de suporte, e circulacdo. O epitélio lamelar apresenta forma
geralmente fina, circundada por uma cuticula quitinosa e espessamento na por¢éo basal e distal
do filamento branquial. Os hemocitos apresentam forma arredondada, tendo fungdo de
transporte de gazes e de defesa imunologica, removendo particulas estranhas seguida de uma
combinagéo de fagocitose e uma reagdo de encapsulacdo, dependendo nas dimensdes do corpo
estranho (THOPHON et al. 2003; SANTQOS, 2007; SOEGIANTO et al. 1999a). O edema se
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caracteriza pelo acimulo de liquido plasmatico na esrtrutura celular (LOZANO OLVERA et al
2012).

Segundo Werner (2010), quando as branquias sdo expostas a determinadas
concentracdes de agentes toxicos com duragdo de minutos ou até mesmo alguns dias, ocorrem
lesbes com respostas inflamatdrias caracterizando uma inflamagdo aguda que € uma reagao
basica de defesa. Este tipo de inflamacdo pode ser inativado através de mediadores quimicos
como a migracdo dos hemacitos, presentes na hemolinfa, e a exsudagédo de liquido que se da
pelo processo de liberacdo de liquidos através das paredes e membranas celulares,
determinando a respostas a intensidade e a persisténcia do estimulo lesivo que o desencadeou
isolando o agente agressor (GARCIA-LEME, 1989). Portanto a inflamacgéo ndo é uma doenga,
mas uma resposta inespecifica que tem um efeito salutar sobre o hospedeiro, Julius Cohnheim
(1839-1884), atado por Cotran et al. 2000. Essas alteracGes histoldgicas funcionam como
mecanismos de defesa, diminuindo a &rea de superficie vulneravel da branquia e/ou
aumentando a barreira de difusdo ao poluente. (KARLSSON-NORRGREN et al. 1985;
ERKMEN; KOLANKAYA, 2000).

A hiperplasia esta entre as primeiras alteracdes que surgem guando ha um aumento na
concentracdo de amonia ambiental, caracterizando-se pelo aumento na proliferacdo das células
no epitélio a qual pode levar a fusdo lamelar e rompimento das células pilares (KARASU-
BENLI; KOKSAL, 2005). Essa alteracio é considerada um tipo de lesdo progressiva e muitas
vezes irreversivel, que envolve o rompimento do sistema de células pilares, como observado
em Piaractus mesopotanicus por Padua et al. (2013). A descamacao epitelial e hiperplasia séo
alteracOes irreversiveis e inespecificas, que podem servir como defesa (HINTON et al. 1992;
OJHA, 1999), pois a regeneracao celular diminuem a area de superficie vulneravel da branquia
e/ou aumentam a barreira de difusdo ao poluente (KARLSSON-NORRGREN et al. 1985;
FREITAS, 2013).

A descamacdo da cuticula lamelar, hiperplasia e fusdo lamelar sdo conhecidas por
serem alteracGes inespecificas que podem ser causadas por uma variedade de estressores, tais
como metais pesados, amonia, fendis, infec¢cbes por microrganismos e presenca de
ectoparasitos (MALLAT, 1985; HINTON; LAUREN, 1990; HINTON et al. 1992). Mallatt
(1985) afirmou que o inchago e a descamagdo da cuticula lamelar e a ocorréncia de
hiperplasia em lamelas pode simplesmente refletir uma adaptacéo fisioldgica ao estresse. Jaa
necrose € a morte celular que leva a ruptura do epitélio lamelar e aumento da substituicdo

celular e da regeneracgdo epitelial (PELGROM et al., 1995) sdo lesbes que refletem o efeito
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direto dos poluentes (TEMMINK et al. 1983; SANTOS, 2007) e que ocorrem em condicdes de
maior toxicidade (ABEL et al. 1976; MONTEIRO, 2001; SANTOS, 2007).

Ao observar as analises do indice do Orgdo (lorg), realizadas através do levantamento
das alteracGes presentes nas analises histologicas das branquias submetidas a amonia, e
compara-las com os resultados de mortalidade com camardo M. amazonicum reportados por
Dutra et al. (2016), observou-se que 0s maiores indices sdo aqueles que provocaram maior
alteracdo na estrutura branquial e como consequéncia maior mortalidade. A principal diferenca
no tratamento com 80 mg.L™" onde 100% dos camardes foram a 6bito em 48h, foi a
caracterizacéo der edema e outros danos regressivos em relacéo ao tratamento com 40 mg.L™,
onde a mortalidade foi de 100% em 72 horas, porem sem edema marcante.

A necrose, caracterizada pelo rompimento do epitélio lamelar foi a alteracdo
predominante na morfologia branquial seguida de descamacdo da cuticula lamelar dos
camardes expostos a 80 mg.L™" de amodnia. Para os tratamentos de 20 e 40 mg.L' a
descamacdo da cuticula lamelar seguida lesdo de necrose foi a alteracdo predominante. Os
tratamentos com 20 e 40 mg.L™ ndo apresentaram diferenca significativa (P>0,05) entre os
indices do 6rgdo, entretanto, Dutra et al. (2016) reportaram diferenca significativa nos indices
de mortalidade entre estes tratamentos (P<0,05). A explicacdo para isso provavelmente esta
relacionada ao maior tempo de exposi¢do ao agente toxico ocasionando maior extravasamento
de hemdcitos, 0 que acarreta em processos inflamatérios mais acentuados e a presenca de
danos regressivos no tratamento 20 mg.L™, que faz com que o indice se eleve, sem causar altas
taxas de mortalidade. Os resultados apontam que a tolerancia do M. amazonicum diminui com
0 aumento do tempo de exposi¢éo, pois excede a capacidade de excregéo.

Outra diferenca que pode explicar este efeito € a mudanca nos danos regressivos, uma
vez que o tratamento com 40 mg.L™ apresentou maiores scores de fator de importancia (w) nos
danos regressivos do que o tratamento com 20 mg.L™. Para estes tratamentos, quando
avaliamos e comparamos com indice do 6rgdo, em conjunto com as imagens dos cortes
histoldgicos, este ndo corrobora os resultados encontrados por Dutra et al. (2016) no teste de
mortalidade. Por outro lado, fica evidente que a gravidade dos efeitos degenerativos causados a
branquia pela exposi¢do a amonia evoluiu, significativamente com o aumento da concentracao
do composto toxico e com o0 aumento do tempo de exposi¢do do organismo a essa substancia.

Estudos que avaliam o efeito da aménia em branquias de crustaceos Sao escassos,
entretanto, resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo foram registrados por
Rebelo et al. (2000) com a espécie Granulata chasmagnathus onde os caranguejos foram

expostos a amonia total nas concentracgdes (0, 16,5 e 27,5 mM), durante 96h. Neste trabalho as
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lesbes foram significativamente maiores (P<0,05) em caranguejos expostos a concentragdes
mais elevadas apresentando os seguintes resultados: necrose epitelial e hiperplasia. Romano e
Zeng (2007) submeteram juvenis de Portunus pelagicus (siri) em diferentes estagios de vida, a
diferentes concentracdes de 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 mg.L™ de amdnia total por 96h. Os
resultados demonstraram que a tolerancia aumentou significativamente (P<0,01) com o
desenvolvimento ontogénico dos crustaceos. Entretanto, para todas as fases de vida do animal,
0s autores determinaram que a gravidade das alteragdes morfologicas e fisiologicas nas lamelas
branquias, incluindo extensa infiltracdo de hemacitos, necrose e alteracdes epiteliais, foram
agravadas o aumento das concentragdes de amonia.

Por outro lado, diversos trabalhos avaliaram a exposicdo de camarfes do género
Macrobrachium a diferentes agentes tdxicos, como o estudo realizado por Victor et al. (1990)
que relataram danos as estruturas branquias da espécie Macrobrachium idea, como hiperplasia,
tumefacdo celular e infiltracdo de hemadcitos expondo estes camardes durante 30 dias sob acao
a1l mg.L™" de merctrio.

Li et al. (2007) observaram que M. rosenbergii exposto a diferentes concentracfes
subletais de cobre, que variaram de 0,01 mg.L" a 0,4 mg.L™}, em um periodo de 7 dias,
apresentaram alteragOes estruturais como: tumefacgdo celular e fusdo das lamelas, acumulagéo
de hemocitos, descamacédo da cuticula lamelar e necrose. Kaoud et al. (2011) ao avaliarem a
exposicdo de M. rosenbergii a diferentes concentracbes de mercurio, também observaram
agravamento nos danos a estrutura branquiais conforme o aumento da concentracdo. Os
animais foram expostos a sete diferentes concentracdes (0, 10, 50, 100, 200, 300, 400 e 500
ng.L™), as taxas de mortalidade de camardes expostos a concentracdes de mercrio de 10 e 50
ug.L™* foram significativamente menores (P<0,05) do que aquelas expostas a concentragdes
mais altas (100 pug.L™ ou maiores). Na andlise histolégica as branquias dos camarées expostos
a baixas doses de mercurio apresentaram, tumefacdo celular e edema, ja os animais expostos a
doses maiores apresentaram edema grave e hiperplasia, acumulacdo de hemdcitos no espago
hemocitico, alteracGes nas extremidades das branquias, necrose e aglomeracdo de hemacitos
nas lamelas branquias.

Kaoud e Rezk (2011) submeteram M. rosenbergii a diferentes concentragfes de caddmio
durante 96h, a sobrevivéncia dos camardes expostos a concentragdes de 10-50 pg.L™ foi
significativamente maior (P<0,05) do que para camardes expostos a maiores concentracoes (60
ng.L ™ ou mais), mas ndo foram significativamente diferentes entre si (P<0,05). Em doses mais
baixas de cadmio, as branquias apresentaram inchago e edema, nas doses mais elevadas, edema

grave e hiperplasia. Soegianto et al. (2013) realizou estudo com cadmio utilizando a espécie



26

Macrobrachium sintangese, as concentragfes avaliadas foram 0,10; 31,62; 100; 316,2;
1000,3162 e 10000 g.L™. Foram realizadas observacbes a cada 24 horas até o final do
experimento (96h) para registrar a mortalidade e fazer a remocdo dos camarbes mortos. O
maior acumulo de cadmio foi observada nas branquias, seguida pelo hepatopancreas e pelo
musculo abdominal. Ap6s a transferéncia para meios livres de cAdmio, observou-se a maior
eliminacdo de cddmio no musculo abdominal, seguida das branquias e do hepatopancreas. As
branquias dos camardes expostos ao cadmio apresentaram hiperplasia grave, aglomeracdo de
hemdocitos e necrose mdltipla, que resultaram no inchago das lamelas. Mostrando que a
tolerancia de M. sintangese ao cadmio diminui com o aumento do tempo de exposicao.

Danos teciduais causados a branquias de camardes por outros agentes toxicos também
foram estudados em camardes do género Macrobrachium, como exemplo, Saravana Bhavan e
Geraldine, (2000) submeteram Macrobrachium malcomsonii, a trés concentracfes subletais do
pesticida organoclorado Endosulfan, (10,6; 16,0 e 32,0 mg.L™) durante 21 dias. Este pesticida
causou: infiltracdo de hemdcitos, espessamento das laminas basais, acimulo de hemdcitos no
espaco hemocitico, inchaco e fusdo de lamelas, alteracfes nas extremidades das branquias,
hiperplasia, necrose e aglomeracdo de hemdcitos nas branquias dos camardes.

Chang et al. (2006) submeteram M. rosenbergii a diferentes doses do parasiticida
Triclorfom (0, 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg L™ %) para determinar a dose letal para 50% da
populacdo (LCso) para 24, 48, 72 e 96h. Na concentracdo 0,6 mg.L™ os camardes foram a 6bito
ap6s 96h e os expostos a 0,8 mg.L™, morreram apés 72h. Foram relatadas as seguintes
alteracdes branquiais: infiltracdo de hemadcitos no espaco hemocitico, inchaco e fusdo das
lamelas, necrose, hiperplasia e glomerado de hemdcitos branquiais.

Em estudos onde os camardes foram expostos a radiacdo ionizante também foram
encontradas alteraces semelhantes as encontradas no presente trabalho. Stalin et al. (2013),
utilizou a espécie M. rosenbergii, para testar os limites de exposicao a radiacdo ionizante, onde
os camar@es foram expostos aos niveis de 0; 2,97; 29,33; 297,23 e 2992,00 de mGy, irradiados
usando Unidade de TeleCobalt Theratron Phoenix (P-33), o érgdo utilizado para avaliacdo dos
efeitos da radiacdo foi as branquias. N&o foram observadas mortalidades para nenhum dos
niveis de radiacdo avaliados, entretanto foram encontradas as seguintes altera¢6es histolégicas:
acumulo de hemocitos em espacos hemocitico, alteragdes nas extremidades das branquias,
descamacdo da cuticula lamelar, lamelas inchadas e fusdo lamelar, hiperplasia, necrose,
aglomeracdo de hemdcitos e desorganizacdo completa de lamelas. As alteracdes histologicas

mais graves foram encontradas no nivel de dose mais elevada de radiag&o.
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Nos trabalhos citados acima, todos os autores afirmam que devido a principal via de
contato com o meio externo dos camardes ser a branquia, ela se torna o alvo principal dos
compostos toxicos. Alteragdes como tumefacdo celular, espessamento do epitélio lamelar,
hiperplasia e acimulo de hemacitos, podem refletir uma adaptacdo ao estresse causada pela
exposicao a substancia toxica, levando a um espessamento do epitélio lamelar, aumentando
assim a distancia entre 0 meio interno e externo (MALLATT, 1985; NEGRO et al. 2011). A
analise histoldgica, portanto, se apresenta como uma ferramenta util para a compreensao das
alteracdes morfofisiologicas nas branquias dos camardes que levam a disturbios ou até mesmo

a morte dos crustaceos expostos a compostos toxicos.



28

5 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram que as branquias de M. amazonicum
sofreram alteracGes devido a exposicdo a niveis crescentes de aménia e que estas alteracdes

foram agravadas pelo aumento da concentracdo e do tempo de exposi¢cdo a0 composto toxico.
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