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RESUMO

O objetivo no presente trabalho foi avaliar o efeito combinado de amoénia e
nitrito sobre juvenis de Macrobrachium amazonicum, durante 96 h de exposicao e
calcular a dose letal (CLso de 96h) e o nivel de seguranca para estes compostos
combinados. Foram utilizados 640 juvenis (6,3 + 0,7 cm e 1,79 = 0,60 g), com
delineamento casualizado, em desenho fatorial 4x4, sendo combinadas quatro
concentragdes de amoénia total (0; 11; 22 e 44 mg.L™") com quatro concentragbes de
nitrito (0; 1,5; 2,5 e 5 mg.L™"), para cada combinagdo haviam quatro réplicas. Por
meio do método probit foi calculada a CLso de 96h isolada para aménia total e nitrito
que foram de 29,85 e 2,49 mg.L™, respectivamente. Ja a CLso de 96h dos compostos
combinadas foi de 20,87 mg.L-! para amoénia total e de 2,95 mg.L" para nitrito. Os
niveis de seguranca isolados de amoénia total e nitrito foram 2,98 e 0,25 mg.L™",
enquanto para os tratamentos combinados o nivel de seguranga foi de 2,08 mg.L""
para amoénia total e 0,29 mg.L"" para nitrito. Observou-se, por meio do célculo da
soma de aditividade e do indice de aditividade da mistura, que o efeito dos
compostos combinados € 0,88 vezes menor do que a soma dos efeitos isolados,
portanto um efeito antagdnico. Da mesma forma, por meio da analise de alteragdes
histolégicas nas branquias dos animais submetidos ao efeito de aménia e nitrito
isolados e combinados, foi possivel encontrar resultados que corroboram com os
resultados encontrados para mortalidade, demonstrando assim que o efeito

antagonico também foi observado nas branquias.

Palavras-chave: Carcinicultura; Ecotoxicologia; Compostos nitrogenados;
Branquias; Alteragdes Histoldgicas.



ABSTRACT

The aim of the present work was to evaluate the combined effect of ammonia
and nitrite on juveniles of Macrobrachium amazonicum for 96 h of exposure and to
calculate the lethal dose (LCso of 96 h) and the safety level for these combined
compounds. A total of 640 juveniles (6,3 £ 0,7 cm and 1,79 + 0,60 g) were used, with
a randomized design, in a 4x4 factorial design, with four concentrations of total
ammonia (0, 11, 22 and 44 mg/l) with four concentrations of nitrite (0, 1.5, 2.5 and 5
mg/l), for each combination there were four replicates. By means of the probit
method the LCso of 96h isolated for total ammonia and nitrite was calculated, which
were 29.85 and 2.49 mg/l, respectively. The 96-hour LCso of the combined
compounds was 20.87 mg/l for total ammonia and 2.95 mg/I for nitrite. The isolated
safety levels of total ammonia and nitrite were 2.98 and 0.25 mg/l, while for the
combined treatments the safety level was 2.08 mg/I for total ammonia and 0.29 mg/I
for nitrite. We observed by calculating the sum of additivity and the additivity index of
the mixture that the effect of the combined compounds is 0.88 times less than the
sum of the isolated effects, thus an antagonistic effect. Likewise, through the analysis
of histological changes in the gills of the animals submitted to the ammonia and
nitrite effect isolated and combined, it was possible to find results that corroborate
with the results found for mortality, thus demonstrating that the antagonistic effect

was also observed in the gills.

Key-words: Shrimp farming; Ecotoxicology; Nitrogen Compounds; Gills; Histological

Alteration.
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1 INTRODUGAO

A carcinicultura, ramo da aquicultura voltado a producdo de camardes,
alcangcou em 2014 uma produgdo de aproximadamente 4,6 milhdes de toneladas de
camardes marinhos e 0,5 milhées de toneladas de camardes de agua doce (FAO,
2018), demonstrando assim o grande potencial desta atividade. No Brasil, a
producdo comercial de camardes de agua doce € pautada exclusivamente pela
espécie Macrobrachium rosenbergii (FAO, 2010) que é um camarado exotico
introduzido em 1977 para realizagdo de estudos e que, em 1983, teve o primeiro
laboratério comercial de produgédo de pés-larvas instalado (Valenti, 1998). Porém,
quando trabalha-se com espécies exoticas existem grandes riscos ambientais
devido escapes para o meio ambiente (Vitule & Prodocimo, 2017). Dentro deste
contexto a produgcdo de camardes nativos € encorajada em todo o mundo, a
exemplo, o Macrobrachium nipponense obteve grande sucesso produtivo, e mesmo
sendo somente produzido na China, ultrapassou a produgdo mundial do M.
rosenbergii (FAO, 2018).

No Brasil existem espécies nativas do género Macrobrachium que possuem
elevada importancia econdmica, a exemplo do Macrobrachium amazonicum, espécie
de distribuicdo continental, sendo amplamente consumido pelas populagdes de
baixa, média e alta renda na regido amazénica (Bentes et al.,2011). O camardo-da-
amazobnia é a espécie nativa de maior potencial econdmico e produtivo por possuir
rapido crescimento mesmo sem atingir grande porte (Bentes et al., 2016). Porém,
existem lacunas sobre a producdo desta espécie que necessitam ser preenchidas,
entre essas encontram-se as concentracdes ideais das variaveis de qualidade de
agua, como dureza, alcalinidade, fésforo e pH.

Nos sistemas de producdo de camardes, requisitos basicos devem ser
atendidos em relagdo ao manejo alimentar e ao monitoramento e controle da
qualidade de agua, condi¢des primordiais para alcancar bons indices de
produtividade (De Queiroz, 2013). Durante a produgdo aquicola normalmente sao
ofertadas dietas com grandes porcentagens de proteina, onde parte é convertida em
proteina animal e a outra parte, ndo assimilada € excretada principalmente na forma
de aménia (Arana, 2010). O nitrito, por sua vez, € a forma intermediaria no processo
de nitrificagdo, no qual a aménia é oxidada por bactérias para nitrito, e logo apos

para nitrato (Gorsel; Jensen, 1999). Tanto nos sistemas de produgdo quanto em



ambientes aquaticos naturais, € possivel encontrar compostos nitrogenados como
amonia, nitrito e nitrato demonstrando assim a presenca de processos bioldgicos
ativos (Gorsel; Jensen, 1999; Weihrauch et al.,1999). Desta forma, a realizagao de
estudos que revelem o efeito desses compostos sobre organismos aquaticos € de
suma importancia. Uma maneira de se obter essas informacdes € por meio de
estudos de toxicidade aguda a partir da avaliagcdo da CLso (concentragao letal
mediana), por apresentarem resposta com maior reprodutibilidade e confianga
(Zagatto; Bertoletti, 2008).

Segundo Colt e Armstrong (1981), em qualquer tipo de sistema aquatico
produtivo, a aménia pode causar problemas por sua toxidez. O camarao pode
excretar parte da aménia por meio de difusdo passiva realizada pelas branquias,
entretanto, quando a concentragcdo do meio externo € maior que a concentragao
interna de amoénia, o processo fisiologico pode ser prejudicado ou até mesmo
totalmente interrompido, prejudicando as trocas gasosas, o equilibrio osmdético e
idbnico (Arana, 2010). Dados recentes mostram que a CLso de 96 h para juvenis de
M. amazonicum é de 21,6 mg.L"' de amobnia total e 0,75 mg.L"' de aménia ndo
ionizada (Dutra et al., 2016a), enquanto para o M. nipponense observou-se uma
CLso de 96 h de 13,3 mg.L-! de amonia total (Wang et al., 2004). Da mesma forma,
altos niveis de nitrito na agua sao potenciais fatores desencadeadores de estresse
para organismos aquaticos (Lewis; Morris, 1986). Estudos sobre o efeito do nitrito
para o camarao mostraram que um elevado nivel deste composto pode retardar o
crescimento e ocasionar a formacdo de metahemocianina, diminuindo o nivel de
oxihemocianina, impedindo a funcao respiratdria do metabolismo, causando hipdxia
nos tecidos ou ainda podendo afetar o equilibrio acido-base e a excre¢gao de amonia,
diminuindo a capacidade imunolégica do animal, aumentando a suscetibilidade a
infeccao por bactérias e causando a morte em casos extremos (Chen; Cheng, 1995;
Xian et al., 2011). Chen e Lee (1997) encontraram uma CLso de 96 h de nitrito para
juvenis de M. rosenbergii de 8,49 a 12,87 mg.L"', estudos com M. amazonicum
apresentaram uma CLso de 96 h de 2,23 mg.L- ' de nitrito (Dutra et al., 2016b), sendo
mais suscetivel que o M. rosebergii.

Apesar de estudos sobre a CLso mostrarem dados seguros da concentragéo
letal de aménia ou nitrito para a espécie, ainda pouco se sabe sobre o efeito
combinado destes compostos. Segundo Rand et al. (1995) varias definicdes ou

conceitos sao importantes a respeito do efeito combinado dos compostos, como o
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efeito sinérgico que ocorre quando um efeito combinado de dois contaminantes é
maior do que a soma dos efeitos dos contaminantes isolados, ou o efeito antagdnico
que é determinado quando dois contaminantes, em conjunto, sofrem redugéo de seu
potencial toxicologico por interferéncias de um sobre o outro e ainda o efeito aditivo
representado quando o efeito combinado de dois contaminantes é igual a soma dos
efeitos isolados desses contaminantes. Um exemplo disto pode ser encontrado no
estudo de Chen e Chin (1988), realizado com poés-larvas de Penaeus monodon,
onde no estudo a amoénia n&o ionizada e o nitrito quando combinados, mesmo que
em menores concentracdes, foram mais letais do que quando isolados,
demonstrando um sinergismo.

Além disso, a exposicdo a amodnia e ao nitrito podem causar danos a
bréanquias de camardes, em um experimento realizado por Dutra et al. (2017) com
camardes expostos a amodnia e nitrito, separadamente, durante 96 h, foi possivel
detectar a presenca de alteragdes histologicas nas branquias de M. amazonicum, e
pontua-las de acordo com o indice de 6rgéo (lorg), adaptado de Bernet et al. (1999),
auxiliando no entendimento de mortalidades causadas pela exposicao aos agente
toxicologicos. As alteragdes encontradas foram aglomeragcdo de hemdcitos,
espessamento lamelar, espessamento do epitélio lamelar, fusdo lamelar, edema,
necrose, descamacao da cuticula lamelar, hiperplasia e infiltracdo de hemocitos.
Portanto, a realizacdo de uma avaliagéo histologica, pode contribuir trazendo maior
confiabilidade aos resultados obtidos em trabalhos de efeito toxico para esses
compostos. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
combinado de aménia e nitrito e compara-los com o efeito isolado para juvenis de M.
amazonicum durante 96 h de exposicado e calcular a dose letal (CLso de 96h) e o

nivel de seguranga para estes compostos combinados.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental foi conduzido no Laboratério de Carcinicultura,
localizado na Universidade Federal do Parana - Setor Palotina (UFPR). A
metodologia utilizada na avaliagao do efeito toxicolégico dos compostos foi realizada
conforme descrito por Pelter e Weber (1985) para CLso em 96 h. Nos bioensaios
foram utilizados 640 juvenis (6,3 + 0,7 cm e 1,79 + 0,60 g) de M. amazonicum, em

jejum prévio de 24 h, estocados em 64 unidades experimentais de 10 L, onde os
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animais foram, ainda, alojados, individualmente, em subunidades plasticas de
aproximadamente 400 mL perfuradas, para evitar o canibalismo. Foi instalada uma
pedra porosa por unidade experimental, para que os niveis de oxigénio fossem
mantidos na faixa adequada para a espécie, o fotoperiodo utilizado foi de 12:12
(claro:escuro). O delineamento foi casualizado, em desenho fatorial 4x4, sendo
combinadas quatro concentragbes de amonia total (0; 11; 22 e 44 mg.L") com
quatro concentragdes de nitrito (0; 1,5; 2,5 e 5 mg.L-"), para cada combinacgao
haviam quatro réplicas. As concentragdes utilizadas para a realizagao dos testes
foram baseadas na CLso de 96 h para amdnia total e nitrito encontradas por Dutra et
al., (2016a; 2016b), sendo utilizadas aproximadamente metade, o dobro e a CLso de
cada composto.

A concentracao de aménia total foi obtida por meio de uma solugao estoque
de 1.000 mg.L"' de amoénia total, diluindo 3,819 g.L-! de cloreto de aménio P.A. em
agua ultra pura e em seguida diluida em &agua do abastecimento publico,
previamente desclorada, de forma a obter-se as concentragdes estipuladas para o
experimento. A concentragao de nitrito foi obtida por meio de uma solugao estoque
de 250 mg.L"", diluindo 1,232 g.L"! de nitrito de sddio P.A. em agua ultra pura e em
seguida realizado o mesmo procedimento ja citado para a diluigdo da amoénia total.

Os animais foram observados a cada hora, durante as oito primeiras horas
do experimento. Apds esse periodo, até o término das 96 h as observacdes
passaram a ser realizadas a cada 2 h com informag¢des agrupadas a cada 12 h. O
critério para avaliacdo da mortalidade foi a auséncia de qualquer tipo de movimento
ou reacao a estimulo mecanico com bastao de vidro.

As variaveis de qualidade da agua, oxigénio dissolvido (Oximetro, ALFAKIT,
AT 160), temperatura (Termdmetro, digital Inconterm) e pH (pHmetro, Luca, 210)
foram avaliadas diariamente. No inicio e final do experimento foram avaliados nitrito
pelo método colorimétrico da reagcao de Griess (Baumgarten, 1996), amoénia total
pelo método colorimétrico indofenol (Koroleff, 1976), alcalinidade e dureza por
titulagcado seguindo a metodologia proposta por Macédo (2003).

Para a determinacao do efeito combinado de amodnia e nitrito, foi utilizado o
modelo descrito por Zagatto e Bertoletti (2008), para avaliar a interagcdo de
substancias. O modelo expressa (Equacéo 1) a soma da aditividade para diferentes

substéancias (S) e o indice de aditividade (IA), como descritos a seguir:
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Equacéao 1 - Soma da aditividade das substancias

= (%) (5)

Em que:

S= a soma da aditividade, sendo que através dela € possivel determinar o
efeito conjunto da mistura;

Am= concentracao da substancia A na mistura que causa 50% de efeito;

Bm= concentragao da substancia B na mistura que causa 50% de efeito;

Ai= concentracao da substancia A que, isolada, provoca 50% de efeito (CLso
da substancia A);

Bi= concentragao da substancia B que, isolada, provoca 50% de efeito (CLso

da substéncia B).

Portanto através de S foi possivel determinar o efeito interativo das

substancias, caracterizado por:

S>1, o efeito da mistura € menos que aditivo;
S=1, o efeito é aditivo;

S<1, o efeito é mais que aditivo.

Quando S fosse > ou < que 1, era entdo aplicado ao indice de aditividade
(IA), onde por meio desse torna-se possivel estimar quantas vezes o efeito

combinado é maior ou menor que o efeito isolado.
indice de aditividade (IA) da mistura de substancias:

SeSé>1<IA=S(-1)+1S
SeSé<1oIA=1/S—1

As variaveis de qualidade de agua foram determinadas independentemente
para cada tratamento e réplica, a fim de estabelecer se essas se mantiveram em
niveis adequados para a biologia da espécie.

Os dados individuais das réplicas foram agrupados por tratamento para a
determinacao do efeito isolado e combinado, sendo submetidos a avaliagdo da
normalidade da distribuicdo dos dados e homocedasticidade de suas variancias.
Construiu-se um grafico de dispersdo entre a concentragdo teste dos compostos

(mg.L™") e a mortalidade cumulativa para juvenis, separadamente por tratamentos.
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Para a determinac&o da CLso foi utilizado o modelo matematico probit (Ferraz et al.,
2009).

Para analise histologicas das brénquias, os animais foram coletados em
todos os tratamentos e repeticdes somente quando apresentavam natacgao erratica,
sendo utilizados um total de 6 animais por réplica. Os camardes foram
insensibilizados por termonarcose (Ashley, 2007) e seu cefalotérax seccionado e
fixado em solugdo de ALFAC (Bondad-Reantaso et al., 2001; Lightner; Bell, 1998)
por 48 h e posteriormente, as branquias foram extraidas do cefalotérax e fixados em
alcool 70% novamente.

Para a confecgao das laminas histologicas, as branquias foram colocadas
em cassetes histologicos envoltas em papel filtro e mergulhados em uma bateria
crescente de alcoois (70%, 80%, 90% e absoluto | e Il), diafanizados em xilol (I e Il) e
impregnados em parafina histologica (I e Il) a 56°C, com duragao de 40 minutos cada
banho. Em seguida as brénquias foram inseridas em moldes histologicos e cobertos
por parafina para a confecgao dos blocos histologicos. Apds a inclusao das pecgas e
modelagem dos blocos em parafina, os tecidos foram seccionados em 5 um de
espessura em microtomo. As secgdes obtidas foram distendidas em agua,
colocadas sobre Iaminas embebidas em albumina de Mayer e levadas para remogao
do excesso de parafina em estufa a 60°C por 12 h. Logo apos, os cortes foram
submetidos a rotina de coloragao por Hematoxilina/Eosina (HE) (Bancroft; Gamble,
2008). As imagens histoldgicas das branquias foram capturadas por microscopio
equipado com camera digital e visualizadas em Software de imagem (Leica DM
1000).

As alteragdes nas estruturas das branquias foram avaliadas de acordo com
o indice do Orgdo (lorg), adaptado de (Bernet et al., 1999), como ja realizado
anteriormente para branquias de invertebrados (Costa et al., 2013; Dutra et al.,
2017). As alteracdes foram classificadas de acordo com o padrao de reagao, onde,
para cada padréao de reacédo encontrado na histologia branquial foi atribuido um fator
de importancia (w). Quando as altera¢des foram semelhantes ao fixado por Bernet et
al. (1999), este foi utilizado. Quando diferentes alteragdes foram encontradas, estas
foram avaliadas de acordo com a literatura em relagcdo aos danos provocados,
sendo atribuido a ela um valor condizente. Portanto, o valor atribuido para cada
alteracao dentro de seu padrao de reagao foi denominado o fator de importancia (w),

onde foi levado em conta o grau de reversibilidade, sendo entdo: “1” = alteragdes
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facilmente reversiveis; “2” = alteragdes moderadas, reversiveis com o fim da
exposicao e “3” = alteragbes irreversiveis, com perda parcial ou total da fungdo do
orgao.

Os valores de pontuagéo das alteragdes (a) foram determinados conforme a
ocorréncia da alteragcéo no 6rgao afetado, onde: “0” = sem ocorréncia; “1-2” = baixa

ocorréncia; “3-4” ocorréncia moderada e “5-6” = ocorréncia severa (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificagcao de les6es para crustaceos, adaptado pode Bernet et al. (1999)

Padrao
Caracteristicas da ] Fator
de . Descricao Alteracao
B reacao (w)
reagao
o Condicdo patoldgica de fluxo B
Disturbios } ) Aglomeragéo de
1 . da hemolinfa e fluidos dos ) 1
hemociticos . hemacitos
tecidos
1
Espessamento da lamela
Espessamento do epitélio 1
Condicdo  patolégica  que lamelar
Danos apresenta reducédo funcional Fuséao lamelar 2
2 . o
regressivos ou perda de um dérgao e/ou 2
Edema
estrutura
Necrose 3
Descamacgao da cuticula 3
lamelar
Condicao patolégica causando
Danos o ] )
3 ] aumento da atividade celular Hiperplasia 2
progressivos )
e/ou do tecido
Fluido intersticial contendo alta
~ concentracdo de proteinas e . B o
4 Inflamacgao Infiltracdo de hemacitos 2

restos celulares que vao além

dos vasos da hemolinfa

Fonte: Dutra et al. (2017)

Os resultados obtidos na analise de branquias, foram submetidos aos

pressupostos de normalidade e homogeneidade (Sokal; Rohlf, 2012); quando nao
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foram atendidos estes pressupostos, os dados foram matematicamente
transformados até seu enquadramento. Posteriormente, foram submetidos a
analises de variancia (One-Way ANOVA) e posteriormente submetidos ao teste de
Tukey (o= 0,05).

3 RESULTADOS

As analises das variaveis de qualidade de agua foram aferidas e agrupadas
por tratamentos e depois foram obtidas suas médias onde os valores encontrados
para nitrito e amoénia, corresponderam a diluicdo das solucbes estoque destes
compostos. Os valores de oxigénio dissolvido, temperatura, pH, dureza e
alcalinidade estiveram dentro do recomendado para a produgdo de camardes de

agua doce (Tabela 2).
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As mortalidades observadas durante as 96 h de experimento (Tabela 3),
apresentam decréscimo nos tratamentos combinados, exceto para os tratamentos
que continham 5 mg.L! de nitrito, onde foram registradas mortalidades acima de
98%. Os tratamentos com concentracdo isolado apresentaram mortalidades acima
de 70% para 2,5 mg.L™! de nitrito e 44 mg.L"" de amonia.

Tabela 3 - Valores médios (* D.P) de mortalidade (%) do efeito isolado e combinado de aménia
e nitrito para juvenis de Macrobrachium amazonicum

Nitrito (mg.L")

% 0 15 25 5
)
o 0 040 516 7048 100
£ 1 040 00 54 1 100
< 22 00 516 35 98 + 5
44 88 + 13 040 1319 98 + 5

Fonte: O autor (2018)

As concentracbes de amobnia e nitrito foram avaliadas tanto
isoladamente quanto combinados (amdnia x nitrito). Por meio do modelo matematico
probit, que correlaciona as concentracbes dos compostos com a mortalidade
acumulada observada nos tratamentos foi calculada a CLso de 96h isolada para
amonia total e nitrito que foram de 29,85 e 2,49 mg.L™', respectivamente. Ja a CLso
de 96h dos compostos combinadas foi de 20,87 mg.L-! para amonia total e de 2,95
mg.L"" para nitrito. Os niveis de seguranca isolados de amonia total e nitrito foram
2,98 e 0,25 mg.L™", enquanto para os tratamentos combinados o nivel de seguranca

foi de 2,08 mg.L-! para aménia total e 0,29 mg.L-! para nitrito (Figura 1).



Iy QEPWELIONY

Figura 1 - Regressdao quadratica tridimensional da CLsy para juvenis de Macrobrachium

amazonicum apés 96 h de exposi¢cdo a amoénia e nitrito isolados e combinados.
Fonte: O autor (2018)

Observou-se por meio do calculo da soma de aditividade e do indice de
aditividade da mistura, que o efeito dos compostos combinados é 0,88 vezes menor
do que a soma dos efeitos isolados. Quanto a analise de alteragdes histolégicas nas
branquias dos animais submetidos ao efeito de amébnia e nitrito isolados e
combinados, foi possivel encontrar resultados que corroboram com os resultados

encontrados para mortalidade, demonstrando assim que o efeito antagénico também
esteve presente para as branquias (Figura 2).
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Figura 2 - indice de Orgao (MédiatE.P) de juvenis de Macrobrachium amazonicum submetidos
a concentragdes isoladas e combinadas de amoénia e  nitrito durante 96
h.
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Fonte: O autor (2018)

Observou-se que quando as concentragdes de amodnia e nitrito foram
combinadas, houve a reducdo do dano causado a branquia se comparado com a
exposicao dos compostos isolados. Isto pode ser observado nas figuras 3, 4 e 5,
onde os tratamentos de 1,5 e 2,5 mg.L™" de nitrito com as concentragdo de 11; 22 e
44 mg.L"' de amoénia total reduziram o dano causado a branquia em relagdo aos
tratamentos de concentragbes de 22 e 44 mg.L' de amoénia isoladamente.
Entretanto, o acréscimo da concentragdo de nitrito (5 mg.L") independente da

concentracao de amdnia provocou aumento de danos nas branquias.
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Figura 3 - Aspecto microscépico de branquias de juvenis de Macrobrachium amazonicum
expostos a concentragcdes de amodnia e nitrito durante 96 h. Lamela (L); Espago inter
lamelar (EIL); Células pilares (CP); Degeneragao vacuolar (DV); Infiltragdo hemocitica (IH);
Necrose (N); Fusao lamelar (FL); Espessamento lamelar (EL); Descamagao da cuticula (DC);
Espessamento do epitélio lamelar (EEL); Edema (E); A) Branquia sem exposi¢dao a
concentragées de nitrogenados (controle) (20x, 10x H&E). B) Branquia expostas a 11 mg.L™"
de aménia total (20x, 10x H&E). C) Branquia exposta a 22 mg.L"' de aménia total (20x, 10x
H&E). D) Branquia exposta a 44 mg.L"' de aménia total (10x, 10x H&E). E) Branquia
submetida a 1,5 mg.L" de nitrito. F) Branquia submetida a 2,5 mg.L"' de nitrito (20x, 10x
H&E).



21

Figura 4 - Aspecto microscépico de branquias de juvenis de Macrobrachium amazonicum
expostos a concentracdes de amodnia e nitrito durante 96 h. Células pilares (CP);
Degeneragao vacuolar (DV); Infiltragdo hemocitica (IH); Necrose (N); Fusdo lamelar (FL);
Espessamento lamelar (EL); Descamacido da cuticula (DC); Espessamento do epitélio
lamelar (EEL); Edema (E); Aglomerado hemocitico (AH); Hiperplasia (H). G) Branquia
exposta a concentragdo de 5 mg.L"' de nitrito (20x, 10x H&E). H) Branquia exposta a 11
mg.L"' de aménia total com 1,5 mg.L" de nitrito (20x, 10x H&E). 1) Branquia exposta a 11
mg.L"' de aménia total com 2,5 mg.L" de nitrito (20x, 10x H&E). J) Branquia exposta a 11
mg.L"' de aménia total com 5 mg.L" de nitrito (20x, 10x H&E). K) Branquia exposta a 22
mg.L"' de aménia total com 1,5 mg.L"! de nitrito (20x, H&E). L) Branquia exposta a 22 mg.L"!
de aménia total com 2,5 mg.L™" de nitrito (20x, 10x H&E).
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Figura 5 - Aspecto microscopico de branquias de juvenis de Macrobrachium amazonicum
expostos a concentragdes de amoénia e nitrito durante 96 h. Células pilares (CP); Degeneragao
vacuolar (DV); Infiltracdo hemocitica (IH); Necrose (N); Fusao lamelar (FL); Espessamento
lamelar (EL); Descamacado da cuticula (DC); Espessamento do epitélio lamelar (EEL); Edema
(E); M) Branquia exposta a concentragido de 22 mg.L" de amdnia total com 5 mg.L™" de nitrito
(10x,10x H&E). N) Branquia exposta a 44 mg.L" de amdnia total com 1,5 mg.L™" de nitrito (20x,
10x H&E). O) Branquia exposta a 44 mg.L" de aménia total com 2,5 mg.L™" de nitrito (20x, 10x
H&E). P) Branquia exposta a 44 mg.L"' de aménia total com 5 mg.L™" de nitrito (10x, 10x H&E).

No tratamento controle (sem adigdo de compostos nitrogenados) foram
encontradas alteragbes em pequenas quantidades por lesbes de danos regressivos
como espessamento lamelar e lesées de inflamacado como infiltracdes de hemdcitos.

Os danos encontrados nas branquias dos animais submetidos aos compostos
isoladamente nas menores e nas maiores concentracdes de amodnia total e para
todas as concentragdes isoladas de nitrito, demonstraram um aumento de danos
proporcional em relacdo a mortalidade e a concentragdo dos compostos, porém
quando observado o resultado do tratamento com concentracdo intermediaria de
amonia isolada (22 mg.L-' de aménia total) foram encontrados niveis altos de danos
no lorg, porém n&o foram observadas mortalidades nesse tratamento, pois, os danos
encontrados eram reversiveis de baixo valor do fator de importancia, porém em

grandes quantidades.
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Os tratamentos com concentragdes de 1,5 e 2,5 mg.L"" de nitrito combinado
com todas as concentragcdes de amoénia total apresentaram redugcdo nos danos
quando comparados com os danos encontrados nas concentracées dos compostos
isoladas. Os danos encontrados foram espessamento lamelar, fusdo lamelar,
necrose, descamacao da cuticula lamelar e infiltracdo de hemdcitos. Apesar da
necrose e da descamacao da cuticula apresentar alto valor de fator de importancia.
Estes apresentaram baixa ocorréncia. A concentragdo com 5 mg.L-' de nitrito,
mesmo que combinada a amoénia total, ndo apresentou redugdo nos danos
causados a branquias, apresentando grande quantidade de lesées na branquia,
entre elas estdo espessamento lamelar, fusdo lamelar, edema, necrose,
descamacao da cuticula lamelar e infiltracdo de hemdcitos, além de apresentar
grave degeneracao vacuolar, caracteristica que foi exclusiva a esses tratamento.
Todavia os resultados encontrados em lorg dos tratamentos combinados condizem

com as mortalidades encontradas no teste de CLso de 96h.

4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo para CLso de 96h de amdnia total
isoladamente foram maiores que os dados encontrados por Dutra et al. (2016a) para
juvenis de M. amazonicum expostos a diferentes niveis de amdnia, vemos que a Clso
aqui encontrada teve um acréscimo, passando de 21,6 para 29,8 mg.L-'. Esta
diferenca pode ser explicada devido a diferenga na temperatura média em que foram
conduzidos os experimentos pois no presente estudo a temperatura foi inferior
aquela na qual foi conduzido o experimento de Dutra et al. (2016). Este resultado
corrobora com o afirmado por Arana (2010), que menciona que a toxicidade de
amoénia aumenta com o aumento da temperatura devido o acréscimo de NHs.

Em relagdo ao efeito combinado dos compostos avaliados, os resultados
encontrados no presente estudo permitiram observar que, quando amoénia total e
nitrito encontram-se em conjunto no ambiente, estes se tornam menos toxicos (efeito
antagbnico), para juvenis de M. amazonicum, que quando comparados com Os
efeitos dos compostos isolados, exceto para os tratamentos que continham 5 mg.L-"
de nitrito. Assim como no trabalho desenvolvido por Dutra et al. (2016b), juvenis de
M. amazonicum também apresentaram maior vulnerabilidade a altas concentragbes
de nitrito obtendo uma mortalidade de 95 + 1% (+DP) para concentragdes isoladas

de 4 mg.L-" de nitrito apos 96 h de exposicao.
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Em trabalhos anteriores o efeito antagénico também péde ser observado,
como em um experimento realizado por Schuler et al. (2010), onde foi avaliado o
efeito combinado de amodnia e nitrito para pos-larvas de L. vannamei, observando-se
que o nivel minimo de amdnia, que causou mortalidades isoladamente no
experimento, quando combinado com as diferentes concentragdes de nitrito, causou
uma diminuicdo do efeito interativo da mistura, aumentando a CLso encontrada de
nitrito de 153,75 para 163,3 mg.L". Todavia, o efeito interativo dos compostos pode
alterar-se de acordo com o tempo de exposicdo. Em trabalhos realizados por
Alcaraz et al. (1999), o efeito da exposicdao combinada a amébnia e nitrito em pos-
larvas de Penaeus setiferus, em 24 h de exposigao foi equivalente ao efeito isolado,
enquanto para 48 e 72 h de exposicao foi possivel observar um efeito sinérgico e um
efeito antagonico respectivamente. Diferengas de efeito de acordo com a duracgao do
teste, também foram relatadas por Chen e Chin (1988) em um trabalho realizado
com amonia e nitrito para pés-larvas de P. monodon, sendo antagdnico para 48 e 72
h, porém sinérgico em 96 h.

No trabalho realizado por Zhang et al. (2015), que avaliou o efeito combinado
de amoénia e nitrito para adultos de M. rosenbergii, a partir do estresse oxidativo e
apoptose de hemdacitos, foi encontrado tanto na produgédo de o6xido nitrico (ON),
quanto nos indices apoptéticos uma diminui¢cao significativa, demonstrando uma
diminuicdo da necessidade de resposta enzimatica causada por meio da presenca
de agentes estressores, quando os tratamentos foram combinados com
concentragdes de amonia total a partir de 25 mg.L-!. Segundo os mesmos autores,
os efeitos de nitrito e amodnia total combinados também causam menores alteracoes
fisioloégicas, podendo ser explicado pela interagdo do nitrito com alguns ions
cloretos, como o cloreto de aménio, diminuindo seu efeito toxico através da ligagao
de radicais livres de cloreto fazendo com que os compostos entrem em uma
conformacao dificilmente absorvida pelas branquias.

Em um recente trabalho realizado por Dutra et al. (2017) foram avaliados os
danos da exposi¢cao de amoénia e nitrito isolamente em branquias de juvenis de M.
amazonicum, encontrou-se um padrdo de aumento na gravidade e ocorréncia dos
danos nas branquias com o aumento das concentragdes dos compostos, entretanto,
tratamentos com nitrito causaram altos niveis de danos também em concentragdes
intermediarias diferentemente da amdnia, demonstrando a maior vulnerabilidade do

camaréao a este composto. O resultado encontrado por Dutra et al. (2017) corrobora
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o encontrado no presente estudo, tendo em vista que os maiores danos foram
encontrados nos tratamentos com maiores concentragdes de nitrito.

Portanto, alteracdes como espessamento lamelar, espessamento do epitélio
lamelar, e infiltragdes de hemdcitos encontrados no presente estudo, refletem uma
reacao inflamatéria do organismo para evitar maiores danos ao 6rgao e ao animal
exposto ao agente téxico (Negro et al. 2011), porém, as mesmas enquadram-se
como lesdes reversiveis, podendo ser combatidas pelo organismo assim que a
exposicdo ao composto toxico é interrompida. Entretanto, alteragdes como
hiperplasia e necrose sao irreversiveis para as células atingidas, tornando assim o
desenvolvimento de animais com tais alteracbes, comprometidos e fadados ao
subdesenvolvimento (Verjan, et al., 2016).

O fato de amdnia e nitrito causarem danos nas branquias com intensidades
diferentes quando agem isolados ou combinados pode explicar porque o efeito da
mortalidade combinada pode alterar-se com o tempo de duracéo da exposicao, pois,
a curtos periodos como os aqui citados (maximo de 96 h), podem causar danos as
branquias mesmo sem causar a mortalidade do animal, entretanto, cada espécie
reage de forma diferente ao agente toxico, portanto quando o periodo € prolongado
(ciclos produtivos de 6 meses ou mesmo em uma avaliagdo com diferengas como de
48 para 96 h) as alteragbes causadas através da exposi¢cdo podem agravar-se em
casos de sinergismo ocasionando em diminui¢do do crescimento e ganho de peso
além de suscetibilidade a infecgdes secundarias, ou serem interrompidas, curadas
pelo organismo diminuindo sua gravidade no caso de efeitos antagbnicos (Da
Jansen, 2014).

Portanto, a avaliacdo de lesbes causadas em branquias como forma
complementar a testes de mortalidade nos traz uma visdo aprofundada e refinada
das consequéncias da exposigcao de animais a agentes toxicos como amoénia e

nitrito, tornando essa, parte crucial em estudos como esse.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo, demonstram que o camarao-da-
amazobnia quando submetido a concentragdes de amébnia e nitrito em conjunto
demonstra maior tolerdncia a estes compostos (efeito antagbnico) que quando

submetido a estes compostos isoladamente (exposi¢cdes agudas como 96 h). Porém,
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ainda é possivel observar que concentragdes elevadas de nitrito como 5 mg.L",
representam uma maior toxicidade para estes animais, mesmo se combinado e que
apesar da ClLso de amébnia combinada ter sido menor que a isolada, o efeito
combinado é avaliado comparando-se a soma dos efeitos dos compostos isolados,

sendo assim, 0,88 vezes menor combinado que a soma dos compostos isolados.
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IMAGENS UTILIZADAS NA CONFECCAO DAS PRANCHAS DE IMAGENS DE
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