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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a relacdo entre o efeito toxico da aménia
ndo ionizada (NH3) com o cloreto de sodio (NaCl) em juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus) e suas influéncias nos pardmetros hematoldgicos e de desempenho
zootécnico. Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados 180 juvenis de pacu
(18,15 + 0,22 g) os quais foram distribuidos aleatoriamente em 12 tanques de 80 L (60L
volume (til) de dgua (15 peixes tanque™) com aeragdo constante em um sistema fechado
(trés caixas /tratamento) durante 45 dias. Durante o periodo experimental os animais
foram expostos a 4 tratamentos, sendo eles: T1: Salinidade (6); T2: Amonia (1,0 mg NH3
L) T3: Salinidade (6) mais Aménia (1,0 mg NHs L) e T4: Controle (salinidade 0; ~0
mg NHs L). Ao final do experimento, foi realizada a biometria final (n =36 animais por
tratamento) para verificar o desempenho zootécnico dos animais. Em seguida, foram
realizadas coletas de sangue para determinacdo da glicose, hematdcrito, hemoglobina,
pH, contagem de eritrocitos e indices hematimétricos (VCM - Volume corpuscular
médio, HCM - Hemoglobina corpuscular média e CHVM - Concentracdo de
hemoglobina corpuscular média). Os resultados demonstram que houve efeito sobre os
parametros zootécnicos e sobre os parametros hematoldgicos. De acordo com 0s
resultados obtidos foi possivel concluir que o pacu é uma espécie tolerante a variacao de
amoOnia, visto que ndo houve nenhuma mortalidade e que embora a salinidade aumente a
tolerancia dos peixes a exposicao de amonia, ela ndo foi capaz de evitar os danos toxicos
causados pela aménia sobre os parametros zootécnicos e hematoldgicos.

Palavras-chaves: Piscicultura, Composto Nitrogenado, Salinidade, Desempenho

zootécnico, Pardmetros hematolégicos.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the relationship between the toxic effect of non-
ionized ammonia (NHs) and sodium chloride (NaCl) on juvenile pacu (Piaractus
mesopotamicus) based on hematological and zootechnical performance parameters as
biomarkers. For the development of this study, 180 juvenile pacu (18.15 + 0.22 g) were
used, which were randomly distributed in 12 tanks of 80 L (60 L useful volume) of water
(15 fish/tank) with constant aeration in a closed system (three boxes/treatment) for 45
days. During the experimental period, the animals were exposed to 4 treatments, namely:
T1: Salinity (6); T2: Ammonia (1.0 mg NHs L); T3: Salinity (6) plus 1.0 mg NH3 L™
and T4: Control (salinity 0; ~0 mg NHs L™). At the end of the experiment, final biometry
was performed (n = 36 animals per treatment) to verify the animals zootechnical
performance. Then, blood samples were collected to determine glucose, hematocrit,
hemoglobin, pH, erythrocyte count and hematimetric (MCV- medium corpuscular
volume, MCH - medium corpuscular hemoglobin and CHVM - medium corpuscular
hemoglobin concentration). The results demonstrate that there was an effect on the
zootechnical parameters being affected by the interaction of salinity plus ammonia, (and
on the hematological parameters. According to the results obtained, it was possible to
conclude that the pacu is a species tolerant to variation in ammonia, since there was no
mortality and that Although salinity increases fish tolerance to ammonia exposure, it was
not able to reduce the toxic damage of ammonia on zootechnical and hematological

parameters.

Keywords: Fish farming, Nitrogen compound, Salinity, Zootechnical performance,
Hematological parameters.



1 INTRODUCAO GERAL

O pacu (Piaractus mesopotamicus) (Figura 1) é uma espécie nativa com ampla
distribuicdo no territdrio brasileiro, sendo encontrada nos rios Parand, Paraguai e Uruguai
(Godoy, 1975). E uma espécie de habito alimentar onivoro, que possui boa aceitaco pelo
mercado consumidor, devido a qualidade da carne (Urbinati, et al., 2010). Além disso,
apresenta rapido crescimento e facilidade de adaptacdo ao manejo. Devido a essas
caracteristicas, 0 pacu apresenta um bom potencial para utilizacdo em sistemas de cultivo
intensivos (Urbinati et al., 2010), sendo considerada uma espécie rustica, tolerando
variacdes de temperatura (Pinto et al., 2019), pH &cidos e alcalinos (Copatti et al., 2019;
Pellegrin et al., 2020), baixos niveis de oxigénio dissolvido (Nitz et al., 2020) além de
tolerancia a altos niveis de amonia (Nitz et al., 2019).

Figura 1 — Exemplar de Piaractus mesopotamicus (pacu).

(Fonte: Arquivo pessoal)

Essa espécie vem se destacando no cendrio da piscicultura nacional, totalizando
uma producéo de cerca 7.318 toneladas (IBGE, 2023). Além do Brasil, o pacu também ja
apresenta uma cadeia produtiva consolidada em outros paises como Argentina, Paraguai
e Chile (Valadéo et al., 2016).

Os peixes em sistemas de cultivo intensivo séo alimentados com ragdo com altos
niveis de proteina e s&o mantidos em altas densidades de estocagem, sendo assim é
fundamental uma gestéo intensa e eficaz do monitoramento dos parametros de qualidade

da &gua (Santos et al., 2020). Tais alteracdes podem resultar em interferéncias no bem-
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estar dos peixes, principalmente a amonia (Souza, 2021), que afeta diretamente ou
indiretamente a salde e consequentemente o crescimento ou até a morte dos animais
(Carneiro et al., 2022; Verma et al., 2022).

A amédnia é a principal forma de excrecdo de nitrogénio dos peixes e pode ser
encontrada nas formas ionizada (NH4") e ndo ionizada (NHs) (Santos et al., 2020). Entre
75 a 90% da excrecdo nitrogenada do peixe corresponde a forma ndo ionizada, a qual é
excretada em 90% por meio das branquias, sendo reconhecida como a forma quimica
mais toxica da amonia (Wood 1958; Randall et al., 1987). ConcentracOes elevadas em
sua forma ndo ionizada podem prejudicar a transformacao da energia dos alimentos em
adenosina trifosfato (ATP), inibindo o crescimento dos peixes e provocando o
impedimento da formacédo de proteinas (Machado et al., 2021). Assim, concentracfes
elevadas de NHz na agua prejudicam a sua excrecao, 0 que por sua vez leva ao acumulo

de amonia nos tecidos e plasma sanguineo (Nitz et al., 2019).

O aumento, das concentracBes de amoOnia na agua, pode ser proveniente da
decomposicdo da matéria organica, residuos de racGes e excrementos dos animais
aquaticos, considerando ainda os sistemas de producao intensivos que contribuem para o
acumulo desse metabdlito (Xu et al., 2021). A aménia tem um grande impacto sobre a
funcao fisioldgica dos peixes, pois pode acumular-se rapidamente e atingir concentracfes
consideradas tdxicas, no ambiente de cultivo, causando diversas alteracfes nos animais
(Quaresma et al., 2020; Xu et al., 2021) A amonia n&do ionizada (NH3) apresenta
capacidade de difundir-se através das membranas celulares devido a sua caracteristica
lipofilica, causando prejuizos no sistema respiratorio e influenciando diretamente na
diminuicdo da taxa de alimentacao e taxa de crescimento e desenvolvimento dos animais
(Cong et al., 2019).

O aumento da salinidade é uma alternativa para aumentar a tolerancia dos peixes
no meio de cultivo com elevados niveis de aménia e consequentemente sua toxicidade
(Nie etal., 2016; Kir & Sunar, 2018; Dasan & Edward, 2019). A salinidade € considerada
um dos fatores ambientais que atua na mitigacdo dos efeitos da aménia, quando
encontrada em niveis elevados, sendo capaz de aumentar a tolerancia dos peixes a sua

acdo toxica (Araujo et al., 2021).

O sodio (Na) e o cloreto (CI) sdo compostos essenciais para 0 metabolismo animal.
Na forma de cloreto de sodio (NaCl), esses compostos auxiliam na melhora da
alimentacdo, equilibrio &cido basico, metabolismo dos animais, no controle da passagem

11



de nutrientes para as células e como constituinte do suco gastrico e manutencéo da presséo
osmatica (Aguiar et al., 2022). Esta substancia é usada principalmente para elevar a
salinidade do meio externo de modo que fique proxima ao meio interno do animal,

reduzindo assim o gradiente idnico e as respostas do animal ao estresse (Aguiar, 2018).

A presenca de ions (CI e Na*) no ambiente aquético exerce forte influéncia na
reducao da amdnia, impedindo a sua captacdo pela membrana branquial (Huey et al. 1980;
Baldisseroto 2002; Arana 2010), contribuindo para a diminuicdo dos efeitos toxicos da
NHs, ja que o aumento dos niveis de Na* facilita a excrecdo de NH3 via NH4* e Na* na
membrana branquial impedindo a entrada de NHs, diminuindo a permeabilidade da
membrana (Soderberg & Meade 1992). Dessa forma, alguns animais ao serem expostos
a diferentes salinidades podem selecionar mecanismos de excrecdo ativa da aménia e pelo
fato de a salinidade manter uma relacdo inversa as taxas de amonia, pode induzir a
estimulacao de processos de regulagdo para melhorar a toleréancia dos animais aos fatores
que os prejudicam (Santos et al., 2020; Gomes, 2015).

Quando relacionada a aquicultura, diversos fatores contribuem para a exposi¢édo
dos organismos aquéticos a procedimentos estressores: captura, transporte e alteracdes
nos parametros de qualidade da agua, incluindo elevados niveis de amonia (Neves, 2019).
Esses fatores estressantes ocasionam diversas mudancas fisiolégicas, nas quais estdo
incluidas hematologia, balango de eletrélitos e osmolaridade (Prati, 2013).

Os parametros hematoldgicos podem ser utilizados como indicadores de estresse
(Ventura et al., 2020), pois permitem um diagndstico preciso, rapido e de baixo custo,
através da observacdo das alteracdes morfoldgicas celulares, ocorréncia de patologias e
distdrbios nutricionais (Machado et al., 2021). A entrada de compostos tdxicos na dgua
pode levar a alteracBes no perfil hematoldgico dos organismos aquaticos, a amonia
quando absorvida pode se difundir através das membranas celulares até o sistema
circulatério e se acumular, podendo ser utilizada esta metodologia para se avaliar os
efeitos da amonia (Xu et al., 2021).

Elevadas concentracbes de amonia sdo letais aos animais aquaticos, sendo 0s
principais sinais clinicos a hiperventilacdo, excitacdo elevada, convulsdes, perda de
equilibrio e coma, uma vez que essa toxicidade atua diretamente no sistema nervoso
central (Prati, 2013). Além disso, causa alteragdes nos pardmetros hematolégicos e

zootécnicos dos juvenis de pacu (Nitz et al. 2019; Souza, 2021).
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A toxicidade da amdnia ndo ionizada € pouco estudada para o pacu, sendo
importante criar estratégias para reduzir seu efeito toxico nos sistemas de criacdo. Uma
vez que a amodnia é um fator ambiental limitante e importante na producgéo aquicola, por
isso € importante alternativas para mitigar seus efeitos nos animais cultivados em sistemas

intensivos de producéo, pois pode ocasionar perdas significativas (Chang et al., 2015).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a utilizag&o do cloreto de sodio (NaCl) como estratégia para minimizar
a toxicidade da amonia ndo ionizada (NHs3) em juvenis de pacu (Piaractus

mesopotamicus).

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar os efeitos da exposicdo a NHsz e sua interagdo com NaCl no
desempenho zootécnico em juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus);
e Auvaliar os efeitos da exposicdo a NHs3 e sua interagdo com NaCl nos

parametros hematoldgicos em juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus).

13
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a utilizacdo do cloreto de sodio (NaCl) como
estratégia para minimizar a toxicidade da amonia ndo ionizada (NHs) em juvenis de pacu
Piaractus mesopotamicus e suas influéncias nos desempenho zootécnico e os pardmetros
hematoldgicos. Para o desenvolvimento deste experimento foram utilizados 180 juvenis
de pacu que foram estocados em 12 caixas de 80 L de &gua (15 peixes/tanque) com
aeracdo constante em um sistema fechado (trés caixas /tratamento) durante 45 dias. Os
animais foram submetidos a quatro tratamentos T1: salinidade 6; T2: 1,0 mg NHz LL; T3:
salinidade 6 e 1,0 mg NHs L™ e T4 - controle: salinidade 0 e 0 mg NHs L, sistema
fechado. Ao final do experimento, foi realizada biometria (=36 animais por tratamento)
para verificar o desempenho zootécnico. Em seguida, foram coletadas amostras de sangue
para analise dos parametros hematoldgicos. Os resultados demonstraram que houve uma
diminuicdo nos parametros zootécnicos, os quais foram afetados pela interacdo de
salinidade e amdnia. Quanto aos parametros hematoldgicos, os resultados apresentaram
diferenca significativa quando houve a interacdo de salinidade e amonia. Assim,
concluimos que o pacu é uma espécie tolerante a concentracdes de amonia e salinidade,
visto que ndo houve nenhuma mortalidade e que embora a salinidade aumente a tolerancia
dos peixes na exposicdo de amonia, ela ndo foi capaz de reduzir os efeitos toxicos da

amonia nos parametros zootécnicos e hematoldgicos.

Palavras-chaves: Piscicultura, Pacu, Composto nitrogenado, Salinidade, Desempenho
zootécnico, Parametros hematolégicos.
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1 INTRODUCAO

O pacu (Piaractus mesopotamicus) é uma espécie de peixe neotropical que esta
distribuido na América do Sul, tendo origem nas bacias dos rios Parana, Paraguai e
Uruguai (Godoy, 1975), e é cultivado do nordeste da Argentina até o centro-oeste do
Brasil. E uma espécie valorizada para fins comerciais devido sua plasticidade alimentar,
adaptabilidade em diferentes sistemas de cultivo e qualidade da carne, boas taxas de
crescimento e fecundidade, uma vez que estd adaptada a criacdo intensiva, aléem disso
suporta uma alta exposicao a concentracdo de aménia na agua (Ventura et al., 2020; Nitz
etal., 2019).

Para um bom desenvolvimento dos organismos aquéaticos e uma producédo
economicamente viavel, é primordial o controle da qualidade de agua (Leiraet al., 2017),
onde a mesma deve ser acompanhada diariamente, pois parametros inadequados
prejudicam o desenvolvimento, salde e sobrevivéncia dos animais (Boyd & Tucker,
2012). Um dos parametros mais limitantes dentro do ambiente de cultivo sdo os
compostos nitrogenados, principalmente a amonia, pois mesmo em baixas concentracdes
pode ocasionar prejuizo ao crescimento dos animais e até mesmo mortalidade dos

organismos aquaticos (IP & Chew, 2010).

A amonia é o resultado do catabolismo das proteinas dos organismos aquaticos,
sendo a principal forma de excrecdo destes organismos. Esta substancia é oriunda a partir
das excretas dos animais, degradacdo das sobras de alimento e decomposi¢do dos sélidos
organicos (Barbieri et al., 2016). Na agua € encontrada nas formas NH3z (amdnia nédo
ionizada) e NH4* (ambnia ionizada) e a proporgdo entre elas estd relacionada a
temperatura, salinidade e pH. A concentragdo de NHsz aumenta com a elevacdo da
temperatura e pH e diminui com a salinidade (Boyd & Tucker, 2012), sendo que o
aumento de 10% da concentracao de salinidade resulta na reducdo de 10% do efeito toxico
da amodnia ndo ionizada (Kir et al., 2019). Segundo Randall & Tsui (2002), a causa
primaria da toxidade da amonia em peixes pode ocorrer devido ao efeito despolarizante
do ion NH4" nos neurdnios, que atua em substituicdo ao K*, levando a uma ativagdo
excessiva de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (N-Metil-D-Aspartato) e a

subsequente morte da célula.

Segundo IP e Chew (2010), a NH3 é a forma mais toxica devido sua natureza

lipofilica, o que lIhe confere maior facilidade de difuséo através das branquias dos peixes.
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Desta forma, o acimulo de amodnia no sangue e nos tecidos dos peixes, pode reduzir o
crescimento, influenciar na eficiéncia alimentar (Leira et al., 2017), mudancas
comportamentais, como: convulsdes, hiperatividade e perda de equilibrio (Quaresma et
al., 2020), inducdo ao estresse (Barbieri & Bondioli, 2015; Sinha et al., 2015; Gongalves
etal., 2017), imunossupressdo (Xuan et al., 2013), estresse oxidativo (Sinha et al., 2014;
Hoseini et al., 2019), lesdo tecidual (Benli et al., 2008; Dong et al., 2013; Peyghan &
Takamy, 2002), influéncia nos parametros hematoldgicos e de desempenho zootécnico
(Xu et al., 2021), ocasionar altera¢cdes no metabolismo, aumento do consumo de oxigénio

e causar a morte (Doi et al., 2012).

A eliminacdo da aménia pelos peixes ocorre principalmente através das
branquias, na forma de NHsz gasoso ou NHs" ibnico, por difusdo. A via
predominantemente utilizada é a facilitada pelos canais de glicoproteina Rhesus (Rh).
Como os peixes dependem da difuséo para eliminar a amonia, altos niveis deste composto
podem causar acumulo e a entrada de NHz nos peixes devido a inverséo do gradiente de
difusdo normal (Randall & Wright,1987; Gilmour, 2022).

Uma das formas de minimizar a toxicidade da amonia é por meio do aumento da
salinidade no sistema, onde ira reduzir o custo osmorregulatorio da hiperventilagdo
causada por substancias toxicas presentes na dgua (Lloyd and Herbert, 1960; Kadhim &
Al-Faragi, 2018). O uso de cloreto de sddio (NaCl) ajuda a reduzir a toxicidade da NH3,
aumentando os niveis de sodio na agua, o que facilita a excrecdo de NHzvia NH4" e Na*
nas branquias, reduzindo a permeabilidade e aliviando os efeitos da amonia (Maetz e
Garcia-Romeu, 1964; Soderberg & Meade, 1992). Além disso, a utilizacdo do sal auxilia
no processo de reducdo do estresse dos peixes de dgua doce, pois 0s animais quando estao
estressados, tendem a perder ions para 0 ambiente, e por isso a adi¢do de sal reduz esse
efeito e ajuda os peixes em termos de estresse osmorregulatério (Takata & Luz, 2015)

Para a verificagdo dos efeitos da amoénia sdo necessarias avaliagdes para medir
0s seus efeitos toxicos, a fim de verificar os impactos da amoénia no desenvolvimento dos
organismos aquaticos (Arenzon et al., 2011). De acordo com isto, também sdo realizados
testes hematoldgicos para verificagdo de possiveis alteracdes que sdo causadas pela
presenca de substancias toxicas na agua (Ranzani-Paiva et al., 2013). Os testes
hematoldgicos sdo importantes pois fornecem uma avaliacdo confiavel por meios nao

letais (Satheeshkumar et al., 2012) e podem ser utilizados como indicadores da sanidade

22



dos peixes de acordo com as mudancas referentes a nutricdo e enfermidades (Fazio,
2019).

Dessa forma, o objetivo do estudo foi avaliar a utilizacdo do cloreto de sodio
(NaCl) como estratégia para minimizar a toxicidade da amdnia ndo ionizada (NH3) em
juvenis de Piaractus mesopotamicus, atraves da verificagdo dos parametros de

desempenho zootécnico e 0s.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Etica Animal
O protocolo experimental para desenvolvimento deste trabalho foi submetido e

aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do
Rio Grande — FURG, com o protocolo n°® P095/2016.

2.2 Aclimatacédo e Experimento
Foram utilizados 180 juvenis de pacu (18,15 + 0,22 g¢g; 9,38 = 0,05 cm),

adquiridos de uma piscicultura comercial. Antes do desenvolvimento do protocolo
experimental, os juvenis foram distribuidos aleatoriamente em seis tanques de 310 L (250
L de volume util), com aeracdo constante e em sistema de recirculagdo com filtros
(mecénico e bioldgico), em uma sala climatizada (ar condicionado) com temperatura de
27°C para uma aclimatacdo as condi¢des do laboratorio, durante 10 dias. Durante o
periodo de aclimatacdo e experimento, os animais foram alimentados com racgdo
comercial extrusada (32% PB) até a saciedade aparente, duas vezes ao dia (9 e 16 h).
Apds este periodo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em 12 tanques de 80 L
de volume util, em quatro sistemas de recirculacdo, sendo quatro tratamentos T1:
salinidade 6; T2: 1,0 mg NH3z L%; T3: salinidade 6 e 1,0 mg NHs L't e T4 - controle:
salinidade 0 e 0 mg NHs L), sistema fechado. Todos os tanques receberam aeragio
constante e o fotoperiodo foi ajustado em 9 L/15 E. Os juvenis foram submetidos a 45

dias experimentais.

A concentracgdo desejada de amonia ndo ionizada foi obtida adicionando cloreto
de aménio (NH4Cl) a &gua ou na troca parcial de agua quando necessario. A concentragao
1,0 mg NHs L foi utilizada de acordo com os resultados obtidos por Nitz et al. (2019) e

a salinidade 6, adigdo de NaCl, de acordo com Barbosa Junior et al. (2011).

2.3 Qualidade da Agua
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Os parametros de qualidade da agua foram monitorados diariamente e mantidos
em niveis desejaveis para a espécie durante o periodo de aclimatacdo e na realizagéo do
experimento, exceto para a salinidade e amonia ndo ionizada. As variaveis fisico-
quimicas da agua foram: temperatura (25,47 £ 0,13 °C) e OD (7,76 £ 0,06 °C; oximetro
YSI 200A), pH (7,57 + 0,04; pHmetro H18424); nitrito (0,49 + 0,07mg N-NO; L™; Boyd
&Tucker, 2014); amonia total (36,72 + 3,28 mg N-NHs L*; Unesco, 1983) e alcalinidade
(73,13 + 1,31 mg CaCOs L%; Eaton et al., 2005).

2.4 Coletas e Biometrias

Para avaliacdo do desempenho zootécnico foram realizadas duas biometrias com
todos os animais, no inicio (dia 0) e ao final do experimento (dia 45). Para isso, 0s animais
foram retirados aleatoriamente dos tanques (com o auxilio de um pucd) e anestesiados
individualmente em uma solucdo de hidrocloridrato de benzocaina (50 mg/L) em um
aquario de 3L, com agua nas mesmas condicdes do seu respectivo tratamento. Apds
anestesiados, os peixes foram pesados em balanca digital (Bioprecisa® - JH2102; precisio
de 0,01g), medidos (comprimento total e padrdo) com o auxilio de um ictibmetro. Logo
apos a biometria, foi realizada a coleta de sangue via puncao venosa caudal com seringa

heparinizada (1mL).

Os seguintes calculos foram realizados para o desempenho zootécnico:

e Peso médio final (PF, g) =) peso final dos animais vivos (g) / n° total de animais;

e Comprimento médio total final (CT, cm) =) comprimento total final dos animais
vivos (cm) / n° total de animais;

e Ganho de peso (GP, g) = peso médio final (g) — peso médio inicial (g);

e Taxa de crescimento especifico (TCE, % por dia) = [(In peso médio final (g) — In
peso médio inicial (g)) / n° de dias] x 100;

e Fator de condicgdo corporal (FC, g cm=) = (peso médio final (g) / comprimento
médio total final (cm))? x 100;

e Sobrevivéncia (%) = (n° final de animais / n° inicial de animais) x 100.

2.5 Analise sanguinea
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Foi coletado aproximadamente 1,0 mL de sangue de cada peixe para as analises
de glicose (Accu-check Performa/Roche®) e pH sanguineo (pHmetro de bancada
HANNA HI 2210%). Posteriormente, as amostras foram transferidas para capilares
heparinizados e centrifugadas a 4°C a 12.000 g por 5 minutos, para verificagdo do
hematocrito (Htc) pelo método do microhematdcrito (Goldenfarb et al., 1971). Para
quantificacdo do numero de eritrécitos (Eri), 0,02 mL de amostra foi diluida (1:200) em
solucdo de cloreto de sédio 0,65% (Ranzani-Paiva et al., 2013) e contada em camara de
Neubauer, com auxilio de microscopio 6ptico (40x). A concentracdo de hemoglobina
(Hb) foi quantificada com kit colorimétrico (Labtest®) e lida em espectrofotdmetro a 540

nm. Os indices hematimétricos foram estimados de acordo com as seguintes equagoes:

e Volume corpuscular médio (VCM, fL) = Htc x 10/ Eri (x 106 uL);

e Hemoglobina corpuscular média (HCM, pg) = Hb x 10/ Eri;

e Concentragdo média de hemoglobina corpuscular (CHCM g dL™) = Hb x 100 /
Htc.

2.6 Analise Estatistica

Todos os dados obtidos estdo expressos como média = erro padrdo. A
normalidade e homogeneidade das variancias, foram testadas pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Os dados foram submetidos a ANOVA
de duas vias (salinidade x NHz), sequida de um teste de Tukey para verificar as diferencas
entre os tratamentos. Foi estabelecido um nivel minimo de significancia de 5% em todos

0s casos (p < 0,05).

3 RESULTADOS

3.1 Desempenho Zootécnico

Os resultados relativos ao peso (P), comprimento total (CT), ganho de peso (GP),
taxa de crescimento especifico (TCE), fator de condigdo corporal (FC), conversao
alimentar aparente (CAA) e sobrevivéncia (S) estdo expressos na Tabela 1.

O peso e o comprimento final dos juvenis de P. mesopotamicus foi afetado
significativamente no T3, apresentando o menor peso e comprimento em relagdo aos
demais tratamentos (p < 0,05). O GP e a TCE dos tratamentos T1, T2 e T4 foram
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significativamente maiores (p < 0,05) em relacdo ao tratamento T3. J4 0 FC e CAA néo
apresentaram diferencas significativas (p > 0,05). A sobrevivéncia ndo foi afetada pela
salinidade ou amonia n&o ionizada, apresentando valores iguais em todos os tratamentos
(p > 0,05).

3.2 Parametros Sanguineos

A tabela 2 expressa os resultados dos parametros hematoldgicos de juvenis de

pacu expostos a salinidade, amoénia e a interagdo de salinidade e amdnia por 45 dias.

A glicose sanguinea e 0 CHCM nos diferentes tratamentos ndo apresentaram
diferengas significativas (p > 0,05). O numero de Eri foi significativamente maior (p <
0,05) nos animais do T4 em relagdo a Tl e T3. A concentracdo de Htc foi
significativamente menor (P < 0,05) no T3 em relagdo aos demais tratamentos.

No T1 e T2 as concentracdes de HCM foram significativamente maiores (p <
0,05) se comparados ao tratamento T4. No que diz respeito ao VCM, os juvenis do T1,

T2 e T3 foram significativamente maiores (p < 0,05) em relagdo ao T4.

4. DISCUSSAO

Neste estudo, foi observado que os parametros zootécnicos do P. mesopotamicus
ndo sofreram alteracdes significativas quando submetidos aos efeitos da salinidade e
amonia (NHs) isoladamente. Por outro lado, a combinagdo desses dois parametros
influenciou negativamente no peso final (PF), ganho de peso (GP) e taxa de crescimento
especifico (TCE).

A adicdo de cloreto de sddio, salinidade 6, ndo inibiu os efeitos tdxicos da
amonia neste experimento, visto que o desempenho zootécnico foi pior em relacdo aos
tratamentos que ndo teve a interacdo de amonia e salinidade. No entanto, de acordo com
Kir & Sunar (2018) e Kir et al. (2019), a salinidade é um parametro capaz de aumentar a
tolerancia dos peixes a exposi¢cdo de amonia, o que corrobora com o presente estudo, visto
que ndo houve nenhuma mortalidade durante o experimento.

Dawood & Sewilam (2023) avaliando os efeitos combinados da salinidade e da
amonia na carpa comum (Cyprinus carpio), observaram que a salinidade resultou em
melhores parametros e efeito regulatério nos marcadores relacionados ao estresse, o que

difere do nosso estudo, visto que o efeito combinado apresentou os menores resultados
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no desempenho zootécnico, o que pode estar relacionado com o0 aumento da atividade da
Na*/K*-ATPase (Huang et al., 2020). A alta atividade da Na+/K+-ATPase, como um fator
osmorregulador, resulta no consumo elevado de energia dos nutrientes consumidos, o que
pode levar a desnutricdo e consequentemente a diminuicdo no crescimento. Esse
desempenho esta relacionado ao disturbio da osmorregulacdo e da homeostase, que
compromete a funcdo metabdlica (Toh et al., 2011; Zarantoniello et al., 2021).

Dawood et al. (2023) estudando o efeito combinado da salinidade e aménia em
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), observaram que a combinacdo afetou
negativamente o desempenho do crescimento e a capacidade de sobrevivéncia da tilapia,
corroborando com 0 nosso estudo. A ingestdo de energia alimentar durante a regulagéo
osmatica em condicdes de alta salinidade resulta em uma deterioracdo nas respostas
metabolicas e fisioldgicas, afetando assim o crescimento (Herrera et al. 2009; Chourasia
et al., 2018). Além disso, a exposicdo prolongada a amonia perturba o estado fisiologico
dos peixes, causando inflamagao nas branquias, intestinos e figado (Evans et al. 2006).

A toxicidade da amdnia pode ser afetada por diferentes fatores ambientais. A
elevacdo da temperatura e a hipdxia possuem efeitos sinérgicos, que aumentam a
toxicidade da amonia. Ja a salinidade possui efeito protetor, pois de acordo com a
literatura, os mais altos niveis de salinidade foram capazes de aumentar a tolerancia dos
peixes a amdnia. No entanto, a toxicidade também depende do periodo de exposicao a
amoOnia, onde, periodos mais longos estdo relacionados com efeitos mais toxicos (Araujo
etal., 2021). Além disso, pode estar relacionado as caracteristicas particulares da espécie
estudada ou aos efeitos sinergicos da amonia ndo ionizada e salinidade.

No tratamento com a interacdo de salinidade e amodnia, foi observado também,
gue o0s peixes evitavam a racdo e abrigavam-se no fundo dos tanques. Este
comportamento esta de acordo com o estudo de Israeli-Weinstein & Kimmel (1998), onde
eles relatam que esse comportamento é interpretado como uma resposta de exaustdo ou
uma estratégia adaptativa para economizar energia, necessaria para superar a condicao de
estresse, 0 que justifica o fato dos peixes do tratamento com a interacdo de salinidade e
amonia apresentarem 0s menosres resultados.

Fiuza et al (2013) estudando o efeito da salinidade em tambaqui (Colossoma
macropomum), observaram que a salinidade utilizada reduziu consideravelmente o
crescimento, sobrevivéncia e menor consumo de alimentos, 0 que nao corrobora com o
presente estudo, visto que o tratamento com a salinidade isoladamente apresentou um dos

melhores resultados no que diz respeito aos parametros zootécnicos. Ambiente em que
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contem sal a tendéncia é que o animal gaste menos energia no processo de
osmorregulacéo e, a energia livre possa ser convertida em crescimento e demais fungoes
(Boeuf & Payan 2001; Sampaio & Bianchini 2002; Moustakas, Watanabe & Copeland
2004).

Apesar de ser um peixe resistente as mais diversas condi¢cdes ambientais, o pacu,
pode sofrer impactos nos parametros hematologicos quando expostos a um aumento de
amonia e salinidade. Uma vez que a amonia entra no sistema circulatorio do peixe e assim,
pode resultar em mudancas nos indices hematoldgicos. Portanto, essas alteragdes podem
servir como indicadores eficazes para a avaliacdo de toxicidade dos peixes (Xu et al.,
2021).

Mansourghanaei et al. (2022) estudando os efeitos da toxicidade da amonia em
diferentes salinidades, em alevinos de esturjdo estrelado (Acipenser stellatus),
observaram que os indices de hemograma completo apresentaram maiores alteracées nos
tratamentos combinados de salinidade e amonia. Os autores afirmam que a salinidade néo
reduziu a toxicidade da aménia, no que diz respeito aos parametros sanguineos, o que
corrobora com o presente estudo, visto que o hematocrito (Htc) foi encontrado no
tratamento em que houve a interacdo de salinidade e amonia, o que pode ocasionar no
aumento de diversas doencgas. De acordo com Zeitoun et al. (2016), o estresse da amodnia
pode causar danos nos 6rgaos responsaveis pela producdo de glébulos vermelhos nos
teledsteos, como rim, baco e figado.

Dawood et al. (2023), estudando o efeito combinado da salinidade e aménia em
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), observaram que a combinacdo afetou
significativamente os bioindicadores sanguineos. Quando 0s peixes sdo submetidos a
substancias tdxicas, pode levar a uma diminuicdo das propriedades hematoldgicas, devido
a diminuicdo das hemacias (Xu et al., 2021), o que pode resultar em anemia, visto que a
amonia tem afinidade com a hemoglobina, bloqueando a transferéncia de oxigénio das
branquias para o sangue (Kim et al., 2020).

Kim et al. (2020), revelaram que a exposicdo a aménia, diminuiu muito os niveis
de hematocrito e hemoglobina, o que difere do nosso estudo, visto que os indices do
tratamento amonia apresentou um dos valores significativamente maiores (p<0,05). Isso
pode significar que a exposi¢do cronica da amonia pode estimular uma producdo de
células vermelhas do sangue como forma de adaptacéo do peixe no ambiente em que esta
acondicionado. Segundo Kir et al. (2019), os peixes tém a capacidade de se adaptar as

variag0es ambientais, como mudancgas de salinidade e aménia, e isso é fortemente
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influenciado pelo seu metabolismo. A salinidade do ambiente e a presenca de amonia tém
um efeito significativo na taxa metabdlica dos peixes, afetando sua capacidade de se
adaptar as condi¢cGes ambientais em constante mudanca.

A hemoglobina corpuscular média (HCM), o volume corpuscular médio (VCM)
e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) sdo parametros
hematoldgicos que geralmente estéo relacionados a capacidade do plasma de transportar
oxigénio e podem ser utilizados como indicadores ambientais de alteracdes quimicas mais
significativas na dgua (Kumar & Banerjee, 2016). De acordo com um estudo realizado
por Zeitoun et al. (2016), evidenciou-se que a exposi¢do a amonia resulta no aumento do
VCM dos gldbulos vermelhos. Isso se deve ao aumento do contetudo de agua nas células
vermelhas, causado pela mudanca dos niveis de cloreto, bem como a diminuicdo do

cloreto plasmatico na presenca de altos niveis de amonia na agua.

5. CONCLUSAO
Os juvenis de pacu (P. mesopotamicus) apresentaram-se tolerantes a
concentracéo de 1,0 mg NHs L, pois ndo houve nenhuma mortalidade durante o nosso
trabalho. Além disso, é possivel afirmar que a salinidade utilizada néo inibiu os efeitos
toxicos da amonia, visto que a combinacdo de amonia e salinidade resultou em indices
zootécnicos e hematolégicos abaixo do esperado em relacéo ao tratamento com amonia e

tratamento controle.
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Tabela 1 - Resultados de desempenho zootécnico de juvenis de pacu (P. mesopotamicus) expostos a
salinidade, amonia e a interacdo de salinidade e amonia por 45 dias.

Variaveis Salinidade (6g/L) 1 NHs Salinidade (6g/L) + 1 NH3 Controle
PF (9) 30,86 = 0,792 30,04 + 0,732 26,39 + 0,67° 30,15 + 0,802
CT (cm) 11,58 £ 0,102 11,57 £ 0,132 11,14 +0,08° 11,48 +0,10%®
GP (9) 12,72 £ 0,832 11,80 + 0,742 8,23 + 0,64° 12,08 £ 0,792
TCE (% por dia) 1,15 + 0,062 1,08 + 0,052 0,80 + 0,05° 1,11 + 0,052
FC (g cm) 1,98 + 0,04 1,95+ 0,05 1,91 + 0,04 1,98 + 0,03
CAA 1,14+ 0,11 1,23+0,01 1,12 + 0,09 1,36 + 0,10
S (%) 100 100 100 100

Os dados sdo expressos como média + EP (n = 45). Abreviagdes: PF, peso final; CT: comprimento total; GP: ganho de peso,
TCE: taxa de crescimento especifico; FC: fator de condicdo corporal; CAA: conversdo alimentar; S: sobrevivéncia. Letras

diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos.

Tabela 2 - Parametros hematologicos de juvenis de pacu (P. mesopotamicus) expostos a salinidade,
amonia e a interacdo de salinidade e amonia por 45 dias.

Variaveis Salinidade (6g/L) 1 NHs Salinidade (6g/L) + 1 NH3 Controle
Glicose (mg L) 62,38 + 2,89 61,38 + 3,19 58,75 + 2,46 58,0 +£2,48
pH (un) 7,15 £ 0,022 7,0 £0,04° 7,08 + 0,01% 7,09 + 0,03®
Htc (%) 40,4 + 0,967 43,50 + 0,822 32,0+0,71¢ 35,75+ 0,79°
Eri (108 uLY) 1,64 + 0,05 1,86 + 0,07 1,50 £0,12¢ 2,08 + 0,09?
Hb (g dL?) 11,13 £ 0,41% 12,14 + 0,682 9,26 + 0,25° 10,53 + 0,40%
VCM (fL) 237,80 £ 10,872 251,55 +11,46° 220,0 = 10,442 175,18 + 9,45P
HCM (pg) 68,70 + 3,918 65,49 + 2,662 63,46 + 2,672 51,49 + 2,89°
CHCM (g dLY) 27,76 + 1,37 27,98 + 1,61 28,97 + 0,65 29,61 + 1,40

Os dados s&o expressos como media = EP (n = 9). Abreviacfes: Hct: hematdcrito; Eri: eritrdcitos; Hb: hemoglobina; VCM:
volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média e CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular

média. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre os tratamentos.
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