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RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar as varidveis hematoldgicas de tilapias para obten¢ao
de potenciais biomarcadores de peixes no monitoramento de qualidade da agua dos sistemas de
aquarios experimentais. Avaliou-se as alteragbes na série vermelha em juvenis de tilapias mantidas
durante 30 dias em sistema de aquarios com volume util de 300 L provenientes dos grupos controle
de dois experimentos conduzidos no Laboratério de Ecossistemas Aquaticos da Embrapa Meio
Ambiente. No experimento 1 utilizaram-se quatro tratamentos e trés repeticbes em sistema sem
recirculagdo. No experimento 2 utilizaram-se quatro tratamentos e cinco repeticbes em sistema
com recirculagdo da agua. Os parametros de monitoramento da agua dos dois experimentos, como
o pH, o oxigénio dissolvido, a temperatura e condutividade foram mensurados diariamente e
apresentaram valores sem diferenca significativa entre os dois experimentos. No entanto, o teor de
amonia total foi mais alto no sistema sem recirculagdo da agua. Desta forma, observou-se que 0s
peixes mantidos no sistema com recirculagdo de agua apresentam respostas hematoloégicas de
acordo com o descrito na literatura e os peixes do sistema sem recirculagdo apresentam valores
mais baixos de hemoglobina, hematocrito e eritrocitos. Alteragbes na série vermelha em juvenis de
tilapias observadas nos experimentos avaliados neste trabalho indicam seu potencial como

biomarcadores de qualidade da agua.
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ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the hematological variables of tilapia to obtain
potential biomarkers of fish in the monitoring of water quality of experimental aquarium systems.
The changes in the red series in juveniles of tilapia kept for 30 days in a system of aquariums with a
useful volume of 300 L from the control groups of two experiments conducted at the Laboratory of
Aquatic Ecosystems of Embrapa Environment were evaluated. In experiment 1, four treatments and
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three replications were used in a system without recirculation. In experiment 2, four treatments and
five replications were used in a system with water recirculation. The water monitoring parameters of
the two experiments, such as pH, dissolved oxygen, temperature and conductivity were measured
daily and presented values with no significant difference between the two experiments. However,
total ammonia content was higher in the system without water recirculation. Thus, it was observed
that the fish kept in the system with water recirculation present hematological responses as
described in the literature and the fish of the system without recirculation present lower values of
hemoglobin, hematocrit and erythrocytes. Changes in the red series in tilapias observed in the

experiments evaluated in this work indicate their potential as biomarkers of water quality.

Keywords: biomarkers; ammonia; monitoring; water quality.

1 INTRODUGAO

Um meétodo de auxilio bastante adotado como de monitoramento de qualidade da agua é a
utilizagdo de bioindicadores e biomarcadores. Os bioindicadores sao espécies vegetais e animais
que expressam os sintomas iniciais de estresse ambiental através do efeito de contaminantes.
Biomarcadores nada mais sdo que a expressao de alteracdes na homeostasia animal com resposta
bioldgica, seja em nivel bioquimico, molecular e/ou celular, com relagdo aos efeitos toxicoldgicos
de substancias quimicas (ADAMS, 2002; VAN DER OOST et al., 2003).

A utilizacdo de peixes para a avaliagdo de niveis de toxicidade € de grande relevancia por
estarem presentes em diversos ambientes com ampla distribuicdo geografica e com diferentes
coeficientes tréficos da cadeia alimentar (JESUS; CARVALHO, 2008), sendo um importante
instrumento para a avaliacdo de qualidade da agua, usados como modelos de estudos biolégicos
(BUSS et al., 2003).

Diversas causas estdo envolvidas na avaliagdo de qualidade da agua, exigindo assim a
execucado de estudos aprofundados dos processos quimicos, fisicos e bioldgicos que podem
ocorrer em sistemas artificiais, assim como em ambiente natural, realcando-se a importancia da

compreensdo dos ciclos biogeoquimicos em ecossistema aquatico (CARMOUZE, 1994).

Em meio aquatico, os componentes relacionados com a qualidade deste ecossistema sao
os compostos nitrogenados, encontrados em diferentes formas como nitrito, nitrato, aménia, oxido
nitroso e amoniaco. O principal composto nitrogenado excretado pelos peixes € a aménia, podendo

afetar diretamente a fauna do ambiente em questéo, seja natural ou artificial. Assim, € de grande
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relevancia a realizagdo do controle dos residuos nitrogenados dentro dos niveis seguros e de

acordo com os parametros para cada espécie de peixes (HILLABY; RANDALL,1979).

Desta forma, se faz necessario o acompanhamento dos fatores que contribuem com a
determinagdo da qualidade, como a temperatura, oxigénio dissolvido, pH, transparéncia,
alcalinidade e concentragdao de residuos metabdlicos como a aménia (PEREIRA; MERCANTE,
2018).

A decomposicdo da matéria organica, aerdbica e anaerdbica, resultara na formagao e
eliminagao de residuos metabdlicos, por exemplo, a ambnia. A ocorréncia de oxidagao da aménia
para nitrato € nomeada de nitrificacdo, onde o ion ambnio (NH4*) ira doar hidrogénio através da
acao de microrganismos que contribuirdo no processo de sintese. Os microrganismos envolvidos
neste processo sao da familia das bactérias nitrificantes, as Nitrobacteriacea, de apresentacao
gram-negativas, dos géneros Nitrossomonas e Nitrobacter (PEREIRA; MERCANTE, 2018).

Apo6s o processo de fixagao, seguida pela amonificagdo (formagéo da amoénia), ao qual &
realizado por bactérias e fungos através de compostos excretores e residuos de matéria orgéanica,
ocorrendo anaerobicamente, da-se inicio a nitrificagdo. O processo de nitrificacido é realizado antes
da desnitrificacao, utilizando o oxigénio disponivel no meio. A nitrificacdo ira oxidar a amodnia
obtendo nitrato como produto. Primeiramente, as Nitrossomonas oxidam a aménia em nitrito e as
Nitrobacter oxidam nitrito em nitrato, dependentes de oxigénio dissolvido (OD), sendo aerdbias
obrigatérias. Ja a desnitrificagao ird metabolizar nitrato em gas nitrogénio (N2), em respiragcéao
anaerobia por bactérias Pseudomonas, metabolizando nitrato em nitrogénio gasoso liberado para a

atmosfera dando inicio, novamente, ao processo de fixagdo (MARTINEZ et al., 2006).

Os compostos resultantes deste processo, aménia e nitrito, sdo altamente téxicos para os
peixes, independente do seu nivel no meio; ja o nitrato se tornara téxico especificamente em altas
concentragoes, principalmente em sistema fechado de recirculacdo de agua onde pode atingir altos
niveis devido a processo de nitrificagdo da aménia. Deste modo, em sistema fechado se faz
necessaria a utilizagao de filtros bioldgicos contendo bactérias nitrificantes, ao contrario no sistema
de amplo fluxo ndo €& de grande preocupagdo, devido a rapida retirada destes compostos,
impedindo seu acumulo (BALDISSEROTO, 2002; ARANA, 1997).

Em sistemas mal manejados, no entanto, este residuo pode atingir altas concentragdes,
toxicas rapidamente, levando a reducdo do crescimento, sobrevivéncia ou até causando a morte
dos animais (URBINATI; CARNEIRO, 2004).

A representacao da amodnia através da conversao se da de duas formas quimicas, no qual a

amoénia n&o ionizada é NH3 e a forma ionizada é NH4*(ion amdnio). A amdnia total é caracterizada
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pela soma de ambas, presentes em solugdes aquosas. Suas concentragbes sao dependentes dos
niveis de pH, temperatura e salinidade (menor relevancia). A aménia ndo ionizada (NHs) eleva-se
com o aumento do pH (alcalino) e temperatura, reduzindo com o aumento da salinidade (BOWER,;
BIDWELL, 1978). Em sistema de produgéo, a maior causa de amdnia no meio é decorrente da
alimentacido e sua toxicidade eleva-se no periodo final da tarde, devido ao aumento do pH e
temperatura e redugédo da concentracdo de gas carbdnico neste momento, podendo atingir seus
niveis mais criticos neste periodo. O NH4* é convertido através de hidratagdo em meio acido ou
neutro (BOYD, 1990).

Ambnia em altas concentragdes influencia na dindmica do oxigénio dissolvido (OD) no meio.
Em pH basico, NHs* ira ser convertido em NH;, gerando toxicidade ao organismo do peixe
(TRUSSEL, 1972).

Em concentragdes acima de 0,20 mg L', a aménia ja é capaz de provocar toxicidade
crbnica e reduzir o processo de desenvolvimento (crescimento) do animal. J&4 em niveis entre 0,70
e 2,40 mg L' pode ser considerado letal para os peixes, mesmo em curto periodo. Em valores
superiores a 0,02 mg L pode provocar intensa inflamagao e irritagdo das branquias (KUBITZA,
1999).

Sendo assim, a amOnia compde o principal produto de excregao do nitrogénio em peixes,
produzida através do catabolismo de proteinas, sobretudo no figado. A fim de evitar uma
bioacumulagédo, deve-se eliminar o quanto antes para ndo atingir niveis de toxicidade no
organismo. Este composto é eliminado pelas branquias, com colaboragdo de 2% pelo rim da
excrecdo de amonia total (MARTINEZ et al., 2006).

O objetivo deste estudo foi avaliar as variaveis hematologicas em tilapias para obtengao de
potenciais biomarcadores de peixes no monitoramento de qualidade da agua dos sistemas de

aquarios experimentais
2 MATERIAL E METODOS

Na realizacdo deste estudo utilizaram-se peixes de dois experimentos que foram
conduzidos no Sistema de 32 Aquarios com capacidade utii de 300 L do Laboratério de
Ecossistemas Aquaticos da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina-SP. Foram utilizados 15 juvenis
de tilapias do grupo controle do experimento 1 e dez juvenis de tilapias do experimento 2. As
tilapias foram provenientes de um produtor de Mogi-Mirim. Os experimentos foram realizados no
periodo de setembro a novembro de 2018, sendo executados ao mesmo tempo, mas de forma

independente. O experimento 1 foi conduzido em 12 aquarios sem recirculagao de agua (Figura 1)
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e renovagao parcial da agua. O experimento 2 foi conduzido em 20 aquarios com recirculagao de
agua (Figura 2). Os dois experimentos pertencem a dois projetos diferentes aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais CEUA (Embrapa Meio Ambiente) Protocolo n° 004/2016 e
Protocolo n® 009/2048. No experimento 1 utilizaram-se 12 peixes por aquario, sendo quatro
tratamentos e trés repeticdes. No experimento 2 utilizaram-se 12 peixes por aquario, sendo quatro
tratamentos e cinco repeticdes. Neste trabalho avaliaram-se os peixes do grupo controle de cada

experimento.

Figura1-Sistema de Aquarios do Experimento 1 sem recirculagdo de agua
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Figura 2- Sistema de Aquarios do Experimento 2 com recirculagdo de agua

Monitoramento de qualidade da agua

A qualidade da agua foi monitorada diariamente no periodo da manha antes dos peixes
serem alimentados com auxilio da sonda multiparametro (U-50, Horiba, Minami-ku, Kyoto, Japan).
Mensurou-se a temperatura (°C), o pH, o oxigénio dissolvido (mg L") e a condutividade elétrica

(uScm'). A amonia foi mensurada semanalmente com uso do kit da Labcon test.

Analise hematologica

Apos o periodo experimental, 15 peixes do grupo controle do experimento 1 e dez peixes do
experimento 2 foram anestesiados com benzocaina 100 mg L' (banho de imersao) para coleta de
sangue por pungao caudal, com auxilio de seringas contendo EDTA (3%).

O hematécrito (Htc%) foi determinado pelo método do microhematécrito e centrifugado em
centrifuga modelo NI 1807 (Nova Instruments, Piracicaba, SP, Brasil) por 5 min e 10.000 rpm. As
analises de hemoglobina (Hb; g dL") foram realizadas pelo método do cianeto de hemoglobina
(HCN) com Kit da Labtest Diagnodstica (LabtestDiagnostica, MG, Brasil). O numero total de
eritrécitos foi determinado pelo método do hemocitdmetro, em camara de Neubauer. Apds a coleta
do sangue, os animais foram eutanasiados por aprofundamento com anestésico benzocaina a 150

mg L (banho de imers&o).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros mensurados no monitoramento de qualidade da agua dos experimentos 1 e

2 estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Par&dmetros de qualidade da agua dos experimentos 1 e 2.

Parametros Experimento1 e Experimento 2
Temperatura (°C) 25,90+0,232 25,00+0,892
Condutividade (uScm -1) 0,199+0,012 0,19710,012
pH 6,79+0,022 7,20£0,222
Oxigénio Dissolvido (mg L) 5,67+0,092 6,100,702
Amoénia Total (ppm) 1,64+1,302 0,16+0,10°

Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A aménia total do experimento 1 manteve valores médios de 1,64 ppm, mas apresentou um
desvio padrdo alto, ou seja, durante duas semanas a amoénia alcangou concentragdes de 3,5 ppm.
Este desvio ocorre pelo fato de a manutengdo da concentragdo de amdnia ser feito por filtro
biolégico e o sistema nao possuir recirculagdo de agua, o que favoreceu a flutuagao observada na
concentracdo. No Experimento 2 a média da amdnia manteve valores abaixo de 0,5 ppm e o desvio
padrao foi baixo. Observou-se que dos parametros de qualidade da agua dos dois experimentos
analisados apenas a concentragcdo de amoénia apresentou diferenga significativa, sendo um
parametro limitante na producéo intensiva e que exige monitoramento para garantir produtividade e

saude dos peixes.

Os resultados dos parametros hematologicos dos experimentos 1 e 2 estdo apresentados

na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis sanguineas dos juvenis de tilapia em condi¢des ambientais experimentais com e sem
recirculagdo de agua.

Parametros Experimento 1 e Experimento 2
Hemoglobina (g dL") 11,6814,00 14,22+2,02
Hematdcrito (%) 27,348,67 30,50+14,09
Eritrécitos (x10° L) 1,36+0,61 1,6940,39
PPT (g L") * 4,8+0,44 4,34+0,75

* Proteina Plasmatica Total

Nos peixes do Experimento 1, onde a concentragcdo de amdnia foi mais elevada,

observaram-se valores mais baixos de hemoglobina, hematécrito e eritrocitos em relagdo aos
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peixes do Experimento 2. Esta observacao sugere uma diminuigdo na capacidade de compensagao
respiratoria em decorréncia do estresse ocasionado pelo aumento da aménia téxica no ambiente.
Outra hipotese provavel seria devido a perda de eritrécitos decorrente de injurias causadas pela
amonia toxica. De acordo com Pereira e Mercante (2018), a exposi¢ao crénica a amonia toxica em
concentragdes acima de 0,02 mg L' podem ocasionar intensa irritagdo e inflamag&o nas branquias.
Estas reacdes podem influenciar nas alteragbes hematolédgicas. Estudo mais aprofundado devera
ser realizado sobre as alteragbes na saude, resposta fisiolégica, hematolégica e de branquias que
a exposicao a amonia toxica em doses subletais possam ocasionar nos peixes, especialmente para

avaliar a resposta hematoldgica de tilapias submetidas as concentragdes de amédnia acima de 3,5

Peixes em concentragdes subletais de amdnia no meio favorecem as alteragoes fisioldgicas,
bioquimicas, histologicas e comportamental, podendo acarretar na diminuicdo do crescimento e
comprometimento imunolégico (HARGREAVES; KUCUK, 2001). Diversos parametros auxiliam na
mensuragdo dos efeitos no organismo do animal, sendo os mais utilizados o hematdcrito,
hemoglobina, atividade enzimatica relacionadas ao processo de detoxificagdo e degeneragao
branquial (MARTINEZ et al., 2006).

A amobnia também pode levar a resposta de estresse, onde ira alterar as respostas
endocrinas. Essa variagdo pode gerar um conjunto de alteragbes de carater primario, secundario e
terciario, envolvendo niveis superiores da biologia e fisiologia, partindo do inicio de sintomas do
SNC (sistema nervoso central) e enddcrino, finalizando com alteragbes de modo geral (URBINATI,
CARNEIRO, 2004). Este estresse enddcrino apresenta dois tipos de resposta: a via eixo-
hipotalamico e células interrenais, elevando o cortisol no plasma e a resposta adrenérgica, quando

ha elevacao de catecolaminas plasmaticas (BROWN, 1993).

A caracterizacao dos efeitos de estresse primario se da pela resposta de hipersecrecéo de
catecolaminas e corticosterdides. O cortisol e as catecolaminas provocam a acao de alteragoes
fisiologicas e bioquimicas, denominadas de respostas secundarias. Ja os efeitos metabdlicos
incluem-se hipoglicemia, redugado das reservas teciduais de glicogénio, lipdlise e sintese proteica
inibida (JOBLING, 1994; THOMAS, 1990; WENDELAAR BONGA, 1997).

A exposicdo a concentracbes subletais ou letais de amobnia também pode provocar
alteragdes histolégicas em alguns tecidos e o6rgaos de peixes, com os danos em branquias
(ARANA, 1997). Tilapias jovens em meio com elevadas concentracdes de amonia, no periodo de
24h, exibiram hiperplasia do epitélio branquial e fusdo das lamelas (KARASU BENLI; KOKSAL,
2005).
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Geralmente, as branquias sao as primeiras a demonstrarem alteracdes, devido a sua acgéo
multifuncional e a area de interagdo entre o ambiente e o animal, onde ocorrera a purificacao de
contaminantes. Desta forma, por ser o 6rgéo fundamental para a realizagdo da respiragédo, seu
comprometimento afetara diretamente a agdo de trocas gasosas e osmorregulagéo. Logo, a
execugcdo de exames histolégicos, juntamente com outros pardmetros analisados, auxilia na
determinacgao da atividade de determinados compostos quimicos, como a aménia (MARTINEZ et
al., 2006). Os resultados deste trabalho corroboram para futuros estudos com concentra¢des de
aménia e sugere a importdncia de estudos onde se possa avaliar e validar alteracdes

hematolégicas, fisioldgicas e histopatolégicas como biomarcadores de qualidade ambiental.

4 CONCLUSAO

A exposigdo crbnica de tilapias a concentracbes subletais de amobnia toxica na agua pode
ocasionar respostas fisiologicas, hematolégicas e de branquias. . Alteragbes na série vermelha em
Jjuvenis de tilapias observadas nos experimentos avaliados neste trabalho indicam seu potencial

como biomarcadores de qualidade da agua.
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