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Resumo

O Piaractus mesopotamicus é um peixe endémico
da bacia dos rios Parana-Paraguai, apresentado boa
adaptacdo em sistema intensivo de producdo. Nesses
sistemas, a amdnia pode alcancar niveis extremos
quando atividades nutricionais e de manejos néo
sdo corretas. Neste sentido, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a capacidade de tolerdncia de P
mesopotamicus expostos a diferentes concentragdes
de amobnia e seu efeito na glicemia e concentragdo de
amonia plasmética. Foram utilizados 36 exemplares
com peso médio de 268 + 71 g e 20,7 = 3,08 cm de
comprimento padrao, dividios em 12 aquérios contendo
seis tratamentos e trés exemplares por unidade
experimental. Os tratamentos foram compostos por
concentragdes diferentes de NH,Cl nas seguintes doses:
0,0 (controle); 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; e 0,8 mg.L" durante
um periodo de 96 horas. Anélises dos pardmetros de
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qualidade da dgua foram realizadas a cada 24 horas, a
mortalidade contabilizada com intervalos de no méaximo
12 horas e as andlises sanguineas foram realizadas nos
animais sobreviventes ao teste. A amoénia é tdxica para
os pacus a partir de 1,674 mg.L'de N-NH,, dose em
que ocorreu a mortalidade de 50% da populagdo em
66,75 horas e em 100% da populagdo em 92,5 horas. O
elevado nivel de glicose observado no tratamento 0,4
de NH,Cl pode ser atribuido ao estresse a que esses
animais estavam acometidos, pois todos os animais
estavam em um mesmo tempo de jejum. Conclui-se que
50% da populacdo de P. mesopotamicus é tolerante até
a 1,674 mg.L-1de N-NH3 num periodo de 66,75 horas.

Palavras-chave: Aquicultura. NH,. Concentragéo letal.

Abstract

Piaractus mesopotamicus is an endemic fish from the
Parana-Paraguay river basin, well adapted to an intensive
production system. In these systems, ammonia can
reach extreme levels when nutritional and handling
activities are not correct. In this sense, the aim of the
present study was to evaluate the tolerance capacity of
P. mesopotamicus exposed to different concentrations
of ammonia and its effect on blood glucose and plasma
ammonia concentration. Thirty-six specimens with an
average weight of 268 = 71g and 20.7 = 3.08 cm of
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standard length were used, divided into 12 aquariums
containing six treatments and three specimens per
experimental unit. The treatments were composed of
different concentrations of NH,Cl in the following doses:
0.0 (control), 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, and 0.8 mg.L"" over a 96
hour period. Analyzes of water quality parameters were
performed every 24 hours, mortality at intervals of no
more than 12 hours, and blood analyzes were performed
on the animals surviving the test. Ammonia is toxic to
pacus from 1.674 mg.L" of N-NH,, a dose in which the
mortality of 50% of the population occurred in 66.75
hours, and 100% of the population at 92.5 hours. The
high glucose level observed in the 0.4 NH,Cl treatment
can be attributed to the stress to which these animals
were affected, since all animals were in the same fasting
time. It is concluded that 50% of the P. mesopotamicus
population is tolerant up to 1.674 mg.L" of N-NH3 in a
period of 66.75 hours.

Keywords: Aquaculture. NH,. Lethal concentration.

Introducdo

A aquicultura é uma das atividades com maior
crescimento em nivel mundial, obtendo taxa em
torno de 6,5% ao ano (Leung e Bates, 2013). Em
2018 a producédo de pescados mundial resultou
em 178,5 milhdes de toneladas, sendo 82,1
milhdes de toneladas provenientes da aquicultura,
o que representa US$ 263,6 bilhdes (FAO, 2020).
A intensificacdo da produgdo sem a perda de
desempenho das espécies é um dos desafios que
a aquicultura enfrenta (Abdel-Tawwab et al., 2008).
Atrelado a isso, estd a constante pressdo mundial no
fornecimento de alimentos com preco acessivel e
praticados com sustentabilidade.

Dentre as espécies de peixes nativas, o pacu
(Piaractus mesopotamicus) tem boa aceitagdo
comercial, com enorme importéncia para pesca
comercial, ocorrendo a criacdo em sua maioria nas
regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (Serafini,
2010). E uma espécie que levanta interesse para
piscicultura pelo grande valor comercial, facilidade
na obtencdo de larvas e adaptacdo a alimentacéo
artificial (Urbinati et al., 2010), ganhando destaque
também no cultivo em tanques-rede devido a sua

facil adaptagdo ao sistema de cultivo e pela baixa

exigéncia nutricional; exemplo é a exigéncia proteica,
inferior a outras espécies (Fernandes et al., 2000;
Signor et al., 2010; Khan et al., 2020).

Mesmo que a essa

espécie  apresente

caracteristica nutricional, as dietas fornecidas
devem ser balanceadas e completas, no intuito
de prover nutrientes disponiveis ao desempenho
e atividades fisiolégicas, bem como evitar perdas
desses elementos para o meio, o que contribui para
a reducdo da qualidade da &gua e diretamente
incrementa a quantidade de amoénia na agua. Por
estarem relacionados a fragdo proteica da dieta
e seu processo catadlico, esses elementos geram
residuos nitrogenados que sdo eliminados nas fezes
ou em forma de amédnia pelas branquias (Boyd,
1992). O acumulo de amdnia na dgua pode resultar
em aumento nas concentragdes desse pardmetro no
sangue e tecidos de peixes, o que pode ocasionar
a reducdo do desempenho zootécnico dos animais,
e concentracdes mais elevadas podem provocar
toxicidades subletal e letal (Dinesh, 2013).

Os testes de toxicidade sdo aplicados como
procedimento necessario para identificar ou
mensurar a presenca de uma ou mais substancias
causadora de estresse biolégico no organismo,
sendo essas substéncias isoladas ou conciliadas
aos fatores ambientais (Long, 1982; Barbieri, 2007).
O conhecimento desses valores tem implicacédo
direta na aquicultura, pois é possivel determinar em
quais condi¢cdes e em quanto tempo os prejuizos
relacionados a esta varidvel se tornardo efetivos,
podendo, assim, tomar-se medidas de manejo
corretivo e evitar a perda de animais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade
de tolerdncia de P mesopotamicus expostos a
diferentes concentracdes de aménia e seu efeito na

glicose e concentragdo de aménia plasmatica.

Material e métodos

O ensaio in vivo, aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), sob parecer
n°® 39/2016, foi realizado com juvenis de pacu (268
*= 71 g), aclimatados em caixa de 500 L provida de
aeracdo e com uma renovagao diaria de 70% do seu
volume durante cinco dias. Posteriormente, os peixes
foram divididos em 12 unidades experimentais de 60
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L de 4gua contendo trés peixes, em um total de seis
peixes por tratamento, em sistema de recirculag3o,
com fotoperiodo de 12 horas de luz. Os parametros
da &gua foram monitorados uma vez ao dia durante
o ensaio experimental. Utilizou-se o equipamento
EcoSense DOZ200A (temperatura e oxigénio
dissolvido), Digital Phmetro Lcd Pen Type Ph Meter
(pH) e condutivimetro digital (condutividade elétrica).

A avaliacdo da toxicidade da aménia para pacu
foi realizada segundo o método descrito por Meyer
et al. (1982). Foram utilizados cinco concentracdes
de cloreto de aménia durante 96 horas: 0,1; 0,2;
0,4; 0,6; e 0,8 mg.L". Um grupo controle também foi
preparado nas mesmas condi¢des dos tratamentos,
mas sem a presenca da substancia-teste, sendo
adicionada dgua destilada em substituicdo ao cloreto
de amodnia. Os peixes permaneceram em sistema
estdtico com aeracdo constante. A sobrevivéncia
foi verificada a cada hora nas primeiras 8 horas e,
posteriormente, verificada com intervalo de 12 horas.

Para atingir as concentragdes de N-NH, desejadas,
utilizou-se o cloreto de aménia (NH,Cl) como veiculo
(Tabela 1). As amostras para andlise de aménia nédo
iozinada foram coletadas 30 minutos apds a adigdo
do cloreto de amoénia nos aquérios, e refrigeradas a
-18 °C para posterior andlise em espectrofotémetro.
As andlises de amodnia foram realizadas utilizando
o protocolo do teste colorimétrico da Alfakit, de
amoénia indotest. Posteriormente, para completar o
teste, analisou-se em espectrofotdmetro Spectrumlab
22pc a absorbancia das amostras em comprimento
de onda 630 nm.

Tabela 1 - Concentra¢des (mg.L") nominais de cloreto
de aménia (NH,Cl) e aménia (N-NH,) observadas na
4dgua dos aquérios

Concentracao observada (mg.L")
NH,CI 0,00 0,170 020 040 060 0,80
N-NH, 020 039 094 149 1,67 1,60

As concentracdes foram definidas com base
nos valores observados na literatura para espécies
neotropicais: C ., de NH, em 24 horas variando de
0,66 a 0,85 mg.L" (Person-Le Ruyet et al., 1995) e 0,82
mg.L"" com valor médio de CL,, em 96 horas de NH,
para peixes em geral (Gentzkow e Masen, 1942).

Ao término do experimento (96 horas) foram
coletadas amostras de sangue por puncdo da
veia caudal dos peixes sobreviventes. A glicose foi
mensurada utilizando o medidor G-Tech Free, que tem
a capacidade de leitura variando de 10 a 600 mg.dL"
de glicose, e a amonia foi determinada pelo método
de Nesslerizacdo (Erdogan et al., 2005). Um volume
adequado de extrato acido era transferido para um
tubo com agua destilada em um volume final de 2,0
ml e adicionado 0,5 ml de reativo de Nessler. A leitura
Optica foi realizada em espectrofotdmetro em 420 nm.
As concentracdes de amdnia foram estimadas contra
um padrdo de aménia contendo 100 nmols de NH,CI.

Para a verificagdo das concentragbes letais (CL,,
e CLmo)' 100)
e da sobrevivéncia dos peixes, utilizou-se estatistica

dos tempos letais (TL,, e TL,,,) de ambnia
descritiva. Foram anotados os tempos decorridos da
morte dos animais em cada repeticdo e calculados
os tempos letais (TL ) e (TL
Excel do Microsoft Office.
Este ensaio foi

100) €om auxilio do pacote
analisado em delineamento
experimental inteiramente casualizado consistindo
de seis tratamentos com seis repeticdes, sendo os
peixes considerados como repeticdo. Os dados
dos parémetros hematoldgicos (glicose e amédnia)
obedeceramadistribuicdonormaleforamsubmetidos
ao teste de ANOVA em 5% de probabilidade. Quando
observadas diferencas estatisticas, aplicou-se o teste
de Tukey. O mesmo foi utilizado para as anélises de
qualidade de &gua e anélise de correlacdo de Pearson,
para verificar os possiveis efeitos entre as variaveis e
os dias de exposicdo. O programa utilizado foi o
Statistic 7.1 (Statsoft, 2005).

Resultados e discussao

Logo apdés a adigdo do NH,Cl, ocorreram
comportamentos atipicos nos peixes dos tratamentos
com inclusdo de 0,4; 0,6 e 0,8 mg.L" de NH,CI. Os
animais comegaram a se debater e mostraram-se
agitados. Apresentaram, ainda, batimento opercular
acelerado, maior movimentagdo e natagdo errética.
Esses comportamentos sdo caracteristicos de animais
que estdo sob efeitos subletais da amdnia (Damato e
Barbieri,2011). Abreu et al.(2012) relatam que o pacu
(279.8 £48.9 g) é um peixe resistente a intoxicacdo por
amoénia, sendo expostos a concentragdes elevadas
(0,0078 e 0,078 NH,Cl g/L) por 24 horas. Entretanto
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hé& poucos estudos comportamentais sobre os efeitos
da amonia em peixes nativos.

Ocorreram mortalidades apenas nos tratamentos
0,6 e 0,8 mg.L'" de NH,Cl (Figura 1), apesar de a
literatura reportar valores superiores na concentragdo
que leva a mortalidade de pacu: 6,68 mg.L" de N-NH,
(Martinez et al., 2006), 3,00 mg.L" de N-NH, (Abreu
et al,, 2012) e 1,97 mg.L"' de N-NH, (Ardeniswan et
al., 2017). Ressalta-se, no entanto, que alguns fatores
devem ser considerados sobre as concentracGes
téxicas de N-NH,, tais como tamanho da espécie,
temperatura e qualidade de agua, principalmente o
pH (Martinez et al., 2006), que embora no atual estudo
nado tenha sido verificada alteracdo brusca, ficou acima
de 7,0, propenso a maior toxicidade por NH, (devido
a caracteristica basica). Além disso, mesmo o oxigénio
sendo constante nos aquarios, a temperatura da dgua
permaneceu em torno de 23°C, o que contribui para
a ndo conversido da amdnia em nitrato (Henze et al.,
2002). A influéncia do pH em relacdo a toxicidade de
NH, foi reportada para Cyprinus carpio, que obtiveram
60% de mortalidade com pH 8 e 1,85 mg.L" de NH,
e 100% com pH 9 e 2,16 mg.L'" de NH, em 96 horas
(Schmidt-Nielsen, 1997); portanto, valores superiores
ao obtido no atual estudo. O pH néo foi influenciado
pela adigdo de NH,Cl, porém, a partir de 16 horas,
ocorreu mortalidade com a concentracdo de 0,8 mg.L-

' de NH,Cl (Tabela 2)

495 64 665 71,5 88 923h
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Figura 1 - Sobrevivéncia de pacu ao longo do tempo
expostos a concentragdo de 0,6 e 0,8 mg.L" de NH,CI.

Barbieri e Bondioli (2015), verificaram CL,, de
1,97 mg.L'' de N-NH, em 96 horas para juvenis de
pacu com 1,2 gramas de peso corporal; no presente
estudo, verificou-se CL,; de 1,67 mg.L"" em 66 horas.

O menor valor de toxidade da aménia para os peixes
do atual experimento podem estar relacionado ao
tamanho dos peixes, em funcdo da superficie corporal
para absor¢cdo da aménia e da maior taxa respiratéria
em individuos jovens (Martinez et al., 2006).

A temperatura, pH e oxigénio dissolvido
permaneceram dentro dos niveis considerados
confortaveis para o cultivo de peixes (Boyd, 1992)
e estdo apresentados na Tabela 2. A toxicidade
da amodnia é responsiva a temperatura da agua
(Ardeniswan et al., 2017), mas a oscilacdo de 22 e
26 °C obervada no presente estudo n&o foi o motivo
da intoxicacdo e estd provavelmente relacionada a
inclusdo do cloreto de amdnia na dgua.

A &gua dos aquarios que receberam os niveis
de 0,6 mgl' de NH,Cl apresentou queda nas
concentragdes de oxigénio dissolvido nas primeiras
24 horas de experimento, retornando aos niveis
normais posteriormente. Os valores de pH oscilaram
ao longo do periodo experimental (p > 0,05),
independentemente do tratamento. Todos os valores
de pHregistrados no final das 96 horas de experimento
foram maiores do que os valores das primeiras horas
de experimento, oscilando entre 7,0 e 7,8, o que pode
ser atribuido a falta de renovagdo da &dgua.

Houve diferenca significativa (p < 0,05) para
a condutividade elétrica da agua ao longo do
experimento, como pode ser verificado na Tabela 2.
Esse aumento constante na condutividade elétrica
estd relacionado a dois pontos principais: inclusdo
de cloreto de amoénio na dgua e perda de ions dos
animais, interferindo na osmorregulacdo, como rela-
tado por Peyghan e Takami (2002). Uma vez que os
animais do tratamento com adicdo de 0,8 mg.L" de
NH,Clvierama ébito, essesvaloresforam semelhantes
aos da agua dos animais que foram submetidos a
4dgua sem a inclusdo do sal.

Houve correlagdo (p < 0,05) negativa (-0,43) da
temperatura da dgua com o oxigénio dissolvido e
com o pH da agua dos aquarios (-0,31) (Tabela 3).
Quando houve aumento de temperatura, o oxigénio
foi consumido com maior rapidez pelos peixes, o que
é comum em peixes teledsteos (Abimorad etal., 2009),
bem como reducdo no pH da dgua, que possivelmente
se deu por influéncia do gés carbénico expelido pelos
animais durante o processo respiratério (Thomas,
1990), que estava aumentado nos peixes com maior
teor de cloreto de aménio e visualizado por meio dos
batimentos operculares acelerados.

Revista Académica Ciéncia Animal. 2021;19:e19004 4



Tabela 2 - Parédmetros da qualidade de dgua durante o periodo de experimental de pacu expostos a concentra¢des

de NH,Cl (mg.L")

Concentragdo de NH4Cl (mg.L")

Valor p
0,0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
Temperatura (°C) 23,83 23,20 23,11 23,00 23,50 23,10 0,27
Oxigénio dissolvido (mg.L") 4,59 5,74 4,49 5,35 5,11 5,66 0,11
pH 7,58 7,53 7,36 7,37 7,28 7,61 0,05
Condutividade elétrica (puS.cm ) 110,40° 612,509 1.125,40< 1.748,00> 2.305,00° 110,40° <0,001

Nota: Letras diferentes na mesma linha diferem entre si ao nivel de 5% de significancia utilizando o teste Tukey.

Houve correlacdo positiva (0,65) entre o pH
da agua e os dias de experimentacdo (Tabela 3),
com aumento dos valores de pH da agua. Essa
correlagdo moderada pode explicar a CL,, e a CL,,
dos tratamentos, pois o aumento desse pardmetro
pode ter contribuido de modo a favorecer uma
potencialidade maior na toxicidade da aménia, e os
peixes dos tratamentos 0,6 e 0,8 mg.L"' de NH,Cl néo
suportaram, vindo a ébito.

A condutividade elétrica permaneceu estavel ao
longo de todo o periodo de experimento, entretanto,
foi distinta entre as inclusdes de cloreto de aménia

na 4gua (p < 0,05). Por ser um sal, o NH,Cl tem
capacidade de alterar a condutividade elétrica da
dgua. Houve correlacdo positiva moderada entre a
condutividade elétrica e o pH da dgua dos aquérios,
porém, sem causar danos aos animais.

Observou-se aumento dos niveis de glicose
plasmética conforme o aumento de concentracdo
de NH,Cl e redugédo dos niveis de amonia no sangue
(Tabela 4). Os peixes submetidos a concentragdo
de 0,4 mg.L" apresentaram aumento na atividade
natatéria pela presenca da NH,Cl na &gua dos
aquarios, assim como maiores valores de glicose.

Tabela 3 - Correlacdo de Pearson* para os principais pardmetros da qualidade de dgua de pacus expostos a

concentragdes de NH,Cl (mg.L")

Temperatura Oxigénio pH Condutividade
Temperatura - - - -
Oxigénio -0,43 - - -
pH -0,31 0,61 - -
Condutividade (pS.cm™) -0,08 -0,05 -0,43 -
Dias de experimento -0,20 0,23 0,65* -0,23

Nota: Dados tabulados e rodados no programa Statistic 7.1 (Statsoft, 2005).

Tabela 4 - Concentragdo de glicose e aménia (mg.dL") sanguineas de pacu expostos a concentragdes de NH,C|

(mg.L")
Tratatamento com NH4CI (mg.L")
Valor p
0,0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
Glicose 43,4¢ 52,8¢ 83,8° 120,22 * * 0,01

Nota: *N&o havia peixes para coleta. Letras diferentes na mesma linha diferem entre si ao nivel de 5% de significancia utilizando o teste

Tukey.
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E notdria a relacdo de que quanto maior a
quantidade de aménia na dgua, maior o valor de
glicose no sangue. Esta hiperglicemia é uma resposta
enddécrina ao estresse, o que resulta na rapida
mobilizacdo de energias de reserva, podendo ser
considerada um mecanismo adaptativo que permite
ao corpo um aumento de energia demandada
durante a exposicdo a estressores (Evans e Cameron,
1986; Wilkie, 1997; Das et al., 2004).
maiores as concentra¢des de amdnia na dgua, mais

Quanto

responivos sdo os niveis glicémicos no sangue dos
peixes (Person-Le et al.,, 1995; Barbieri e Bondioli,
2015; Ardeniswan et al., 2017). Esse fato também
foi observado em Cirrhinus mrigala, que apresentou
aumento progressivo de glicose com aumento da
quantidade de amonia na agua (Wilkie, 1997).

Para suportar esse periodo de estresse, os
peixes acabam utilizando mecanismos e atitudes
compensatdrias, como elevar a glicose disponivel
no sangue, conforme observado nos resultados do
atual estudo bem como por Abreu et al. (2012) com
a mesma espécie. Talvez essa seja uma condicdo
da espécie para poupar energia a fim de superar
essa situacdo de estresse ou, ainda, uma estratégia
adaptativa em esperar que as condi¢des melhorem
1998).
relacionado a intoxicagdo também pode explicar

(Israeli-Weinstein e Kimmel, O estresse
os resultados sanguineos encontrados no presente
trabalho. Venturini et al.,(2018) relatam que o estresse
por exposicdo a agrotdxico aumenta o cortisol e
glicose no sangue de matrinxas (Brycon amazonicus),
sendo esses parametros os principais indicadores de
estresse em peixes (Barton, 2000).

A branquia é o principal local de excre¢do de
amonia em peixes (Chen e Kou, 1993; Boyd e Tucker,
1998; Wilkie, 2002; Weihrauch et al., 2009), e com o
aumento da sua concentragdo na dgua ocorre uma
reducdo no gradiente de difusdo entre o sangue e o
meio externo, aumentando a quantidade de amoénia
no sangue e nos tecidos e gerando sérios problemas
fisiolégicos (Cavero et al., 2004) e estresse nos peixes.

Portanto, visando obter valores de referéncia para
peixes, esses estudos de tolerancia sdo extremamente
importantes principalmente em situa¢des de criacdo
intensiva, onde had aumento da densidade de
estocagem dos animais, aumento da oferta de alimento
e consequente aumento na excrecdo, fazendo com
que o meio tenha maiores quantidades de amonia.
Nesse sentido, relagcdes estreitas com as varidveis de

4dgua devem ser estabelecidas, pois alguns manejos
rotineiros podem ajudar o animal a se manter vivo
durante periodos em que haja uma situacéo de estresse.

Conclusao

A amobnia é téxica para 0s pacus com peso
aproximado de 270 gramas, a partir de 1,67 mg.L"
de N-NH,. Nesta concentragdo ocorre mortalidade
de 50% da populagdo em 66,75 horas e em 100% da
populacdo em 92,5 horas.

O tratamento com 1,49 mg.L" de N-NH, (0,4 mg.L"
de NH,CI) ao final das 96 horas de experimento,
comecou a demonstrar os primeiros sintomas de
desconforto ocasionado pelaconcentragdo deaménia
no ambiente, sintomas similares aos apresentados
nos tratamentos que registraram mortalidades.
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