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RESUMO

Os objetivos neste trabalho foram determinar o efeito de diferentes niveis de nitrito (NO;")
associado ao calcio (Ca’") na 4gua sobre o desempenho, parimetros bioquimicos e
hematologicos em juvenis de jundia (Rhamdia quelen). Cento e sessenta animais foram
estocados em 16 caixas (n=10) de 40 litros com aeragdo constante ¢ mantidos em um
sistema de recirculagdo de agua com filtro U.V durante 60 dias. O delineamento utilizado
foi o inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 4 repeticdes em esquema fatorial com 2
niveis de NO, (0,05 e 1,4 mg L") x 2 niveis de Ca’" na agua (5 e 20 mg L™). Os peixes
(8,9+0,2 g e 15,0+0,8 cm) foram alimentados com ragao extrusada (32% PB e max. 2,0 %
de Ca®") duas vezes ao dia a vontade. Diariamente foi feito a retirada dos residuos por
sifonagem, e 80% da 4gua foi substituida por outra com niveis de nitrito e calcio
previamente ajustados. Os niveis de nitrito e calcio foram mantidos por meio da adigdo de
nitrito de s6dio (NaNQ,) e carbonato de calcio (CaCOs;), respectivamente. Foram avaliados:
o desempenho zootécnico, os parametros bioquimicos e hematologicos para juvenis de
jundia (Rhamdia quelen). A sobrevivencia final ndo foi afetada pelos niveis de nitrito
associado ao Ca?". Aos 30 dias, observou-se que néo houve alteragdes (P>0,05) no ganho de
peso, biomassa, taxa de crescimento especifico e conversdo alimentar entre os tratamentos
analisados. Aos 60 dias, observou-se aumento (P<0,05) no ganho de peso, biomassa e taxa
de cresimento especifico para os animais do tratamento controle em relagdo ao tratamento
alto NO,™ e Ca’" baixo, e para o tratamento baixo NO; e Ca*" alto em relagdo ao tratamento
alto NO, e Ca’" alto. Ao final do periodo experimental, observou-se que o consumo de
ragdo foi maior no tratamento baixo NO; ¢ Ca’" alto em relagdo ao tratamento alto NO;™ ¢
Ca” alto. Nao houve alteragdes (P>0,05) para a convergdo alimentar ao final dos 60 dias
experimentais. Nao houve alteracdes (P>0,05) nos niveis de lactato e glicogénio no figado.
Os animais do tratamento controle apresentaram niveis (P<0,05) mais elevados de proteina
no figado em relagio aos peixes submetidos a alto NO, ¢ Ca*" baixo. Os niveis de glicose
no figado dos peixes foram maiores (P<0,05) no tratamento controle em relacdo aos
tratamentos baixo NO, e Ca’" alto e alto NO,” e Ca*" baixo. Os niveis de lactato e
glicogénio no musculo apresentaram-se menor (P<0,05) no tratamento controle em relagao
ao tratamento alto NO,™ e Ca*" baixo. O nivel de proteina no miisculo foi menor (P<0,05) no
tratamento alto NO,” e Ca®" alto em relagdo ao tratamento baixo NO; e Ca*" alto e ao
tratamento alto NO,™ e Ca*" baixo. Os niveis de glicose no musculo apresentaram-se maior
(P<0,05) no tratamento controle em relagio ao tratamento alto NO, e Ca”" baixo, e maior
(P<0,05) no tratamento baixo NO, e Ca*" alto em relagdo ao tratamento alto NO, e Ca*"
alto. O aumento da dureza nao favoreceu os animais submetidos a elevados niveis de nitrito
em relagdo ao niveis de hemoglobina. Os peixes expostos a alto NO, e Ca*" alto,
apresentaram uma redugio neste parimetro em relagio ao tratamento baixo NO, e Ca*" alto
(T2). Tal resultado pode ser um indicativo de que houve oxidagdo da hemoglobina do
sangue em metahemoglobina, causando intoxicagdo nos peixes. Sendo assim, a utilizagao
de 20 mg L 'Ca* na 4gua ndo apresenta efeito positivo na redugdo da toxidez do nitrito em
relacdo ao desempenho, parametros bioquimicos e hematologicos para juvenis de jundid
(Rhamdia quelen).

Palavras-chave: acimulo de nitrito, bioquimica, composto nitrogenado, hematologia,
zoofisiologia.
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ABSTRACT

The objectives of this study were to determine the effect of different levels of nitrite (NO;")
associated with calcium (Ca®") in the water on the performance, biochemical and
hematological parameters of jundiad (Rhamdia quelen). One hundred and sixty animals were
stored in 16 boxes (n = 10) of 40 liters with constant aeration and kept in a water
recirculation system with UV filter for 60 days. The design was completely randomized
with 4 treatments and 4 replications in a factorial design with two levels of NO, (0,05 ¢ 1,4
mg L) x 2 levels of Ca*" in water (5 ¢ 20 mg L™). Fish (8.9£0.2 g and 15.0£0.8 cm) were
fed with the diet (32% CP and max. 2.0% Ca’") twice a day at home. Was done daily
removal of waste by siphoning, and 80% of the water was replaced by another with nitrite
and calcium levels previously set. The nitrite and calcium levels were maintained by the
addition of sodium nitrite (NaNQO;) and calcium carbonate (CaCO;), respectively. They
evaluated: the growth performance, biochemical and hematological parameters for juvenile
catfish (Rhamdia quelen). The final survival was not affected by nitrite levels associated
with Ca*". At 30 days, it was observed that there was no change (P>0.05) in weight gain,
biomass, specific growth rate and feed conversion between the analyzed treatments. At 60
days, there was an increase (P<0.05) in weight gain, biomass and specific growth rate for
animals of the control treatment in relation to the treatment high NO,  and Ca®" down, and
for treatment low NO, and Ca®" high in relation to the treatment high NO, and Ca®" high.
At the end of the experiment, it was found that the feed intake was higher of the treatment
low NO, and Ca®" high in relation to the treatment high NO, and Ca?" high. No change
(P>0.05) for converting food to end the 60-day trial. No change (P>0.05) in the levels of
lactate and glycogen in the liver. The treatment showed control levels (P<0.05) higher
protein in the liver compared to fish subjected to high Ca*" and NO,™ low. Glucose levels in
fish liver were higher (P<0.05) in the control treatment in relation to the treatments low
NO, and Ca*" high and high NO, and Ca*" down. The levels of lactate and glycogen in
muscle showed a lower (P<0.05) in the control treatment in relation to the treatment high
NO, and Ca*" down. The protein level in the muscle was lower (P<0.05) in treatment high
NO, and Ca*' high in relation to treatment low NO," and Ca* high and treatment high NO;
and Ca®" down. Glucose levels in the muscle had a higher (P<0.05) of the control treatment
in relation to the treatment high NO, and Ca’" low, and higher of the treatment low NO,
and Ca*" high in relation to the treatment high NO, and Ca®" high. The increase in hardness
does not favored animals subjected to high levels of nitrite in relation to the hemoglobin
levels. Fish exposed to high NO, and Ca*" high, showed a reduction in this parameter for
the processing low NO, and Ca*" high (T2). This result may be an indication that there was
blood hemoglobin oxidation in methemoglobin, causing poisoning in fish. Thus, the use of
20 mg L 'Ca®" in water has no positive effect in reducing the toxicity of nitrite in relation to
performance, biochemical and hematological parameters for juvenile catfishes (Rhamdia
quelen).

Keywords: nitrite accumulation, biochemistry, nitrogen compound, hematology,
zoophysiology.



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

Os residuos nitrogenados (amonia, nitrito e nitrato) sdo normalmente descritos
como fatores limitantes para a sobrevivéncia e o crescimento dos organismos aquaticos.
Esses residuos sdo consequéncia do excesso de alimento, da adicdo de
fertilizantes/adubacao organica, da degradagdo da matéria organica e excrecao dos
organismos cultivados (CHEN e CHIN, 1988; OSTRENSKY et al., 1991; TOMASSO,
1994; BIANCHINI et al., 1996), sendo portanto de extrema importancia o seu
monitoramento e controle durante a criagao desses animais.

A amonia e o nitrito, mesmo em baixas concentracdes, sao toxicos aos peixes, €
desta forma muito preocupantes, enquanto que o nitrato s6 se torna toxico em altas
concentragdes, o que normalmente ndo ocorre em sistemas de cultivo
(BALDISSEROTTO, 2013a).

O nitrito € encontrado em ecossistemas como um componente natural do ciclo
do nitrogénio (JENSEN, 2003) e existe na d4gua em duas formas, o acido nitrico (HNO,"
) e o nitrito ionizado (NO,). O &cido nitrico se difunde livremente nas branquias,
enquanto o nitrito ¢ transportado através da membrana branquial pelo co-transportador
CI/HCOs', competindo com o CI'.

O efeito mais importante do nitrito em peixes refere-se a capacidade que este
composto tem de oxidar a hemoglobina do sangue, convertendo-a em
metahemoglobina, provocando assim a morte do animal por asfixia. Contudo, supde-se
que a principal causa da toxidade do nitrito ndo ¢ a hipdxia em razao da formacdo da
metahemoglobina, mas o efeito hepatotoxico do nitrito (ARANA, 2010;
BALDISSEROTTO, 2013a).

A toxidade do nitrito pode variar entre peixes de uma familia ou espécie para
outra ¢ se baseia na capacidade que cada espécie possui de acumular esta substancia.
Espécies que tém menor captagdo de Cl” da dgua apresentam maior resisténcia ao nitrito,
uma vez que a entrada do nitrito ocorre pelo transportador CI/HCOs;™ (TOMASSO &
GROSELL, 2005).

A concentracdo de NO, ¢ geralmente baixa (0,03 - 0,1 mg L") em sistemas de
cultivo com baixa densidade (SIPAUBA-TAVARES et al, 1999; ANDRADE et al,

2007), mas qualquer desequilibrio no sistema de produgdo como altas densidades de
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estocagem ou o uso indevido de fertilizantes podem causar acimulo de NO,™ e causar a
morte de peixes (JENSEN, 2003; HARGREAVES, 1998; LEWIS & MORRIS, 1986).

A presenca de alguns ions comuns no meio aquatico (cloreto de potassio, cloreto
de calcio, bicarbonato de sodio e cloreto de sodio) apresenta um forte efeito na
diminui¢do da toxidez do nitrito, atuando de maneira antagonica na formacao da
metahemoglobina, pois ird diminuir o requisito para a captacdo de nitrito através da
membrana branquial (HUEY et al, 1980; ARANA, 2010).

A dureza da agua também pode afetar o desempenho de varias espécies (SILVA
et al, 2005) e ¢ determinada pelo contetdo de sais de Ca*” ¢ de Mg”", os quais podem
ser abundantes em aguas dulcicolas, e estdo ligados aos ions carbonato (COs?) e
bicarbonato (HCO5") ou a sulfato (SO4?), cloreto (CI') e outros anions de acidez mineral
(ARANA, 2010).

Para jundia (Rhamdia quelen), Ferreira et al. (2013) observaram que o aumento
da dureza da 4dgua pode ser recomendado quando essa espécie ¢ submetida a situagdes
de hipdxia e altos niveis de amonia.

O jundia, Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD, 1824), entre as diversas
espécies de peixes nativos, vem despertando interesse em piscicultores, pelo seu
desempenho no cultivo devido a vérias caracteristicas zootécnicas favoraveis (GOMES
et al., 2000; CARNEIRO et al., 2005; BALDISSEROTTO et al, 2010). Além disso, por
tratar-se de uma espécie amplamente distribuida, pode ser cultivada em varias regides
do pais.

O grau de toxicidade do nitrito apresenta variagdes especificas significantes
entre as diferentes espécies, contudo seus efeitos associados ao teor de Ca’" na agua
sobre o desempenho zootécnico, parametros bioquimicos e hematoldgicos para

teledsteos ainda € desconhecido. Nesse sentido, destaca-se a importancia deste estudo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A espécie: Jundia (Rhamdia quelen)

O jundia, Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD, 1824), ¢ uma espécie nativa
de grande representatividade e interesse econdmico, aparentemente bem adaptada a
diferentes ambientes e de rdpido crescimento (BARCELLOS et al.,2003; 2004).
Apresenta distribuicdo neotropical, do sudeste do México ao norte, e centro da
Argentina ao sul (SILFVERGRIP, 1996).

O género Rhamdia pertence a familia Heptapteridae, ordem Siluriformes, classe
Actinopterigii (BOCKMANN; GUAZZELLLI, 2003). A espécie € onivora, vive em lagos
e pocos fundos dos rios, preferindo os ambientes de d4guas mais calmas com fundo de
areia e lama, junto as margens e vegetacdo. Escondem-se entre pedras e troncos
apodrecidos, de onde saem a noite, a procura de alimento (GUEDES, 1980).

Segundo Marchioro (1997), o jundia caracteriza-se por ser um peixe de couro,
apresentando o corpo alto e delgado na metade anterior e mais comprimido
posteriormente em direcdo a cauda. Cabega moderadamente estreita com achatamento
dorso-ventral, boca terminal de tamanho e amplitude moderados. Possui barbilhdes com
forma cilindrica, afilados; as nadadeiras sdo cobertas por pele fina; as nadadeiras
peitorais possuem um espinho forte e serrilhado. A colora¢do ¢ negra no dorso e nas
nadadeiras e o ventre branco as vezes amarelada (Figura 1).

Apresenta boa produtividade quando criado em cativeiro € com uma boa
aceitacdo no mercado consumidor, devido sua carne saborosa e sem espinhos
intramusculares (CARNEIRO; MIKOS, 2005). Contudo, a produ¢do do jundia, assim
como a de outras espécies, enfrenta alguns problemas durante o cultivo que vao desde o
estresse provocado pelo manejo até as condi¢des inadequadas de cultivo que vao refletir
no bom desempenho da criagdo (BARCELLOS et al, 2004). O cultivo de Rhamdia
quelen (jundid) estd aumentando, mas ainda estd abaixo de seu potencial, pois varias
informacdes sobre a espécie estdo faltando ou dispersos na literatura

(GOMES et al., 2000).
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Figura 1: Imagem de um exemplar de Juvenil de Rhamdia quelen

2.2. Qualidade da agua para Rhamdia quelen

A espécie pode ser considerada euritérmica, sendo que as temperaturas letais
inferiores e superiores sdo 3 e 32 °C, respectivamente. (CHIPPARI-GOMES; GOMES;
BALDISSEROTTO, 1999). Estima-se que 23,7 °C seria a temperatura que proporciona
melhor crescimento (PIEDRAS; MORAES; POUEY, 2004). Os niveis de oxigénio
dissolvido devem ficar acima de 5,2 mg/L (BRAUN et al., 2006).

Os juvenis de jundid podem sobreviver em uma faixa de pH entre 4,0 ¢ 9,0 em
aguas moles (20 a 30 mg CaCO’/L) (ZAIONS; BALDISSEROTTO, 2000). Também
suportam niveis de dureza de até 600 mg/L de CaCOs, por 96h, sem mortalidade
(TOWNSEND; BALDISSEROTTO, 2001). No entanto, o crescimento de juvenis e
larvas em 4gua com pH neutro e alcalino (8,5 — 9,0) ¢ melhor em 20 — 50 mg CaCO3/L
que em durezas mais altas (TOWNSEND; SILVA; BALDISSEROTTO, 2003;
FERREIRA et al., 2013; COPATTI, 2008).

A concentragdo letal de amonia nao-ionizada (NH3) (96 h) para o jundia varia de
0,44 mg/L. em pH 6,0 a 2,09 mg/L em pH 8,2 (MIRON et al., 2008) com o crescimento
reduzido em niveis acima de 0,1 mg/L (MIRON, 2004).

A concentragdo letal de nitrito esta em torno de 20 mg/l, mas os niveis devem
ficar abaixo de 1,2 mg/l para ndo causarem mortalidade em médio prazo (LIMA et al.,

2013).

2.3. Residuos nitrogenados
Os peixes em sistemas de cultivo normalmente recebem alimento com altos

niveis de proteina. Parte ¢ assimilada pelo animal e depositada no corpo como proteina
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animal, contudo, em caso de excesso de proteina, a por¢do que contém carbonos ¢
convertida em carboidratos, corpos cetonicos ou acidos graxos, € o nitrogénio pode ser
excretado como amoénia (NHj3), que € a principal forma de excre¢do de nitrogénio dos
peixes, ¢ ureia. Uma vez no ambiente aquatico, a amoénia ¢ oxidada por bactérias do
género nitrossomonas e ¢ transformada em nitrito (NOy").

NH;" + 1 %0, > NO, + 2H" + H20

O nitrito, por sua vez, ¢ oxidado por bactérias do género nitrobacter e forma
nitrato (NO3").

#0,+NO, > NOy

A transformagdo da amodnia ¢ importante para reduzir sua concentra¢do, mas
pode reduzir o pH devido a liberagio de H' e reduzir os niveis de oxigénio, pois o
mesmo € necessario para os processos de oxidagao (BALDISSEROTO, 2013a).

A presenca de compostos nitrogenados em niveis elevados no meio aquatico
pode gerar varios problemas fisioldgicos e hemolinfaticos. A toxicidade da amdnia atua
sobre o processo de transporte de oxigénio, transformando hemocianina em
metahemocianina, a qual ¢ incapaz de transferir oxigénio para os tecidos (GROSS,
2004). Da mesma maneira, o nitrito entra nas hemacias e oxida o ferro, transformando a
hemoglobina em metahemoglobina, que ndo se liga ao oxigénio e d4 uma cor marrom
ao sangue (BALDISSEROTO, 2013a), podendo gerar dessa forma alteragdes nas
estruturas de 6rgaos importantes para a sobrevivéncia desses animais (CAVERO et al.,

2004).

2.4. Efeito toxico do nitrito

Problemas com nitrito em animais de agua doce decorrem do fato de que o
nitrito ¢ transportado através da membrana branquial pelo anteporte CI/HCOs,
competindo com o ClI" (BALDISSEROTO, 2013a). Assim, sempre que o nitrito €
presente na dgua do ambiente, uma parte da absor¢do de Cl” serd deslocada para a
absor¢ao de NO,” (JENSEN, 2003).

Em solucdo aquosa, o nitrito encontra-se sob duas formas: o acido nitrico ndo
ionizado (HNO;) e o nitrito ionizado (NO;), e o equilibrio entre as duas formas ¢
determinado primeiramente pelo pH ambiental (RUSSO et al, 1981; TOMASSO, 1994).

A toxicidade do nitrito pode variar entre peixes de uma familia, espécie ou
populagdo para outras. Essa variagdo pode ser devido a diferentes taxas de captacao de

CI nas branquias. Peixes com alta taxa de captagdo de CI pelas branquias sdo mais
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sensiveis ao nitrito do que os que tém baixa taxa de captagdo (BALDISSEROTO,
2013a).

O sangue parece ser o alvo primario da acdo do nitrito, no entanto, também se
acumula nitrito em outros tecidos, tais como as branquias, figado, cérebro e musculo
(MARGIOCCO et al., 1983).

No sangue, ap0ds passar pela membrana branquial, o nitrito penetra nas hemaécias
e oxida o ferro. O resultado dessa oxidacdo ¢ a metahemoglobina, que ndo se liga ao
oxigénio ¢ dd uma cor marrom ao sangue. Peixes com grande porcentagem de
hemoglobina na forma de metahemoglobina sofrem de uma anemia funcional e hipdxia
tecidual, pois ha uma reducdo na capacidade do sangue transportar oxigénio, ocorre
hiperventilagdo, e em algumas espécies, hd aumento do lactato (BALDISSEROTO,
2013a).

A quantidade de metahemoglobina necessaria para reduzir o crescimento ou
matar os peixes varia com a espécie e com as condi¢gdes ambientais. De um modo geral,
concentragdes em torno de 50 % de metahemoglobina no sangue sdo consideradas

criticas para os peixes (BOWSER et al., 1983).

2.5. Respostas fisiologicas dos peixes

O estresse pode ser definido como um conjunto de respostas fisiologicas de um
organismo na presenca de agentes estressores (MAZEAUD et al., 1977; WEDEMEYER
& MCLEAY, 1981) e tem grande importancia como predisponente a doengas € como
causador de redug@o de desempenho zootécnico e reprodutivo.

A resposta ao estresse compreende uma série de alteragdes fisiologicas
coordenadas pelo eixo neuroenddcrino hipotalamo-hipofise-interrenal (HHI), para
promover o restauro da condi¢ao de homeostase. Inicialmente os peixes respondem ao
fator adverso, chamado de estressor, elevando os niveis sanguineos de hormoénios, como
as catecolaminas e o cortisol, sendo estas alteracdes hormonais chamadas de alteragdes
primarias. O cortisol € o principal pardmetro da avaliacdo da resposta ao estresse em
peixes. Esses hormonios provocam alteragdes e respostas hematologicas, metabdlicas,
hidrominerais entre outras, que sao chamadas alteragdes secundarias (BARCELLOS et
al., 2003).

O efeito dessas alteragdes em nivel individual e populacional ¢ chamado de
alteragOes terciarias, que compreendem impactos negativos no sistema imunoldgico, no

metabolismo, no crescimento e na reproducao (BARCELLOS et al., 2001).
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Em termos gerais, as respostas ao estresse podem ser vistas como um aumento
das taxas de catabolismo, permitindo a utilizacdo de reservas energéticas indisponiveis
em condi¢des normais (PICKERING, 1981). Na aquicultura, ¢ frequente a exposigado
dos peixes a procedimentos estressores, tais como captura, transporte, hipoxia e
mudancas osmoticas e de temperatura.

Uma consequéncia importante do nitrito decorrente da oxidagdo da hemoglobina
para metahemoglobina (JENSEN, 2003) sdo as alteracdes hematologicas com mudancas
nos valores da hemoglobina, no nimero de células vermelhas e no hematocrito, devido
a disfuncdes osmorregulatorias € demanda de oxigénio (MORGAN & IWAMA, 1997).
O nitrito também provoca alteragdes hepaticas e tem efeito vasodilatador (COSTA,
2002) podendo levar a morte do peixe (TOMASSO, 1994).

Os niveis de glicose e lactato plasmaticos também aumentam, indicando a

ativacdo do metabolismo anaerébico. Os valores de pH intra e extracelular (EDDY,

1982), as concentragdes de KJr e NaJr plasmaticos também apresentaram alteragcdes nos
exemplares expostos ao nitrito (EVANS, 1993), sugerindo a ocorréncia de distarbio
i6nico (GROSELL & JENSEN, 1999).

Algumas espécies expostas a altas concentracdes de nitrito ndo morrem, mas
apresentam sintomas de estresse e aumento da susceptibilidade as enfermidades
bacterianas, o que pode levar a redu¢do no crescimento e ganho de peso (HANSON &

GRIZZLE, 1985).

2.6. Mecanismos de desintoxicacao

Entre os principais constituintes da dureza da 4gua, o Ca’" tem papel
fundamental na regulacdo i0nica por reduzir a permeabilidade das membranas
biologicas e, consequentemente, o fluxo difusivo de ions para o meio aquatico
(GONZAL et al., 1987; GONZALEZ, 1996, WOOD & McDONALD, 1988;
TOMASSO et al, 1980; BALDISSEROTTO, 2002). Os peixes de dgua doce podem
absorver Ca’" ¢ Mg”" diretamente da 4gua pelas branquias ou da alimentagdo via
intestino (WURTS & DURBOROW, 1992; BALDISSEROTTO & MIMURA, 1995;
BIJEVELDS et al., 1998; FLIK et al., 1993). A captagdo através das branquias ¢ um
processo ativo mais ou menos continuo e relativamente dependente dos niveis de Ca**

na dgua (FLIK et al., 1993).
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A entrada do calcio se da através de difusdo pela formacdo do gradiente

N
osmotico da bomba Na / Ca®* (FLIK & VERBOST, 1993) (Figura 2).
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Figura 2: Modelo de célula branquial para captacdo de ions em peixes adaptados a
ambientes hipotonicos (Flik & Verbost, 1993).

O calcio ¢ um ion essencial para os processos fisioldgicos dos peixes, como a
coagulagdo do sangue, formacdo dos ossos e escamas, contragdo muscular e outras
reacoes (KANEKO & HIRANO, 1993). A presenca deste ion também melhora a
resisténcia dos peixes a substancias toxicas presentes na agua (PERSCHBACHER &
WURTS, 1999), provavelmente por diminuir a permeabilidade da membrana branquial
a estas substancias (TOMASSO et al, 1980; BALDISSEROTTO, 2002).

Como a concentracdo de célcio na dgua ¢ varidvel conforme o ambiente, os
peixes desenvolveram um sistema de regulacdo de calcio que reage rapidamente as
variagoes do meio (KANEKO & HIRANO, 1993).

Krous et al. (1982) afirmam que altas concentragdes de calcio geralmente
reduzem a perda de cloreto através das branquias, isto por sua vez diminui o requisito

para captagao de nitrito.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito de diferentes niveis de nitrito (NO,) associado a adigdao de
calcio (Ca’") na 4gua sobre o desempenho zootécnico, pardmetros bioquimicos e

hematologicos em juvenis de jundia (Rhamdia quelen).

3.2. Objetivos especificos

» Avaliar o efeito do NO, associado a adi¢do de Ca®" sobre a sobrevivéncia de
juvenis de jundid (Rhamdia quelen);

> Avaliar o efeito do NO, associado a adi¢do Ca’’ sobre os parimetros de
crescimento de juvenis de jundia (Rhamdia quelen);

» Auvaliar o efeito de diferentes niveis de NO, associado a adi¢do de Ca’" sobre os
teores de lactato, glicose, glicogénio e proteinas hepatica e muscular;

» Avaliar o efeito de diferentes niveis de NO, associado a adi¢do de Ca’" sobre

parametros hematologicos de juvenis de jundia (Rhamdia quelen).
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CAPITULO I
Manuscrito conforme normas da Neotropical Ichthyology e adaptacdes de acordo
com o Programa de P6s-Graduaciao em Ciéncia Animal

(ANEXO T)

Efeito do calcio na reducdo da toxicidade do nitrito para juvenis de jundid (Rhamdia

quelen)

Centro de Ciéncias Agrarias e ambientais da Universidade Federal do Maranhao,
Chapadinha, MA, Brasil; Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade

Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

The objectives of this study were to determine the effect of different levels of nitrite (NO;")
associated with calcium (Ca®") in the water on the performance, biochemical and
hematological parameters of jundiad (Rhamdia quelen). One hundred and sixty animals were
stored in 16 boxes (n = 10) of 40 liters with constant aeration and kept in a water
recirculation system with UV filter for 60 days. The design was completely randomized
with 4 treatments and 4 replications in a factorial design with two levels of NO, (0,05 ¢ 1,4
mg L) x 2 levels of Ca*" in water (5 ¢ 20 mg L™). Fish (8.9£0.2 g and 15.0£0.8 cm) were
fed with the diet (32% CP and max. 2.0% Ca’") twice a day at home. Was done daily
removal of waste by siphoning, and 80% of the water was replaced by another with nitrite
and calcium levels previously set. The nitrite and calcium levels were maintained by the
addition of sodium nitrite (NaNQO;) and calcium carbonate (CaCO;), respectively. They
evaluated: the growth performance, biochemical and hematological parameters for juvenile
catfish (Rhamdia quelen). The final survival was not affected by nitrite levels associated
with Ca*". At 30 days, it was observed that there was no change (P>0.05) in weight gain,
biomass, specific growth rate and feed conversion between the analyzed treatments. At 60
days, there was an increase (P<0.05) in weight gain, biomass and specific growth rate for
animals of the control treatment in relation to the treatment high NO,  and Ca®" down, and
for treatment low NO, and Ca®" high in relation to the treatment high NO, and Ca®" high.
At the end of the experiment, it was found that the feed intake was higher of the treatment
low NO, and Ca®*" high in relation to the treatment high NO, and Ca®" high. No change
(P>0.05) for converting food to end the 60-day trial. No change (P>0.05) in the levels of
lactate and glycogen in the liver. The treatment showed control levels (P<0.05) higher
protein in the liver compared to fish subjected to high Ca*" and NO,™ low. Glucose levels in
fish liver were higher (P<0.05) in the control treatment in relation to the treatments low
NO, and Ca*" high and high NO, and Ca*" down. The levels of lactate and glycogen in
muscle showed a lower (P<0.05) in the control treatment in relation to the treatment high
NO, and Ca*" down. The protein level in the muscle was lower (P<0.05) in treatment high
NO, and Ca*' high in relation to treatment low NO,™ and Ca* high and treatment high NO;
and Ca®" down. Glucose levels in the muscle had a higher (P<0.05) of the control treatment
in relation to the treatment high NO, and Ca* low, and higher of the treatment low NO,
and Ca*" high in relation to the treatment high NO, and Ca®" high. The increase in hardness
does not favored animals subjected to high levels of nitrite in relation to the hemoglobin
levels. Fish exposed to high NO, and Ca*" high, showed a reduction in this parameter for
the processing low NO, and Ca*" high (T2). This result may be an indication that there was
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blood hemoglobin oxidation in methemoglobin, causing poisoning in fish. Thus, the use of
20 mg L™ 'Ca*" in water has no positive effect in reducing the toxicity of nitrite in relation to
performance, biochemical and hematological parameters for juvenile catfishes (Rhamdia
quelen).

Os objetivos neste trabalho foram determinar o efeito de diferentes niveis de nitrito (NO;")
associado ao calcio (Ca’") na 4gua sobre o desempenho, parimetros bioquimicos e
hematologicos em juvenis de jundia (Rhamdia quelen). Cento e sessenta animais foram
estocados em 16 caixas (n=10) de 40 litros com aeragdo constante ¢ mantidos em um
sistema de recirculacdo de dgua com filtro U.V durante 60 dias. O delineamento utilizado
foi o inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 4 repeticdes em esquema fatorial com 2
niveis de NO, (0,05 e 1,4 mg L") x 2 niveis de Ca’" na agua (5 e 20 mg L™). Os peixes
(8,9£0,2 g e 15,0+0,8 cm) foram alimentados com ragdo extrusada (32% PB e max. 2,0 %
de Ca®™) duas vezes ao dia a vontade. Diariamente foi feito a retirada dos residuos por
sifonagem, ¢ 80% da agua foi substituida por outra com niveis de nitrito e calcio
previamente ajustados. Os niveis de nitrito e calcio foram mantidos por meio da adi¢ao de
nitrito de s6dio (NaNQO,) e carbonato de calcio (CaCOs), respectivamente. Foram avaliados:
o desempenho zootécnico, os parametros bioquimicos e hematoldgicos para juvenis de
jundia (Rhamdia quelen). A sobrevivencia final ndo foi afetada pelos niveis de nitrito
associado ao Ca?*. Aos 30 dias, observou-se que ndo houve alteragdes (P>0,05) no ganho de
peso, biomassa, taxa de crescimento especifico e conversao alimentar entre os tratamentos
analisados. Aos 60 dias, observou-se aumento (P<0,05) no ganho de peso, biomassa e taxa
de cresimento especifico para os animais do tratamento controle em relagcdo ao tratamento
alto NO, e Ca’" baixo, ¢ para o tratamento baixo NO; e Ca®" alto em relacdo ao tratamento
alto NO, ¢ Ca’" alto. Ao final do periodo experimental, observou-se que o consumo de
racdo foi maior no tratamento baixo NO, e Ca’" alto em relacdo ao tratamento alto NO; e
Ca”" alto. Ndo houve alteragdes (P>0,05) para a convergio alimentar ao final dos 60 dias
experimentais. Nao houve alteragcdes (P>0,05) nos niveis de lactato e glicogénio no figado.
Os animais do tratamento controle apresentaram niveis (P<0,05) mais elevados de proteina
no figado em relagio aos peixes submetidos a alto NO,™ ¢ Ca*" baixo. Os niveis de glicose
no figado dos peixes foram maiores (P<0,05) no tratamento controle em relagdo aos
tratamentos baixo NO, e Ca’" alto e alto NO, e Ca*" baixo. Os niveis de lactato e
glicogénio no musculo apresentaram-se menor (P<0,05) no tratamento controle em relagdo
ao tratamento alto NO,” e Ca>" baixo. O nivel de proteina no mésculo foi menor (P<0,05) no
tratamento alto NO, ¢ Ca*" alto em relacdo ao tratamento baixo NO, e Ca*" alto e ao
tratamento alto NO, e Ca”" baixo. Os niveis de glicose no musculo apresentaram-se maior
(P<0,05) no tratamento controle em relagio ao tratamento alto NO, e Ca®" baixo, e maior
(P<0,05) no tratamento baixo NO; e Ca’" alto em relagdo ao tratamento alto NO; e Ca*’
alto. O aumento da dureza nao favoreceu os animais submetidos a elevados niveis de nitrito
em relagio ao niveis de hemoglobina. Os peixes expostos a alto NO, e Ca®’ alto,
apresentaram uma redugio neste parAmetro em relagio ao tratamento baixo NO, e Ca*" alto
(T2). Tal resultado pode ser um indicativo de que houve oxidacdo da hemoglobina do
sangue em metahemoglobina, causando intoxica¢do nos peixes. Sendo assim, a utilizagdo
de 20 mg L™ 'Ca*" na agua ndo apresenta efeito positivo na redugéo da toxidez do nitrito em
relacdo ao desempenho, parametros bioquimicos e hematologicos para juvenis de jundid
(Rhamdia quelen).

Keywords: nitrite accumulation, biochemistry, nitrogen compound, hematology,
zoophysiology.
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Introducio

O nitrito ¢ um componente natural do ciclo do nitrogénio, sendo encontrado em
ecossistemas aquaticos e transportado através da membrana branquial pelo co-
transportador CI/HCO3", competindo com o CI'. Assim, sempre que o nitrito esta
presente na dgua do ambiente, uma parte da absor¢do de Cl” serd deslocada para a
absor¢ao de NO,  (JENSEN, 2003).

A toxicidade do nitrito em peixes pode variar de uma familia, espécie ou
populagdo para outra. Essa variagdo pode ser devido a diferentes taxas de captagdo de
CI' nas branquias. Peixes com alta taxa de captagdo de CI pelas branquias sdo mais
sensiveis ao nitrito do que os que tém baixa taxa de captacio (BALDISSEROTO,
2013a; TOMASSO & GROSELL, 2005).

A presenca de alguns ions comuns no meio aquatico (cloreto de potassio, cloreto
de célcio, bicarbonato de sodio e cloreto de soédio) apresenta um forte efeito na
diminuicdo da toxidez do nitrito, atuando de maneira antagbnica na formagdo da
metahemoglobina (HUEY et al,1980; ARANA, 2010).

Entre os principais constituintes da dureza da 4gua, o Ca’™ tem papel
fundamental na regulacdo i6nica (GONZAL et al., 1987; GONZALEZ, 1996; WOOD
& McDONALD, 1988). O aumento do célcio ambiental aumenta a tolerancia do peixe a
varias substancias toxicas, provavelmente por diminuir a permeabilidade da membrana
branquial a estas substancias (TOMASSO et al, 1980; BALDISSEROTTO, 2002).

Altas concentragdes de calcio, segundo Krous et al. (1982), geralmente reduzem
a perda de cloreto através das branquias, isto por sua vez diminui o requisito para
captacao de nitrito.

No estudo de Ferreira (2013) com o jundia (Rhamdia quelen), o aumento da
dureza da 4gua pode ser recomendado somente quando essa espécie ¢ submetida a
situacdes de hipoxia e altos niveis de amdnia. Segundo estes resultados, possivelmente a
utilizagdo da Ca>" na 4gua de cultivo pode reduzir a toxidez do nitrito.

O efeito mais importante do nitrito em peixes refere-se a capacidade que este
composto tem de oxidar a hemoglobina do sangue, convertendo-a em metahemoglobina
(JENSEN, 2003), provocando assim a morte do animal por asfixia. Contudo, supde-se
que a principal causa da toxidade do nitrito ndo € a hipdxia em razdo da formacdo da
metahemoglobina, mas o efeito hepatotdéxico do nitrito (BALDISSEROTTO, 2013a;
ARANA, 2010).
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O grau de toxicidade do nitrito apresenta variagdes especificas significantes
entre as diferentes espécies, contudo seus efeitos associados ao nivel de Ca>" na 4gua
para teledsteos ainda ¢ desconhecido. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito de diferentes niveis de nitrito (NO5") associado ao célcio (Ca*") na 4gua sobre os

parametros zootécnicos € hematologicos em juvenis de jundia (Rhamdia quelen).

Material e métodos

Manejo experimental

Ap6s um periodo de 15 dias de aclimatagcdo, 160 animais (n=10) com peso
médio de 8,9+0,2 g e 15,0+0,8 cm de comprimento médio, foram estocados em caixas
de polipropileno de 40 litros com aera¢ao constante € mantidos em um sistema de
recirculacdo de agua com filtro U.V. durante 60 dias. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 4 repeticdes em esquema fatorial com 2
niveis de NO, (0,05 e 1,4 mg L") x 2 niveis de Ca’ na agua (5 ¢ 20 mg L™"). Os valores
de referéncia em relagdo as concentragoes de nitrito foram determinados de acordo com
Lima et al (2011) (Tabela 1).

Durante o periodo experimental os peixes foram alimentados duas vezes ao dia
(4d libitum), com a mesma dieta ofertada durante o periodo de aclimatagdo (32% PB e
maximo de 2,0 % de Ca”"). Diariamente foi feita a retirada dos residuos por sifonagem,
e 80% da agua das caixas foi substituida por outra d4gua com niveis de nitrito e calcio
previamente ajustados. Os niveis de nitrito e célcio foram mantidos por meio da adi¢do
de nitrito de s6édio (NaNO,) e carbonato de calcio (CaCOs), respectivamente.

A cada biometria (0, 30 e 60 dias) os peixes eram submetidos a 24 horas em
jejum, coletados e sedados com eugenol 40pL L ' por 3 min segundo metodologia

descrita por CUNHA et al., (2010).

Parametros zootécnicos

Foram avaliados os pardmetros zootécnicos: Sobrevivéncia (%): Sobreviventes
ao final de cada periodo analisado / pela populacao inicial x 100; Ganho de peso: GP (g)
= peso final (g) — peso inicial (g); Biomassa = peso médio (g) x numero de
sobreviventes ao final de cada periodo analisado; Taxa de crescimento especifico: TCE
(%) =100 x [(In peso final (g) — In peso Inicial (g)) / periodo experimental]; Consumo

de racdao: Quantidade de alimento consumido (g) / numero de peixes ao final de cada
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periodo analisado; Conversdao alimentar aparente: CAA = alimento fornecido (g) /

ganho de peso (g).

Parametros bioquimicos

Ao final do periodo de exposicdo ao nitrito (60 dias), oito peixes de cada
tratamento (n=8) foram despescados, anestesiados com eugenol 60uL L-1 por 3 min e
eutanasiados por seccdo da medula espinhal. As amostras de figado, branquias e
musculo foram congeladas e armazenadas a -20°C at¢ as analises.

O Glicogénio hepatico e muscular foram determinados de acordo com Bidinotto
et al.(1997) e as proteinas dos tecidos (figado e musculo) segundo Lowry et al. (1951).
As amostras de tecido foram homogeneizadas com &cido tricloroacético a 10%,
utilizando um Motriz Pilao de Teflon e centrifugadas a 1000 xg durante 10 min. O
sobrenadante desproteinado foi utilizado para a determinacdo dos niveis de lactato

(HARROWER & BROWN, 1972) e glicose (PARK & JOHNSON, 1949).

Parametros hematologicos

Ao final do periodo experimental, quatro peixes de cada tratamento (n=4) foram
submetidos as coletas de sangue para determinagdes hematoldgicas, sendo capturados
aleatoriamente e previamente insensibilizados em gelo. As pun¢des foram realizadas na
veia caudal com o auxilio de seringas de 3 ml umedecidas com heparina, com as
amostras coletadas variando entre 0,5 a 1,0 ml, armazenadas livres de coagulos em
frascos do tipo “eppendorf” com capacidade para 1,5 ml. As determinacdes do
hematdcrito, nimero de hemadcias e quantidade de hemoglobina, bem como os
esfregacos sanguineos foram realizados imediatamente apds o processo de coleta. As
coloragdes dos esfregagos com “Romanowsky” e determinag¢des dos nimeros totais e
diferenciais leucocitarios foram determinadas posteriormente (THRALL, 2006).

Determinou-se o micro-hematocrito a partir de 5 minutos de centrifugacdo a
12.000 rpm, e a concentracdo de hemoglobina foi determinada pelo método da
Cianometahemoglobina, por Kit comercial (Bioclin), com verificagdo fotométrica
realizada apds a retirada dos ntcleos das hemacias (THRALL, 2006).

O namero de eritrécitos foi determinado através de Contagem em Camara de
Neubauer com profundidade de 0,1 mm, a partir de sangue total diluido em Natt-

Herrick na proporg¢ao de 1/200.
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Determinou-se o numero total de Leucocitos a partir da verificagdo de sua
propor¢do em relacdo ao numero de eritrocitos em lamina, utilizando-se 2.000
leucocitos como base de contagem.

O diferencial leucocitario foi determinado em lamina, a partir da qualificagao de
200 leucocitos. Indices hematimétricos (VCM e CHCM) obtidos através das formulas:
VCM = HT/HM; CHCM = HB/HT.

Os valores de proteina plasmatica total (PPT) foram verificados por

refratometria.

Parametros de qualidade da agua

O oxigénio dissolvido, a temperatura ¢ o pH foram determinados diariamente
(Oximetro YSI modelo Y5512 YSI Inc. Yellow Springs, EUA e pHmetro DMPH-2,
respectivamente). A temperatura no laboratorio foi mantida estavel com o auxilio de um
aparelho de ar condicionado.

Os niveis de nitrito foram determinados diariamente de acordo com Boyd
(1998). Os niveis de dureza e alcalinidade total foram determinados semanalmente pelo
método de Adad (1982) e de titulacgio de EDTA (EATON et al, 2005),
respectivamente.

Os niveis totais de amdnia foram verificados diariamente conforme Verdouw et
al. (1977) e os niveis de amodnia ndo ionizada foram calculados de acordo com Colt

(2002).

Analise estatistica

As relagdes entre os niveis de NO, e Ca*" com os pardmetros de crescimento,
bioquimicos e hematoldgicos foram avaliados utilizando-se o software Sigma Trace 8.0.
A homogeneidade das variancias entre os grupos foi verificada com o teste de Levene.
Dados apresentando variancias homogéneas, ¢ as comparacdes entre os diferentes
tratamentos foram analisados pela andlise de varidncia em esquema fatorial ao nivel de
5% de probabilidade. Em caso de diferengas significativas, as médias foram comparadas
utilizando-se o teste de Tukey (p<0,05). A analise foi realizada utilizando o software
Statistica (versao 5.1). Os dados foram apresentados como média + Erro.

A metodologia deste trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica ¢ Bem-Estar
Animal Comité da Universidade Federal de Santa Maria. Processo numero: 108/2014

(ANEXO 1I).
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Resultados

Os valores médios dos parametros de qualidade da 4gua analisados foram:
temperatura 22,71+0,16 °C; pH 7,36+0,03; oxigénio dissolvido 7,8+0,03 mg Ll; amonia
nao-ionizada 0,011+0,001 mg L~ ' Os valores de nitrito, dureza e alcalinidade
mantiveram-se dentro dos padrdes idealizados para a realizacdo do experimento. T1:
nitrito: 0,045+0,001 mg L I dureza: 20,88+0,001 mg L 'CaCO;; alcalinidade:
38,254+0,2. T2: nitrito: 0,046+0,003 mg L 1; dureza: 44,88+0,001 mg L 1CaCO3;
alcalinidade: 48,125+0,2 mg L~ 'CaCO;. T3: nitrito: 1,308+0,002 mg L I dureza:
25,33+0,001 mg L 1CaCO3; alcalinidade: 38,75+0,3 mg L’ 1CaCO;. T4: nitrito:
1,24240,009 mg L™ '; dureza: 40,44+0,001 mg L™ 'CaCOs; alcalinidade: 46,375+0,2 mg
L 'CaCo;.

Nao houve alteragdes (P>0,05) na sobrevivencia dos peixes em relacdo a
exposicio aos niveis de NO,™ associado ao Ca®" na dgua (Tabela 2).

A exposicio aos niveis de NO,™ associado ao teor de Ca>" na 4gua aos 30 dias,
nao alterou (P>0,05) o ganho de peso, biomassa, taxa de crescimento especifico e
conversdo alimentar entre os tratamentos analisados, contudo, houve aumento (P<0,05)
no consumo de ragdo no tratamento baixo NO, e Ca’" alto em relagio ao tratamento
alto NO, e Ca*" alto (Tabela 2).

Aos 60 dias, observou-se aumento (P<0,05) no ganho de peso, biomassa e taxa
de cresimento especifico para os animais do tratamento controle em relacdo ao
tratamento alto NO, e Ca’" baixo. Este resultado também foi observado para o
tratamento baixo NO, e Ca" alto em relagdo ao tratamento alto NO, ¢ Ca’" alto. Ao
final do periodo experimental, observou-se que o consumo de racdo foi maior no
tratamento baixo NO, e Ca*" alto em relacdo ao tratamento alto NO, e Ca*" alto.
Observou-se que os alevinos deste grupo (baixo NO, e Ca®" alto) buscavam os granulos
de racdo com maior voracidade em relagdo aos outros tratamentos durante a
administracio do alimento. A exposicdo aos niveis de NO,™ associado ao Ca’ na 4gua
nao alterou (P>0,05) a convercao alimentar ao final dos 60 dias experimentais (Tabela
2).

A exposi¢do aos niveis de NO,™ associado ao Ca®" na 4gua ndo alterou (P>0,05)
os niveis de lactato e o glicogénio no figado. Os animais do tratamento controle
apresentaram niveis (P<0,05) mais elevados de proteina no figado em relacao aos peixes

submetidos a alto NO, e Ca’" baixo. Os niveis de glicose no figado dos peixes foram
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maiores (P<0,05) no tratamento controle em relacdo aos tratamentos baixo NO, e Ca*"
alto e alto NO,™ e Ca®" baixo (Tabela 3).

Os niveis de lactato e glicogénio no musculo apresentaram-se menor (P<0,05)
no tratamento controle em relacdo ao tratamento alto NO, e Ca*" baixo. O nivel de
proteina no musculo foi menor (P<0,05) no tratamento alto NO, ¢ Ca’" alto em relacdo
ao tratamento baixo NO, e Ca’" alto e ao tratamento alto NO; e Ca’" baixo. Os niveis
de glicose no musculo apresentaram-se maior (P<0,05) no tratamento controle em
relagio ao tratamento alto NO, e Ca’" baixo, e maior (P<0,05) no tratamento baixo
NOs e Ca*" alto em relacdo ao tratamento alto NO; ¢ Ca*" alto (Tabela 3).

Em relacdo aos parametros hematoldgicos, ndo houve diferenca (P>0,05) entre
os tratamentos para os niveis de hematdcrito, hemadcias, volume corpuscular médio
(VCM), concentragdo média de hemoglobina (CHCM), leucécitos, proteinas
plasmaticas totais (PPT), linfocitos, neutréfilos, mondcitos e eosinofilos. Contudo,
observou-se uma reducao (P<0,05) nos niveis de hemoglobina nos peixes do tratamento

alto NO,™ e alto Ca*" em relagdo ao tratamento baixo NO, ¢ alto Ca*" (Tabela 4).

Discussao

A qualidade da 4gua entre os tratamentos durante o periodo experimental
apresentou-se dentro da faixa recomendavel para Rhandia quelem (BALDISSEROTTO,
2013Db), ndo interferindo, portanto, nos resultados obtidos neste estudo.

A exposi¢do aos niveis de NO, associado ao Ca’" na adgua ndo alterou a
sobrevivencia dos juvenis de jundias, contudo em alguns exemplares mortos durante a
fase experimental, observou-se a presenca de lesdes atribuidas a presenca de um agente
patogénico do genero Aeromonas. Segundo Hanson e Grizzle (1985) algumas espécies
expostas a concentracdes de nitrito ndo morrem, mas apresentam sintomas de estresse e
aumento da susceptibilidade as enfermidades bacterianas, o que pode levar como
consequéncia a reducao no crescimento.

Avaliando a sobrevivéncia e os pardmetros de crescimento em juvenis de jundia,
Lima et al (2011) observaram que ao final de 40 dias de exposi¢ao a niveis de até¢ 1,19
mg L ' de nitrito ndo foram afetado: sobrevivéncia, peso, comprimento ¢ taxa de
crescimento especifico para a espécie. Mas em 1,52 mg L' de nitrito houve mortalidade

de 100% dos peixes ao final do periodo experimental. O autor afirma que a

38



concentracdo letal de nitrito para o Jundia estd em torno de 20 mg/L, mas os niveis
devem ficar abaixo de 1,2 mg/L para ndo causarem mortalidade a médio prazo. Os
valores minimos de compostos nitrogenados que afetam o crescimento de peixes estdo
na faixa de 3-12 % da CL50 - 96h (TOMASSO, 1994). Segundo estudo de Kroupova et
al. (2008), a exposicao de truta arco-iris (Onchorhynchus mykiss) ao NO,', reduziu o
crescimento, mas a sobrevivéncia ndo foi afetada pela exposicdo de até 1 mg L~ ' de
nitrito.

Os parametros metabdlicos e hematoldgicos sdo ferramentas tuteis para se
determinar as caracteristicas sanguineas dos peixes (CENTENO et al.,, 2007;
TAVARES-DIAS & MORAES, 2007), pois fornecem informacdes relevantes sobre as
condi¢des fisioldgicas e a satde do individuo ou de sua populagdo, as quais sdo
extremamente importantes para seu manejo € manutengao em peixes de cativeiros.

No entanto, essas ferramentas tém sido pouco utilizadas porque os valores
normais, e seus intervalos de confianga, para as diferentes espécies e em diferentes
condi¢des de cultivo, ainda estdo indefinidos. Em jundids as alteragdes das células
sanguineas, antes de estresse (valores basais) e apos (estresse agudo e cronico) pode ser
um indicativo de condigdes ambientais adversas como temperatura, pH, amonia, nitrito
ou baixas concentracdo de oxigénio ou ainda a presenca de produtos quimicos toxicos,
excesso de compostos organicos e alta densidade de estocagem (BARCELLOS et al.,
2004).

Peixes expostos ao NO, demonstraram uma diminui¢do funcional nos niveis
sanguineos de hemoglobina, pois a hemoglobina ¢ convertida em metemoglobina
(AGGERGAARD & JENSEN, 2001). A reducdo nos niveis de hemoglobina no
tratamento alto NO, ¢ alto Ca>” pode ser um indicativo de que houve uma oxidacdo da
hemoglobina do sangue em metahemoglobina, causando intoxica¢ao nos animais.

O nitrito penetra nas hemacias e oxida o ferro, transformando a hemoglobina em
metahemoglobina, que ndo se liga ao oxigénio (BALDISSEROTO, 2013a). O aumento
dos niveis de metahemoglobina leva ao aparecimento de sintomas de asfixia (SPOTTE,
1979). Resultado semelhante foi observado por Avilez et al. (2004), onde exemplares de
matrinxd (Brycon cephalus) expostos a 0,2; 0,4 ¢ 0,6 mg L'NO, diminuiram o
hematdcrito, hemoglobina total e o nimero de células vermelhas do sangue.

Neste estudo, os niveis de lactato no figado ndo foram alterados em func¢do dos
niveis de nitrito, apresentando resultados diferentes de Lima et al (2011), onde os

jundias mantidos em elevados niveis de NO,  apresentam maiores niveis de lactato no
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figado em relacdo a peixes expostos a baixas concentragdes de NO, na adgua. Um
aumento do teor de lactato no figado e no musculo do peixe indica disturbios
metabolicos, sugerindo que esteja havendo estresse respiratorio nos peixes (BEGUM &
VIJAYARAGHAVAN, 1999).

Com relagao aos niveis de glicose no figado e musculo dos peixes, Lima et al
(2011) observaram resultado similar ao presente estudo, onde os niveis de glicose no
figado e musculo dos peixes expostos a alto nitrito foram menores do que em peixes
expostos a baixos niveis de NO; na agua. A exposicao cronica ao NO;’, provoca uma
oxidagdo anaerobica do substrato para obtengdo de energia. Essa reducao da glicose, e
consequente aumento nos teores de lactato, pode significar fermentagdo da glicose
formando lactato, deixando oxigénio disponivel para a degradagdo de proteina.

A reducio dos niveis de glicose no tratamento baixo NO,™ e alto Ca>" indica que
houve queima de glicose para processar o excesso de Ca’" na dgua sem a necessidade de
utilizar a via anaerdbica, comprovado pelos baixos niveis de lactato no referido grupo.
Da mesma maneira, a redu¢do nos niveis de proteina pode significar preferéncia dos
jundias intoxicados em utilizar as proteinas para suprir suas necessidades energéticas.

Os resultados obtidos nesse experimento indicam que a utiliza¢do de 20 mg L™
Ca®" na 4gua nio foi suficiente para atuar de forma protetora em relagdo a toxicidade do

NO;".
Conclusao
ey ~ + , ~ . . . . “ . ~
A utilizagdo de Ca”*" na 4gua ndo minimiza a toxidez do nitrito em relagio aos
parametros zootécnicos, bioquimicos e hematologicos em juvenis de jundia (Rhamdia
quelen).
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Tabelas

Tabela 1: Tratamentos utilizados (associacdes entre NO, e Ca’") com juvenis de
Rhamdia quelen durante o periodo experimental de 60 dias

Tratamentos Concentragdes

T1(Controle) Abaixo de 0,05 mg L' 'NO, + 5 mg L 'Ca”"
T2 Abaixo de 0,05 mg L 'NO, + 20 mg L™ 'Ca*"
T3 1,4 mg L' 'NO, + 5mg L™ 'Ca*"
T4 1,4 mg L' 'NO, +20mg L™ 'Ca*"

Tabela 2: Sobrevivéncia, ganho de peso, biomassa, taxa de crescimento especifico,
consumo de ragdo e conversao alimentar de juvenis de Rhamdia quelen, expostos a
diferentes niveis de nitrito e calcio na dgua por 60 dias.

. Tratamentos
Dias
T1 T2 T3 T4
Sobrevivéncia (%)
30 97,5+2,5 87,5+4,7 77,5+9,4 87,5+£7,5
60 95+2.8 87,5+4,7 70+8,1 85+ 8.6
Ganho de peso (g)
30 7,51+0,75 9,23+1,84 3,64+0,47 4,08+0,67
60 21,27+2,74*  26,90+3,89" 10,29+0,83  9,75+1,82
Biomassa (g)
30 159,2+7,7  166,1£25,3  98,8+11,3  106,8+12,5
60 285,5422,6% 322.4+51,2" 136,6+19,1 151,5+18,3
Taxa de crescimento especifico (%)
30 2,04+0,16 2,23+0,33 1,11+0,14 1,31+0,19
60 2,0240,16*%  2.22+0,19°  1,25+0,08 1,28+0,17
Consumo de ragdo (g)
30 6,73+0,48  10,06+1,34"  6,58+1,05 5,55+0,66
60 21,3£2,61  26,90+3,93"  10,3+1,41 9,75+1,62
Conversdo alimentar (g)
30 0,90+0,04 1,134+0,09 1,81+0,17 1,56+0,38
60 1,124+0,18 0,99+0,01 1,33+0,05 1,30+0,23

Notagio: (T1) 0,05 mg L' 'NO, + 5 mg L 'Ca”™"; (T2) 0,05 mg L' 'NO, + 20 mg L" 'Ca”"; (T3)
1,4 mg L''NO, + 5mg L 'Ca® (T4) 1,4 mg L' ' NO, + 20mg L™ 'Ca*".

- Média e erro padrdao (n=10). (#) Indica diferenc¢a significativa em relagdo ao T1; (0) Indica
diferenca significativa em relacdo ao T2; (*) Indica diferenca significativa em relagdo ao T3; (+)
Indica diferenca significativa em relacdo ao T4. Para o teste de Tukey (P>0,05).
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Tabela 3: Parametros metabolicos de figado e musculo de juvenis de Rhamdia quelen,
expostos a diferentes niveis de nitrito e calcio na dgua por 60 dias.

Parimetros Tratamentos
T1 T2 T3 T4
Figado
Lactato (umol.g™) 3,48+0,7 2,35+0,1 4,43+0,3 4,19+0,3
Glicogénio (umol.g™) 34,38+4,4 25,24+1,8 36,83+2,0 31,9545,1
Proteina (mg.g") 485,4+105,2* 291,2428,5 199,0+47,6  184,8+14,5
Glicose (umol.g™") 161,44+10,8"*  75,00+5,8 46,69+6,5 58,07+5,9
Musculo
Lactato (umol.g™) 25,28+1,5% 26,92+2,9 34,40+1,3 31,68+1,3
Glicogénio (umol.g™") 1,52+0,2* 1,13+0,2 3,06+0,5 2,08+0,2
Proteina (mg.g") 256,0+30,2  285,3+152  309,0424,6 140,6+12,7%*
Glicose (umol.g™?) 1520+3,5"  14,26+0,8"  4,98+0,5 3,55+0,7

Notagio: (T1) 0,05 mg L' 'NO, + 5 mg L 'Ca”™"; (T2) 0,05 mg L' 'NO, + 20 mg L" 'Ca”"; (T3)
1,4 mg L' 'NO, + 5mg L™ 'Ca*" (T4) 1,4 mg L' ' NO, + 20mg L™ 'Ca”".

- Média e erro padrdo (n=8). (#) Indica diferenca significativa em relagdo ao T1; (0) Indica
diferenca significativa em relacdo ao T2; (*) Indica diferenca significativa em relagdo ao T3; (+)
Indica diferenca significativa em relacdo ao T4. Para o teste de Tukey (P>0,05).

Tabela 4: Parametros hematoldgicos de juvenis de Rhamdia quelen, expostos a
diferentes niveis de nitrito e calcio na d4gua em 60 dias.

Parimetros Tratamentos
T1 T2 T3 T4
Hematocrito (%) 26,7£2.9 28,0+1,2 25,7£1,0 22,0+£2,3
Hemécias (x 10°/uL) 146,7+23,9 159,5+8,2 161,749,9 127,0+£12,9
Hemoglobina (g/dL) 5,3+0,6 6,2+0,5 4,94+0,2 4,1ﬂ:0,40
VCM (fL) 188,6+13,6 176,2+7,5 160,2+8,1 175,1+15,4
CHCM (g/dL) 20,0+1,4 22,2+1,4 19,1+0,1 19,1+1,8
Leucocitos (x 10°/uL) 12,7+1,8 13,9+0,8 13,4423 9,5£2.4
PPT (g/dL) 5,1+0,3 4,9+0,09 5,4+0,2 5,0+0,1
Linfocitos (%) 58,0+5,5 44,0+£2,2 56,0+7,5 53,5+6,6
Neutrofilos (%) 35,24+6,0 50,7+3,0 36,0+6,5 36,5+5,6
Mondcitos (%) 6,7+1,2 5,2+0,8 8,0+1,4 10,0+3,1
Eosinofilos (%) 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

Notagio: (T1) 0,05 mg L' 'NO, + 5 mg L 'Ca”™"; (T2) 0,05 mg L' 'NO, + 20 mg L 'Ca”"; (T3)
1,4 mg L' 'NO, + 5mg L™ 'Ca*" (T4) 1,4 mg L' ' NO, + 20mg L™ 'Ca".

- Média e erro padrao (n=8). (#) Indica diferenca significativa em relagdo ao T1; (0) Indica
diferenca significativa em relacdo ao T2; (*) Indica diferenca significativa em relagdo ao T3; (+)
Indica diferenga significativa em relacdo ao T4. Para o teste de Tukey (P>0,05).
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ANEXO 1: NORMAS DA REVISTA REFERENTES AO CAPITULO 2
NEOTROPICAL ICHTHYOLOGY

Escopo e politica editorial

A revista Neotropical Ichthyology publica artigos originais sobre peixes
neotropicais de dgua doce e marinhos nas areas de Biologia, Ecologia, Etologia,
Fisiologia, Genética e Biologia Molecular e Sistematica.

Os manuscritos submetidos deverdo ser contribuigdes relevantes dentro de sua
area de investigacdo especifica, devendo apresentar clara fundamentagdo tedrica do
tema, descri¢ao dos objetivos e/ou hipoteses em andlise, além de desenho amostral e
analitico condizentes com a proposta. Trabalhos descritivos originais de elevada
qualidade e relevancia serdo considerados para publicagdo. Observagdes casuais, notas
cientificas ou estudos meramente descritivos sem associacdo com questdes teoricas
relevantes ndo serdo considerados para analise. O Editor e os editores de area avaliarao
previamente o manuscrito submetido, a fim de determinar se seu contetido ¢ adequado
para publicacdo na revista Neotropical Ichthyology.

A revista esta aberta para submissdes a todos os pesquisadores da ictiofauna
Neotropical. O pagamento dos custos de publicagdo pode ser requerido se nenhum dos
autores for membro da Sociedade Brasileira de Ictiologia.

Submissido de manuscritos
Manuscritos devem ser submetidos como arquivos digitais no sitio

http://mc04.manuscriptcentral.com/ni-scielo

Na submissdo do manuscrito, os autores devem incluir uma carta com uma
declaragdo de que se constitui em pesquisa original ndo submetida a outro periddico.

Nos manuscritos com multiplos autores, o autor responsavel pela submissdo
deve declarar na carta de submissao que todos os co-autores estdo cientes e de acordo
com a submissdo do manuscrito.

Todos os co-autores e respectivos e-mails devem ser registrados nos formularios
indicados durante a submissdo do manuscrito.

Durante a submissdo, indicar a area da revista (Bioquimica e Fisiologia,
Biologia, Ecologia, Etologia, Genética e Biologia Molecular, Sistematica) a que o
manuscrito se refere.

Durante a submissdo, indique trés possiveis referees (nome, institui¢do, pais e e-

mail) para a andlise do manuscrito.
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Manuscritos submetidos fora do formato requerido nas instrugdes aos autores
serdao devolvidos.

Manuscritos submetidos com uso inapropriado da lingua inglesa serao
devolvidos sem revisdo. O uso adequado da lingua inglesa ¢ um requisito para a revisao
e publicagdo.

Forma e preparacio de manuscritos

Texto deve ser em Word for Windows ou arquivos rtf.

Figuras e tabelas devem ser carregadas separadamente como arquivos
individuais.

Nao duplique informagdes no texto, nas figuras e nas tabelas. Apresente apenas
figuras e tabelas que s@o estritamente necessarias.

Formato

Texto deve ser apresentado em inglés.

O manuscrito deve conter os seguintes itens, nesta ordem:

Titulo

- Titulo em minusculas da seguinte forma: “Isbrueckerichthys epakmos, a new
species of loricariid catfish from the rio Ribeira de Iguape basin, Brazil (Teleostei:
Siluriformes)”.

- Téxons subordinados dever ser separados por dois-pontos, como segue:
“(Siluriformes: Loricariidae)”.

Autor (es) nome (s)

- S6 as iniciais devem ser em letras maitsculas. Nunca abrevie o primeiro nome.

Enderecos
- Nao apresente os enderecos em nota de rodapé.

- Use niimeros arabicos sobrescritos' para identifica¢io no caso de multiplos autores e
enderegos.
- Listar enderegos completos e e-mail de todos os autores.

Abstract
- Em inglés.

Resumo
- Em Portugués ou espanhol. Deve ter o mesmo conteudo do Abstract em inglés.

Palavras-chave
- Cinco palavras-chave em inglés, ndo repetir palavras ou expressoes do titulo.

Introducio
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Material e Métodos

Resultados

Discussao

Agradecimentos

Literatura citada

Tabela (s)

Legenda(s) da(s) Figura(s)

Em trabalhos taxondmicos Verifique também: Neotropical Ichthyology
taxonomic contribution style sheet.
Texto

- Paginas de texto ndo podem incluir cabegalhos, rodapés, ou notas de rodapé
(exceto o numero de pagina) ou qualquer formato de paragrafo. Texto deve ser alinhado
a esquerda.

- Usar Times New Roman, fonte tamanho 12.

- Nao hifenizar o texto.

- Usar a fonte “symbol” para representar os caracteres a seguir:

YUOOEPTYVLIOTAGOIOYNOKAITPRVZOQIAD

- Espécies, géneros e termos em Latim (et al., in vitro, in vivo, vs.) devem ser em
italico.

- Termos em Latim apresentados entre os nomes genéricos e especificos - cf.,
aff. (por exemplo, Hoplias cf. malabaricus) nao devem ser em itélico.

- Nao abreviar o nome do género no inicio de uma frase ou paragrafo.

- Nao sublinhar palavras.

- Os titulos a seguir devem ser apresentados em negrito: Introduction, Material
and Methods, Results, Discussion, Acknowledgments, Literature Cited.

- Listar abreviaturas utilizadas no texto em Material e Métodos, exceto para
aqueles de uso comum (por exemplo, min, km, mm, kg, m, s, h, ml, L, g). 3

- As medidas devem usar o sistema métrico.

- Manuscritos devem conter as siglas institucionais e os nimeros de catdlogo de
espécimes-testemunho.

- Descritores geograficos (rio, igarapé, arroio, corrego) devem ser em letras
minusculas, exceto quando se refere a um nome de localidade (e.g., municipality of

Arroio dos Ratos, State of Rio Grande do Sul).
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- Agradecimento(s) deve(m) ser conciso(s).
Nomenclatura

- Nomes cientificos devem ser citados de acordo com o ICZN (1999).

- A autoria de nomes cientificos € necessaria apenas em trabalhos taxondémicos e
na primeira referéncia de uma espécie ou género. Nao inclua autoria no resumo e
abstract.

- Verifique a ortografia, nomes validos e autoria de espécies no Catalog of
Fishes em http://research.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatmain.asp.
Tabelas

- Tabelas devem ser numeradas sequencialmente de acordo com a sua ordem de
citacdo no texto, usando os seguintes formatos: Table 1, Tables 1-2, Tables 1, 4.

- A palavra Table e o respectivo nimero devem ser grifados em negrito nas
legendas das Tabelas.

- Tabelas devem ser construidas usando linhas ¢ colunas; ndo use tabulagdes ¢
€spagos.

- Tabelas nao podem conter linhas verticais ou notas de rodapé. Arquivos
digitais de tabelas devem ser formatados em células. Arquivos digitais de tabelas com
colunas separadas por tabulagdo ou espago nao serdo aceitas.

- Legendas devem ser incluidas no final do manuscrito, no seguinte formato:
Table 1. Monthly variation of the gonadosomatic index in Diapoma speculiferum ...

- Os locais aproximados onde as tabelas devem ser inseridas devem ser
indicados ao longo da margem do texto.

Figuras

- Figuras devem ser numeradas sequencialmente de acordo com a sua ordem de
citagdo no texto, usando os seguintes formatos: Fig. 1, Figs. 1-2, Fig. 1a, Figs. la-b,
Figs. 1a, c.

- A palavra Fig. e respectivo nimero devem ser apresentado em negrito nas
legendas.

- Figuras devem ser de alta qualidade e defini¢do.

- Texto incluido em graficos e imagens deve ter tamanho de fonte compativel
com redugdes a largura da pagina (175 mm) ou largura da coluna (85 mm). Graficos
serdo impressos preferencialmente com a largura de uma coluna (85 mm).

- Fotos coloridas serdo aceitas somente se necessario € o custo da impressao

poderé ser cobrado dos autores.

50



- Figuras compostas devem ser preparadas a fim de ajustar-se a largura da pagina
(175 mm) ou largura da coluna (85 mm).

- Tlustragdes devem incluir uma escala ou uma referéncia para o tamanho do
item ilustrado na legenda da figura.

- Nunca inclua objetos ou ilustragdes na legenda da figura. Substituir por texto
(e.g., “triangulo preto”) ou representar seu significado na propria figura.

- Uma lista de legendas das figuras deve ser apresentada no final do arquivo do
manuscrito.

Literatura Citada

- Use os seguintes formatos de citagdo no texto: Eigenmann (1915, 1921) ou
(Eigenmann, 1915, 1921; Fowler, 1945, 1948) ou Eigenmann & Norris (1918) ou
Eigenmann et al. (1910a, 1910b).

- Nao inclua resumos e relatdrios técnicos na literatura citada.

- Evite referéncias desnecessarias a teses ou dissertacoes.

- Nunca use tabulagdo ou espago para formatar referéncias.

- A literatura citada deve ser ordenada em ordem alfabética. Referéncias com
dois ou mais autores devem ser listadas na ordem alfabética do sobrenome do primeiro
autor e, em seguida, do sobrenome do segundo autor e assim sucessivamente.

- Nao abreviar nomes dos periodicos.

- Nao use italico ou negrito para titulos de livros e revistas.

- As citagdes no texto devem corresponder as referéncias em Literatura Cited.

- Use os seguintes formatos:

Livros:

Campos-da-Paz, R. & J. S. Albert. 1998. The gymnotiform “eels” of Tropical America:
a history of classification and phylogeny of the South American electric knifefishes
(Teleostei: Ostariophysi: Siluriphysi). Pp. 419-446. In: Malabarba, L. R., R. E. Reis, R.
P. Vari, Z. M. S. Lucena & C. A. S. Lucena (Eds.). Phylogeny and Classification of
Neotropical Fishes. Porto Alegre, Edipucrs.

Teses/Dissertacoes:

Langeani, F. 1996. Estudo filogenético e revisao taxonomica da familia Hemiodontidae
Boulenger, 1904 (sensu Roberts, 1974) (Ostariophysi, Characiformes). Unpublished
Ph.D. Dissertation, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 171p.
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Artigos:

Lundberg, J. G., F. Mago-Leccia & P. Nass. 1991. Exallodontus aguanai, a new genus
and species of Pimelodidae (Teleostei: Siluriformes) from deep river channels of South
America and delimitation of the subfamily Pimelodinae. Proceedings of the Biological
Society of Washington, 104: 840-869.

Artigos no prelo:

Burns, J. R., A. D. Meisner, S. H. Weitzman & L. R. Malabarba. (in press). Sperm and
spermatozeugma ultrastructure in the inseminating catfish, Trachelyopterus lucenai
(Ostariophysi: Siluriformes: Auchenipteridae). Copeia, 2002: 173-179.

Recursos da Internet:

Author. 2002. Title of website, database or other resources, Publisher name and location
(if indicated), number of pages (if known). Available from: http://xxx.xxx.xxx/ (Date of

access).

Informacgoes adicionais

Contate o editor em neoichth@ufrgs.br
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ANEXO II: Carta de aprovagio do Comité de Etica e Bem-Estar Animal da

Universidade Federal de Santa Maria

cedera/
¥ add o
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e

Cly v

1960

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-UFSM

CARTA DE APROVAGAO
A Comissao de Etica no Uso de Animais-UFSM, analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo do Projeto: "Sobrevivéncia, crescimento e parametros metabdlicos de juvenis de
jundia (Rhamdia quelen), expostos a diferentes niveis de nitrito e célcio na agua.”

Numero do Parecer: 108/2014
Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Bernardo Baldisserotto

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicos. Toda e qualquer

alteragao do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente a este Comité.

OBS: Anualmente deve-se enviar a CEUA relatério parcial ou final deste projeto.

Os membros da CEUA-UFSM n&o participaram do processo de avaliagdo dos projetos
onde constam como pesquisadores.

DATA DE APROVAGAO: 30/09/2014.

Santa Maria, 30 de setembro de 2014.

Prof.2 Dr.? Vania Lucia Loro
Vice-Coordenadora da Comiss&o de Etica no Uso de Animais- UFSM

Comiss&o de Etica no Uso de Animais - UFSM - Av. Roraima, 1000 — Prédio da Reitoria - 2° andar -
Campus Universitario 97105-900 — Santa Maria — RS - - Tel: 0 xx 55 3220 9362
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