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Resumo

O peixe-palhaco Amphiprionocellaris, € uma das espécies de peixes ornamentais
marinhas mais importantes, tanto no aspecto extrativo, como no de producdo. O nitrato é
considerado uma substancia com baixo potencial de toxicidade comparado aos demais
compostos nitrogenados (amdnia e nitrito), mas por ser o produto final da nitrificacdo, pode
acumular em sistemas de producdo com baixa troca de agua, como 0s sistemas de
recirculacdo de &gua. Entretanto, estudos sobre a toxicidade deste composto para peixes
marinhos ainda sdo escassos, e pouco se sabe acerca dos seus efeitos para o peixe-palhaco.
Portanto, o presente estudo teve como objetivo analisar o efeito cronico do nitrato para
juvenis do peixe-palhaco A. ocellaris. Para isto, 0 experimento contou com quatro
tratamentos em triplicata, sendo trés concentragdes de nitrato 30, 60 e 90 mg/L, mais um
tratamento controle sem adicdo de nitrato. Foram utilizados 180 peixes com 20 dias apds
eclosdo (28,68+1,09 mg e 12,09+0,19 mm) distribuidos aleatoriamente em 12 tanques com
capacidade para 15 L (15 peixes/tanque), aeracdo constante, fotoperiodo de 12h/12h
(claro/escuro) e temperatura controlada (27°C). O experimento teve duracdo de 42 dias e ao
final foram avaliados o desempenho zootécnico e o status oxidativo dos peixes inteiros. Nao
houve diferenca para parametros de sobrevivéncia edesempenho zootécnico, exceto para o
fator de condicdo, porém houve um aumento de TBARS (lipoperoxidacdo) e Tiol ndo
proteico (NPSH) nas concentracGes de nitrato 60 e 90 mg/L. Este aumento de Tiol ndo
proteico (NPSH), corrobora com a atividade da GST (Glutationa S-Tranferase)
significativamente menor nas mesmas concentra¢fes. Entretanto ndo foram observadas
diferencas para a capacidade total frente a um radical peroxil (ACAP) e Tiol proteico (PSH).
Assim este estudo demonstra o nivel de até 30 mg/L de N-NOs ndo causa danos para a
producdo de juvenis do peixe-palhaco A. ocellaris.

Palavras-chaves: Piscicultura marinha, toxicidade, estresse oxidativo.



Abstract

Clownfish Amphiprionocellaris is one of the most important marine ornamental fish species,
both in extractive and production aspects.Nitrate is considered a substance with a low
potential for toxicity compared to other nitrogen compounds (ammonia and nitrite), but
because it is the final product of nitrification, it can accumulate in production systems with
low water exchange, such as water recirculation systems.However, studies on the toxicity of
this compound to marine fish are still scarce, and little is known about its effects on
clownfish.Therefore, the present study had as objective to analyze the chronic effect of nitrate
for juveniles of clownfish A.ocellaris.For this, the experiment had four treatments in
triplicate, being three concentrations of nitrate 30, 60 and 90 mg / L, plus a control treatment
without addition of nitrate.A total of 180 fish were randomly distributed in 12 tanks with a
capacity of 15 L (15 fish / tank), 20 days after hatching (28.68 + 1.09 mg and 12.09 + 0.19
mm), constant aeration, photoperiod 12h / 12h (light / dark) and controlled temperature
(27°C).The experiment lasted 42 days and at the end the zootechnical performance and the
oxidative status of the whole fish were evaluated.There was no difference for parameters of
survival and zootechnical performance, except for the condition factor K,however, there was
an increase in TBARS (lipoperoxidation) and nonprotein Tiol (NPSH) in nitrate
concentrations of 60 and 90 mg / L.This increase in non-protein thiol (NPSH), corroborates
with GST (Glutathione S-Tranferase) activity significantly lower at the same
concentrations.However, no differences were observed for total capacity against a peroxyl
radical (ACAP) and protein thiol (PSH).Thus this study demonstrates the level of up to 30
mg / L of N-NO3- does not cause damage to the juvenile production of clownfish A.

ocellaris.

Keywords: marine fish-farming, toxicity, oxidative stress.



1. Introdugéo

1.1.Aquicultura e piscicultura ornamental

A aquicultura compreende diversos sistemas de producdo, operando nas areas
agricolas terrestres, costeiras e marinhas, utilizando e produzindo uma grande variedade de
espécies de animais e plantas(FAO, 2016). Em relacdo a um dos setores mais lucrativos desse
segmento e que desperta interesse por parte de investidores, a criacdo de peixes ornamentais
apresenta caracteristicas bastante atraentes para o seu desenvolvimento quanto ao custo de
implantacdo relativamente baixo quando comparado a espécies de corte. (TLUSTY,
2002).Mundialmente, o mercado de peixes ornamentais marinhos representa uma atividade
bastante significativa em termos econdmicos, sociais e ambientais (OLIVOTTO et al., 2003),
e encontra-seem rapida evolucdo (RHYNE& TLUSTYet al., 2012). Embora seja
aconselhavel usar espécies nativas, a criacdo de peixes exoticos para fins ornamentais ja é
uma realidade, e portanto devem ser tomados cuidados para evitar problemas ambientais
(TLUSTY, 2002).

No Brasil, os peixes-palhacoestdo listados entre as espécies de peixes exdticas de
aguas marinhas permitidas a importacdo com finalidade comercial oude aquariofilia, onde as
normas, critérios e padrdes para tal designio, seguem a instrucdo Normativa Ibama n°
202/2008, (IBAMA, 2017). Os peixes-palhaco sdo muito populares entre os aquariofilistas
devido ao seu atrativo estético e sua facilidade de adaptagdo as condigdes de
cativeiro(IGNATIUS et al., 2001), podendo servir como alternativa de renda para pequenos
produtores e empreendedores (REZENDE, 2010; ALBE, 2006).

1.2.Peixe-palhaco

A Familia Pomacentridae é composta por 30 espécies, 29 do género Amphiprion e
apenas 1 do género Premmas(THORNHILL, 2012). A Subfamilia Amphiprioninae, tem
como caracteristica o hermafroditismo protandrico (BUSTON, 2003). O falso peixe-palhaco
Amphiprionocellaris, é nativo dos oceanos Indico e Pacifico, habitando recifes de corais e
lagoas protegidas de até 15 metros de profundidade.a coloracdo laranja brilhante, com trés
bandas brancas delimitadas por listras pretas e 11 (raramente 10) espinhos na nadadeira

dorsal sdocaracteristicasdessa espécie (FAUTIN & ALLEN, 1992). O colorido corporal é um



dos atributos que mais chama a atencgdo, tornando-a uma espécie extremamente popular em
aquarios (THORNHILL, 2012). De simples cultivo e amplamente distribuido no mercado da
aquariofilia (IGNATIUS et al., 2001; WITTERINCH, 2007), os peixes palhacos séo
considerados 0s peixes ornamentais marinhos mais importantes, tanto no aspecto extrativo,
como no aspecto de producdo, com alta demanda de mercado (FAUTIN & ALLEN, 1997;
WABNITZ et al., 2003; IGNATIUS et al., 2001; RHYNE et al., 2012).

Apesar da elevadaproducdo e de varios estudos sobre reproducdo, larvicultura e
nutricdo (AVELLA et al., 2007; OLIVOTTO 2011; SIVA& HAQ 2017), ainda sdo escassas
as pesquisas identificando os parametros ambientais ideais para a sua producdo,
principalmente com nitrogenados.Entretanto, Medeiros et al. (2016), relatam a toxicidade
aguda de amonia e nitrito para A. ocellaris, evidenciando os valores a serem evitados e danos
causados principalmente nas branquias. Haapenas um estudosobre o efeito do nitrato sobre
peixe-palhaco, Frakes&Hoff (1982) demonstraram efeitos negativos desse composto sobre o
desempenho e a coloracdo dos peixes. Entretanto,ainda ndo ha relatos para esta espécie,
relacionadosaos  efeitosdo nitrato  utilizandomarcadoresbioquimicos. Desse modo,
considerando a importancia da espécie,é importante conceber um sistema que possibilite sua

producdo, em diversos locais com biosseguranca e bem-estar para aos animais produzidos.

1.3.Sistema derecirculacdo de agua (RAS)

Nas Ultimas trés décadas, com a intensificacdo dos sistemas de produgdo na
aquicultura, o uso de sistemas de recirculacdo de agua tem evoluido gracas as pesquisas e
producdes comerciais que o utilizam em suas atividades (TIMMONS & EBELING, 2010),
especialmente entre paises que tém uma maior atencdo na minimizacdo de impactos
ambientais (BADIOLA et al., 2012).Este evento se observa também na producdo de peixes
ornamentias, como sugerido em analises econdmicas feitas sobre a produgdo de peixes-
palhaco (KODAMAet al., 2011). Em decorréncia desse progresso e subsequente diminuicéo
da troca de agua, residuos de produtos nitrogenados se acumulam na agua (VAN RIJN,
2013). Preocupacgdes atuais sobre alteragfes ambientais justificam a necessidade de
desenvolver sistemas de criagdo de peixes menos poluentes. Para tornar a producdo mais
responsavel ambientalmente, sistemas de recirculagcdo foram desenvolvidos a fim de reduzir o
consumo de &agua e de melhorar a gestdo dos residuos (DAVIDSON et al., 2014),

possibilitando cultivos proximos aos grandes centros de comercializacdo. Ainda



proporcionam um maior controle das varidveis abioticas, reduzem os riscos de escapes de
espécies exdticas ou geneticamente modificadas para 0 meio ambiente (TIMMONS &
EBELING, 2010).

Basicamente a tecnologia utilizada em sistemas de recirculacdo, envolve unidades de
tratamento da agua como sistema de filtragdo bioldgica e mecanica, eskimmer para remocao
de residuos, bem como esterilizadores ultravioleta para o controle de patdégenos. No entanto,
h& muitas inovagdes técnicas necessarias para permitir que os sistemas operem com bom
desempenho para uma gama mais ampla de animais, condicGes de producgéo e das diferentes
fases da vida dos organismos (MARTINS et al., 2010). Recomenda-se que estes
sistemassejam projetados e construidos adequadamente para que funcionem de maneira
eficiente, porém atendendo as necessidades de cada laboratério, producdo erecurso
disponivel(BADIOLA et al., 2012; EBELING & TIMMONS, 2012).

A degradacdo bioldgica convencional de componentes de nitrogénio na agua
compreendem duas etapas principais, a nitrificacdo e desnitrificacdo. Dentro do processo de
nitrificacdo, os biofiltros sdo utilizados nos sistemas de recirculagdo para evitar a acumulacéo
de amdnia, promovendo a rapida conversao ao nitrito e posteriormente ao nitrato, que é o
composto nitrogenado final desse processo (EBELING & TIMMONS, 2012).A oxidacdo da
amoOnia a nitrito pode ser realizada porbactérias do género Nitrosomonas, Nitrosococcus,
Nitrosospira, Nitrosolobus, eNitrosovibrio, ja a oxidacdo do nitrito a nitrato por bactérias do
género Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira, e Nitrospina (BARTELME et al,
2017).Entretanto,ndo ha remocéo do nitrato por esse mecanismo, tendendo este a acumular-se
no sistema. A remocdo é possivel por meio da desnitrificacdo, reducdo do nitrato para o
nitrogénio gasoso através de diferentes métodos(RIJIN et al., 2006; MOUSAVI et al., 2012;
NGUYEN et al., 2015).As técnicas de remocdo envolvemprocessos abidticos e bidticos, entre
eles, alguns métodosde troca idnica, electrodialise, adsor¢do de carvdo ativado, bem como
tratamentos microbianos e sistemas aquapdnicos (GROMMENEet al., 2006; MOUSAVI et al.,
2012; HUNDLEY & NAVARRO, 2013).Na aquicultura alguns modelos podem
servinculadosao RAS, como oreator de enxofre (RE), elemento que funciona como doador de
elétrons para a reducdo do nitrato, a qual é realizada por bactérias autotroficas(KUAI E
VERSTRAETE, 1999); outroque também vem sendo utilizado é o sistemaaquap6nico,uma
modalidade de cultivo de alimentos que envolvem a integragdo entre a aquiculturae a
hidroponia em sistemas de recirculagdo de agua e nutrientes (HUNDLEY & NAVARRO,
2013).



1.4.Nitrato e seus efeitos

O nitrato (NO3") produto final do processo de nitrificagdo, (TOMASSO, 1994),a0
contrario da amodnia e nitrito ja foi considerado por parte de pesquisadores, uma substancia
com pouco ou nenhum poder toxico, alguns até afirmam que a auséncia de efeitos
fisiolégicos importantes esta relacionadoa baixa toxicidade na maioria de organismos
aquéaticos(JENSEN, 1996; THURSTON et al. 1978; VAN RUIJIN, 1996), no entanto, pode
acumular-se em grandes quantidades quando ndo ha desnitrificacdo em sistema de
recirculacdo de agua, que opera com trocas minimas de agua e/ou altas taxas de alimentacéo
(DAVIDSON et al., 2017).0s mecanismos de toxicidade do nitrato para peixes, sao
principalmente devido ao seu efeito sobre a osmorregulacéo e possivelmente pelo transporte
de oxigénio (CAMARGOet al., 2005). Apesar de nédo estarem totalmente elucidadas as vias
de assimilacdo do nitrato em peixes, alguns mecanismos de toxicidade sdo sugeridos. A
assimilacdo através das branquias é o mais reportado, porém devido a baixa permeabilidade
dessas ao nitrato, a aceitacdo é limitada e outros mecanismos séo sugeridos e relacionados a
absorcao do nitrito, como por exemplo a possivel assimilacdo transdérmica de nitrato no trato
gastrointestinal. (GROSELL E JENSEN, 2000; STORMER et al.,1996; VAN BUSSEL et al.,
2012). No entanto alguns estudos vém sendo realizados e demonstram que concentracfes
elevadas de nitrato tem o potencial de levar a asfixia, hiperventilacdo, letargia podendo afetar
0 crescimento dos animais cultivados e morte por hiperplasia, além de perturbar a funcéo
enddcrina e induzir respostas de estresse nos organismos produzidos(CAMARGO et. al,
2005; HAMLIN, 2006; HAMLIN et. al., 2008; VAN RIJIN et. al, 2006).

Os niveis seguros de nitrato e seus efeitos em varios estagios de desenvolvimento de
diferentes organismos aquaticos ainda ndo estdo bem estabelecidos. Alguns estudos de
toxicidade aguda recomendam que concentracfes de nitrato para peixes marinhos devam ser
inferiores a 500 mg/L de NOs'N/L (PIERCE et al., 1993). Entretanto para CAMARGO et al.,
(2005) um nivel méximo de 20 mg/L pode em geral ser aceitavel na criacdo de organismos
aquaticos marinhos. Porém a toxicidade do nitrato pode variar de acordo com a especie, uma
vez que depende de variaveis tais como o tamanho do animal, tempo de exposi¢éo, salinidade
e adaptacdo ambiental (CAMARGO et al., 2005; HAMLIN, 2006; TSAI e CHEN, 2002). As
informacdes sobre toxicidade de nitrato em peixes marinhos cultivados em RAS, ainda séo
limitadas, principalmente com efeito cronico,devido a insuficiéncia de estudos experimentais,

0s niveis de seguranca reportados sdo valores teoricos calculados a partir de dados de



toxicidade aguda ou baseados na experiéncia rotineira na aquicultura(FRAKES &HOFF,
1982; VAN BUSSELet al., 2012)

Em estudo com truta arco-iris Oncorhynchusmykiss,Davidson et al. (2014)observaram
que as baixas trocas de agua em sistemas de recirculagdo permitiram a acumulagdo meédia de
nitrato de 100 mg NO3z"N/Le seria essa uma causa potencial de comportamentos anormais de
natacdo para essa espécie. Esse comportamento também foi observado por Poerschet al.,
(2007) parajuvenis da tainha Mugilplatanusexpostos ao nitrato, além de mudancas em sua
coloragdo. Em se tratando de piscicultura ornamental, alteracbes na coloragcdo podem
representar uma perda econdmica, visto que a cor é atrativa para quem contribui com esse
tipo de comércio/atividade. Frakes&Hoff(1982) notaram que juvenis do peixe-palhaco (A.
ocellaris) expostos a nitrato, apesar de ndo terem sua sobrevivéncia afetada, tiveram o seu
crescimento reduzido, bem como alteragcdes na sua coloragdo, 0 que pode representar um
problema para a comercializacdo da espécie e gerar perda econdmica.

Os ensaios de toxicidade aguda séo de curto prazo (24-96 h), entretanto experimentos
de exposicdo subletais, comumente exigem de 30 a 90 dias para organismos aquaticos
(COLT, 2006). Estudos tém demonstrado que a exposi¢do ao nitrato pode causar niveis
diferentes de toxicidade aguda e cronica, numa grande variedade de espécies aquéticas
(CAMARGO e ALONSO, 2006; VAN BUSSEL et al., 2012) e que o fato de uma substancia
quimica ndo produzir efeitos visiveis sobre esses organismos em testes de toxicidade aguda,
ndo indica que ela ndo seja toxica para eles (LI et al., 2015), por isso é importante avaliar os
possiveis efeitos téxicos de substancias quimicas sob condi¢cbes de exposicoes
prolongadas(GUPTA, 2016; LI et al., 2015)em concentracBes que permitem a sobrevivéncia

dos organismos, entretanto possam afetar suas funcdes bioldgicas.

1.5. Estresse oxidativo

Geralmente  disfuncbes  fisioldgicas, alteragbes estruturais e  mudancas
comportamentais que podem comprometer o crescimento e a reproducédo, séo as implicacfes
que mais se observam em peixes quando expostos a poluentes (ADAMS, 1994). A avaliacdo
do potencial toxico de compostos quimicos pode ser realizada através debiomarcadores
bioquimicos, os quais podem permitir a identificagdo de sinais iniciais de estresse nos
organismos(LOPES et al., 2001;VAN DER OOST et al., 2003; WANG, 2009). Neste

contexto, a avaliagdo de parametros referentes ao sistema de defesa antioxidante e de dano



oxidativo podem ser uma ferramenta Util para se determinar os efeitos tdxicos de
contaminantes ambientais (LUSHCHAK, 2011).

Durante o processo de respiracdo aerobica, parte do oxigénio metabolizado para produgédo
de ATP resulta na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) como o anion radical
superoxido (O2’), peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH), as quais possuem
capacidade de oxidar macromoléculas, comprometendo assim suas funcfes e 0s processos
bioldgicos envolvidos(GUTTERIDGE, 1995;LYKKESFELDTESVENDSEN, 2007). Para se
proteger da acdo das EROS, os organismos aerdbicos apresentam um sistema antioxidante
compostos de defesas enzimaticas e ndo enzimaticas(LOPESet al., 2001). Dentre as enzimas
com papel antioxidante podemos mencionar a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT), a glutationa peroxidase (GPx), a glutationaredutase (GR) e a glutationa S-transferase
(GST) (BAGNYUKOVA et al., 2007). Ja os antioxidantes ndo enzimaticos envolvemdiversas
moléculas, tais como a glutationa reduzida (GSH), os flavonoides, o &cido ascorbico, o0 o-
tocoferol, o R-caroteno e o acido lipdico (LYKKESFELDT E SVENDSEN, 2007).

Os agentes pro-oxidantes e os antioxidantes em condicGes fisiologicas normais dos
organismos encontram-se em um estado de equilibrio. O estresse oxidativo pode ser definido
quando ocorre um desequilibrio entre a producdode compostos oxidantes e a atuacdo dos
sistemas de defesa antioxidante, em favor dos oxidantes, ou em detrimento da velocidade de
remocao desses, resultando no aumento dos niveis de dano oxidativo em macromoléculas,
como proteinas, lipidios, DNA e RNA (LUSHCHAK, 2011; HALLIWELL & GUTERIDGE,
2015). Dependendo do grau desse desequilibrio, o dano oxidativo pode comprometer diversas
funcoes fisioldgicas, e até mesmo ocasionar amorte celular por apoptose ou necrose (JONES,
2006; LYKKESFELDT 2007; HALLIWELL & GUTERIDGE, 2015).

Ja foi demonstrado que a exposi¢cdo a contaminantes como compostos nitrogenados
incluindo a amoénia e o nitrito induzem o estresse oxidativo, uma vez que podem levar a
diminuicdo da eficicia do sistema de defesa antioxidante dos peixes e/ou elevar a producéo
de agentes oxidantes como as EROS e as espécies reativas de nitrogénio (ERN)(SINHAet al.,
2014; JENSEN et al., 2015; LI et al., 2016; MALTEZ et al., 2017). Apesar destes efeitos
ainda ndo terem sido descrito em peixes expostos ao nitrato, vale mencionar que parte do
nitrato que é absorvido pelos peixes pode ser reduzido a nitrito pela acdo da
nitratoredutase(SCHRAMet al., 2012). Esta pode ser entdo uma possivel via de inducdo ao
estresse oxidativo em peixes mantidos em concentracfes de nitrato acima dos niveis

adequados.



Na producdo animal, o estresse oxidativo pode estar envolvido em varias condicGes
patoldgicas, incluindo condicdes relevantes para o bem-estar geral dos individuos
(LYKKESFELDT et al., 2007; MALTEZ et al., 2017).Entretanto, ainda ndo ha na literatura,
estudos que avaliem os efeitos no sistema de defesa antioxidante e niveis de dano oxidativo
em peixes-palhacos expostos ao nitrato. Desta forma, as informacdes obtidas neste estudo
poderdo contribuir para a compreensao dos mecanismos de toxicidade do nitrato,bem
comono estabelecimento decritérios de qualidade de 4gua e manejo adequado nos sistemas de
producao.



2. Objetivo Geral

Avaliar o efeito cronico do nitrato em juvenis do peixe-palhaco Amphiprionocellaris.

3. Objetivos especificos

e Examinar o efeito crénico do nitrato sobre a sobrevivéncia e parametros zootécnicos
em juvenis do peixe-palhaco A. ocellaris;

e Avaliar os efeitos da exposicdo a concentracfes subletais de nitrato no sistema de
defesa antioxidante e nos niveis de dano oxidativo em juvenis do peixe-palhaco (A.

ocellaris).



4. Material e Métodos

4.1 Desenho experimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Piscicultura Estuarina e Marinha
(LAPEM) da Universidade Federal do Rio Grande - FURG, atendendo aos requisitos
exigidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal CEUA/FURG, sob certificado de N°
23116.008568/2017-23.

Os juvenis de peixe-palhaco foram produzidos no LAPEM a partir de protocolos de
reproducéo e larvicultura de acordo com Hoff (1996).0Onde apos o periodo de incubacdo dos
ovos realizado no proprio sistema de reprodutores com o cuidado parental, 0s ovos sdo
transferidos para tanques circulares de 20 L e mantidos em sistemas semi-estatico, com
renovacOes didrias progressivas que vao de 5 a 80%, conforme o decorrer da larvicultura.
Durante o periodo larval se utiliza 4gua verde através da inoculacdo da microalga N. oculata
do 1-10 dia apos a eclosdo (DAE), rotiferos B. plicatilis (10-15 por ml) do 1-5 DAE, nauplios
de artémia AF (325-400 um) INVE Aquaculture, do 3 -5 DAE, nauplios de artémia (5-10 por
ml) (>425 pm) do 4-7 DAE, metanduplios enriquecidos (RED PEPER) por 24 h do 7-15
DAE (5/ml), racdes (ORANGE GROW) de diferentes didametros a partir do 10 DAE, até o
inicio do experimento.

Aos 20 DAE, 180 peixes (peso médio de 28,68+1,09 mg e comprimento total de
12,09+0,19 mm) foram distribuidos aleatoriamente em 12 tanquescilindricos com volume Util
de 15 L, parede preta e fundo branco,mantidos em um banho termostatizadopara controle da
temperatura, comaeracdo proveniente de um soprador e regulada através de pedras de
aeracdo,fotoperiodode12:12h (claro:escuro)e densidade de estocagem de 1 peixe/L (15 peixes
por unidade).

Os peixes foram expostos atrés concentracdes de nitrato, mais um controle sem nitrato
(0, 30, 60 e 90 mgN-NOs7/L), todosem triplicata, por um periodo de 42 dias. As
concentragdes de nitrato foram obtidas com adi¢do de nitrato de sodio (NaNOz Synth, Brasil)

previamente diluido.



Foram realizadas biometrias no inicio e no final do experimento para avaliacdo dos
indices de desempenho zootécnico. Ao final dos 42 dias também foram coletados cinco
peixes inteiros para analisesde estresse oxidativo (n= 15 animais/tratamento). Apds eutanésia
em dose letal de hidrocloridrato de benzocaina (300 ppm) os peixes destinados a avaliagao
bioquimica, foram congelados em nitrogénio liquido e mantidos em ultrafreezer (-80° C) até

a realizacdo das analises.

4.2.Qualidade de 4gua e manejo dos animais

Os parametros de qualidade da dgua foram controlados diariamente pela manha. A
temperatura e oxigénio dissolvido foram medidos com oximetrodigital - (YSI Model 550A-
Yellow Springsinstruments, YellowSprings, OH, EUA), a salinidade com refratdmetro
digital ATAGO, PAL-06S, Japédo), o pH com pHmetro de bancada (METTLER TOLEDO
FiveEasy FE20, Suica).As analises de amonia total (NAT) seguiu metodologia ja descrita
(UNESCO, 1983), assim como para nitrito (BENDSCHNEIDER AND ROBINSON, 1952),
ambas lidas em espectrofotdbmetro (BioespectroSP-22), e aalcalinidade foi medida por
titulometria(EATON et al., 2005). A temperatura foi mantida em 27,0°C, a concentragédo de
oxigénio dissolvido em 6,80 mg O2/L, o pH em 8,27, alcalinidade em 199,59mg CaCOa/L,
salinidade 30 %o, amonia total 0,26 mg N-NAT/L e nitrito 0,19 mg N-NO27/L.

A cada 5 dias foram realizadas analises de nitratoadotando metodologia descrita
emBaumgartenet al.(2010), para a afericdo das concentracOes pré-estabelecidas.A renovacao
de &gua das unidades experimentais foi realizadainicialmentea uma taxa de 50% do seu
volume ao dia.A partir do décimo quinto dia de experimento a taxa foi ajustadapara 80%
devido ao crescimento dos animais e aumento dos niveis de excrecdo de amoénia.Durante todo
experimento, a agua utilizada para renovacdo foi proveniente desolucBes estoques,
previamente preparadas para cada concentracdo de nitrato.Os animais foram alimentados trés
vezes ao dia (9h, 13h e 17h) com racdo comercial para larvas e juvenis de peixe marinho, até

a saciedade aparente durante todo o periodo experimental, exceto no dia anterior a coleta.

4.3. Analises

Para a biometria inicial, utilizou-se um grupo representativo de 30 animais que seriam

utilizados no experimento.Apos 42 dias do experimento, todos os peixes foram mantidos em



jejum de24h e anestesiados com hidrocloridrato de benzocaina (75 ppm). O comprimento
total (CT) e o peso dos animais foram obtidos com a utilizacdo de paquimetro e balanca
(Sartorius 129 TE214S, Brasil) com 0,0001g de precisdo respectivamente. A performance
dos peixes no experimento foi avaliada através dos seguintes indices zootécnicos:
e Sobrevivéncia:S(%)= (n° final de peixes) + (n° inicial de peixes) x 100.
e Taxa de crescimento especifico (TCE): TCE (%) = 100 x [(In peso final (g) — In peso Inicial
(9)] + tempo (dias)].
e Conversdo alimentar aparente (CAA):CAA(%)= (Racdo ofertada)+~(Ganho de
biomassa)x100.
e Fator de condicdo de Fulton (K): (Peso total)+(Comprimento total *)x 100.

e Ganho de Peso (GP): Peso médio final- Peso médio inicial.

4.3.1. Bioquimica (Estresse oxidativo)

As anélises foram realizadas no Laboratdrio de Bioquimica Funcional de Organismos
Aquaéticos (BIFOA) da FURG. Cinco peixes inteiros de cada tanque foram homogeneizados
em sonicador (QSonica, LLC. Modelo: Q55, EUA) (diluicdo 1:4 — p:v) em Ice- Cold buffer
(100 mM Tris—HCI, 0,1 mM EDTA e 0,1% triton X-100 (v/v), pH 7,8) como descrito por
CASTRO et al. (2012) e entdo centrifugados a 10.000 xg durante 30 minutos a 4 °C
(Centrifuga SOLAB SL-703, Brasil). O sobrenadante foi pipetado e estocado a -80 °C até a
realizacdo das andlises.

O contetido de proteinas totais dos homogeneizados foideterminado pelo método de
biureto, utilizando kit comercial (Doles, Brasil). As leituras de absorbancia foram realizadas
em espectrofluorimetro (BioTek, Synergy HT, EUA ) a 550 nm. A capacidade antioxidante
total contra radicais peroxil (ACAP) foi mensurada de acordo com a metodologia descrita
por Amado etal.(2009). Para tal, as amostras foram previamente padronizadas em 2mg/ml de
proteinas totais e lidas emexcitacdo (485nm) e emissdo (520nm) (Bio Tek, Synergy HT,
EUA). Os niveis de peroxidacéo lipidica (LPO) foram medidos de acordo com OAKES &
VAN DER KRAAK (2003). Este método quantifica os niveis de malondialdeido (MDA),
um subproduto da peroxidacao lipidica, medindo substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) realizandomedicdes fluorimétricas a excitacdo de 520 nm e emissdo de 580
nm(Bio Tek, Synergy HT, EUA) e os resultados foram expressos como nmol TMP mg de
tecido Umido™, onde TMP representa tetrametoxipropano (ACROS Organics), empregado

como padrdo. A atividade da enzima Glutationa S-Transferase (GST) foi obtida da leitura



em absorbancia (340 nm) (BioTekSynergy HT, EUA) segundo Habig (1974) e
Habig&Jakoby (1981). O método empregado para a detereminacdo do contetdo de
tidisprotéicos (PSH) e ndo protéicos (NPSH) utilizou DTNB (5,5- ditiobis(acido 2-
nitrobenzoico, Sigma), conforme proposto por Sedlak e Lindsay (1968). A determinacdo do
teor de NPSH nas amostras foi medida apds a desproteinizacdo com &cido tricloroacético
(TCA 50%). O pellet formado pela proteina precipitada foi ressuspendido com tampéo de
homogeneizagdo para quantificagio do teor de PSH lido aabsorbanciade
405nm(BioTekSynergy HT, EUA).

4.3.2.Estatistica

Todos os dados obtidos tiveram os pressupostos de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade (Levene) avaliados. Se pelo menos um destes requisitos ndo foi atendido,
aplicou-se transformacGes matematicas. Uma vez atendido estes pressupostos, os dados
foram submetidos a ANOVA de uma via e, quando houve diferencas estatisticas
significativas detectadas entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo Teste de
Tukey. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi empregado quando os dados
apresentavam distribuicdo ndo normal ou ndo homogénea. Todas as analises foram realizadas
com um nivel minimo de significancia de 5% (P<0,05) (ZAR, 1996).



5. Resultados

5.1. Desempenho zootécnico

N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos para 0s
parametros de desempenho zootécnico avaliados exceto o fator de condicdo (K) que
apresentou valores significamente mais elevados nos peixes expostos a 90 mg N-NOs7/L
quando comparado aos demais grupos experimentais. (Tabela 2).

Tabela 2- Parametros zootécnicos (médiatEP) de juvenis de peixe palhaco

Amphirionocellaris criados em diferentes concentracdes de nitrato por 42 dias.

Nitrato (mgN-NOs-/L)

0 30 60 90

Peso inicial(mg) 28,68+1,09

Peso final (mg) 214,23+3,96 201,69+21,78 188,39+18,79 195,89+6,52

CT inicial (mm) 12,09+0,19

CT final (mm) 22,15+0,06 22,0420,75 21,0620,83 20,51+0,33
Sobrevivéncia 100+0,00 86,67+13,33 95,5622,22 100+0,00

K 1,97+0,04° 1,87+0,01° 2,01+0,05" 2,27+0,04°
CAA 1,18+0,08 1,21+0,04 1,19+0,09 1,1240,11

TCE 4,79+0,04 4,63+0,26 4,46+0,23 4,57+0,08

CT: Comprimento total; K: Fator de condicdo;CAA: Conversdo alimentar aparente. TCE: Taxa de
crescimento especifico. Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferencas estatistica
significativas entre os tratamentos (Tukeyp<0,05).



5.2.Parametros bioquimicos

O teor de proteinas totais foi significativamente menor nos juvenis de peixe-palhago

expostos a 90 mg/L de N-NOz™ em relagéo aos peixes do grupo controle (Figura 1).
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Figura 1- Contetdo proteico em juvenis dopeixe-palhaco Amphiprionocellaris expostos a
diferentes concentragdes de nitrato. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre
os tratamentos. (Tukey; p<0,05)

A atividade da GST foi menor no tratamento 60 mg/L de N-NOsz em relacdo ao
controle, e no tratamento 90 mg/L de N-NOs™ em relacdo ao controle e ao tratamento 30 mg/L
de N-NOs'(Figura 2). A ACAP (Figura 3) e os niveis de PSH (Figura 4) ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos. Foi observado um aumento nos
niveis de NPSH (Figura 5) e TBARS (Figura 6) nos peixes expostos a 60 e 90 mg/L de N-

NOs" em relagéo ao tratamento controle.
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Figura 2- Atividade da Glutationa S-transferase (GST) em juvenis dopeixe-palhaco
Amphiprionocellaris expostos a diferentes concentragdes de nitrato. Letras diferentes

indicam diferencas significativas entre os tratamentos.(Kruskall-Wallis;p <0,05).
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Figura 3- Capacidade antioxidante total frente a um radical peroxil (ACAP) em juvenis de
peixe-palhaco Amphiprionocellaris expostos a diferentes concentragdes de nitrato.
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos. (Kruskall-
Wallis; p <0,05).
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Figura 4- Tiol proteico (PSH) contido em juvenis de peixe-palhago
Amphiprionocellarisexpostos a diferentes concentragdes de nitrato. Letras diferentes

indicam diferencas significativas entre os tratamentos. (Tukey; p<0,05).
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Figura 5- Tiol ndo proteico (NPSH) contido em juvenis de peixe-palhaco
Amphiprionocellaris expostos a diferentes concentracfes de nitrato. Letras diferentes

indicam diferencas significativas entre os tratamentos. (Tukey; p <0,05).



1.0-

R a
g 08
'g a
(<))
E 0.6- ab
o
= [
g 0.4- b
- I
0
<
m 02'
=
0.0

Controle 30 mg 1 60 mg ! 90 mg I

Figura 6- Substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) contido em juvenis de peixe-
palhaco Amphiprionocellaris expostos a diferentes concentracbes de nitrato. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos.(Kruskall-Wallis; p

<0,05).



6. Discussao

O nitrato € um parametro de qualidade da agua que requer atencdo em sistemas de
producdo que utilizam filtros bioldgicos, como os sistemas de recirculacdo de agua, por
exemplo, sobretudo quando ndo ha remogdo do nitrato acumulado no sistema. No entanto,
os seusefeitos ndo foram extensivamente estudados para a maioria das espécies cultivadas
nesses sistemas (DAVIDSONet al., 2017).

No presente estudo, o desempenho zootécnico dos juvenis de peixe-palhaco ndofoi
comprometido, resultado semelhante foi observado em larvas de
zebrafishDaniorerioexpostas as concentracdes de 50 a 200 mg/L de N-NOzdurante 23 dias
(LEARMONTH & CARVALHO 2015). No entanto, juvenis do A. ocellaris expostos as
concentragdes de 100 mg/L de N-NOszdurante 84 dias ttm um crescimento reduzido
(Frakes&Hoff, 1982). Em nosso delineamento com metade do periodo experimental, 0s
dados do fator de condigdo, maior na concentracdo de 90 mg/L de N-NOs sugere um
aumento do peso em relacdo ao comprimento, que pode expor uma diferenca de crescimento
em um periodo mais prolongado.Apesar da auséncia de efeitos evidentes sobre o desempenho
zootécnico, os resultados dos parametros bioquimicos demonstram que concentracdes a partir
de 60 mg/L de N-NO3z" sdo suficientes para causar estresse nos juvenis do A. ocellaris.

Segundo Thomas (1990), os efeitos metabolicos desencadeados pelo estresse incluem
alteracBes bioquimicas e fisiologicas como a inibicdo da sintese protéica. Este fato foi
observado no teor de proteinas totais menor dos juvenis de peixe-palhaco expostos a 90 mg/L
de N-NOsz", sugerindo uma inibicdo da sintese proteica ou sua utilizacdo para suprir uma
maior demanda energética desencadeada pelo estresse.

Alguns autores relatam que compostos nitrogenados como aménia e nitrito induzem o
estresse oxidativo nos tecidos de peixes uma vez que podem levar a uma maior geracdo de
radicais livres e/ou inibicao do sistema de defesa antioxidante, causando assim o aumento nos
niveis de dano oxidativo em diferentes macromoléculas e tecidos (SUN et al., 2014; JIA et
al., 2015; Ll etal., 2016; MALTEZ et al. 2017).

Os juvenis de peixe palhago expostos a concentragdes a partir de 60 mg/L de N-NOz
apresentaram uma inibicdo da atividade da GST, que é um grupo de enzimas que catalisa a
reacdo de moléculas eletrofilicas com a glutationa reduzida (GSH), apresentando assim um

importante papel como antioxidante e na detoxificagdo de xenobioticos e produtos de dano



oxidativo (BLANCHETTE et al. 2007). Este resultado indica o efeito negativo do nitrato
sobre o sistema de defesa antioxidante enzimatico e que se demonstrou mais acentuado na
concentragdo mais alta de nitrato (90 mg/Lde N-NOz’). Neste tratamento houve uma
concomitante reducdo no contedo de proteinas totais, sugerindo uma possivel relacdo entre
estes parametros, ja que uma inibicdo da sintese proteica poderia comprometer a acdo da
enzima. Porémndo foram demonstrados efeitos do nitrato sobre a ACAP dos juvenis de
peixe-palhago indicando que de modo geral a competéncia dos organismos em se proteger
contra os radicais oxidativos foi mantida.

Nas concentra¢fes 60e 90 mg/L de N-NOstambém foi observado um aumento no
conteddo de NPSH. A GSH é o NPSH predominante nas células (DICKINSON &
FORMAN, 2002), portanto, a diminuigdo da atividade da GST nestes mesmos tratamentos,
pode levar a uma menor utilizacdo de GSH, justificando o aumento reportado. Outra via de
explicacdo pode estd relacionada ao papel da GSH na detoxificagio de compostos
nitrogenados. De acordo com Monseeset al., (2016) uma das rotas sugeridas de detoxificacdo
do nitrato envolve a sua reducdo a nitrito (NO2). A GSH é citada como uma das mais
importantes moléculas que detoxificam o NO2" (DOBLANDER & LACKNER, 1996) e a sua
sintese pode ser regulada positivamente em resposta ao acumulo deste composto no
organismo (MOELLERING et al., 1998).

Os teores de PSH podem ser utilizados como indicadores dos niveis de oxidacdo
proteica (MITTON ET AL., 2016), os quais ndo se alteraram no presente estudo, apesar do
cendrio pro-oxidante induzido pela exposicdo ao nitrato. Este resultado pode estar
relacionado ao aumento nos teores de NPSH, e possivelmente GSH, a qual através do
processo denominado de S-glutationilacdo previne a oxidacdo irreversivel de proteinas
(HALLIWELL & GUTERIDGE, 2015).

Por outro lado, o aumento dos niveis de TBARS nos peixes expostos a concentragdes
a partir de 60 mg/L de N-NOgz™ indicam o aumento no grau de LPO, uma reagcdo em cadeia
iniciada por um radical hidroxila que leva a oxidacdo sobretudo de &cidos graxos poli-
insaturados (HALLIWELL & GUTERIDGE, 2015). Uma vez que a ACAP ndo foi afetada, o
aumento nos niveis de LPO sugerem uma maior produgdo de pré-oxidantes induzida pelo
nitrato. Além disso, a inibi¢do da atividade da GST observada nas mesmas concentragdes (60
e 90 de mg/L de N-NOz3’) também pode explicar o aumento nos nives de TBARS, uma vez
que esta enzima apresenta um papel importante na detoxificacdo de produtos de dano

oxidativo, incluindo o MDA.



7. Conclusao

N&o ha diferencas significativas no desempenho zootécnico dos peixes expostos as
concentragdes de 30, 60 e 90 mg/L de N-NOgz", exceto para o fator de condi¢do K na maior
concentracdo, porém peixes expostos as duas maiores concentragdes temseu metabolismo
oxidativo alterado. Portanto a producdo de juvenis de A. ocellarisé segura até 30 mg/L de N-
NOs", pois até essa concentragdo nao ha problemas relacionados a sobrevivéncia, crescimento

ou respostas de estresse oxidativo.
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