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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi verificar a toxicidade aguda e os efeitos subletais do
nitrito nos parametros de estresse oxidativo e histopatolégicos em juvenis do linguado
Paralichthys orbignyanus (0,39 £ 0,13g e 3,15 £ 0,41cm). Os peixes (sete por unidade
experimental) foram expostos em sete concentragcdes de nitrito (Controle — sem adicéo
de nitrito; 20, 40, 80, 160, 320 e 640mg NO,-N/L) em triplicata por um periodo de 96h.
Os tanques foram monitorados a cada 24h para verificacdo de possivel mortalidade e
estimativa da CLso. Ao final do periodo experimental foram coletados peixes (exceto na
concentracdo mais alta, onde houve mortalidade total) para as analises de estresse
oxidativo e de histopatologia. Foram observadas mortalidades apenas nas concentragoes
a partir de 320mg NO;-N/L e os valores de CLs, variaram entre 427,8 a 393,1mg NO, -
N/L para 24 e 96h, respectivamente. A ACAP apresentou reducdo gradativa nos peixes
expostos em niveis de nitrito a partir de 160mg NO,-N/L. A atividade da GST foi
significativamente maior nos tratamentos de 80, 160 e 320mg NO;-N/L. Na
concentracdo de 320mg NO,-N/L os niveis de TBARS foram maiores em relacdo ao
Grupo Controle. Os niveis de NPSH foram maiores nos tratamentos de 160 e 320mg
NO,-N/L em comparacdo com o Controle, 20 e 40mg NO,-N/L, assim como 0s niveis
de PSH, que também foram maiores nos peixes expostos as concentracdes de 160 e
320mg NO,-N/L. Sendo assim, uma condicdo pro-oxidante foi induzida nos juvenis
qguando expostos em concentracdes a partir de 80mg NO,-N/L, a qual foi evidenciada
por alteracBes no sistema antioxidante e aumento nos niveis de dano oxidativo. A
exposicao até 320mg NO,-N/L por 96h ndo induziu nenhuma alteracdo histopatoldgica
nas branquias e figado dos animais. Os presentes resultados demonstram que o linguado
é uma espécie que apresenta elevada tolerancia ao nitrito, porém recomenda-se que as

concentracdes deste composto no ambiente de criacdo ndo excedam 40mg NO, -N/L.

Palavras-chave: dano oxidativo; nitrogénio; piscicultura marinha; linguado;

antioxidante.



Abstract

This study evaluated the acute toxicity and sublethal effects of nitrite on oxidative stress
and histopathological parameters of early juvenile Brazilian flounder Paralichthys
orbignyanus. Fish were exposed to control, 20, 40, 80, 160, 320 and 640mg NO, N-L™,
in triplicate for 96h. Every 24h the tanks were monitored to check possible mortality to
estimate the LCso. At the end of the experiment, fish were collected for stress oxidative
and histopathological analysis. The LCso ranged from 427.8 to 393.1mg NO,'N-L™ for
24 and 96h, respectively. ACAP showed gradual reduction in fish exposed to nitrite
levels from 160mg NO, N-L™*. GST activity was higher in 80, 160 and 320mg NO,'N-L"
! NPSH and PSH levels were higher in 160 and 320mg NO,N-L™ compared to the
Control, 20 and 40mg NO,'N-L™*. TBARS level was significantly higher in fish exposed
to 320mg NO,N-L* than the Control and 20mg NO,'N-L™. No histopathological
changes were evidenced in the gills and liver of exposed fish. Moreover, a pro-oxidant
condition was induced when P. orbignyanus were exposed to concentrations from 80mg
NO2'N-L™, which was evidenced by alterations in the antioxidant system and increased
levels of oxidative damage. Therefore, it is recommended that the concentrations in the
environment do not exceed 40mg NO,'N-L™ in order to avoid oxidative stress in this

species.

Keywords: oxidative damage; nitrogen; marine fish; flounder; antioxidant.



1. Introducéo

Em uma escala global, a pesca e a aquicultura sdo atividades importantes para o
fornecimento de alimento e renda para milhdes de pessoas. Devido a estagnacdo da
captura de pescado proveniente da pesca no fim da década de 1980, acompanhado a um
rapido aumento da demanda do pescado, a aquicultura se tornou o setor de producéo de
alimentos de origem animal que mais cresce no mundo, representando atualmente mais
de 50% do fornecimento de pescado (FAO 2018). Dentre os paises com maior potencial
para aquicultura, o Brasil tem papel de destaque, em especial por sua disponibilidade
hidrica, clima favoravel e ocorréncia natural de espécies aquaticas que compatibilizam
interesse comercial e cientifico (Brasil 2014). O pais encontra-se na 13° posi¢do no
ranking dos paises com maior producdo aquicola do mundo, sendo a piscicultura
continental a principal responsavel por esta producdo (FAO 2018).

Em contrapartida, a piscicultura marinha ainda esta em estagio inicial no pais
(FAO 2018), mesmo possuindo um extenso litoral e uma abundancia de espécies
marinhas e estuarinas com potencial para aquicultura. Os principais obstaculos para o
crescimento da piscicultura marinha no Brasil estdo associados a falta de insumos
(racOes, equipamentos, estruturas de producao) e servicos especializados (mao de obra,
seguro aquicola), além da ineficiéncia nas questdes legais para concessdo de aguas
publicas e licenciamento ambiental (Cavalli et al. 2011). O desenvolvimento de pacotes
tecnoldgicos adequados para criacdo de espécies nativas com potencial para aquicultura
também sdo pecas-chave para impulsionar a atividade. Algumas espécies sdo
consideradas promissoras para a piscicultura marinha brasileira, podendo ser citados o
robalo-peva Centropomus parallelus e robalo-flecha Centropomus undecimalis, o
bijupird Rachycentron canadum, a tainha Mugil liza e o linguado Paralichthys
orbignyanus (Baldisserotto e Gomes 2010; Cerqueira et al. 2017).

Pertencente a ordem Pleuronectiformes, o linguado (Figura 1) é um peixe plano
(Figueiredo e Menezes 2000) caracterizado por sofrer por uma abrupta metamorfose
durante a fase larval, envolvendo a transi¢do da simetria bilateral do corpo para um
formato assimétrico e comprimido dorso-ventralmente, acompanhado pela migracéo de
um dos olhos para o lado oposto da cabega, além da mudanca do comportamento

pelagico para demersal (Nelson 2006).



Figura 1. Exemplar adulto do linguado Paralichthys orbignyanus. Fonte: Marcelo Okamoto.

O linguado P. orbignyanus (Valenciennes 1839) € uma espécie bentnica,
carnivora e que esta distribuida desde o litoral do Rio de Janeiro, no Brasil, até a regiéo
de Mar del Plata, na Argentina, em 4&guas da plataforma continental até
aproximadamente 20m de profundidade, sendo comum em regides estuarinas (Lema et
al. 1980; Cousseau e Perrotta 1998; Figueiredo e Menezes 2000). Alguns exemplares
podem atingir mais de 100cm de comprimento total e peso de aproximadamente 10kg
(Bianchini et al. 2010). Seu valor comercial € elevado, apresenta excelente qualidade de
carne e um alto rendimento de filetagem (Robaldo et al. 2012), mostrando-se um
importante recurso da pesca na costa do Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina (Diaz
de Astarloa 2002).

Além disso, alguns estudos demonstram que o linguado tem capacidade de
tolerar uma ampla faixa de variacdo de diversos parametros fisico-quimicos e de
qualidade de &gua como pH, temperatura, salinidade e elevadas concentragcdes de
compostos nitrogenados (Bianchini et al. 1996; Wasielesky et al. 1997; Wasielesky et
al. 1998; Sampaio e Bianchini 2002). Outro aspecto que favorece esta espécie é que o
processo de maturacdo e desova, bem como a sua larvicultura tém sido realizadas com
sucesso em cativeiro, permitindo a producdo de juvenis com taxas consideradas boas de
sobrevivéncia (Sampaio et al. 2008).

Para produzir uma determinada espécie, conhecer os limites de tolerancia e a
manutencdo da qualidade de agua é requisito indispensavel nos sistemas de criacdo, 0
que influencia diretamente no sucesso ou fracasso de sua producdo (Ostrensky e
Wasielesky 1995; Boyd e Tucker 2012; Campos et al. 2012). A intensificacdo dos
sistemas de producdo na aquicultura € importante para permitir o desenvolvimento
sustentavel da atividade, visto que ird proporcionar um aumento na produtividade

(Klinger e Naylor 2012). Porém com o aumento da densidade de estocagem um maior



monitoramento da qualidade de dgua é necessario para evitar que 0s organismos sejam
mantidos em condicdes que afetem o seu bem-estar e 0 desempenho dos mesmos (Boyd
e Tucker 2012).

Dentro dos sistemas de criagdo de organismos aquaticos, sobretudo em sistemas
intensivos, os residuos nitrogenados podem se tornar um problema em termos de
qualidade de &gua (Tomasso 1994; Campos et al. 2012). Apesar de o0 nitrogénio ser
indispensavel aos organismos e ocorrer de forma natural no meio, o problema associado
ao acumulo deste nutriente no ambiente de cultivo esta relacionado ao fato de que, em
certas concentracdes podem atingir niveis toxicos os quais podem ocasionar alteracoes
fisioldgicas, bioguimicas, morfoldgicas e comportamentais, e em casos mais extremos
ocasionar mortalidade dos peixes (Randall e Tsui 2002; Jensen 2003; Schram et al.
2010; Baldisserotto et al. 2014). As formas nitrogenadas que podem atingir niveis
toxicos aos organismos dentro dos sistemas de producdo e que necessitam de atencao
especial séo principalmente a amonia e o nitrito (Tomasso 1994; Rodrigues et al. 2007).

A excrecdo dos organismos cultivados e a decomposicdo de matéria organica,
sdo as principais fontes destes compostos na piscicultura intensiva (Gross et al. 2000).
Em sistemas tradicionais de producdo, quando a densidade de organismos € menor, em
geral sdo observados baixos niveis de amonia — composto resultante do catabolismo das
proteinas — que aumentam de acordo com a quantidade de alimento fornecido e ao
aumento da biomassa (Queiroz e Boeira 2007). No caso da criacdo de peixes carnivoros,
como é o caso do linguado, esta situacdo pode ser dificultada em virtude dos elevados
niveis de proteina usados nas ra¢Ges (Hurvitz et al. 1997; Baldisserotto 2013). O uso do
sistema de recirculacdo de agua (SRA) é uma alternativa para se intensificar a producéo,
sem gue estes compostos atinjam concentracdes indesejaveis.

Nos SRA, o controle dos niveis de amdnia e nitrito ocorre durante o processo de
nitrificacdo, quando a agua passa pelo biofiltro. Este processo envolve duas etapas, nas
quais amonia é oxidada a nitrito, e este por sua vez a nitrato, pela acdo de bactérias
nitrificantes, como por exemplo, as do género Nitrosomonas e Nitrobacter
(Baldisserotto 2013). Como produto da nitrificagdo, o nitrato tende a acumular em SRA
(Ebeling e Timmons 2012), porém este composto € menos toxico para 0S peixes,
principalmente em &gua salgada, tornando-se problema apenas em concentragdes
extremamente altas (Baldisserotto 2013).

O nitrito é o composto intermediario na nitrificacdo bacteriana da aménia a

nitrato (em meios oxidantes), ou produto da denitrificacdo do nitrato (em ambientais

8



redutores), e sua toxicidade varia em funcdo da concentragdo no meio e de diversos
outros fatores bioticos e abidticos, como por exemplo o estagio de desenvolvimento em
que se encontram os organismos produzidos (Svobodova et al. 2005; Kroupova 2005).
Este composto pode ser encontrado em duas formas na agua, o acido nitroso (HNO,) e o
nitrito ionizado (NOy), e o equilibrio entre as duas formas se da pelo pH. Em valores de
pH da agua acima de 5,5 apenas o nitrito ionizado estara presente, portanto, esta é a
forma que ocasiona a toxicidade em sistemas de producéo (Baldisserotto 2013).

Uma vez que se encontra no ambiente de criacdo, pode ser absorvido ativamente
através do epitélio branquial e atingir concentracdes muito elevadas nos fluidos
corporais (Machado 1999; Kroupova 2006). O nitrito é ativamente absorvido pelas
branquias via antiporte em competicdo com cloreto (Jensen 2003). De acordo com isso,
a competicdo pelo mesmo transportador em salinidades elevadas pode reduzir a
toxicidade do composto (Wuertz et al. 2013). Contudo, a entrada de nitrito pode ocorrer
por difusdo a favor do gradiente eletroquimico (Jensen 2003; Baldisserotto 2013). Outra
importante via de absorcao do nitrito em peixes marinhos ou adaptados a agua do mar é
através do intestino. Por serem hiposméticos em relacdo ao meio, 0s peixes precisam
beber dgua para compensar a perda por osmose, e 0 nitrito é absorvido em substituicdo
ao cloreto nos simportes Na* /K" / 2CI" e Na* /CI" (Grosell e Jensen 2000). O actimulo
de nitrito no plasma sanguineo causa a oxidacdo da hemoglobina (Hb), formando a
metahemoglobina (MetHb) que nédo é capaz de transportar oxigénio, podendo ocasionar
hipoxia funcional nos peixes (Almendras 1987; Kroupova 2006). Devido ao alto nivel
de metahemoglobina, sangue apresenta uma coloracdo marrom-chocolate. Por isso, a
intoxicacdo por nitrito também é conhecida como doenga do sangue marrom. Como
consequéncia, as condi¢des hipoxicas causadas pela metahemoglobina comprometem
varios orgaos dos peixes, como por exemplo o figado. A hipdxia tecidual e a producéo
de energia anaerébica podem se refletir em concentracfes elevadas de lactato
plasmatico. Além disso, o nitrito também induz alteragbes lisossomais e mitocondriais
no figado do peixe, resultando em um aumento na instabilidade dessas organelas
(Kroupova 2005). Estudos demostram que diversos efeitos fisioldgicos sdo expressados
devido a toxicidade do nitrito, sendo a mortalidade resultante de diversos efeitos e a
formacgdo da metahemoglobina é apenas um deles (Kroupova 2006; Hansen e Jensen
2010).

O estresse pode ser caracterizado como uma resposta bioguimica desencadeada

por compostos enddgenos, que podem estar relacionados as variaveis ambientais e/ou
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poluentes (Monserrat et al. 2007; Stoliar e Lushchak 2012). Alguns estudos mais atuais
demonstraram que a exposigdo ao nitrito pode induzir ao estresse oxidativo em peixes
(Jensen et. 2015; Maltez et al. 2018). O oxigénio é indispensavel para a producdo de
energia, assim como € essencial para a vida. Porém o oxigénio possui a capacidade de
gerar substancias toxicas a partir da sua biotransformacdo em espécies reativas de
oxigénio (ERO), podendo causar danos irreversiveis aos organismos. As ERO estdo
envolvidas em varios processos degenerativos, pelo fato de algumas serem radicais
livres capazes de atacar biomoléculas, alem de serem altamente reativas. Os radicais
livres mais conhecidos sdo os anions radicais superoxido (O,.") e hidroxila (OHY) e
peroxido de hidrogénio (H,0,). Todo organismo aerébico possui um sistema de defesa
antioxidante composto de complexos enzimaticos e ndo enzimaticos que atuam
diretamente ao combate a formacdo das ERO, tentando neutralizar sua acdo e
beneficiando o reparo de moléculas que sofreram danos oxidativos. As enzimas
antioxidantes mais comuns sdo superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e a glutationa-S-transferase (GST), e os antioxidantes ndo enzimaticos
sdo a glutationa reduzida (GSH) (Halliwell e Gutteridge 2015), sendo todas estas
encontradas nos tecidos dos peixes (Martinez-Alvarez et al. 2005).

Existem diferentes respostas ao estresse, as quais podem ser classificadas em
primarias, secundarias e terciarias. A resposta primaria é neuroendocrina, na qual ha a
liberacdo de catecolaminas e hormdnios corticosteroides na corrente sanguinea. As
respostas secundarias sdo usualmente definidas como a canalizacdo das acGes e dos
efeitos imediatos desses hormdnios em nivel sanguineo e tecidos, incluindo aumento
dos batimentos cardiacos e da absor¢do de oxigénio, a mobilizacdo de substratos de
energia e, ainda a alteracdo de processos da osmorregulacdo. As respostas terciarias
afetam os individuos comprometendo ou prejudicando o desempenho de crescimento,
reproducéo, sistema imune e comportamento (Barton 2002; Wendelaar Bonga 2011).

Geralmente, as células animais tendem a manter a condicao bioldgica basal entre
0s agentes oxidantes e antioxidantes (Halliwell e Gutteridge 2007). O estresse oxidativo
pode ser definido entdo como um aumento na concentragcdo de ERO devido a um estado
de desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes, os quais podem resultar em danos
celulares em macromoléculas como DNA, proteinas e lipidios, que podem ter suas
fungdes bioldgicas comprometidas ou perdidas (Lushchak 2011; Halliwel e Gutteridge
2015). O estresse oxidativo em peixes expostos ao nitrito pode ser desencadeado pelo

aumento na producdo intracelular de ERO (Sun et al. 2014) e espécies reativas de
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nitrogénio (ERN) (Jensen e Hansen 2011; Jensen et al. 2015) e/ou devido ao
comprometimento de diferentes defesas antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas
(Jia et al. 2015). Maltez et al. (2018) demonstraram que ocorrem alteracdes no sistema
antioxidante e niveis de dano oxidativo em juvenis do linguado produzidos em
cativeiro, quando expostos a 15mg NO; -N/L durante 10 dias.

O efeito do nitrito também foi demonstrado sobre a atividade de enzimas
relacionadas ao estresse oxidativo em juvenis do robalo-peva C. parallelus (Rodrigues
et al. 2018). A toxicidade aguda do nitrito é extremamente variavel entre os peixes,
sendo de uma forma geral os peixes de &gua doce mais sensiveis que 0S peixes
marinhos. Estudos demonstraram que a concentracao letal mediana (CLsp) em 96h para
matrinxa (Brycon amazonicus) foi estimada em 0,86mg NO,-N/L (Avilez et al. 2004),
enguanto para juvenis da tilapia (Oreochromis niloticus) foi estimada em 28mg NO, -
N/L (Wang et al. 2006). Por outro lado, com relacdo as espécies marinhas a CLso do
nitrito chega a 199mg NO,-N/L como observado para o peixe-rei (Odontesthes
argentinensis) (Sampaio et al. 2006) e de 675 mg NO,-N/L para milkfish (Chanos
chanos) (Almendras 1987). Para exemplares selvagens do linguado P. orbignyanus,
com peso médio de 120g, a CLspgen do nitrito foi estimada em duas condicOes
experimentais de salinidade e temperatura, denominadas de condigdo de inverno de (0%o
e 12°C) e condicao de verdo (30%o0 e 25°C), sendo que os valores obtidos foram de
30,57mg NO,-N/L e 24,01mg NO,-N/L, respectivamente (Bianchini et al. 1996).

Quando o organismo passa por um estado de dano oxidativo em consequéncia de
um estresse prologado ou em niveis muito altos, além de afetar as funces fisiologicas e
bioquimicas, pode causar danos teciduais, como por exemplo, 0 aparecimento de
histopatologias, que podem alterar e danificar as funcGes dos Orgdos dos peixes
(Machado 1999; Bernet et al. 1999; Simonato et al. 2008; Sun et al. 2014). De acordo
com isso, avaliar os efeitos de componentes toxicos aos peixes por meio de analises
histopatoldgicas é muito importante (Liebel et al. 2013; Rodrigues et al. 2014; Medeiros
et al. 2016). Existem diferentes metodologias empregadas para estudos
histopatolégicos, como por exemplo as analises descritivas (Saoud et al. 2014) e
quantitativas (Reiser et al. 2010). Além disso, ha indicadores que mensuram o grau de
lesdo do Orgdo estudado (Bernet et al. 1999).

Para estudos de avaliacdo dos efeitos de compostos nitrogenados em peixes, sdo
geralmente utilizados o figado e as branquias, que sdo 6rgaos diretamente afetados pelos

toxicos, dando uma melhor perspectiva na visualizacdo dos danos causados (Park et al.
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2007; Dong et al. 2013; Wuertz et al. 2013; Rodrigues et al. 2014; Saoud et al. 2014).
Nas branquias esta avaliagdo se d& pelo fato de que toda a superficie esta em contato
direto e constante com a agua e com 0s compostos presentes nela (Bernet et al. 1999).
Além disso, as branquias estdo ligadas aos mecanismos relacionados a absorcdo e
eliminacdo de amonia e nitrito pelo organismo (Jensen 2003; Ip e Chew 2010). As
alteracOes histopatoldgicas branquiais em peixes expostos aos compostos nitrogenados
mais comuns sao a hipertrofia e hiperplasia de células epiteliais, hipertrofia de células
de cloreto, fusdo lamelar, descolamento do epitélio branquial e telangiectasia (Machado
1999; Rodrigues et al. 2014; Saoud et al. 2014; Medeiros et al. 2016). O figado é o
0rgdo que estd ligado a varias fungdes vitais, dentre elas, os processos de
biotransformacdo e detoxificacdo de xenobidticos (Bernet et al. 1999). A intoxicacao
pelos compostos nitrogenados pode acarretar alteracbes a niveis estruturais,
bioguimicos e moleculares, que podem causar lesdes no tecido (Bernet et al. 1999),
como por exemplo a dilatacdo sinusoidal, degeneracdo hidropica, deposicao lipidica nos
hepatocitos, desintegracdo de hepatocitos e necrose (Benli et al. 2008; Rodrigues et al.
2014; Thangam 2014).

Considerando que o estresse relacionado a niveis elevados de nitrito nos
sistemas de producdo é um risco em potencial, sobretudo na aquicultura intensiva,
reconhecer as respostas bioldgicas envolvidas e os limites de tolerancia do organismo
cultivado é fundamental para estabelecer uma estratégia de manejo adequada,
assegurando o bem-estar animal e a producdo (Iwama et al. 2011). Deve-se considerar
ainda que, a toxicidade de compostos nitrogenados pode variar muito de acordo com a
fase de vida ou tamanho do organismo (Hamilin 2006; Gomulka et al. 2014; Wang et al.
2015), e que os trabalhos relacionados a toxicidade do nitrito para o linguado estdo
limitados apenas para juvenis com tamanho acima de 100g, justificando a realizacdo do

presente trabalho.
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2. Objetivos

Objetivo Geral
Avaliar a toxicidade aguda e os efeitos subletais do nitrito nos pardmetros de estresse
oxidativo e alteragbes histopatologicas em juvenis do linguado Paralichthys

orbignyanus.

Obijetivos Especificos

e Estimar a concentracdo letal mediana (CLsp) do nitrito em juvenis do linguado

P. orbignyanus em 24, 48, 72 e 96h de exposicao;

e Avaliar os efeitos da exposicdo em concentrac@es subletais de nitrito no sistema
de defesa antioxidante e nos niveis de dano oxidativo em juvenis do linguado P.

orbignyanus.

e Verificar a ocorréncia de alteracdes histopatoldgicas nas branquias e figado de
juvenis do linguado P. orbignyanus submetidos em concentracGes subletais de

nitrito.
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3. Material e Métodos

3.1. Producéo dos juvenis e condigdes experimentais

O protocolo experimental aplicado neste estudo foi aprovado pelo comité de
ética animal da Universidade Federal do Rio Grande (Numero de processo
23116.006540/2018-32). Os juvenis do linguado P. orbignyanus foram produzidos no
Laboratorio de Piscicultura Estuarina e Marinha — LAPEM, de acordo com Sampaio et
al. (2008). Antes do ensaio de exposicdo, os peixes foram aclimatados as condi¢des
experimentais por duas semanas em SRA, compostos por trés tanques de 300L
equipados com tanque de sedimentacao, esterilizador UV, controlador de temperatura,
filtro mecénico e filtro bioldgico. Durante esse periodo, os peixes foram alimentados
sete vezes ao dia com racdo comercial (52% de proteina bruta) até a saciedade. Ap6s o
periodo de aclimatacdo, 147 peixes (0,39 = 0,13g e 3,15 + 0,41cm) foram distribuidos
aleatoriamente em 21 tanques cilindricos de 6L (sete peixes por tangque) e depois
expostos a sete concentracdes de nitrito (Tabela 1) em triplicata por 96h.

As concentracfes de nitrito foram alcancadas através da adicdo de nitrito de
sodio (NaNO,; Synth, Brasil). A verificacdo analitica das concentracfes desejadas foi
realizada diariamente, de acordo com Bendschneider e Robinson (1952). O experimento
foi realizado em sistema semi-estatico com 50% de renovacdo de agua por dia. Durante
este procedimento, a 4gua utilizada para as renovacdes foi previamente preparada com
as mesmas concentragdes de nitrito de cada tratamento. As unidades experimentais
foram mantidas em banho termostatizado, providas individualmente com aeracdo por
sopradores conectados as pedras de ar. A alimentacdo foi interrompida 24h antes do
inicio e durante todo o periodo experimental. Temperatura e oxigénio dissolvido
(oximetro MODEL 550A, YSI, EUA), salinidade (refratbmetro portétil digital ATAGO
S-MILL-E, Japédo), pH (medidor de pH digital pH 100A ECOSENSE, YSI, China),
alcalinidade (Eaton et al. 2005) e amoénia total (UNESCO 1983) foram medidas
diariamente durante o periodo de aclimatacdo e experimentacdo (Tabela 1). O
fotoperiodo foi mantido em 16h claro: 8h escuro.

A cada 24h, os tanques foram monitorados para verificar a possivel mortalidade.
Peixes sem movimento opercular e sem resposta a estimulos mecénicos foram
considerados mortos e removidos dos tanques para evitar a deterioracdo da qualidade da
agua. Ao final do periodo experimental, seis peixes por tanque foram eutanaziados com

benzocaina (300ppm), exceto no tratamento 640mg NO,-N/L, devido a mortalidade
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total dos peixes antes das 96h. Trés peixes de cada tanque foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C em um ultra freezer para
analises de estresse oxidativo. Os outros trés peixes de cada tratamento foram fixados
em formalina tamponada a 10% por 24h e depois transferidos para etanol 70% para

andlises histoldgicas.

Tabela 1. Parametros de qualidade de agua aferidos durante o periodo experimental

Tratamentos

Parametros Controle 20 40 80 160 320 640

Concentragédo

de nitrito (m

itrito (mg 0,1+0,05 21+1,03 43 +2,48 83 + 3,69 169 + 6,22 331+1514 553 +41,63
NO, -N/L)

Temg,‘g;"t”ra 22,48+ 0,16 22,48+ 0,16 2248+0,16 22,48+0,16 2248+0,16  22,48+0,16 22,48+ 0
Oxigenio 7,47 +0,31 7,34+ 0,33 728+024 7,34+008 7,36+ 0,06 7,30 £ 0,10 737+0
dissolvido
Salinidade 34+0 34+0 34+0 34+0 34+0 34,9+ 0,25 3540

pH 7,58 + 0,35 7,62 + 0,34 759+040 7,62+035  7,68+0,33 7,65 + 0,29 8,0 0,01

Alcalinidade
(CaCOs) 94,17 +50,34 99,17 +44,76 98,33+ 4558 99,17 + 44,87 113,33 +2926 131,67 +10,32 140,00 + 0

Amoniatotal 1, 4 oy 0,10 + 0,01 011+003 013+0,03 0,10+ 0,03 0,15 + 0,01 0,17 0,01

(mg N-TAN/L)

3.2. Analises de estresse oxidativo

Os peixes foram homogeneizados (1:5 w/v) em solucdo tampéao Tris-HCI (100
mM, pH 7,75) contendo EDTA (2 mM) e Mg2* (5 mM) (da Rocha et al. 2009) usando
um sonicador (QSonica®, Q55). Os sobrenadantes resultantes da centrifugacdo (10.000
X g por 20 minutos a 4°C) foram armazenados a -80°C até analises posteriores. O
conteddo total de proteinas do homogeneizado foi determinado pelo método Biuret
usando kit comercial (Doles®). A atividade da enzima GST foi avaliada por
quantificacdo do conjugado formado por glutationa reduzida 1 mM (GSH) e 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (Habig et al. 1974; Habig e Jakoby 1981). As amostras
foram previamente diluidas com tamp&do de homogeneizagdo para 2,0mg de proteina
m/L e a ACAP foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Amado et al.
(2009). Os dados da ACAP sdo expressos em area relativa, que uma area relativa mais
alta significa uma menor capacidade antioxidante. Os tidis ndo proteicos (NPSH) e

proteicos (PSH) foram medidos usando um método baseado no uso de DTNB (5,5-
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ditiobis-acido 2-nitrobenzoico; Sigma®), como proposto por Sedlak e Lindsay (1968).
Foi medida apds a desproteinizacdo dos homogeneizados com &cido tricloroacético. O
sedimento formado pela proteina precipitada foi ressuspenso com tampdo de
homogeneizacdo para determinacdo do contedo de PSH. Os niveis de peroxidacao
lipidica foram determinados pela quantificacdo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) (Oakes e Van Der Kraak 2003). Os resultados foram expressos
em nmol TMP m/g de tecido umido, onde TMP significa tetrametoxipropano (ACROS
Organics), usado no estabelecimento da curva padrdo. Todas as andlises foram

realizadas com espectrofluorimetro (BioTek®, Synergy HT).

3.3. Analises histopatoldgicas

As amostras foram desidratadas em concentracGes crescentes de etanol,
depuradas em xileno e impregnadas em Paraplast®. As se¢bes (5um) foram preparadas
utilizando um micrétomo (MRP03, LUPETEC®, Brasil) e subsequentemente coradas
com hematoxilina-eosina (H-E). A avaliacdo histopatoldgica foi realizada em

microscopio optico (ZEISS Primo Star).

3.4. Analise estatistica

A concentragéo letal mediana (CLsp) de nitrito e seus intervalos de confianga (IC
95%) foram estimados por 24, 48, 72 e 96h usando o software Trimmed Spearman-
Karber (Hamilton et al. 1977). Os dados dos parametros do estresse oxidativo estdo
expressos como média + desvio padrdo. A normalidade e a homoscedasticidade foram
verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os dados da
atividade GST, ACAP, NPSH e PSH foram submetidos a ANOVA de uma via, seguida
pelo teste post hoc de Tukey para verificar as diferencas entre os tratamentos. Os dados
do TBARS foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido
pelo teste de comparagdo multipla. O nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p
<0,05) para todas as analises.

4. Resultados

Foram observadas mortalidades nas concentragbes de 320mg NO,-N/L com
100% de mortalidade no tratamento 640mg NO,-N/L em 24h. Os valores estimados
para CLso variaram entre 427,84 e 393,09 NO,-N/L por 24 e 96h, respectivamente
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(Tabela 2).

Tabela 2. Mortalidade acumulada (%) para juvenis de Paralichthys orbignyanus expostos a diferentes concentracdes de
nitrito por 96 horas e valores estimados de concentracdo letal mediana (CLs) e respectivos intervalos de confianga (IC 95%).

Tratamentos
Controle 20 40 80 160 320 640
Horas Mortalidade acumulada (%) CLs (I1C)
24 0 0 0 0 0 0 100 427,84*
48 0 0 0 0 0 48 - 415,92 (393,62 — 439,49)
72 0 0 0 0 0 9,5 - 404,34 (374,77 — 436,26)
96 0 0 0 0 0 14,3 - 393,09 (359,06 — 430,34)

* N&o foi possivel determinar o intervalo de confianga devido a falta de variacdo entre os dados.

A ACAP foi significativamente menor (maior area relativa) nos peixes expostos
a 320mg de NO,-N/L em relacdo a todos os outros tratamentos. A ACAP também foi
menor no tratamento com 160mg de NO,-N/L quando comparado ao grupo controle

com 80mg de NO,-N/L (Figura 2).

151

ACAP (Area relativa)

Nitrito (NO,- -N/L)

Figura 2. Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (area relativa) em juvenis do linguado Paralichthys
orbignyanus expostos a diferentes concentracdes de nitrito por 96 horas. Os dados sdo expressos como média +
desvio padrao. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (ANOVA e Tukey, p <0,05).

A atividade de GST foi maior nos tratamentos 80 e 320mg de NO,-N/L quando
comparado ao grupo controle, 20 e 40mg de NO,-N/L. Nos peixes expostos a 160mg

de NO,-N/L, a atividade de GST foi significativamente maior em relacdo ao controle e
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20mg de NO,-N/L (Figura 3).

0.75+
0.60+
0.45- bc
0.301

0.154

GST (nmol CNDB-GSH/min/mg de tecido)
o

0.00-
<°\ DY » e \"OQ ‘-5‘19

Nitrito (NO,- -N/L)

Figura 3. Atividade da glutationa-S-transferase (GST) (nmol CNDB-GSH / min / mg de tecido) em juvenis do
linguado Paralichthys orbignyanus expostos a diferentes concentracdes de nitrito por 96 horas. Os dados sdo
expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (ANOVA e teste
de Tukey, p <0,05).

O contetdo de NPSH foi maior nos tratamentos de 160 e 320mg de NO,-N/L
em comparagdo com o controle e o tratamento de 40mg de NO,-N/L (Figura 4).

0.0301
0.025-
0.020+
0.0154

0.010

NPSH (nmol SH/mg de tecido imido)

Nitrito (NO,- -N/L)

Figura 4. Teor de tiois ndo proteicos (NPSH) (nmol SH mg / tecido Gmido) em juvenis do linguado Paralichthys
orbignyanus expostos a diferentes concentragdes de nitrito por 96 horas. Os dados sdo expressos como média +
desvio padréo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (ANOVA e Tukey, p <0,05).

O PSH foi significativamente maior nos peixes expostos a 160 e 320mg de NO,’

-N/L do que nos outros tratamentos (Figura 5).
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PSH (nmol SH/mg de proteina)

Nitrito (NO,- -N/L)

Figura 5 — Teor de proteinas tidis (PSH) (nmol SH mg / tecido imido) em juvenis do linguado Paralichthys
orbignyanus expostos a diferentes concentra¢des de nitrito por 96 horas. Os dados sdo expressos como média +
desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (ANOVA e Tukey, p <0,05).

O nivel de TBARS foi significativamente maior nos peixes expostos a 320mg de
NO;-N/L do que o controle e 20 mg de NO,-N/L. Os animais submetidos a 80mg de
NO,-N/L apresentaram maiores niveis de TBARS quando comparados aos expostos a
20mg de NO,-N/L (Figura 6).

0.025-

ab a
0.020- ac

bc
0.015- ac

0.0101

0.005-

TBARS (nmol TMP/mg de tecido)

Nitrito (NO,- -N/L)
Figura 6. Teor de substincia reativa ao &cido tiobarbiturico (TBARS) (nmol TMP / mg de tecido) em juvenis do
linguado Paralichthys orbignyanus expostos a diferentes concentra¢des de nitrito por 96 horas. Os dados sdo

expressos como média + desvio padréo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (Kruskall-Wallis
e teste de comparacdo multipla, p <0,05).

As branquias e figados analisados ndo apresentaram alteracGes histologicas,

mesmo dos peixes expostos & concentracdo de 320mg de NO,-N/L durante as 96h de
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experimento.

5. Discussao

Em sistemas de produgdo intensivos, como o0 SRA, o processo de nitrificagéo
representa um papel importante na manutencdo de niveis adequados de compostos de
nitrogénio no ambiente de criacdo. No entanto, desequilibrios nesse processo podem
levar ao acumulo de nitrito, que pode ser tdxico para 0s organismos aquaticos (Jensen
2003; Kroupova et al. 2016; Maltez et al. 2018). No presente estudo, demonstramos que
concentragOes até 160mg de NO,-N/L ndo foram letais para os juvenis do linguado. A
CLso-96h €stimada foi de 393mg de NO,-N/L, valor muito superior ao encontrado por
Bianchini et al. (1996) para a mesma espécie (30,6mg NO,-N/L) criada em &gua
salgada. No entanto, este estudo foi realizado com amostras silvestres com
aproximadamente 120g, o que pode explicar a diferenga entre os resultados.

A toxicidade dos compostos nitrogenados pode variar muito de acordo com o
estagio de desenvolvimento ontogenético ou mesmo com o peso do organismo. Atwood
et al. (2001) demonstraram que ClLso € dez vezes maior para tilapia do Nilo
Oreochromis niloticus com cerca de 49 (CLspgsn - 81mg NO,-N/L) do que em
exemplares de aproximadamente 90g (CLso-g96n - 8mg NO2-N/L), sugerindo que peixes
menores sdo mais tolerantes ao nitrito. Da mesma forma, a toxicidade do nitrito também
aumentou com a idade em larvas do bacalhau do Pacifico Gadus macrocephalus (Wang
et al. 2015).

N&o ha consenso sobre isso, pode ser variavel, mas em diferentes parametros fisicos e
quimicos da qualidade da 4gua, como temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido e pH,
também podem ser alguns dos fatores que afetam a toxicidade do nitrito para 0s peixes
dentro da mesma espécie (Kroupova et al. 2005). Portanto, esses fatores podem ter
influenciado as diferencas entre os resultados obtidos no presente estudo em relacéo a
estudos anteriores com P. orbignyanus. Os juvenis do linguado mostraram uma alta
tolerdncia ao nitrito no presente estudo quando comparado a outras espécies de peixes
marinhos. Por exemplo, pampo Trachinotus marginatus que apresenta CLsg.gsn igual a
37,5mg NO;,-N/L (Costa et al. 2008), o red drum Sciaenops ocellatus 85mg NO,-N/L
(Wise e Tomasso 1989), tainha Mugil liza 35,9mg de NO,-N/L (Sampaio et al. 2002b)
e peixe-palhaco Amphiprion ocellaris 108,8mg de NO,-N/L (Medeiros et al. 2016).

Embora menos tolerante do que alguns peixes marinhos como Chanos chanos 675mg
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NO,-N/L (Almendras 1987) ou enguia europeia Anguilla anguilla 974mg NO,-N/L
criados em &gua salgada (Tomasso 1994).

A alta tolerancia a compostos nitrogenados é uma caracteristica desejavel para
espécies com potencial para aquicultura intensiva, como o linguado P. orbignyanus.
Além de induzir potenciais mortalidades, a exposi¢cdo ao nitrito pode induzir efeitos
subletais em concentracGes mais baixas, o que envolve diferentes alteragdes fisioldgicas
e bioquimicas nos peixes (Jensen 2003; Jia et al. 2015). No presente estudo, foram
evidenciadas alteracGes nas defesas antioxidantes e nos niveis de dano oxidativo nos
juvenis do linguado expostos ao nitrito. Uma condicdo de estresse oxidativo pode ser
desencadeada por uma alta produgdo de ERO ou devido ao comprometimento do
sistema de defesa antioxidante ou pela combinacdo de ambas as situacbes (Halliwell e
Guteridge 2015). Estudos recentes mostraram que a exposicdo dos peixes ao nitrito
apresentaram ndo apenas aumento da producdo de ERO (Sun et al. 2014), mas também
ERN como éxido nitrico (NO), que também tem capacidade de causar danos oxidativos
(Jensen e Hansen 2011; Jensen et al. 2015) e comprometer o sistema antioxidante
(Maltez et al. 2018). A avaliacdo da ACAP mostra uma visdo geral desse sistema
antioxidante nos peixes (Amado et al. 2009).

No presente estudo foi observado um comprometimento no sistema antioxidante
dos juvenis de linguado expostos a 160mg de NO,-N/L. A reducdo na ACAP indica
uma deficiéncia na producdo de antioxidantes enddgenos e / ou uma condicdo pro-
oxidante desencadeada pelo aumento na producdo de pré-oxidantes induzidas pelo
acumulo de nitrito no organismo, resultando no uso de antioxidantes (Sun et al. 2012;
Jia et al. 2015). As concentracdes de 80mg de NO,-N/L levaram ao aumento da
atividade de GST, indicando uma resposta adaptativa contra uma condi¢cdo pro-
oxidante. GST sdo enzimas multifuncionais que catalisam o ataque nucleofilico do GSH
a grupos eletrofilicos e estdo envolvidas na detoxificacdo de xenobioticos e metabdlitos
enddgenos, incluindo produtos de dano oxidativo (Blanchette et al. 2007). Um aumento
na producdo de agentes oxidantes nas células pode levar a ativacdo de fatores de
transcrigdo redox sensiveis (Nrf2, por exemplo) e a modificacdo covalente de proteinas
antioxidantes, resultando na ativacdo de defesas antioxidantes, como a GST (Hermes-
Lima et al. 2015).

No presente estudo, os niveis de NPSH e PSH foram maiores em peixes
expostos a 160mg de NO,-N/L. Os grupos tiol apresentaram importante capacidade

antioxidante devido ao grupo funcional sulfidril que protege as células dos danos
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oxidativos e podem ser encontrados em proteinas (PSH) ou moléculas de baixo peso
molecular (NPSH) (Reischl et al. 2007). O contetdo aprimorado de ti6is pode estar
relacionado a uma resposta antioxidante adaptativa contra uma condicdo pro-oxidante
desencadeada pela exposicdo ao nitrito. Quando as defesas enzimaticas contra 0s
radicais oxidativos sdo prejudicadas, antioxidantes ndo enziméticos podem ser
produzidos em maiores quantidades como forma de prote¢cdo contra a auto-oxidagéo
(Sinhorin et al. 2014). A GSH é a mais predominante em NPSH na maioria das células
(Dickinson e Forman 2002) que atua contra a formacao de radicais livres, a homeostase
do grupo tiol, a manutencdo do equilibrio das células redox e a defesa contra agentes
eletrofilicos (Halliwell e Gutteridge 2015). O maior teor de NPSH pode ser explicado
por uma sintese aprimorada de GSH modulada por uma superproducao de 6xido nitrico
(Moellering et al. 1998) associada a intoxicacdo por nitrito, como demonstrado
anteriormente em peixes (Jensen e Hansen 2011).

O desequilibrio entre a producdo de pré-oxidantes e antioxidantes pode levar ao
aumento dos niveis de dano oxidativo em diferentes macromoléculas, incluindo DNA,
RNA, proteinas e lipidios (Halliwell e Guteridge 2015). O conteido de PSH é aplicado
como um indicativo de oxidacdo de proteinas. Niveis mais altos de dano oxidativo
tendem a levar a um teor reduzido de PSH (Mitton et al. 2016). No entanto, embora
outros parametros analisados sugiram que a exposic¢ao ao nitrito induza um cenario pro-
oxidante, os niveis de PSH foram maiores nas concentracdes de nitrito de 160mg de
NO,-N/L.

Como mencionado anteriormente, isso pode ser atribuido a uma sintese desses
compostos e ou ao processo chamado S-glutationilacdo mediado pela disponibilidade
aprimorada de GSH. Nesta reacdo, 0 GSH pode modificar covalentemente os residuos
de cisteina do PSH em um processo reversivel, evitando danos oxidativos irreversiveis
(Jakob e Reichmann 2013; Halliwell e Gutteridge 2015). Os niveis de TBARS medem o
grau de peroxidacdo lipidica, uma reacdo em cadeia iniciada por um radical hidroxila
que leva a degradacéo oxidativa dos acidos graxos poli-insaturados (PUFA) (Halliwell e
Guteridge 2015). Embora as mudangas nas respostas antioxidantes observadas em
peixes expostos a 80 e 160mg de NO,-N/L indicassem uma condicdo pré-oxidante, os
niveis de TBARS ndo mostraram diferenca em relacdo ao grupo controle. Esse resultado
indica que nessas concentragdes o sistema antioxidante era eficiente na manutencdo dos
niveis basais de dano oxidativo. Diferentemente, na maior concentragdo (320mg NO, -

N/L), os peixes apresentaram aumento nos niveis de dano lipidico, demonstrando a
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falha do sistema antioxidante em conter a acdo dos radicais livres ou remover 0s
produtos do dano oxidativo. Jia et al. (2015) também relataram um aumento nos niveis
de TBARS em branquias de juvenis de Scophthalmus maximus apds 96h de exposi¢édo
ao nitrito. Sun et al. (2014) demonstraram um aumento significativo nos niveis de
TBARS no figado para Megalobrama amblycephala ap6s 48 e 72h de exposicdo a
15mg de concentracdo de NO,-N/L. Maltez et al. (2018) também demonstraram
alteracdes nas respostas aos danos antioxidantes e oxidativos nas branquias, figado e
musculo do linguado com cerca de 300g em 10 dias de exposi¢do a concentracGes entre
5,72 e 15,27mg de NO,-N/L. No entanto, vale ressaltar que as alteragdes descritas por
esses autores, embora semelhantes, foram obtidas em concentragfes mais baixas que
neste estudo.

Na aquicultura, o estresse oxidativo induzido nos peixes por inadequacdo dos
niveis de nitrito no ambiente pode ser um problema para a producdo, pois pode
comprometer o processo fisioldgico e os niveis de energia, crescimento e sobrevivéncia
(Livingstone 2003; Valavanidis et al. 2006), além de alterar a qualidade do musculo
devido ao processo de degradacdo oxidativa (Zhang et al. 2016). A exposicdo a niveis
indesejaveis de nitrito também pode resultar em alteracdes histopatolégicas nos tecidos
dos érgdos-alvo como branquias e figado (Medeiros et al. 2016, Park et al. 2007). As
branquias sdo altamente suscetiveis a danos causados por substancias toxicas devido ao
seu contato constante com a agua e o figado estd envolvido em varios processos
fisiologicos, incluindo a detoxificagdo de xenobidticos (Machado 1999; Bernet et al.
1999). No entanto, no presente estudo, nenhuma alteracdo histoldgica foi observada
nesses 6rgdos do linguado, mesmo quando expostos a maior concentracdo de nitrito.
Maltez et al. (2017), no estudo da exposi¢do a compostos nitrogenados em juvenis do
linguado P. orbignyanus, também observaram que, apesar das alteracdes nos niveis de

estresse oxidativo nos tecidos, ndo encontraram danos no nivel histopatoldgico.

6. Conclusoes

Em conclusdo, as concentraces de nitrito até 160mg de NO,-N/L ndo foram
letais e 0 ClLsp variou de 427,84 a 393,09mg de NO,-N/L por 24 e 96h,
respectivamente, para juvenis do linguado P. orbignyanus. A exposicéo a concentracdes
de 80mg NO,-N/L resultou em alteracbes no sistema de defesa antioxidante, com

aumento do dano oxidativo lipidico na concentracdo de 320mg NO,-N/L. Portanto,
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recomenda-se que a concentracao de nitrito nos sistemas de producéo nédo exceda 40 mg
de NO2-N/L, a fim de evitar o estresse oxidativo em juvenis do linguado P.

orbignyanus.
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