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RESUMO

A presente dissertacao de mestrado aborda aspectos relacionados a influéncia
da amoéOnia em camardes Litopenaeus schmitti e Litopenaeus vannamei,
utilizados como isca-viva, abordando a excrecdo do composto durante o
transporte, a sobrevivéncia em solucbes com essa substancia e aos seus
efeitos nos tecidos das branquias e hepatopancreas. Esse trabalho foi uma
iniciativa do Projeto Cultimar, que atua com maricultores e pescadores no litoral
do Parana. O objetivo do projeto € a geracdo de renda nas comunidades
litordneas, através do repasse de tecnologias desenvolvidas pelo GIA — Grupo
Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais, da Universidade Federal do
Parana. Assim, a presente dissertacao esta estruturada na forma de 3 capitulos
independentes, elaborados no formato de publicacdo cientifica. No capitulo 1,
foi investigado a influéncia da densidade de juvenis de L. schmitti e de L.
vannamei sobre as concentracdes totais de amonia e sobre as taxas individuais
de amonia excretadas. Os camardes foram acondicionados em sacos de 30 L
contendo 1 L de agua e 2/3 do volume de ar, por 2,5 horas, em trés densidades
(2, 3 e 5 animais/L), com 10 réplicas cada. Amostras de agua foram coletadas
para medicdo da temperatura, do pH, da salinidade e das concentracdes de
nitrogénio na forma de amonia total (N-AT) e ndo ionizada (N-NHgz). Observou-
se que as concentragBes de amonia na agua foram diretamente proporcionais
as densidades testadas, com valores meédios de 0,77, 1,23 e 1,60 mg/L de N-
AT, para L. schmitti, e de 0,47, 0,68 e 0,85 mg/L de N-AT para L. vannamei,
nos tratamentos 2, 3 e 5 camardes/L, respectivamente. As taxas de excrecao
de amoénia apresentaram relacdo inversa ao peso dos animais no caso de L.
schmitti e nenhuma tendéncia foi observada nos testes com L. vannamei. Os
testes mostraram uma melhor adaptacdo de L. schmitti as condicbes de
transporte testadas. No capitulo 2, foi determinada a tolerancia a amoénia
desses animais. Os L. schmitti foram submetidos a 5 tratamentos, com 3
triplicatas cada, contendo 0, 5, 10, 20 e 45 mg/L de N-AT ja nos testes com L.
vannamei as concentracdes foram: 0, 20, 45, 65 e 90 mg/L de N-AT. Observou-
se que as CLsp (concentragao letal para 50% dos individuos) em 96 horas para
L. schmitti foram de 2,48 mg/L de N-T e de 0,09 mg/L de N-NHj3
respectivamente. J4 as ClLsp 96 horas para juvenis de L. vannamei foram de
21,69 mg/L de N-AT e de 0,76 mg/L de N-NH3 Ja no capitulo 3, avaliaram-se
alteracdes teciduais provocadas pela amonia, com 5 animais por tratamento
que foram mantidos por 24 horas, em triplicata, nas seguintes concentracoes:
0, 5, 17, 100, 250 e 1.000 mg/L N-AT. A mortalidade foi contabilizada e foram
coletadas e fixadas amostras de branquias e hepatopancreas em Solucao de
Davidson, Foram determinados os indices de impactos branquial (IIBr) e
hepatopancreatico (IIH). Alteracdes na cuticula lamelar das branquias variaram
com o aumento na concentracdo de amoénia. |IBr apresentou diferenca
significativa entre o controle e 17 e 250 mg/L N-AT. No hepatopancreas houve
poucas alteracdes histoldgicas. O tratamento 250 mg/L N-AT apresentou
diferencga significativa do IIH, em relagéo ao tratamento controle. Ha evidéncias
de que a amonia, quando em altas concentracdes, possa provocar maior
aderéncia da cuticula no epitélio. AlteragBes hepatopancreaticas identificadas
nao demonstraram correlacdo com as concentracdes de amonia testadas.
Palavra-chave : carcinicultura, isca-viva, maricultura, tanque-rede, lesbes
teciduais, patologia



ABSTRACT

The present dissertation addresses issues related to the influence of ammonia
in shrimp Litopenaeus schmitti and L. vannamei, used as live bait, related
excretion of ammonia during the transport, survival in solutions with this
substance and its effects in the tissues of gills and hepatopancreas. This work
was an initiative of Projeto Cultimar, which works with shellfishermen and
fishermen on the coast of Parana. The project goal is to increase the income in
traditional coastal communities through the transfer of techniques and
technologies developed by the GIA - Integrated Group for Aquaculture and
Environmental Studies of Federal University of Parand. Thus, this dissertation is
structured in the form of 3 separate chapters, as the format of scientific
publication. Each chapter also have independent structure. In Chapter 1, were
simulated transport conditions and investigated the influence of density of
juveniles of L. schmitti and L. vannamei on total concentrations of ammonia and
on the individual rates of ammonia excreted. The shrimps were packed in bags
of 30 L containing 1 L of water and 2/3 of the volume of air for 2.5 hours at three
densities (2, 3 and 5 animals/L), with 10 replicates for each. On arrival at the
laboratory, water samples were collected for measurement of temperature, pH,
salinity and concentrations of nitrogen, in the form of total ammonia (N-AT). It
was observed that the concentrations of ammonia in water were directly
proportional to the densities, with the values of 0.77, 1.23 and 1.60 mg/L N-AT,
for L. schmitti, and 0.47, 0.68 and 0.85 mg/L N-AT for L. vannamei in treatments
2, 3 and 5 shrimps/L, respectively. The rates of ammonia excretion showed an
inverse relationship to the weight of the animals in the case of L. schmitti, but
no trend was observed in tests with L. vannamei. This tests showed a better
adaptation of L. schmitti to transport conditions tested. In chapter 2 was o
determined ammonia tolerance. The L. schmitti were subjected to 5 treatments
with 3 triplicates each containing 0, 5, 10, 20 and 45 mg/L of N-AT, however in
tests with L. vannamei concentrations were 0, 20, 45, 65 and 90 mg/L of N-AT.
It was observed that the LCs, (lethal concentration for 50% of individuals) in 96
hours for L. schmitti were 2.48 mg/L for N-AT and 0.09 mg/L N-NH3. Moreover,
the LCsp 96 hours for juvenile L. vannamei were 21.69 mg/L N-AT and 0.76
mg/L N-NH3. The chapter 3 evaluates the tissues changes caused by
ammonia, 5 animals per treatment were maintained for 24 h, in triplicate at the
following concentrations: 0, 5, 17, 100, 250 and 1,000 mg/L N-AT. Samples of
gills and hepatopancreas were collected and fixed in Davidson Solution
(ALFAC) and the mortality was recorded . Rates of gill impacts (IIBr) and rates
of hepatopancreatic impacts (IIH) were determined. Changes in lamellar cuticle
of the qills varied with the increase in the concentration of ammonia. IIBr
presented significant difference between control and 17 and 250 mg/L N-AT. In
hepatopancreas were few alterations. The treatment of 250 mg/L N-AT
presented significant difference in IIH compared to the control. There is
evidence that ammonia, when in high concentrations can lead to greater
adherence to the cuticle in the epithelium. Changes identified in
hepatopancreas showed no correlation with the concentrations of ammonia
tested.

Key — words: carciniculture, live bait, mariculture, cage, tissue injury, pathology
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo de mestrado aborda aspectos relacionados a
influéncia da amoénia em camarfes Litopenaeus schmitti e L. vannamei,
incluinso a excrecdo do composto durante o transporte, a sobrevivéncia em
solucdes com essa substancia e aos seus efeitos nos tecidos das branquias e
hepatopancreas .

O trabalho com essas espécies foi uma iniciativa do Projeto Cultimar,
que atua com maricultores e pescadores no litoral do Parana. O objetivo do
projeto € aumentar a geracédo de renda nas comunidades litoraneas, por meio
do repasse de técnicas e tecnologias desenvolvidas pelo GIA — Grupo
Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais, da Universidade Federal do
Parana.

Pelo contato com os pescadores e maricultores da regido de Guaratuba,
observou-se que um dos anseios dos comerciantes de isca-viva era obter
informacdes que aumentassem a eficiéncia dos camardes comercializados
para pescadores esportivos. Para isso a presente dissertacdo pretendeu
responder a esses produtores com experimentos relacionados a influéncia da
amoOnia nos camardes, simulando as situacdes cotidianas na comercializacéo
de iscas-vivas. Assim, desde o inicio dos trabalhos, o GIA vem executando
pesquisas nesta area, como é o0 caso dos estudos que deram origem a
presente dissertacao.

E possivel afirmar que diversas interacbes dos camardes Penaeidae
com a amonia dissolvida na agua ja estdo relativamente bem dominadas.

Porém, os trabalhos especificos para iscas vivas e para situacdes encontradas
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em Guaratuba ainda estdo muito aguém, por exemplo, daqueles obtidos nos
cultivos comerciais de camaroes.

A falta de informagfes especificas ocorre principalmente em funcéo de
que a atividade da comercializagcédo da isca-viva era pouco comum, e iSSO n&o
atraia muitos investimos em pesquisas. Com o aumento do turismo e da pesca
esportiva na regido nos ultimos anos a atividade se desenvolveu, e gerou
renda, mas a base da tecnologia veio do conhecimento dos pescadores locais,
assim diversas praticas adotadas ainda podem ser melhoradas.

Um dos grandes problemas observados ¢é a falta de informacgdes acerca
da densidade a ser utilizada durante o transporte das iscas-vivas nos viveiros
dos barcos dos pescadores esportivos, que influéncia na sobrevivéncia e
eficiéncia desses animais. Em resposta a esse fato, o primeiro capitulo do
presente estudo compara a excrecdo de amonia em L. vannamei e L. schmitti,
em durante o transporte em densidades diferentes.

Outro fator que também prejudica a saude das iscas-vivas é a toxicidade
da amobnia nas duas espécies, que foi descrita no capitulo 2, os efeitos
histol6gicos sobre as branquias e hepatopancreas foi descrito no capitulo 3.
Assim, a presente dissertagcdo esta estruturada na forma de capitulos
independentes, elaborados no formato de publicacdo cientifica. Os capitulos,
por sua vez, também possuem estruturas independentes. O objetivo desta

formatacao é facilitar a posterior publicacdo dos resultados aqui obtidos.
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CAPITULO 1 - EFEITOS DA DENSIDADE DE TRANSPORTE SOB RE AS
TAXAS DE EXCRECAO DE AMONIA DE JUVENIS DE Litopenaeus schmitti

(BURKENROAD, 1936) E DE Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931).

1. Resumo

O uso de camardes como isca-viva por pescadores esportivos é bastante
comum no litoral paranaense. Os camardes sdo acondicionados em viveiros
localizados nas proprias embarcacfes, sem aeracdo ou renovacao de agua.
Durante todo o tempo que precede sua utilizagdo, os animais excretam amonia
na agua de transporte, comprometendo a sua qualidade, a sobrevivéncia dos
proprios animais e sua utilizagdo como isca-viva. Neste estudo foram
simuladas as condi¢cdes de transporte e investigada a influéncia da densidade
de juvenis de Litopenaeus schmitti e de Litopenaeus vannamei sobre as
concentracfes totais de amonia e sobre as taxas individuais de amonia
excretadas. Os camardes foram obtidos de cultivos realizados em tanques-rede
localizados na Baia de Guaratuba, Parana, Brasil, e acondicionados em sacos
de transporte de 30 L contendo 1 L de &gua e dois tercos do volume de ar.
Foram testadas trés densidades (2, 3 e 5 animais/L), com 10 réplicas para cada
tratamento. Depois de acondicionados, os animais foram transportados durante
2,5 horas. ApoOs a chegada ao laboratério, amostras de agua foram coletadas
para medicdo da temperatura, do pH, da salinidade e das concentracdes de
nitrogénio na forma de amonia total (N-AT) e amoénia gasosa (N-NHz) em cada
unidade experimental. Observou-se que as concentracfes de amdnia na agua
foram diretamente proporcionais as densidades testadas, com valores médios
de 0,77, 1,23 e 1,60 mg/L de N-AT, para L. schmitti, e de 0,47, 0,68 e 0,85
mg/L de N-AT para L. vannamei, _nos tratamentos 2, 3 e 5 camardes/L,
respectivamente. As taxas de excrecdo de amonia apresentaram relacdo
inversa ao peso dos animais no caso de L. schmitti e nenhuma tendéncia foi
observada nos testes com L. vannamei. Os testes mostraram uma melhor
adaptacao de L. schmitti as condi¢cfes de transporte testadas.

Palavra-chave : carcinicultura, isca-viva, maricultura, tanque-rede, amonia

EFFECTS OF TRANSPORT DENSITY ON AMMONIA EXCRETION RATES
OF JUVENILE Litopenaeus schmitti (BURKENROAD, 1936) AND Litopenaeus
vannamei (BOONE, 1931)

2. Abstract

The use of shrimp as live bait by sport fishermen is quite common on the coast
of Parand. The shrimp are packed in nurseries located in the boats without
aeration and water renewal. Throughout the time before its use, the animals
excrete ammonia in water transport, compromising its quality, the survival and
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their use as live bait. This study simulated the conditions of transport and
investigated the influence of density of Litopenaeus schmitti and Litopenaeus
vannamei juveniles on the total concentrations of ammonia and on the
individual rates excreted. The shrimps were obtained from cultures performed in
cages located in the Bay Guaratuba, Parana, Brazil and packed into a transport
bag of 30 L containing 1 L of water and two thirds of the volume of air. Three
densities (2, 3 and 5 animals / L) was tested with 10 replicates for each
treatment. After preparation, the animals were transported for 2.5 hours. Upon
arrival at the laboratory, water samples were collected for measurement of
temperature, pH, salinity and concentrations of nitrogen in the form of total
ammonia (N-AT) in each experimental unit. It was observed that the
concentrations of ammonia in water were directly proportional to the densities,
with values of 0.77, 1.23 and 1.60 mg/L N-AT, for L. schmitti, and 0.47, 0.68
and 0.85 mg/L N-AT for L. vannamei in treatments 2, 3 and 5 shrimps/L,
respectively. The rates of ammonia excretion showed an inverse relationship to
the weight of the animals in the case of L. schmitti and no trend was observed
in tests with L. vannamei. The tests showed a better adaptation of L. schmitti to
transport conditions tested.

Keyword : shrimp, live bait, mariculture, cage, ammonia

3. Introducéo

O uso de camarBes como isca-viva é bastante comum entre 0s pescadores
esportivos no litoral paranaense, sendo desenvolvida como atividade
econdmica ha mais de 40 anos na Baia de Guaratuba, um complexo estuarino

de aproximadamente 250 km2 (IBGE, 2008) localizado no litoral sul do Parana.

Até o inicio desta década, os camardes eram capturados no maximo um dia
antes de serem comercializados, pois nao havia tecnologia disponivel na regido
para manter os animais vivos por periodos superiores. Com a instalacdo de
empreendimentos comerciais destinado ao cultivo de camardes marinhos em
tanques-rede na Baia de Guaratuba (Pereira, 2004), foi desenvolvido um
sistema que permite a manutencédo dos animais em cativeiro por periodos mais

longos.
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Os tanques-redes empregados na manutencdo dos camardes S&o
confeccionados em polietileno, tendo 2 m de comprimento, 2 m de largura e 2
m de profundidade. A estrutura conta ainda com 4 ou 6 flutuadores (bombonas
plasticas de 100 ou 150 L) e com um flutuante de madeira posicionado ao redor
dos tanques e que serve de plataforma de apoio para realizacdo das atividades

de manejo.

Duas espécies costumam ser comercializadas pelos pescadores artesanais
locais, sendo uma nativa, o0 camarao branco, Litopenaeus schmitti, cuja area de
distribuicdo estende-se entre o Caribe até a o litoral da regido Sul do Brasil
(Silva e Nakamura, 1981), e o camardo cinza (L. vannamei), uma espécie
oriunda da costa pacifica das Américas, encontrado desde Sonora, México até

o norte do Peru (Frias-Espericueta et al, 2000).

Os espécimes nativos sdo geralmente capturados no interior da baia de
Guaratuba utilizando-se embarcacdo a remo ou motorizada (Mendonca, 1998)
e com auxilio de tarrafas ou de gerival (uma rede conica, de 2,5 a 3m de
largura arrastada por corda pela embarcacéo) (Chaves e Robert, 2003). Depois
de capturados, os camarfes sdo acondicionados em tanques plasticos na
propria embarcacdo de pesca. Ja os juvenis de L. vannamei tém se tornado
cada vez mais frequentes na pesca esportiva local, por serem facilmente
adquiridos de fazendas de cultivo localizadas na regido norte do estado de
Santa Catarina e pelo fato de sua disponibilidade ndo estar sujeita as variaveis

climaticas e sazonais, como ocorre com 0s camardes oriundos da pesca.

Em ambos os casos, os camardes sao transportados até a area onde estdo

localizados os tanques-rede, nos quais sdo mantidos até o momento da venda.
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Apds a venda aos pescadores esportivos, 0s animais sdo retirados dos
tanques-rede com auxilio de um puca e colocados em bombonas plasticas de
cerca de 50 L ou nos compartimentos existentes nas proprias embarcacdes
utilizadas na pesca esportiva, conhecidos como "viveiros". La sdo mantidos por
periodos que costumam variar de duas a até seis horas, até serem
empregados como isca-viva na pesca de espécies como robalo (Centropomus
spp), oveva (Larimus breviceps), escrivdo (Eucinostomus spp), betara
(Menticirrhus americanus e M. littoralis) e caratinga (Eugerres brasilianus)
(Chaves e Robert, 2003).

Durante todas as etapas de transporte, os camardes eliminam seus
metabdlitos e excretas nitrogenados diretamente na agua de transporte. A
amonia € o principal produto da excrecdo nitrogenada de crustaceos e também
€ um composto reconhecidamente toxico (Dall et al., 1990; Weihrauch et al.,

2004; Freire et al., 2008).

O presente estudo teve como finalidade avaliar se as densidades
usualmente empregadas no transporte dos camardes L. schmitti e L. vannamei
afetam as taxas de excrecdo de amobnia, comprometem a qualidade da agua e

a sobrevivéncia desses animais.

4. Material e métodos

Os juvenis de L. schmitti foram capturados por pescadores profissionais na
Baia de Guaratuba, Parand, Brasil (25°51'20” S 48°34'39” O). J& os juvenis de
L. vannamei foram adquiridos em uma fazenda de cultivo localizada Santa
Catarina. Neste caso, Os animais foram previamente despescados dos viveiros

de cultivo e transportados em sacos plasticos, contendo cerca de 20 L de agua
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e 40 L de oxigénio, durante aproximadamente de 3 a 4 h. Ambos os grupos
foram mantidos durante trés dias em tanques-rede posicionados em frente a
llha da Pescaria, na regido de Guaratuba, Parana, Brasil (salinidade 12ups e
22ups; temperatura 22,9°C e 22,8°C nos experimentos de L. schmitti e L.

vannamei respectivamente) (Figura 1).
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Figura 1 - Mapa indicando a localizagcédo de Guaratuba, no litoral do estado do
Parana.

ApoOs este periodo, os animais foram retirados dos tanques-rede com um
puca, e transferidos para um tanque de polipropileno de 100 L, onde foram
contados e selecionados. Os individuos que apresentavam ferimentos e/ou

natacao erratica foram descartados.

Para simular as condicbes de transporte nos viveiros das embarcacdes
empregadas na pesca esportiva, os animais foram transferidos para sacos

plasticos com capacidade para 30 L, contendo um litro de agua do mar. A agua
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foi coletada no mesmo local de cultivo e previamente filtrada através de um
filtro tipo “bag”, com 25 um de abertura de malha, minimizando assim eventuais

influéncias do zooplancton no processo de liberacdo de amoénia na agua.

Os camardes foram testados em trés densidades: 2, 3 e 5 individuos/L, com
dez repeticbes em cada tratamento. Além disso, outros trés sacos foram
utilizados como controle, para avaliar as variagdes naturais das concentracdes
de amébnia na agua durante o transporte. Esses sacos continham apenas um

litro de agua do mar filtrada, sem nenhum camarao.

Cada embalagem foi vedada individualmente com elasticos, de forma a
manter 2/3 do volume preenchido com ar, ndo sendo adicionado oxigénio
artificialmente. Depois de fechados, os sacos foram acondicionados em caixas

térmicas, para minimizacao da variacdo da temperatura durante o transporte.

Os camarbes foram transportados até o Laboratorio de Pesquisa com
Organismos Aquaticos (LAPOA), do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos
Ambientais, da Universidade Federal do Parana (GIA - UFPR), em Curitiba, a

110 km de distancia do local de cultivo. O tempo de transporte foi de 2,5 horas.

ApOs a chegada foram contabilizados os animais mortos e coletadas
amostras de agua de cada saco de transporte, para mensuracdo do pH
(pHametro portatii Hanna — HI8424®), da temperatura (termdémetro digital
Hanna — HI8424®), da salinidade (refratdmetro Bernauer®) e da concentracdo
de amoénia (pelo método colorimétrico de Solorzano, 1972, descrito por Baptista

et al., 1987).

Para quantificar a porcentagem de amonia gasosa foram utilizadas as

equacdes descritas por Ostrensky (1991):
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[N-NHz] = ([N-AT])/(1+10PkaPH)

pKa = (pKs + 0,0324 x )(298 —(273+T))

pKs =9,2516 + 0,153 x F

F =19,9273 x S/(1000 - (1,005109 x S)

Sendo:

NH3; — Amdnia nao-ionizada

NH4" — Amdnia ionizada

N-NH3; ™~ Concentracao de nitrogénio na forma de aménia néo-ionizada
N-AT — Concentracéo de nitrogénio na forma de amonia total (NHz+NH;")
T - Temperatura (em °C)

S - Salinidade

Em seguida, os camardes foram sacrificados por asfixia. Depois, esses
animais, e também aqueles que ja chegaram mortos ao laboratério, foram
secos em estufa a 60C durante 24 horas e posterior mente pesados, para

obtencao do peso seco individual.

No caso das analises de amobnia, o valor médio obtido nos controles foi
subtraido das concentragbes medidas em cada unidade experimental.
Assumiu-se que os resultados obtidos expressam as concentragdes de amonia
excretadas pelos camardes em cada tratamento durante o transporte. Os

calculos realizados foram os seguintes:

EAI = AT/No
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EAV = AT/(No — Ny).

EAP = EAV/PS

Sendo:

EAI — Taxa de excrecdo de amonia total por animal (em mg/L de N-AT)

EAV — Taxa de excre¢ao de amonia total por animal vivo (em mg/ L de N-

AT)

EAP - Taxa de excrecdo de amonia total por peso de animal vivo (em mg/ L

de N-AT/Q)

AT — Concentragdo de amoOnia total em cada unidade experimental (em mg/

L de N-AT)

No — Numero inicial de camardes na unidade experimental

N; — Numero de camardes vivos ha unidade experimental no final do periodo

de transporte

PS — Peso seco individual médio por tratamento (em mg)

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e posteriormente a ANOVA, seguida por teste a posteriori
utilizando-se o método de Scheffé, sempre com nivel de significancia de 5%.
Dados que ndo se ajustaram a curva normal de Gauss foram analisados

através do teste de Kruskal-Wallis (Siegel, 1975)

Para a avaliacdo da eventual influéncia da decomposicdo dos animais

mortos na liberacdo de amonia, foi realizado o teste “t”, comparando, de forma



21

agrupada, os valores obtidos para EAI e para EAV nas diferentes densidades
de transporte. O mesmo teste foi utilizado para comparar as diferencas das

mesmas densidades para as duas espécies testadas.

Na chegada ao laboratério, dois sacos de transporte de L. vannamei, na
densidade de 3 camardes/L estavam furados. Assim, essas duas unidades n&o

foram consideradas nos resultados.

5. Resultados

Os resultados quantificados para L. schmitti estdo apresentados na Tabela
le para L. vannamei na Tabela 2. A temperatura e a salinidade ao longo do
experimento foi a mesma para ambas as espécies (p > 0,05). Entretanto, houve
uma tendéncia de reducdo do pH com o aumento da densidade testada,
provavelmente devido a respiracdo dos animais, e ndo houve variacdo da

temperatura desde o momento da coleta até o final do transporte.

Foram detectadas diferencas significativas [F(2,27)=42,6, p<0,001] nas
concentracOes totais de amoénia identificadas em cada tratamento empregado
nos testes com L. schmitti (Figura 2) e com L. vannamei ([F(2, 25)=3,37,
p=0,051)] (Figura 3 - Concentracdo de amonia total excretada, por juvenis
de Litopenaeus vannamei durante duas horas e meia de transporte, em
trés densidades (N-AT = nitrogénio na forma de amon ia total). Figura 3).
Como seria esperado, quanto maior foi a densidade de camarfes testada,
maior foi a concentracdo de amoOnia total quantificada em cada saco de
transporte. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre as

concentracbes de amobnia ndo-ionizada quantificadas nos diferentes
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tratamentos de L. vannamei (F(2, 25)=,35, p=0,71), ja para L. schmitti houve

diferencas (F(2,27)=0,61, p=0,048).
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Figura 2 - Concentracdo de amoénia total excretada, por juvenis de Litopenaeus
schmitti durante duas horas e meia de transporte, em trés densidades (N-AT =

nitrogénio na forma de am®énia total).
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Figura 3 - Concentracdo de amoénia total excretada, por juvenis de Litopenaeus
vannamei durante duas horas e meia de transporte, em trés densidades (N-AT

= nitrogénio na forma de amaonia total).
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Os resultados obtidos em termos de concentragdo de amonia total (mg/L de
N-AT), de amdnia ndo-ionizada (mg/L de N-NH3), de amonia total/peso seco de
animal vivo (mg de N-AT/g) e de mortalidade durante o experimento estéo

representados na Tabela 1 e na Tabela 2.

Apesar das mortes, ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes
de amoénia quantificadas em relagdo ao numero de individuos vivos no final do
experimento (EAV), quando comparado ao numero inicialmente estocado em
cada saco de transporte (EAI), para ambas as espécies. Assim, € possivel
afirmar que a morte dos camardes nao teve interferéncia nas concentragdes de
amonia quantificadas. Com isso, para efeitos de célculo, foram utilizados os

resultados de excrecéo considerando os animais vivos no final do experimento.

A EAP quantificada para L. schmitti [F(2,27)=1,90, p=0,17] em cada
tratamento esta representada na Figura 4 e para L. vannamei [F(2, 25)=0,04,
p=,95] na Figura 5. Na Tabela 3 é apresentada uma analise comparativa dos

resultados obtidos para as duas espécies.
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Figura 4 - Taxa de excrecdo de amonia total de Litopenaeus schmitti por
unidade de peso de animal vivo (EAP), durante duas horas e meia de
transporte, em trés densidades.
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Figura 5 - Taxa de excrecdo de amoénia total de Litopenaeus vannamei por
unidade de peso de animal vivo (EAP), durante duas horas e meia de
transporte, em trés densidades.
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Tabela 1 - Resultados obtidos durante o transporte de juvenis de Litopenaeus schmitti em diferentes densidades (média e desvio
padréo entre parénteses), apos duas horas e meia de transporte com dez repeticdes para cada tratamento.

Concentracéo de Concentragao de

amonia total por ia:)mniozrggansg; Copc_entragéo de
Tratamento Peso seco (g) pH Temrleratura Salinidade unu_jade unidade amonia tot_al / peso Mortes
(°C) experimental = ertal seco de animal vivo
g experimenta (mg de N-AT/g)
(mg/L de N-AT)  110/1 de N-NHs)
5 0,843(+0,16)* 12.2(+ 0,46(+0,096) 0?2
a ’ a a
camardes/L 7,1(+0,27) 23,1 (+0,7) 0,86) 0,77(+ 0,12) 0,0045(+ 0,001) (0%)
1,049(+0,30)" 0,41(+0,11) 1%
3 7,0(+0,36)" 23,2 (+ 0,6) 12,40+ 1,23(+ 0,22)° 0,0073+ 0,0006)°
camardes/L 0,51) o
(3,3%)
1,004(+0,29)* 0,38(+0,096) 6°
5 — 6,9 12,5(+ c c -
camardes/L (10,38)b 22,9 (+0,5) 0,52) 1,60(+ 0,23) 0,0093(+ 0,0007) (12%)

*Letras diferentes representam diferenca estatistica na mesma coluna, com nivel de significancia de 5%.
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Tabela 2 - Resultados obtidos durante o transporte de juvenis de Litopenaeus vannamei em diferentes densidades (média e desvio
padrdo entre parénteses), apds duas horas e meia de transporte.

Concentracao de

dConceAnt_ragéol amonia nao- Concentracéo de
Peso seco Temperatura © amon:ja ;[jota ionizada por amonia total
Tratamento @ pH (°C) - Salinidade por um ade unidade /peso seco de Mortes
g mediana experimental experimental animal vivo (mg
) de N-AT/g)
(mg/L de N-AT) (Mg/L de N-NHs)
cama%ées/L 1,38(+0,22) 7,28(+0,28) 22,9 (+0,07) 22 0,47 (+0,27)% 0,0038(+0,007) 0,19(+0,12) 1 (5%)°
3 ab 3
camardes/L 1,43(+0,2) 7,22(+0,2) 22,8 (+0,08) 22 0,68 (+0,27) 0,0048 (+0,027) 0,19(+0,1) (10%)ab
5 b 13
camardes/L 1,37(+0,19) 7,1(+0,16) 22,8 (+0,1) 22 0,85 (+0,39) 0,0045 (+0,004) 0,20(+0,14) (26%)b

*Letras diferentes representam diferenca estatistica na mesma coluna, com nivel de significancia de 5%.
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Tabela 3 — Comparacao dos resultados obtidos durante o transporte de juvenis de Litopenaeus schmitti e Litopenaeus vannamei
em diferentes densidades, apés duas horas e meia de transporte.

Concentra¢gdo de amobnia Concentragcédo de amdnia
total por unidade néo-ionizada por unidade Concentracdo de amonia total
Tratamento Peso (g) experimental experimental /peso seco de animal vivo (mg de Mortes
N-AT/g)
(mg/L de N-AT) (mg/L de N-NH3)
2 L.vannamei > L. schmitti L. schmitti > L.vannamei L. schmitti > L.vannamei L. schmitti > L.vannamei L. schmitti = L.vannamei
camarodes/L
3 L.vannamei > L. schmitti L. schmitti > L.vannamei L. schmitti > L.vannamei L. schmitti > L.vannamei L.vannamei > L. schmitti
camaroes/L
5 L.vannamei > L. schmitti L. schmitti > L.vannamei L. schmitti > L.vannamei L. schmitti > L.vannamei L.vannamei > L. schmitti
camarodes/L

*Comparacgdo com teste “t”, com nivel de significancia de 5%. Sinal de maior ou menor represente diferenca estatistica na comparagao entre as espécies.



6. Discussao

Apesar das maiores concentracbes de amonia terem sido identificadas nos
tratamentos com a maior densidade, as taxas de excrecao por unidade de peso
apresentaram uma tendéncia inversa para L. schmitti e se mantiveram
constantes para L. vannamei. Possivelmente, estes resultados foram

decorréncia de processos osmorregulatorios caracteristicos de cada espécie.

Em camardes, o processo de excrecdo da amoénia ocorre principalmente
através das branquias. Em situacdo normal, a concentracdo de amonia na
hemolinfa € maior que nas células branquiais. Assim, o transporte para o
interior das células branquiais é passivo. Ja para eliminacdo da amonia para o
meio aquético, o transporte é ativo, através de uma troca de cations, Na* -
NH;" e envolve a ATPase. Para que o ion Na' seja transportado da célula
branquial até a hemolinfa, ha a necessidade de outro transporte ativo (Frias-
Espericueta e Paez-Osuna). Em ambientes com elevadas concentracfes de
amoOnia ocorre um aumento no consumo de energia, por conta da necessidade
de eliminacdo dos excretas nitrogenados contra um gradiente ainda maior

(Chen e Lin, 1995; Racotta e Hernandez-Herrera, 2000).

Segundo Romano e Zeng (2007), em individuos expostos a altas
concentracdes de amonia, observa-se que a concentracdo de Na* na hemolinfa
tende a ser menor que em situa¢cdes normais, e também menor em relacéo a
do meio. Outro fator destacado pelos autores é que nesse processo de controle
ativo € comum que as concentracdes de amonia total na hemolinfa sejam

mantidas abaixo das concentracfes externas.

28
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Seguindo esses principios, pode-se inferir que no experimento realizado com
L. schmitti, a medida que a concentracdo de amébnia no meio se elevava,
aumentava a dificuldade para a manutencdo das taxas de excre¢ado por parte
dos camardes, exigindo um maior gasto energético para que 0 processo se
efetivasse. No caso dos testes com L.vannamei isso provavelmente né&o

ocorreu, o que explica uma menor taxa total de amonia excretada.

Gomez-Jimenez et al. (2004) e Willason e Johnson (1986) observaram que
pos-larvas de L. vannamei, em aguas marinhas (salinidade 35ups), apresentam
taxas de excrecdo de amobnia menores que quando submetidas a salinidades
de 1,5. Esse aumento de excre¢do devido a salinidade baixa pode resultar em
uma menor tolerancia a amoénia (Lin e Chen, 2001), podendo ser um dos
motivos das mortes observadas. Lemos et al. (2001), trabalhando com pos-
larvas de Farfantepenaeus. paulensis, observaram que nas salinidades de 5 e
15ups a taxa de excrecédo individual/hora foi significativamente maior que em
salinidades de 25 e 34ups. No caso de salinidades altas, as taxas de excrecéo
costumam ser maiores durante as duas primeiras horas, jA no caso das
salinidades baixas o0 pico de excrecao tende a ocorrer nos 5 primeiros minutos

de exposicdo (Gomez-Jimenez et al., 2004).

E sabido que quando a salinidade atinge valores inferiores ao ponto
isosmaotico, 0 camardo inicia um processo de catabolismo de aminoacidos
livres para poder manter a concentragdo interna adequada, assim ocorre um
aumento na producdo de amoénia (Dall et al., 1990). A exposicdo as altas
concentracfes de amonia também desencadeia 0 mesmo processo metabdlico

(Chen et al., 1994).
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Wasielesky (1999), estudando juvenis de F. paulensis, identificou que o
ponto de equilibrio osmoético dessa espécie ocorre na salinidade 22,9 ups. Ja
Chen et al. (1992) obtiveram um menor valor para Fenneropenaeus chinensis,
16,5 ups. Tais fatos salientam a influencia da salinidade na quantidade de
amoOnia excretada, mas também, é importante ressaltar que os animais ja se

encontravam aclimatados aquela salinidade quando iniciado o experimento.

Sperandio (2004), testando pos-larvas de Macrobrachium rosenbergii
(camardo de agua doce), durante 4 horas de transporte, observou diminuicdo
das taxas de excrecado de amonia total com o aumento da salinidade (O, 2, 4, 6
e 8ups). Em outro experimento, testou juvenis da mesma espécie, em duas
diferentes densidades (9 e 18/L) durante um transporte por 6 horas. ApGs o
periodo, houve uma maior excrecdo no tratamento de maior densidade. Moraes
(2004) também observou a mesma tendéncia no transporte de L. vannamei por
8 horas em diferentes densidades. No presente trabalho esta tendéncia foi

observada para as duas espécies testadas.

Utilizando os dados obtidos de excrecdo de amonia total, de densidade e de
peso obtidos por Sperandio (2004) em seu experimento com M. rosembergii €
possivel calcular a excrecdo por unidade de peso que aqueles autores
obtiveram. O calculo mostra que também naquele caso houve uma tendéncia
de maior taxa de excrecdo por unidade de peso ser observada no tratamento
de menor densidade. Esses resultados corroboram com o que foi observado no

presente estudo com L. schmitti.

O manejo de transporte em si também é considerado um fator estressante,

podendo causar mortes imediatas ou modificar o0 comportamento do camaréo



31

(Weibel et al., 2001). O estresse causado pelo manejo e pela exposicéo a altas
concentracbes de amoénia faz com que o camardo utilize a energia das
proteinas musculares, aumentando a concentracdo de aménia na hemolinfa
(Chen et al., 1994). Como o manejo foi semelhante para todos os tratamentos,
iIsso exclui a sua influéncia diferenciada nos resultados de excrecdo aqui

observados.

Em solu¢gBes aquosas a amonia total é o resultado do equilibrio entre amonia
n&do-ionizada (NH3) e a aménia ionizada (NH4") (Allan et al. 1990). A aménia
ionizada € consideravelmente menos toxica que a nédo-ionizada (Frias-
Espericueta e Paez-Osuna). Assim, considerando-se os valores de N-NHs,
quantificados nas unidades experimentais (préximos a 0,01 mg/L de N-NH,), é
provavel que a maior taxa de mortalidade observada na densidade de 5
camardes/L tenha sido causada pela toxicidade da amdnia nos sacos de
transporte. O mais provavel é que essa mortalidade seja resultante da
combinacdo de fatores relacionados ao estresse metabdlico provocado pelo
aumento da densidade, pela manipulacdo dos animais ou 0 mesmo
eventualmente pelo estresse prévio que os camardes sado submetidos antes de
chegarem aos tanques-rede. O importante € que todos esses fatores também
estdo presentes na situacdo que foi aqui avaliada, de transporte de camardes

para sua utilizagcdo como isca-viva.
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7. Conclusao

Juvenis de Litopenaeus schmitti e Litopenaeus vannamei foram afetados
pelo aumento da densidade durante o transporte. O efeito subletal mais
evidente do aumento da densidade foi a reducédo das taxas individuais de
excrecdo de amonia por unidade de peso para L. schmitti. Porém, o aumento
da densidade de transporte de 2 para 5 camarfes/L também provocou
aumento significativo das taxas de mortalidade dos animais durante o
experimento, principalmente no caso do L. vannamei, que apesar de ser
reconhecido como uma espécie de alta rusticidade apresentou maior taxa de

mortalidade que a verificada para L. schmitti.

Portanto, L. schmitti, mostrou-se mais bem adaptado as condigcbes
empregadas no comeércio de iscas-vivas de Guaratuba. Além de ser uma
espécie nativa, e portanto sua eventual fuga ndo representar nenhum tipo de
risco ambiental, o L. schmitti apresentou menor mortalidade durante o
experimento, possui um menor custo de obtencdo e, consequentemente,
possibilita maiores margens de lucro para comerciantes locais. Os resultados
sugerem a viabilidade do uso da densidade de 3 camardes/L durante o

transporte.
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CAPITULO 2 - TOXICIDADE AGUDA DA AMONIA PARA JUVENI S DE
Litopenaeus schmitti (BURKENROAD, 1936) E DE L. vannamei (BOONE,

1931) UTILIZADOS COMO ISCA-VIVA NA PESCA ESPORTIVA.

1. Resumo

Camardes empregados como isca-viva na pesca esportiva praticada no litoral
do estado do Parana, Brasil, sdo usualmente acondicionados em viveiros
localizados nas proprias embarcacdes, onde séo transportados durante duas
ou mais horas até as areas de pesca. Durante este periodo, os camardes
excretam amoénia na 4gua em que sao transportados, o que pode comprometer
a qualidade dessa agua e a prépria sobrevivéncia dos animais. Neste estudo
foi determinada a tolerancia a amonia dos juvenis das duas principais espécies
de camarbes utilizadas como isca-viva no estado, Litopenaeus schmitti e
Litopenaeus vannamei. Os animais foram obtidos com
pescadores/comerciantes de isca-viva, que 0S mantém em tanques-rede
instalados na Baia de Guaratuba e submetidos a 5 tratamentos contendo as
seguintes concentragdes de amonia: 0, 5, 10, 20 e 45 mg/L de N-(NHz + NH;")
nos experimentos com L. schmitti e 0, 20, 45, 65 e 90 mg/L de N-(NHz + NH,4")
nos experimentos com L. vannamei). Todos os tratamentos foram testados em
triplicata. Observou-se que as Clsg (concentracdo letal para 50% dos
individuos) em 96 horas para L. schmitti foram de 2,48 mg/l de N-(NHz + NH,")
e de 0,09 de N-(NH3), respectivamente. Ja as CLso 96 horas para juvenis de L.
vannamei foram de 21,69 mg/l de N-(NHz . NH,") e de 0,76 de N-(NHx).

Palavra-chave: carcinicultura, amonia, toxicidade, maricultura, tanque-rede

ACUTE TOXICITY OF AMMONIA TO JUVENILE OF Litopenaeus schmitti
(Burkenroad, 1936) AND L. vannamei (Boone, 1931) USED AS LIVE BAIT IN
SPORT FISHING

2. Abstract

Shrimp employed as live-bait by fishing sports practiced on the coast of Parana
State, Brazil, are usually kept in nurseries located in the boats where they are
transported for two hours or more to the fishing grounds. During this period, the
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shrimp excrete ammonia in the water in which they are transported, which can
compromise the quality of water and the survival of animals. This test
determined the tolerance to ammonia of juveniles of the two main species of
shrimp used as live bait in the state, Litopenaeus schmitti and Litopenaeus
vannamei. The animals were obtained from fishermen/salers of live bait,
keeping them in cages located in the Bay of Guaratuba. The animals were
subjected to 5 treatments with the following concentrations of ammonia: 0, 5,
10, 20 and 45 mg/L N-(NHz + NH,") in experiments with L. schmitti and 0, 20,
45, 65 and 90 mg/L of N-(NHz + NH,4") in experiments with L. vannamei. All
treatments were tested in triplicate. It was observed that the LCso (lethal
concentration for 50% of individuals) in 96 hours for L. schmitti were 2.48 mg/L
of N-(NH3z + NH,4") and 0.09 N-(NHxs) for L. vannamei. Since the LCsq 96 hours
for juvenile of L. vannamei were 21.69 mg/L of N-(NH3 + NH,;") and 0.76 N-
(NH3) for L. schmitti.

Keyword: shrimp, live bait, mariculture, cage

3. Introducéo

O camardo branco, Litopenaeus schmitti, € uma espécie que se
distribui entre o Caribe e o litoral de Santa Catarina, Brasil (Silva e Nakamura,
1981). Litopenaeus vannamei, por sua vez, € uma espécie originaria da costa
pacifica das Américas e que se distribui desde Sonora, México, até o norte do
Peru (Frias-Espericueta et al., 2000). Essas duas espécies sdao comumente
utilizadas como isca-viva na pesca esportiva praticada no litoral do estado do
Parand, Brasil, o0 que gera uma grande demanda por individuos juvenis para
atendimento dessa demanda e tem criado condi¢cbes para o desenvolvimento
de novas técnicas de manutencdo e/ou de cultivo dessas espécies em cativeiro
na regiao.

A amonia é o principal produto nitrogenado da excrecdo de crustaceos
(Weihrauch et al.,1999, 2004), além de ser um composto reconhecidamente

toxico para a fauna marinha (Person-Le Ruyet, 1998; Lin e Chen, 2001,
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Romano e Zeng, 2007; Freire et al., 2008;). O acumulo de ambnia na agua em
sistemas de producado aquicola pode ser decorrente de fatores como 0 manejo
inadequado das estruturas de cultivo, alimentacao excessiva e do elevado nivel
de estresse a que 0s animais sdo submetidos (Frias-Espericueta e Paes-
Osuna). A tolerancia a amonia, por sua vez, é espécie especifica (Rebelo et al.,
2000; Lin e Chen, 2001; Romano e Zeng, 2007) e por iSso mesmo é importante
que se conhecam os limites de tolerancia apresentados pelas espécies com

potencial de cultivo ou mesmo de utilizacdo comercial de organismos Vvivos.

O presente estudo avalia, de forma comparativa, a toxicidade aguda da
amoOnia para juvenis das duas principais espécies de camarbes marinhos
empregadas como iscas-vivas na pesca esportiva no litoral do estado do

Parana.

4. Material e métodos

Os juvenis (peso seco medio 0,469 para L. schmitti 1,17g para L. vannamei)
das duas espécies utilizadas nos experimentos foram adquiridos de
pescadores artesanais que também exercem o comércio de isca-viva junto aos
pescadores esportivos que frequentam a Baia de Guaratuba. Os exemplares
de L. schmitti foram capturados por esses mesmos pescadores na propria baia,
enquanto os juvenis de L. vannamei sao previamente adquiridos por eles de
carcinicultores sediados em Santa Catarina. Os exemplares de ambas as
espécies foram mantidos previamente por trés dias em tanques-rede

posicionados em frente a Ilha da Pescaria (25°51'20" S 48°34'39” O). Os
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animais eram alimentados com manjubas e sardinhas picadas, uma vez ao dia.
Os camardes foram retirados dos tanques-rede com auxilio de um puca, e
transferidos para um tanque de polipropileno de 100 L, onde foram contados e
selecionados. Os individuos que apresentavam ferimentos e/ou natacao

erratica foram imediatamente descartados.

Depois de selecionados, os animais foram colocados em galdes plasticos
com capacidade para 20 L, em presenca de aeracao constante, na densidade
de 2 individuos/L e transportados, durante uma hora e meia, até o Laboratério
de Pesquisa com Organismos Aquaticos (LAPOA), do Grupo Integrado de
Aquicultura e Estudos Ambientais, da Universidade Federal do Parana (GIA -
UFPR), em Curitiba, a 110 km de distancia. No laboratério, os animais foram
retirados dos galdes e transferidos para tanques com capacidade para 1.000L,
contendo 250L de agua, na densidade de 0,5 camardo/L, em presenca de
aeracao constante. Nesses tanques 0s animais permaneceram em aclimatagéo
durante 24 horas em agua do mar na mesma salinidade (20 ups) e na mesma
temperatura (25 = 1°C) que as quantificadas no momento da sua retirada dos

tanques-rede. Durante esse periodo nao foram alimentados.

Testes preliminares foram realizados para avaliacdo da sensibilidade
dos camardes a exposicdo a amonia. SolucbOes-teste de amodnia foram
preparadas a partir da dissolucdo de quantidades pré-pesadas de cloreto de
amonio (NH4CI), com grau analitico, em agua marinha previamente clorada,
neutralizada com tiossulfato de sodio e filtrada através de filtro de cartucho de

5um. Nesses testes foram avaliados os efeitos das concentracfes 1, 10, 100,
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1.000mg/L de N-AT (AT = Aménia Total, NHsz + NH4") sobre a sobrevivéncia

dos animais.

Nos testes definitivos foram empregadas 5 concentragfes (tratamentos)
com 3 repeticdes cada, em sistema semi-estatico: 0, 5, 10, 20 e 45 mg/L de N-

AT para L. schmitti e 0, 20, 45, 65 e 90 mg/L de N-AT para L. vannamei.

As unidades experimentais utilizadas eram constituidas por baldes
graduados com capacidade para 20 L, contendo 8 L de solucdo-teste de
amonia em salinidade 20ups e temperatura de 25 + 1°C, sob aeracdo suave e
constante, e cobertos com redes para evitar a fuga dos animais. Cada unidade
foi povoada com 8 camardes. A cada 24 h era feita a renovacao total das
solucbes-teste de cada balde e registrado o niumero de animais mortos, que
eram concomitantemente retirados da unidade experimental, secos em estufa a
60°C por 24h e posteriormente pesados. Os experimentos tiveram duracéo

total de 96 h,

Para a avaliacdo da eventual influéncia do peso dos animais na
sensibilidade a aménia, os resultados, em termos de peso seco dos camardes,
foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e posteriormente a
ANOVA, seguida por teste a posteriori utilizando-se o método de Scheffe,
sempre com nivel de significancia de 5%. Dados que ndo se ajustaram a curva
normal de Gauss foram analisados através do teste de Kruskal-Wallis (Siegel,

1975).

Os dados de sobrevivéncia ao longo das 96 horas de teste foram

submetidos ao software BioStat 2008 e tratados utilizando-se os método de



41

Probit, com nivel de significancia de 5%. Desta forma, foram determinadas as
CLso (concentracdes letais para 50% dos individuos) e as CLjgo (concentragcdes
letais para 100% dos individuos) em 24, 48, 72 e 96 h. Os valores obtidos, em
termos N-AT, foram transformados, para calculo das ClLsg € das CLig em
termos de N-NH3z (aménia n&o-ionizada), utilizando-se os valores medidos de
pH, temperatura e salinidade nas solucdes-teste, através das equacdes

descritas por Ostrensky (1991):
[N-NH3] = ([N-AT])/(1+10PkaPH)
pKa = (pKs + 0,0324 x )(298 —(273+T))
pKs =9,2516 + 0,153 x F
F =19,9273 x S/(1000 — (1,005109 x S)
Sendo:
NHs; — Amonia ndo-ionizada
NH4" — Amdnia ionizada
N-NH3~ Concentracao de nitrogénio na forma de amonia nao-ionizada
N-AT — Concentracéo de nitrogénio na forma de amonia total (NHz+NH;")
T - temperatura (em °C)
S - salinidade

5. Resultados
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O pH da agua nas solugbes-teste foi de 7,88, variando de 7,84 a 7,91.
Nao foram registradas diferencas estatisticas (p > 0,05) de pH entre os

diferentes tratamentos ou entre as repeticdes do mesmo tratamento.

Os resultados obtidos das ClLsp e CLigo quantificadas para as duas

espécies estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Comparacdo das CLsp,e intervalo de confianca em termos de
amobnia total (N-AT) e de amodnia ndo-ionizada (N-NHs) para juvenis de
Litopenaeus schmitti e de L. vannamei em 24, 48, 72 e 96 h.

Cls
(mg/l de N-AT) (mg/l de N-NHy'

Tempo (h) L. schmitti L. vannamei L. schmitti L. vannamei

24 15,31 NC 0,54 NC

7,47 — 34,27 0,26 — 1,21

48 4,53 98,14 0,16 3,43
09-7,6 61,4-115,68 0,031-0,26 2,16 — 4,08

72 3,3 27,78 0,11 0,98
0,3-6,13 13,4 - 38,25 0,01-0,21 0,47 -1,35

2,48 21,69 0,09 0,76
% 0,03 -5,36 14,01 - 27,65 0,001 -0,18 0,49 - 0,97

NC: resultados que ndo puderam ser calculados através do método de Probit.

Tabela 5 - Comparacao das CLip, em termos de amonia total (N-AT) e de
amonia ndo-ionizada (N-NH3) para juvenis de Litopenaeus schmitti e de L.
vannamei em 24, 48, 72 e 96 h.

CI—lOO
(mg/l de N-AT) (mg/l de N-NH5'
Tempo (h) L. schmitti L. vannamei L. schmitti L. vannameli
” 187,57 NC 6,65 NC
48 31,39 744,31 1,11 26,05
72 23,24 115,24 23,24 4,09
9 21,24 51,74 21,42 1,83

NC: resultados que ndo puderam ser calculados através do método de Probit.
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Observou-se que o0s exemplares de L. vannamei utilizados nos
experimentos eram mais pesados e, portanto, maiores que os de L. schmitti

(Tabela 6).

Tabela 6 - Pesos secos médios e respectivos desvios padrées dos juvenis de
Litopenaeus schmitti e de L. vanammei expostos a amoénia por 96 h (n = 8
animais por unidade experimental).

Peso seco médio Peso seco médio

Concentracao L. schmitti (g) L. vanammei (g)

0 0,48 (+0,19) 1,28 (+0,32)
5 0,35 (+0,12)

10 0,51 (+0,2)

20 0,44 (+0,12) 1,18 (+0,32)
45 0,51 (+0,14) 1,08 (+0,21)
60 1,19 (+0,25)
90 1,11 (+0,28)

Nivel de seguranca
De acordo com Sprague (1971), apud Romano e Zeng (2007), para se

obter uma estimativa sobre o nivel de seguranca da aménia para camardes
(concentragcdo maxima em gue a amonia ndo ocasionaria efeitos toxicos para a
espécie) bastaria multiplicar o valor obtido na CLsp 96h pelo fator de aplicacéo
de 0,1. Sendo assim, o nivel “seguro” de N-AT para L. schmitti seria de 0,24
mg/L (0,009mg/L de N-NH3) e para L. vannamei de 2,16 mg/L (0,076 mg/L de

N-NHs).

6. Discussao

Os mecanismos de toxicidade da amoénia para camardes e para outros

organismos cultivados tém sido alvo de estudos por diversos autores. A

exposicdo de camarfes a ambientes ricos em amoénia leva a um acumulo
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dessa substancia na hemolinfa. Exposi¢des por longo prazo podem apresentar
efeitos toxicos persistentes, mesmo apos 0s animais terem sido transferidos a
ambientes isentos de amonia (Mugnier e Justou, 2004). Campbell (1973)
identificou trés possiveis mecanismos de acdo da aménia sobre camardes
peneideos: a) efeito sobre o pH, que por sua vez influencia a catalise
enzimatica. Assim, excessos de NH3z podem alterar o metabolismo celular pela
alcalinizacdo de regides proximas. Como o NHs tende a reagir com os ions H*
presentes meio, ha uma tendéncia de alcalinizacdo, que pode afetar o
funcionamento enziméatico e o equilibrio ibnico nas membranas biolégicas; b) o
excesso de amonia nas mitocOndrias leva a uma reversdo da glutamato
desidrogenase, diminuindo a concentracdo de ATP no interior das células; c)
Os sais de amonio inibem o transporte ativo de Na* nos tecidos, o que afeta o
transporte de outros ions e a reabsorcédo de dgua. Como consequéncia, ocorre
um acumulo de K*, afetando as trocas i6nicas ao nivel das membranas.

Desta forma, pode-se constatar que o pH, oxigénio dissolvido e a
salinidade do meio em que os camardes se encontram podem influenciar
decisivamente na toxicidade da amoénia para uma determinada espécie. Além
destes parametros, destaca-se a temperatura, que influencia diretamente no
metabolismo de organismos heterotérmicos (Kir et al., 2004; Alcaraz et al.,
1997). No entanto, nos experimentos aqui realizados nao houve variacdo de
temperatura.

O pH é o parametro que mais diretamente afeta o equilibrio entre as
propor¢cdes de aménia ionizada (menos toxica) e ndo-ionizada (mais toxica)
presentes em solucdes aquosas (Emerson et al., 1975; Whitfield, 1974; Bower

and Bidwell, 1978). No presente caso, contudo, foi observada uma tendéncia
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de reducdo média de +0,1 unidade de pH durante as 24 horas envolvidas entre
as renovacdes das solucbes-teste de amodnia, valores proximos, mas ainda
assim inferiores aos observados por Ostrensky (1991). N&o houve diferencas
estatisticamente significativas de pH das solucbes-teste entre as espécies
testadas. Assim, as variagbes de pH quantificadas no presente estudo nao

parecem ter também ter sido determinantes para os resultados obtidos.

Sabe-se que a exposicao dos camardes a elevadas concentracdes de
amoOnia provoca um consequente o aumento do consumo de oxigénio (Chen e
Lin, 1995; Racotta e Hernandez-Herrera, 2000). Mugnier et al. (2008) testaram
a sobrevivéncia do camardo L. stylirostris em concentracbes sub-letais de
amonia em ambientes normais e com baixa concentragbes de oxigénio. Em
condi¢cdes de baixos niveis de oxigénio a mortalidade observada foi quase 3
vezes superior, evidenciando o potencial sinergismo existente entre esses dois
fatores.

No presente experimento, os testes foram realizados em condi¢cdes
estaveis de oxigénio dissolvido, garantidas pela aeracdo empregada em todos
os tratamentos, de modo que esse efeito ndo pode ser avaliado de forma mais
conclusiva. Contudo, apesar dos camardes de ambas as espécies terem
apresentado niveis de tolerancia superiores aos valores excretados durante
condi¢cbes de transporte (vide capitulo 2), eventuais queda das concentracdes
de oxigénio dissolvido podem potencializar os efeitos toxicos da amoénia. Essa
combinacéo € possivel de acontecer em condicOes de transporte de iscas-ivas,
uma vez que raramente os camarfes sao transportados em presenca de

aeracao.
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Tabela 7 - Comparacao entre resultados obtidos em testes de toxicidade da amoénia para diferentes espécies de camardes.

Ndmero Especie Idade Salinidade Clso - 96 horas mg/l N-AT ClLso - 96 horas mg/l N-NH3 Referéncia
Chin e Chen 1987 apud Romano e
1 Penaeus monodon Pés-larva 34 11,51 1,04 Zeng (2007)
2 Litopenaeus vannamei Pés-larva 12,2 Frias-Espericueta et al 2000
3 L. vannamei Juvenil 15 24,39 1,2
4 L. vannamei Juvenil 25 35,4 1,57 Lin e Chen 2001
5 L. vannamei Juvenil 35 39,54 1,6
6 L. vannamei Juven 34 65.2 Frias-Espericueta et al (1999)
7 L. vannamei Adulto 34 70,9
Nam e Chen 1991 apud Romano e
8 Metapenaeus ensis Juvenil 25 35,59 0,87 Zeng (2007)
Chen e Lin 1991 apud Romano e
9 P. penicillatus Juvenil 25 24,88 0,99 Zeng (2007)
Chen et al (1990b) apud Frias-
10 P. chinensis Adulto 35,1 Espericueta et al (1999)
11 P. chinensis Juvenil 10 28,18 1,94
12 P. chinensis 20 38,87 4,46 Chen e Lin 1992
13 P. chinensis 30 42,44 4,47
14 Farfantepenaus paulensis Juvenil 28 38,75 11 Ostrensky e Wasielesky 1995
15 F. paulensis Adulto 28 42,49 1,06
16 P. semisulcatus Pés-larva 15 7,07 0,34
17 P. semisulcatus Pés-larva 20 7,11 0,35
18 P. semisulcatus Pés-larva 25 8,94 0,39
19 P. semisulcatus Pos-larva 30 14,51 0,61 Kir e Kumlu 2006
20 P. semisulcatus Pés-larva 35 18,72 0,75
21 P. semisulcatus Pés-larva 40 19,06 0,74
22 P. semisulcatus Juvenil 39 26,72 1,8
23 L. vannamei Juvenil 20 21,69 0,76 Presente estudo
24 L. schmitti Juvenil 20 2,48 0,09 Presente estudo
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Uma analise dos resultados apresentados na Tabela 7indica uma grande
diversidade resultados obtidos para diferentes espécies quando se relaciona a
salinidade e a toxicidade da amonia para camardes. Uma andlise de correlacao
dos dados apresentados nesta tabela indicou apenas uma leve tendéncia de
reducéo da toxicidade da aménia total com o aumento da salinidade (r*~ 0,10, p
< 0,05). O estudo de Lin e Chen (2001) com L. vannamei € representativo
dessa tendéncia. Entretanto, o baixo coeficiente de determinacdo dessa
relacdo pode ser influenciado pelo estdgio de vida dos camardes e pelos seus
mecanismos especificos de regulacdo osmatica (Dall et al., 1990). Lin e Chen
(2001) obtiveram resultados semelhantes aos do presente estudo, apesar da

diferenca da salinidade utilizada nos testes.

Dados complementares sobre a osmorregulacdo de L. schmitti ndo
foram encontrados na literatura. Contudo, como essa € uma espécie estuarina,
capturada naturalmente na Baia de Guaratuba, a salinidade testada ndo parece
ter tido qualquer efeito na alta sensibilidade da espécie a exposicdo a amonia.
No caso de L. vannamei, a elevada tolerancia a variacdo de salinidade tende a
minimizar os seus efeitos sobre a toxicidade da amonia. Li et al. (2007)
observaram que salinidades préximas de 20ups sao ideais para crescimento da
espécie. Este valor estad dentro dos limites sugeridos por Vinatea (1997), que
concluiu que a salinidade ideal a espécie variaria entre 15 e 25 ups. Ponce-
Palafox et al. (1997) concluiram que salinidades entre 30 e 40 ups nao

influenciaram no desenvolvimento de L. vannamei.
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Frias-Espericueta et al. (2000) concluiram que ao longo do seu
desenvolvimento ontogético L. vannamei se torna mais tolerante a amonia.
Quando se observa a Tabela 7 percebe-se que esta tendéncia se repete para
varias outras espécies. Ainda assim, apenas a diferenca de peso médio entre
0s espécimes usados nos experimentos também ndo parece ter sido o fator

preponderante a explicar os resultados obtidos nos testes de toxicidade.

L. schmitti demonstrou ser muito menos tolerante a amébnia que o0s
juvenis de L. vannamei. Alids, quando se comparam os resultados obtidos por
varios autores, trabalhando com as mais variadas espécies de camarbes
peneideos, observa-se que a menor CLsp-96h quantificada para (7,07 mg/L N-
AT para pés-larvas de P. semisulcatus (Kir e Kumlu, 2006)), € quase trés vezes

maior que aquele encontrado para juvenis de L. schmitti no presente estudo.

7. Concluséao
Os resultados aqui obtidos ajudam, ainda que parcialmente, a entender

porque 0s comerciantes de iscas-vivas optam por comercializar regularmente
juvenis de uma espécie exbtica como L. vannamei para a pesca esportiva. Sua
grande rusticidade, aqui representada pela sua tolerancia a amonia, compensa
0S maiores custos e as dificuldades logisticas envolvidos na sua aquisicao.
Contudo, por se tratar de uma espécie nativa, com grande potencial para
geracdo de renda a partir da exploracdo das capturas locais, 0s estudos para
aprimoramento da tecnologia de aproveitamento de L. schmitti como isca-viva

para pesca esportiva devem ser estimulados.
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CAPITULO 3 - HISTOPATOLOGIA DE BRANQUIAS E DE
HEPATOPANCREAS DE JUVENIS DE LITOPENAEUS VANNAMEI (BOONE,

1931) EXPOSTOS A AMONIA

1. Resumo

A amobnia apresenta efeitos toxicos para organismos aquaticos, podendo
provocar alteracdes teciduais que afetam processos fisioldgicos e até causar a
morte desses organismos. O objetivo deste trabalho foi avaliar se juvenis de
Litopenaeus vannamei apresentam alteracGes teciduais especificas quando
expostos a elevadas concentragbes de amonia. Juvenis de L. vannamei
provenientes de cultivos em tanques-rede em Guaratuba-PR foram aclimatados
em laboratorio e submetidos a diferentes concentracdes de amonia por 24 h: 0
(controle), 5, 17, 100, 250 e 1.000 mg/l N-AT (nitrogénio na forma de amonia
total, NHz + NH;"). Os animais foram monitorados e a taxa de sobrevivéncia
registrada. Amostras de branquias e hepatopancreas foram coletadas, fixadas
em Solucédo de Davidson (ALFAC) e preservadas em alcool 70° Utilizou-se o
precedimento histotécnico de rotina, com desidratacdo em uma série crescente
de alcdois, diafanizacado em xilol, parafinizacdo a 56C e sec¢cdo em microtomo
(5 um). Laminas permanentes foram produzidas em Hematoxilina de Harris e
Eosina e analisadas em microscopio o6ptico. A analise foi realizada por
amostragem, com determinagdo de indices de impactos branquial (lIBr) e
hepatopancreatico (IIH). Mortalidade e alteracfes na capacidade de equilibrio e
natacéo foram mais frequentes nos tratamentos com 250 e 1.000 mg/L N-AT).
Foram observadas evidéncias de que a amobnia, quando em altas
concentracdes, provoca maior aderéncia da cuticula no epitélio branquial. Ja
as alteracdes hepatopancreaticas identificadas ndo demonstraram correlacéo
com as concentragdes de amonia testadas

Palavras-chave: Lesbes teciduais, toxicidade, camardo-cinza microscopia
Optica, patologia

HISTOPATHOLOGY OF GILLS AND HEPATOPANCREAS OF JUVENILE
Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) EXPOSED TO AMMONIA

2. Abstract

Ammonia is toxic to aquatic organisms, may cause tissue changes that affect
physiological processes and even cause death of these organisms. The
objective of this study was to evaluate whether juvenile Litopenaeus vannamei
have specific tissue changes when exposed to high concentrations of ammonia.
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L. vannamei juveniles cultivated under cages in Guaratuba-PR were acclimated
in the laboratory and subjected to different concentrations of ammonia for 24 h:
0 (control), 5, 17, 100, 250 and 1,000 mg / | N-AT (nitrogen form of total
ammonia, NH3 + NH4 +). The animals were monitored and the survival rate
recorded. Samples of gills and hepatopancreas were collected, fixed in
Davidson solution and preserved in alcohol 70° We used preceded histologic
routine with dehydration in an ascending series of alcohols, diafanization in
xylene, paraffinization at 56 ° C and in section microtome (5um). Slides were
produced in Harris hematoxylin and eosin and examined under a light
microscope. The analysis was performed on samples to determine levels of
impacts gill (lIBr) and hepatopancreatic (IIH). Mortality and changes in the
ability to balance and swimming were more frequent in the treatments with 250
and 1000 mg / | P-AT). We observed evidence that ammonia, while at high
concentrations, causes greater adherence to the cuticle in the gill epithelium.
Since the hepatopancreatic changes are identified don’t showed correlation with
the concentrations of ammonia tested.

Keywords : tissue injury, toxicity, gray shrimp, optical microscopy, pathology

3. Introducao
O camarao-cinza, Litopenaeus vannamei, € uma espécie tropical, que

ocorre desde Sonora, no México, até o nordeste do Peru (Frias-Espericueta,
2000). Apresenta grande importancia econdmica e € uma das espécies mais
cultivadas no mundo (Boscardim, 2008). No Brasil, hoje € praticamente a Unica
espécie de camarao cultivada comercialmente.

A amoOnia ocorre naturalmente no ambiente (Martin e Frederico, 2001),
mas, nao raro, também pode aportar a partir da poluicdo industrial, do
lancamento de efluentes domésticos e agricolas e de mudancas ambientais
(Rebelo et al., 2000). Além de ser o principal produto do catabolismo protéico
de crustaceos, a aménia € um composto comprovadamente toxico e que pode

provocar alteracdes fisiologicas significativas, influenciando no crescimento e
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na ingestdo de alimentos (Racotta e Hernandez-Herrera, 2000; Mugnier e
Juston, 2004), afetando a sobrevivéncia de camardes peneideos (Allan et al.,
1990; Chen et al., 1990; Frias- Espericueta, 2000; Kir et al., 2004).

As branquias dos camardes sao fundamentais na respiracdo, no balanco
ibnico, na regulacdo osmotica desses animais (Bhavan e Geraldine, 2000) e
também atuam na excrecdo da amoénia (Freire et al., 2008). O hepatopancreas,
orgao analogo ao figado de vertebrados, por sua vez, é altamente sensivel a
poluentes presentes na agua (Vogt, 1987, Bhavan e Geraldine, 2000; Chang et
al., 2006). Assim, é esperado que esses 0Orgdos apresentem alteracbes
patologicas em caso de exposi¢cdo a amonia.

A histopatologia tem sido utilizada na identificacdo de alteracbes
teciduais em animais expostos a aménia (Smart, 1976; Paul e Banerjee, 1997,
Miron et al. 2008). Estudos realizados por Rebelo et al. (2000) evidenciaram
que o tecido branquial do caraguejo Chasmagnathus granulata apresentou
lesdes quando os animais foram exposto a amoénia. Resultado semelhante foi
observado por Romano e Zeng (2007), estudando o caranguejo Portunus
pelagicus. Pouco, porém, € conhecido sobre os efeitos da aménia sobre
tecidos de camarbes. O objetivo deste trabalho foi avaliar se juvenis de L.
vannamei apresentam alteracOes teciduais especificas quando expostos a

elevadas concentracdes de amonia.

4. Material e Métodos
Juvenis de L. vannamei (peso médio individual de 5,33 + 1,3 g) foram

adquiridos de produtores que o0s cultivam em tanques-rede na Baia de
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Guaratuba (25°51'20” S 48°34'39” O), litoral paranaense. Os animais foram
transportados em galfes de 20 litros, em presenca de aeracdo constante, até o
Laboratério de Pesquisa com Organismos Aquéaticos (LAPOA), em Curitiba, por
cerca de uma hora e meia.

Em laboratério os exemplares foram aclimatados, em jejum, por 24
horas, em um tanque de polietileno (em densidade de 0,5 camardes/litro), sob
temperatura controlada (25 * 1°C) e salinidade de 20ups, condi¢cbes
semelhantes as encontradas no local de coleta e que foram mantidas durante
todo o experimento. Ao longo do periodo de aclimatagdo os animais foram
periodicamente inspecionados. Aqueles que apresentavam qualquer evidéncia
de perda de higidez foram descartados.

Os experimentos foram realizados em aquarios de 5 L, contendo 5
animais por unidade experimental. Foram testadas as seguintes concentracdes
de amoénia, definidas com base nos testes previamente realizados (vide
Capitulo 2): 0 (controle), 5, 17, 100, 250 e 1.000 mg/l de N-AT (nitrogénio na
forma de amoénia total, NHz + NH,4"), todas testadas em triplicata.

O experimento foi monitorado continuamente. Animais moribundos ou
recém-mortos foram imediatamente coletados e tiveram seu cefalotdrax
seccionado e fixado em ALFAC (33% alcool 95°, 22% formol, 11,5% &cido
acético e 33,5% agua destilada), seguindo procedimento recomendado por Bell
e Lightner (1988). Este procedimento teve por objetivo evitar o surgimento de
alteracdes post-mortem, que comprometessem os resultados obtidos. Apos 24
h todos os animais sobreviventes tiveram seu cefalotérax coletado e fixado

seguindo a mesma metodologia.
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Para a confeccao das laminas histolégicas, branquias e hepatopancreas
foram retirados, desidratados em uma série crescente de alcoois, diafanizados
em xilol e impregnados em parafina histolégica a 56C em um processador
histologico. Apoés a inclusdo das pecas e modelagem dos blocos em parafina,
os tecidos foram seccionados em 5 pm de espessura em um micrétomo (Leica®
RM2125RT). Laminas permanentes foram produzidas em coloragcbes de
Hematoxilina de Harris e Eosina (HE), seguindo o método proposto por Behmer

et al. (1976), e analisadas em microscopio optico.

Branquias

Andlises quantitativas foram realizadas por amostragem a partir de um
corte histologico escolhido ao acaso de cada animal. Neste corte foram
determinados ao acaso 7 filamentos branquiais por corte. Todas as lamelas de
cada um desses filamentos foram analisadas e as alteragOes teciduais
identificadas.

Para cada alteracdo detectada foi calculado o valor médio dos indices de
impacto, quantificados nos campos analisados. A extensdo de cada uma das
alteracdes patoldgicas encontradas nas lamelas analisadas de cada um dos
camardes testados gerou um Indice de Impacto Branquial (11Br). Este indice
variava entre 1,0 (valor maximo) e zero (valor minimo = auséncia de
patogenias) e foi calculado individualmente para cada patologia identificada,

seguindo a seguinte relagéo:
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- Indice de impacto nas branquias (I1Br) = (N° de lamelas alteradas/N° de

lamelas analisadas)

Hepatopancreas

As andlises foram realizadas a partir da captura, ao acaso, da imagem
de cinco campos de um corte histolégico de hepatopancreas de cada animal,
observado em microscépio Optico sob aumento de 400 vezes. Foram
realizadas medi¢cBes da area total analisada bem como das areas alteradas,
diferenciando-se cada alteragéo patoldgica diagnosticada.

As fotomicrografias e a medi¢do das &reas analisadas foram realizadas
com auxilio do software de anélises digitais LEICA QWin Lite®, V.2.4 (Imaginig
Solutions 1998). Deste modo foi possivel calcular a extensao relativa dos

danos provocados por cada leséo diagnosticada, segundo a seguinte relacao:

- Indice de impacto hepatopancreéatico (IlH) = (Area alterada/Area total

analisada)

Para cada alteracdo detectada foi calculado o valor médio dos indices
de impacto, quantificados nos campos analisados. Este indice foi calculado
individualmente para cada alteracédo estudada, apresentando valores entre 1,0
(valor maximo) e zero (valor minimo = auséncia de patogenias).

A prevaléncia das diferentes altera¢6es teciduais observadas nos 6rgaos
dos camardes foram analisadas através de estatistica descritiva. Utilizando-se

o software Statsoft Statistica 7.0® foi analisada, através do teste de Kruskal-
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Wallis, a similaridade entre os Indices de Impacto tecidual e a prevaléncia de
lesBes nos diferentes tratamentos. Analisou-se também a correlacdo entre os

dados, através dos coeficientes de determinacéo obtidos.

5. Resultados
Além dos efeitos agudos (morte) da ambnia sobre os camardes, 0S

testes em laboratorio permitiram a identificacdo de alguns efeitos sub-letais,
como alteragbes na capacidade de equilibrio e na natagdo. Em um primeiro
momento, os camardes expostos a elevadas concentracbes de amodnia passam
a nadar rapidamente na coluna da agua, inclinando-se continuamente
lateralmente ou verticalmente. Iguns passam a caminhar rapidamente sobre o
fundo, outros perdem a capacidade de equilibrio e tombam lateralmente. Este
altimo estado é caracteristico de animais moribundos.

A exposicdao de L. vannamei a concentracdo de 1.000 mg/L N-AT
promoveu massiva e rapida mortalidade (Tabela 8). Tao logo entravam em
contato com esta solucdo, os camarbes realizavam saltos e rapidos
movimentos com o0s pereidpodos e pledépodos. Em seguida reduziam os
movimentos e tombavam lateralmente no fundo do aquario. O primeiro
individuo morreu antes de se completar uma hora de teste e o ultimo antes de

terminar a segunda hora.
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Tabela 8 - Tempo médio de sobrevivéncia dos camardes expostos a amonia
em cada tratamento.

Tempo médiode Tempode Tempo de Numero de
sobrevivéncia morte do morte do animais mortos em
Tratamento - e -
(n =15 por primeiro altimo todos os
tratamento) animal animal tratamentos
Controle 24 h SM SM 0
5 mg/l N-AT 24 h SM SM 0
17 mg/l N-AT 24 h SM SM 0
100 mg/l N-AT 24 h SM SM 0
250 mg/l N-AT 10h 4 horas 14 15
1000 mg/l N-AT 12h <lhora Enie 12 15
oras

SM = Sem mortalidade

Foram analisados por meio das técnicas de histologia 72 exemplares de
L. vannamei. Esse numero foi menor que o numero total de camardes testado
porque qualquer evidéncia de ocorréncia de alteracdes post-mortem, causada
por ma fixacao dos tecidos ou mesmo por demora na constatacao da morte dos
animais, era suficiente para que esses individuos fossem descartados.

Como descrito por Wu et al. (2009), branquias normais possuem um €eixo
central, ligado a parede do cefalotdrax, do qual emergiam filamentos primarios
e destes as lamelas, também chamadas de filamentos secundérios. As lamelas
possuem células pilares, vasos aferentes e eferentes, lacunas hemolinfaticas,
lacunas subcuticulares e hemdcitos. Todas as estruturas branquiais sao
revestidas por uma delgada camada de cuticula, que tem como caracteristica o
constante contato com a 4gua.

A analise dos tecidos evidenciou uma grande variedade de alteracfes
branquiais (Tabela 9), destacando-se o descolamento de cuticula e a dilatacédo

lacunar como sendo as de maior prevaléncia.

O descolamento de cuticula se caracterizou por uma perda da
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integridade lamelar, com afastamento da cuticula em relacdo as células
epiteliais, com a formacdo de espacos de tamanho variavel (Figura 6Figura
6a). A cuticula branquial de alguns individuos também apresentou pigmentagao
anormal, com coloracdo marrom, leve espessamento e enrugamento (Figura
6Figura 6b). Esta pigmentacdo ndo estava relacionada a presenca de
podécitos, que também apresentam coloracdo marrom e podem ser
observados sob a cuticula lamelar (Figura 6Figura 6 c).

A presenca de poddcitos pode ocorrer naturalmente, por ser uma célula
relacionada a eliminacdo de substancias indesejaveis. Neste estudo, no
entanto, descreveu-se a presenca de poddcitos como sendo uma alteragdo
pelo fato dessas células aparecerem em grandes quantidades, o que poderia
indicar uma tentativa do camarao de eliminar substancias indesejaveis.

Em alguns individuos havia desestruturacdo da lamela (Figura 6Figura
6d). Lamelas também apresentaram dilatacdo lacunar, possivelmente
relacionadas a uma estase vascular (Figura 6e).

Células branquiais em processo de necrose caracterizaram-se por
apresentar lesdes nucleares e citoplasmaticas seguidas da perda dos limites
celulares. Entre os tipos de alteragdes nucleares comumente encontradas em
processos de necrose, identificaram-se nas branquias analisadas nucleos em
cariopicnose ou picnose (condensagéo da cromatina) (Figura 6f).

Células de citoplasma basofilo, com grande quantidade de granulos em
seu interior, foram vistas na base de filamentos primarios e em lamelas (Figura
6g). A presenca de protozoarios patogénicos foi evidenciada em alguns

individuos (0,58%) (Figura 6h) e inclusdes virais (0,87%) (Figura 6i).
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Tabela 9 - Prevaléncia de lesdes branquiais nos campos analisados e niamero
de animais avaliados (n) por tratamento.

Tratamentos (mg/l N-AT)

Alteragoes Controle 5 17 100 250 1000

n=9 n=8 n=15 n=15 n=15 n=10
Célula basdfila 1 0 3 3 0 0
Deformacao das lamelas 14 1 28 21 7 43
Descolamento de cuticula 62 40 99 80 62 39
Dilatagdo lacunar 37 26 94 64 19 1
Corpusculos de incluséo 3 0 6 0 0 0
Nucleos picnéticos (necrose) 7 0 0 0 0 0
Parasito 0 4 0 2 0 0
Pigmentacao da cuticula 14 23 34 29 17 0
Podécito 6 11 19 16 3 0
Total geral 145 105 283 221 121 90
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Figura 6 - Branquias de camardes em coloracdo de HE. Barras = 100 um. a)
descolamento de cuticula; b) pigmentacdo da cuticula; c) poddécitos em
marrom; d) deformacédo das lamelas; e) dilatagdo lacunar; f) nlcleos picnéticos;
g) célula basofila; h) parasitos; i) corpusculos de incluséo.
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A maioria das alteragbes teciduais ndo seguiu qualquer padrdo de
distribuicdo de prevaléncia relacionado a concentracdo de aménia testada

(Figura 7).
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Entretanto, alteracbes na cuticula lamelar variaram com o aumento na
concentracdo de amonia. Essa relacdo foi inversa no caso do descolamento de
cuticula (Figura 8) e direta em relacdo a pigmentacao de cuticula (Figura 9).

Ao se testar a similaridade dos resultados de descolamento de cuticula
verificou-se a ocorréncia de diferencas significativas (p=0,001) entre o controle e os
tratamentos com maiores concentracfes de amonia. O coeficiente de determinacéo

(R?) dessa relacéo foi de 0,31.
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Figura 8 - Prevaléncia de descolamento de cuticula em branquias submetidas a
tratamentos com diferentes concentracbes de amonia. As letras sobre as barras
indicam os grupos homogéneos identificados através de teste a posteriori de Doom.

O aumento da pigmentacdo da cuticula de acordo com as concentracdes
testado nao foi significativo (p>0,05) (Figura 9) e o coeficiente de determinagéo

dessa relagao foi baixo (R?=0,10).
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Figura 9 - Prevaléncia de pigmentacdo de cuticula em branquias submetidas a
tratamentos com diferentes concentragcées de amonia (mg/L N-AT).

Ao se avaliar a prevaléncia do IIBr nos diferentes tratamentos, verificou-se

diferenca significativa (p<0,001) apenas entre o tratamento controle e as

concentracdes de 17 e 250 mg/L N-AT de amonia (Figura 10).
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Figura 10 - indice de impacto branquial (IIBr) observado nos diferentes tratamentos

(p=0,0000).

Hepatopancreas

O padrdo normal do hepatopancreas de camarbes apresenta tubulos
ramificados, entremeado por sinusdides hemais, tecido conjuntivo e fagocitos, (Bell e
Lightner, 1988).

As células epiteliais que compdem os tubulos dos animais analisados
apresentaram poucas alteracbes histologicas em relacdo a esse padrdo de
normalidade sendo elas: presenca de granulos nos tdbulos (78,2%), necrose

(21,3%) e presenca de protozoarios (0,5%) (Tabela 10).



68

Tabela 10 - Prevaléncia de lesdes hepatopancreéaticas nos campos analisados e
namero de animais avaliados (n) por tratamento.

Tratamentos (mg/l N-AT)

Alteracbes Controle 5 17 100 250 1000
n=9 n=8 n=15 n=15 n=15 n=10
Necrose 0 1 11 14 9 7

Granulos nos tabulos 15 19 25 38 29 22

hepatopancreéticos
Parasito (protozoario) 0 0 0 1 0 0
Total geral 15 20 36 53 38 29

O hepatopancreas em necrose possuia desestruturacdo do epitélio tubular,
perda da integridade nuclear e citoplasmatica e baixa afinidade pelos corantes
hematoxilina de Harris e eosina.

Com a necrose ocorre no epitélio tubular a morte rapida de uma porcéo
limitada do hepatopancreas e é considerada como o estadio final de degeneracéo
irreversivel. As les@es identificaveis geralmente ocorrem no nucleo, citoplasma e nas
células como um todo (Thomson, 1983). A necrose celular passa por quatro estagios
sendo o ultimo, caridlise dissolu¢do da cromatina nuclear com auséncia do nucleo e
também a lise (dissolucdo) do citoplasma observadas nos hepatopancreas dos
camardes (Jones et al., 2000). A medida que as células sofrem processo de morte, a
proteina celular é degradada, tornando-se mais reativa com a eosina, ou seja, a
célula torna-se mais eosinofilica (Figura 1l1a). No entanto, ndo houve relacao
estatistica desta alteragdo em relagdo aos tratamentos (p=1,000).

A presenca de granulos densos no hepatopancreas pode estar relacionada ao

periodo de muda. Animais na fase pés-muda geralmente armazenam sais no tecido
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hepatopancreatico, sendo este considerado um achado normal (Figura 11b). Nao
houve relacdo estatistica deste achado para os tratamentos testados (p=0,684).

A presenca de parasitos foi observada em apenas um individuo (Figura 11c),
nao tendo, evidentemente, qualquer relagdo com a exposicdo a amoénia (p=1,000)

(Figura 12).

Figura 11 - Hepatopancreas de camardes em coloracdo de HE. Barra = 100 pm. a)
Necrose; b) granulos nos tubulos hepatopancreéticos; c) parasito.
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Apenas o tratamento 250 mg/L N-AT apresentou diferenca significativa

(p=0,021) do IIH, em relacdo ao tratamento controle (Figura 13).

1.4 T T T T T T

127

1,0} -+ -

0ar

IH

0,61

0ar

02y

0otb-—o— —— —— —— —— ——

o KMedian

: : : ' 40%%—60%
17 100 250 1000 % WMinddl ax

Controle 3
Tratamento

Figura 13 - indice de impacto no hepatopancreas (IIH) observado nos diferentes
tratamentos. As letras sobre as barras indicam os grupos homogéneos identificados
através de teste a posteriori de Doom.
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6. Discussao
Os dados obtidos sugerem que a reducao na frequéncia de descolamentos

possa ser uma alteracdo provocada pela exposicdo dos animais a amodnia. A
cuticula que reveste as branquias dos camarfes, assim como dos demais
crustaceos, € bastante delgada (Wu et al., 2009) caracteristica que pode aumentar a
susceptibilidade a agente externos. Ou seja, ha evidéncias de que a amobnia, quando
em altas concentracdes, possa provocar maior aderéncia da cuticula no epitélio.

As alteracbes branquiais, como o descolamento de cuticula aqui observado,
sdo prejudiciais ao animal, pois podem ocasionar uma maior predisSposicdo ao
desenvolvimento de lesdes e a perda de fungdo. Esta afirmacdo é corroborada por
Bhavan e Geraldine (2000), que sugerem a hipétese de que os camardes afetados
por substancias toxicas ou irritantes produzam uma reacao inflamatoria intensa, na
tentativa de manter as fungbes osmorregulatérias. No entanto, segundo estes
autores, tais reacdes enquanto abrandam a agéo toxicas nos tecidos, podem levar a
disfuncionalidade ou mesmo eventual parada de funcionamento das branquias,
resultando em asfixia.

A reacdo inflamatoria acima citada seria observada pelo acumulo de
hemdécitos nos espacos hemais, edema e fusdo de lamelas e descolamento do
epitélio lamelar (Bhavan e Geraldine, 2000). No entanto, estas alteragdes ndo foram
observadas nos camarfes aqui analisados.

A deposicdo de pigmento marrom, semelhante a melanina, na cuticula das
lamelas branquiais pode indicar uma reagdo do animal a agentes agressores
inespecificos. Frias-Espericueta et al. (2008) descreveram uma melanizacao

multifocal branquial em juvenis de L. vannamei contaminados por metais pesados.
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Na mesma espécie Wu et al. (2009) observaram resposta semelhante em animais
contaminados por cadmio. Segundo estes autores, L. vannamei apresenta alta
melanizacdo devido, provavelmente, a acdo da fenoloxidase ou mesmo como um
resultado ndo especifico de autolise e necrose. Clifford e Cook (2002), por sua vez,
relacionam a melanizacdo branquial, entre outros fatores, a presenca de toxinas na
agua, acao de Vibrio sp., Sindrome Taura (TSV) ou injuria fisica.

A necrose observada no tecido branquial dos animais analisados pode
provocar disfuncdes osmorregulatérias, de detoxificacdo e também respiratorias,
particularmente em individuos que habitam regides com variacdo de salinidade
(Couch, 1977). Rebelo et al. (2000) observaram em branquias do caranguejo
Chasmagnathus granulata, entre outras alteragbes (ruptura das células pilares,
colapso das lamelas e hiperplasia epitelial) a necrose do epitélio respiratorio.
Segundo estes autores, as mudancas histopatologicas sugerem que os danos
causados pela aménia provoquem a morte do animal.

No entanto, ndo houve evidéncias de que esta alteracdo, assim como a
presenca de célula basofila, deformacéo das lamelas, dilatacéo lacunar, corpusculos
de incluséo, parasito e poddcito estivessem associadas a acao toxica da amonia nos
animais testados.

As alteragBes hepatopancredticas identificadas também ndo demonstraram
correlacdo com as concentragdes de amonia testadas. Ressalta-se, no entanto, que
a necrose tubular foi registrada em todos os tratamentos em que a amonia esteve

presente, ndo sendo registrada no tratamento controle.

Johnson (1980) cita que a necrose de tubulos do hepatopancreas possa estar

relacionada ao consumo ativo de alimento pelos animais. Neste caso, as células B
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estariam repletas e mais frageis ao contato mecanico. Este autor sugere que durante
a coleta dos tecidos, as células B possam se romper facilmente, liberando seu
conteudo enzimatico no hepatopancreas e desencadeando o processo de autolise.
Como os animais ja estavam sem receber alimentacdo ha, pelo menos, 24 horas,
esta justificativa dificilmente se aplicaria. Outra hipétese que poderia explicar essas
alteracdes identificadas nos animais expostos a amonia seria a necrose causada por
anoOxia aguda, tal como, pela obstrucdo do fluxo sanguineo ou intoxicacbes muito

agudas.

lIBr e IIH de animais expostos a 1.000 mg/L N-AT n&o foram diferentes do
tratamento controle. Isto pode ter ocorrido devido aos camardes terem morrido em
até duas horas ap0s a exposi¢cdo ao tratamento. Isto sugere que 0s animais tenham
morrido tdo rapidamente que nd&o houve tempo suficiente para que a amodnia
provocasse alteracfes histoldgicas nas branquias, nem tdo pouco no
hepatopancreas.

Sabe-se que animais bénticos podem apresentar uma alta tolerancia a
amonia devido a uma adaptacéo ecologica (Weihrauch et al., 2004). Esta adaptacao
pode ser aplicada a camarbes que se enterram por periodos prolongados no
sedimento (Romano e Zeng, 2007), como L. vannamei (Santos, 2007). Portanto, isto
sugeriria que L. vannamei conseguiria manter altas concentracbes de aménia na
hemolinfa, sem grandes prejuizos a sua higidez.

No entanto, a acdo toxica da amoénia, além de provocar modificacbes
morfoldgicas, € responsavel por alteragfes fisiologicas (Romano e Zeng, 2007) e

comportamentais (Allan e Maguire, 1995).
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As fisiolégicas sao principalmente ligadas a alteracdes de pH intracelular e no
ciclo de Kreb's (Frias-Espericueta e Paez-Osuna, 2001). Ha reducédo de energia
para processos fisioldégicos, como por exemplo na reproducéo e na osmorregulacao
(Frias-Espericueta e Paez-Osuna, 2001), reducdo na taxa de crescimento (Allan e
Maguire, 1995), baixa sobrevivéncia (Corréa, 2008) e reducdo no percentual de
muda (Ostrensky e Wasielesky Jr., 1995).

Quanto as alteragcbes comportamentais, pode-se observar, por exemplo,
auséncia de apetite (Frias-Espericueta et al., 2000) ou redugcdo na taxa de
alimentacdo (Ostrensky, 1997) e alteracdo no equilibrio e na forma de natacdo

(Ostrensky e Wasielesky Jr., 1995; Ostrensky, 1997).

7. Concluséao
Ha evidéncias consistentes de que a exposicdo dos camarfes a altas

concentracbes de amodnia (no caso estudado, nos tratamentos que continham pelo
menos 250 mg/L N-AT) provoca a morte dos animais sem que haja tempo suficiente
para que possam ser causadas alteragfes teciduais especificas. Assim sendo,
alteragbes histologicas ndo seriam um bom marcador dos efeitos agudos da
exposicdo de camardes a amonia.

Sugere-se, contudo, a realizacdo de experimentos cronicos para que
eventuais alteracdes teciduais inequivocamente associadas a exposi¢cao dos animais

a amoOnia possam ser identificadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos que deram origem a presente dissertacdo de mestrado
foram desenvolvidos com o objetivo de responder a questionamentos gerados
durante as atividades de campo junto aos comerciantes de isca-viva de Guaratuba.

A excrecdo de amonia durante o transporte de Litopenaeus schmitti e de L.
vannamei utilizados como isca-viva era desconhecida até entdo, e ndo s6 foi
evidenciada, como também foi possivel demonstrar que foi afetada pelo aumento da
densidade durante o transporte. Além disso, o L. schmitti apresentou uma menor
mortalidade e com isso é possivel determinar que a densidade de 3 animais/L é a
mais indicada.

Além disso, foi observado que, apesar dos L. vannamei mostrarem uma maior
resisténcia a exposicdo a amonia e ser regularmente comercializado, o uso da
espécie nativa deve ser estimulado, pois pode ser uma fonte de renda para
pescadores locais. Outro fator que merece destaque é que em nenhum tratamento
com L. schmitti, durante o transporte, foi atingido os valores de CLso — 90 horas N-
AT, o que reforca o estimulo ao uso dessa espécie como isca-viva para a pesca
esportiva.

As informacdes aqui obtidas com relacdo a andlise histologica também trazem
importantes dados sobre a acdo da amobnia nos animais utilizados como isca-viva.
Os resultados indicam que outros mecanismos fisiolégicos foram o0s responsaveis
pelas mortes dos camardes, e ndo as alteragdes teciduais provocadas pela amonia.

Assim, todos os dados gerados no presente estudo, mostram informacdes
para aprimorar a tecnologia da comercializagdo de iscas-vivas. Contudo, mais

investimentos em pesquisas tornariam mais breve o desenvolvimento de um pacote
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tecnolégico para a atividade, e assim, ser uma nova fonte de renda para pescadores

artesanais.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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