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RESUMO

Azul de Metileno na racéo de tilapia-do-Nilo: tratamento inovador para
metahemoglobinemia por nitrito

A aquicultura intensiva esta susceptivel a problemas de qualidade da dgua, especialmente
os causados por compostos nitrogenados. O nitrito € um composto nitrogenado altamente toxico
para 0s peixes, pois oxida a hemoglobina (Hb) para formar metahemoglobina (MetHb), uma
molécula ineficiente no transporte de oxigénio, levando a privagcdo deste aos tecidos e,
consequentemente, a morte por asfixia. A presenca de MetHb resulta em uma coloragdo sanguinea
conhecida como “doenga do sangue marrom”. Além disso, a exposi¢do ao nitrito pode desencadear
uma série de mudancas fisiologicas, bioquimicas e de expressdo génica, assim como alteracBes
metabdlicas, cardiovasculares, respiratorias, imunoldgicas e histopatoldgicas. Embora existam
algumas estratégias para mitigar os impactos adversos do nitrito nos sistemas de aquicultura, até o
momento, nenhuma demonstrou a capacidade de reverter o quadro da metahemoglobinemia causado
pela intoxicacdo por nitrito. O azul de metileno (AM) possui propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, e tem sido utilizado no tratamento de MetHb em diversas espécies animais, devido a
sua capacidade de converter a MetHb novamente em Hb, revertendo a intoxicagdo por nitrito. No
entanto, até agora, 0 AM s6 foi testado apenas por administracdo intraperitoneal e banhos de imerséo
para reverter a metahemoglobinemia em peixes, mas como nenhuma dessas vias de administracéo é
viavel do ponto de vista comercial, o objetivo deste estudo foi avaliar a administracdo oral do AM
via ragdo medicamentosa. O ensaio foi conduzido e analisado em um delineamento inteiramente
casualizado, com dois tratamentos e cada tratamento teve uma réplica de aquario, cada aquério
contendo 15 peixes, totalizando 60 juvenis de tilapia (25g + 1,3). Apds um periodo de aclimatacéo,
0S peixes passaram a receber as ragdes experimentais com e sem inclusdo de 10g/kg de AM. Apds
5 dias da introducéo da racdo experimental, foram realizadas intoxica¢Ges por nitrito durante 48
horas, com uma concentracdo de 20 mg/L nas primeiras 24h e de 90 mg/L nas 24h antes da coleta.
Os biomarcadores quantificados foram sangue e filamentos branquiais. As anélises hematoldgicas
sugeriram que os peixes do grupo controle enfrentaram um maior desafio de hipdxia, apresentando
médias superiores na concentracdo de hemoglobina (p=0,009) e eritrdcitos (p=0,017). Isso sugere
um mecanismo fisioldgico de acdo compensatéria para reduzir os efeitos da hipoxia, causados pelas
maiores concentracdes de metahemoglobina (p=0,046) e metahemoglobina circulante (p=0),
enquanto os peixes do grupo medicado com azul de metileno enfrentaram um desafio menor e
apresentaram um transporte de oxigénio mais eficiente. Além disso, as analises histologicas das
brénquias mostraram que os peixes do grupo AM mantiveram as estruturas branquiais com
arquitetura preservada, apresentando apenas lesdes de grau leve, enquanto os peixes do grupo
controle apresentaram alteracdes na estrutura padrdo e diversas lesdes nos tecidos branquiais. 1sso
sugere que os peixes do grupo controle enfrentaram um ambiente mais desafiador devido a
intoxicagao por nitrito, enquanto os peixes do grupo AM conseguiram lidar melhor com esse desafio.
Conclui-se que o AM administrado por via oral tem a capacidade de auxiliar os peixes a compensar
os efeitos causados pela intoxicacéo por nitrito.

Palavras-chave: 1. Piscicultura 2. Azul de Metileno 3. Nitrito 4. Metahemoglobinemia
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ABSTRACT

Methylene blue in Nile tilapia feed: innovative treatment for nitrite
methemoglobinemia

Intensive aquaculture is susceptible to a high incidence of water quality issues,
particularly those stemming from nitrogen compounds. Nitrite is a highly toxic nitrogen compound
for fish, as it oxidizes hemoglobin (Hb) to form methemoglobin (MetHb), an inefficient molecule
in oxygen transport, leading to tissue oxygen deprivation and consequent death by asphyxiation.
The presence of MetHb results in a characteristic brown blood coloration known as "brown blood
disease". Additional effects of nitrite exposure include physiological, biochemical, and gene
expression changes, as well as metabolic, cardiovascular, respiratory, immunological, and
histopathological alterations. While several strategies exist to mitigate the adverse impacts of
nitrite in aquaculture systems, none have yet demonstrated the ability to reverse the
methemoglobinemia caused by nitrite poisoning. Methylene blue (MB) possesses antioxidant and
anti-inflammatory properties and has been utilized in treating MetHb in various animal species due
to its ability to convert MetHb back to Hb, reversing nitrite poisoning. So far, MB has only been
tested via intraperitoneal administration and immersion baths to reverse methemoglobinemia in
fish. Since neither of these administration routes is commercially viable, the aim of this study was
to evaluate the oral administration of MB via medicated feed. The trial was conducted and analyzed
in a completely randomized design, with two treatments, each with a replicated aguarium
containing 15 fish, totaling 60 tilapia juveniles (25¢g + 1.3). After a acclimatization period, the fish
began receiving experimental diets with and without the inclusion of 10g/kg of MB. Five days
after the introduction of the experimental diet, nitrite intoxications were performed for 48 hours,
with a concentration of 20 mg/L in the first 24 hours and 90 mg/L in the last 24 hours before
sampling. Quantified biomarkers included blood and gill filaments. Hematological analyses
suggested that fish in the control group faced a greater hypoxia challenge, showing higher means
in hemoglobin concentration (p=0.009) and erythrocytes (p=0.017). This indicates a compensatory
physiological mechanism to reduce the effects of hypoxia caused by higher concentrations of
methemoglobin (p=0.046) and circulating methemoglobin (p=0), whereas fish in the MB-treated
group faced a lesser challenge and exhibited more efficient oxygen transport. Additionally,
histological analyses of the gills revealed that fish in the MB group maintained gill structures with
preserved architecture, displaying only mild-grade lesions, while those in the control group showed
alterations in the standard structure and various lesions in gill tissues. This suggests that fish in the
control group faced a more challenging environment due to nitrite intoxication, whereas fish in the
MB group coped better with this challenge. In conclusion, orally administered MB has the capacity
to assist fish in compensating for the effects caused by nitrite poisoning.

Keywords: 1. Pisciculture 2. Methylene Blue 3. Nitrite 4. Methemoglobinemia
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1. INTRODUCAO

A populacdo mundial esta em constante expansdo, que resulta em uma alta demanda por
alimentos. Nesse contexto, a aquicultura desempenha um importante papel na garantia daseguranca
alimentar e nutricional, sendo o setor de producdo de proteina animal que mais cresceu nas ultimas trés
décadas (FAOQ, 2023). A intensificacdo da aquicultura é uma estratégia para atender a esse crescimento
(DAS et al., 2004), mas, em sistemas intensivos, problemas relacionados a qualidade da agua sdo
frequentemente observados. Os peixes necessitam da agua para realizar todas as suas funges vitais e
entre as varidveis de qualidade da 4gua mais impactantes para a salde dos peixes podemos citar a
presenca de compostos nitrogenados toxicos (MIRANDA-FILHO et al., 2009; MIRANDA- FILHO E
COSTA, 2015).

O nitrito (NOy) é um composto nitrogenado altamente toxico, e em sistemas fechados com altas
densidades de estocagem, pode atingir niveis letais rapidamente (YANBO et al. 2006). A acdo
fisiologica deste composto, esta associada a sua interacdo com a hemoglobina (Hb) (ALATORRE-
JACOME et al., 2011). O NO - &consumido em reac¢des com a Hb, causando oxidago do ferro presente
na molécula, transformando-a do estado ferroso (Fe?*) para o estado férrico (Fe**) (KOSAKA E
TYUMA, 1987), produzindo metahemoglobina (MetHb) (KOSAKA E TYUMA, 1987, JENSEN,
2009), uma molécula que ndo possui a capacidade de transportar oxigénio (O?) de forma eficiente,
fazendo com que os peixes sofram hipdxia (MASSER et al., 1999, NOGA, 2010). Essa oxidagdo
confere uma coloragdo marrom ao sangue (SCARANO ET AL., 1984; MASSER et al., 1999; NOGA
2010).

IntoxicacBes por nitrito podem desencadear mudangas fisiologicas, bioquimicas e de expressao
génica, além de alteracbes metabolicas (MIAO et al., 2018) cardiovasculares, respiratrias,
(KROUPOVA et al., 2013; KROUPOVA et al., 2005; JENSEN, 2003), imunolégicas (ABUHARFEIL
etal., 2001; GAO et al., 2020) e histopatolégicas (NEGARCHI et al., 2018). Além de todos os impactos
negativos a salide dos peixes, o nitrito também pode favorecer a emisséo de éxido nitroso (N20) nos
sistemas de aquicultura. Entretanto, o nitrito ndo representa apenas uma ameaga potencial para a
indUstria da aquicultura, mas também constitui um desafio significativo para o0 meio ambiente global.

A toxicidade do nitrito é frequentemente encontrada nos sistemas de aquicultura, entretanto
diferentes abordagens e estratégias para remog¢do desse composto foram desenvolvidas e avaliadas. A
principal medida adotada é a técnica de adigdo de sais (KOZAK et al. 2005; SHINN et al. 2013), que
quando adicionados a agua, reduzem a toxicidade do nitrito (YANBO et al., 2006) por competirem
pelos mesmos sitios de absorcao nas células das branquias e do epitélio intestinal (TOMASSO, 1994),
proporcionando uma acao protetora (STORMER et al., 1996). Porém, este efeito protetor ndo é uniforme
entre as especies (LEWIS & MORRIS 1986). Além disso, os sais podem diminuir a eficiéncia do

biofiltro em RAS (MASSER et al., 1999), e afetar o desempenho das plantas em sistemas aquap6nicos
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(MUNNS & TERMAAT, 1986). Existem outras estratégias mitigativas para os impactos adversos desse
composto. No entanto, é importante destacar que estas tecnhologias ainda ndo estdo consolidadas e
nenhuma delas demonstrou a capacidade de reverter de maneira eficaz o quadro de metahemoglobinemia
causado pela intoxicacao pelo nitrito.

O Azul de Metileno (AM) possui uma ampla gama de utilizagdes (PINHEIRO, 2020)
destacando entre uma das principais indica¢fes clinicas o tratamento da metahemoglobinemia em
humanos e outras diversas espécies animais (SCHIRMER, 2011). Em humanos, o AM possui a
capacidade de ativar o sistema enzimatico alternativo e reduzir o azul de metileno a azul de
leucometileno, que possui a capacidade de converter a metahemoglobina (methb) novamente em
hemoglobina (hb) (HAYMOND, 2005). Estima-se que o AM possa acelerar a taxa de conversdo de
methb em hb em, aproximadamente, seis vezes (BRADBERRY, 2003).

Na aquicultura, o AM também ¢é frequentemente utilizado como desinfetante
(SAFARIK, 2002), antifingico e antiparasitirio (PICON-CAMACHO ET AL. 2012). E alguns autores
tiveram éxito ao utilizar AM como uma forma de tratamento para a intoxicag&o por nitrito na aquicultura.
Bortz (1976) demonstrou sucesso na administracéo Vvia intraperitoneal. Wedemeyer e Yasutake (1978)
e Vrskova e Knotek (2008) alcangaram resultados positivos na administracdo via banho de imersdo.
Entretanto, nenhuma dessas vias de administracdo (injecdo intraperitoneal e banho de imersdo) sdo
praticas viaveis do ponto de vista de produgdo comercial.
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2. HIPOTESE

O Azul de Metileno é capaz de converter a metahemoglobina novamente em hemoglobina,
apresentando o potencial de prevenir ou auxiliar o peixe a compensar os efeitos nocivos da intoxicacao
por nitrito.
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3. OBJETIVO

Avaliar uma racdo medicada com azul de metileno em sua capacidade antioxidante de
converter metahemoglobina em hemoglobina diante de um quadro de intoxicacdo aguda por nitrito em
peixes.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Intensificacdo dos Sistemas de Produgéo

A populagdo mundial estd em constante expansdo, com estimativas de que, nas proximas
décadas, possa atingir a marca de 9,7 bilhGes de pessoas. Esse aumento populacional resulta em uma
demanda cada vez maior por alimentos. Nesse contexto, a aquicultura se destaca, pois sua expansao
supera o crescimento da populacdo mundial, sendo reconhecida como uma atividade importante para
a garantia da seguranca alimentar e nutricional (ALLISON, 2011; BENE et al., 2016). Além disso, 0s
efeitos benéficos e a importancia do pescado na dieta humana tém sido demonstrados no contexto da
seguranca alimentar, incluindo o combate a desnutricao e as deficiéncias de micronutrientes nos paises
em desenvolvimento (MOHANTY et al., 2019).

Entre os anos 1990 e 2020, a aquicultura mundial cresceu 609%, sendo considerada o setor
de producéo de proteina animal que mais cresceu no mundo (FAO, 2023). Além de ser uma das formas
mais ambientalmente eficientes de producéo de proteina animal, e ser considerada uma solucéo viavel
para a escassez de alimentos, apresenta a melhor conversao de racdo em biomassa corporal estimada
em 30%, em comparagdo com 18% em aves e 13% em suinos (GUPTA, 2018). A producdo aquicola
global atingiu a marca de 82,1 milhdes de toneladas em 2018, das quais a aquicultura interior produziu
51,3 milhGes de toneladas (62%), enquanto a pesca atingiu 30,8 milhdes de toneladas (38%). Devido
ao cendrio de estagnagéo da pesca extrativista, a produgdo aquicola intensiva é desafiada a se expandir
(FAO, 2020).

O intenso aumento produtivo das pisciculturas, associado a escassez hidrica, gera maior
preocupacdo com os recursos ambientais (COSTA et al., 2008). A intensificacdo da aquicultura é uma
estratégia essencial para atender a essa necessidade projetada, uma vez que 0s recursos terrestres estdo
se esgotando para sua expansao (DAS et al., 2004). A FAO (2022) propde uma transformacao azul
da aquicultura, com o intuito de promover a transformacao sustentavel do sistema aquicola, mantendo
a saude do ecossistema aquatico, reduzindo a poluicdo, protegendo a biodiversidade e promovendo a
igualdade social. No entanto, os sistemas tradicionais de aquicultura extensiva dependem
excessivamente dos espagos naturais e sdo propensos a diversos fatores externos relacionados a
doencas e poluicdo da agua, o que ndo condiz com o desenvolvimento sustentavel da aquicultura
(TIMONS, 2002).

A tecnologia dos sistemas de recirculacdo de dgua (RAS) estd em constante expansdo devido ao
seu excelente desempenho na producéo de peixes e no controle adequado de poluentes aquicolas (FAO,
2020). Esse método intensivo e moderno de aquicultura é baseado na reciclagem da &gua, visando a
utilizagdo eficiente e sustentavel dos recursos hidricos naturais. Em RAS, as condi¢cGes ambientais

podem ser controladas a fim de manter os principais pardmetros de qualidade da agua, preservando
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a salde e as taxas de crescimento ideais para 0s organismos cultivados. Além disso, a utilizacdo de agua
¢ 90% a 99% menor do que a dos métodos tradicionais (TIMONS E EBELING, 2010). Em
contrapartida, sabe-se que, se o tratamento da dgua néo for adequadamente controlado, a qualidade da
agua ira se deteriorar (MOLLEDA et al., 2007).

4.2. Qualidade da Agua e Dinamica dos Compostos Nitrogenados

Os peixes sdo intrinsecamente dependentes da agua para realizar suas funcdes vitais, portanto,
conhecer as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas da agua é fundamental para o bom
desenvolvimento dos organismos aquéaticos e para a garantia de uma producdo economicamente viavel.
A qualidade da &gua garante um cultivo eficaz de organismos aquéaticos (CARBAJAL-HERNANDEZ
et al., 2013). Espera-se que 0s peixes confinados atendam a expectativas da produgdo comercial, como
méaxima sobrevivéncia, boa conversio alimentar e altas taxas crescimento (SANCHEZ E
MATSUMOTO, 2012).

Com a intensificacdo dos sistemas de criacdo, consequentemente os problemas relacionados a
qualidade da agua passaram a ser observados com frequéncia (COSTA et al., 2008). Diversos fatores
podem estar relacionados a qualidade da &gua na piscicultura, como manejo, espécie de cultivo,
quantidade e composicédo da ragdo fornecida. A 4gua pode ter suas caracteristicas quimicas mantidas ou
modificadas, sendo frequentemente influenciada pelo aporte de matéria organica e nutrientes dentro do
sistema (BOYD, 1982; THORNTON, KIMMEL E PAYNE, 1990). As variaveis de qualidade de agua
mais relevantes e impactantes para a salde dos peixes sdo o oxigénio dissolvido e a presenca de
compostos nitrogenados tdxicos, como aménia e nitrito (BOYD, 1982; MIRANDA-FILHO et al., 2009;
MIRANDA-FILHO E COSTA, 2015).

Em sistemas intensivos de produgdo, é comum que 0s peixes sejam alimentados com dietas
formuladas com elevados teores de proteinas. Nesse contexto, uma propor¢do significativa dessa
proteina é absorvida e armazenada no organismo dos peixes como proteina animal. Entretanto, 0 excesso
de ingestdo proteica leva ao seu catabolismo, gerando corpos cetdnicos ou acidos graxos, que sao
utilizados como fonte energética, e o nitrogénio amoniacal, que é a principal forma de excreta
nitrogenada dos peixes (BALDISSEROTO, 2018). Dietas para peixes podem conter 25 a 65% de
proteina, correspondendo de 4,1 a 10,7% de nitrogénio. O nitrogénio retido pelos peixes € apenas de 20
a 30%, assim, a maior parte do nitrogénio é excretada na adgua (LOVELL, 1988). Em ambientes
aquaticos, o nitrogénio pode ser encontrado em diferentes formas (SIPAUBA-TAVARES, 1998;
BALDISSEROTO, 2002).
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A amdnia (NH3"), produto do catabolismo de proteinas, sofre um processo de oxidacao por
bactérias oxidantes de aménia (AOB) (Nitrosomonas spp.), sendo transformada em nitrito (NO>)
(Baldisserotto, 2018):

NH4* + 1% O,— NO, + 2H* + H,0

O nitrito (NO>), ao sofrer a acdo de bactérias oxidantes de nitrito (NOB) (Nitrobacter spp.) é

convertido a nitrato (NO3):
% 0%+ Ny — NO3°

Os compostos nitrogenados toxicos para organismos aquaticos sdo a amOnia e o nitrito
(MIRANDA-FILHO et al., 2009; MIRANDA-FILHO E COSTA, 2015). Esses poluentes sdo
naturalmente encontrados na agua devido a excrec¢ao de animais aquaticos, sendo mais prevalentes em
sistemas de producdo com altas densidades (JENSEN, 2003; PARK et al., 2007), devido a degradacao
de ra¢des nao consumidas (PEYGHAN E AZARY-TAKAMY, 2002) ou a desequilibrios no processo
de nitrificacdo bacteriana (DEANE & WOO, 2007). A exposicdo dos peixes aos compostos
nitrogenados pode ocorrer por exposi¢des agudas ou cronicas (RANDALL E TSUI, 2002). Sendo que
exposicOes agudas podem ser letais para 0s peixes, enquanto exposi¢des cronicas podem gerar redugao
no crescimento ou suprimir o sistema imunol6gico (Hargreaves, 1998).

A bactéria_Nitrosomonas spp., responsavel pela conversao de aménia em nitrito, tem melhor

desempenho em temperaturas entre 15 e 20°C. No entanto, as bactérias Nitrobacter spp., que

transformam nitrito em nitrato, tm um desempenho inferior nessas temperaturas e preferem uma faixa
de pH de 7,5 a 8,6 com pelo menos 1 mg/L de oxigénio dissolvido. Portanto, é relatado um aumento
na toxicidade do nitrito em condigdes de pH mais baixo e temperatura fria em varios teledsteos e
crustaceos (HUEY et al., 1984; CHEN & CHENG, 2000).

) Removal by
Excretion water changes
AL 2 i
Uneaten food (NHs, NH;#)  Ammonia  (NO;) Nitrite (NO3:2)
oxidizing oxidizing
bacteria bacteria
’ (AOB) (NOB)
= Uptake
Dead by plants

plants and animals
Figura 1 — Principais fontes de entrada e saida de nitrogénio em um sistema de cultivo (Adaptado de Noga,
2010).
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4.3. Nitrito

O nitrito (NOy), presente nos ecossistemas como parte do ciclo natural do nitrogénio, pode
se tornar um problema potencial em ambientes aquaticos devido a sua alta toxicidade (KROUPOVA et
al., 2013; KROUPOVA etal., 2005; LEWIS E MORRIS, 1986). Altas concentracGes de nitrito em curtos
periodos podem ser observadas em criagdes intensivas de peixes comerciais e em aquarios de peixes
ornamentais, podendo ocorrer logo no inicio da criagdo, quando as bactérias do filtro biolégico ainda
ndo estdo bem estabelecidas, resultando em uma filtragem bioldgica ineficaz (AVNIMELECHet al.
1986; SVOBODOVA et al. 2005; GAO et al., 2020), nesses casos a intoxicagdo por nitrito pode ser
conhecida vulgarmente como “Doenga do sistema novo” ou “Doenca do aquario novo”. Altas
concentracdes de nitrito, também podem ocorrer pela oxidacdo da aménia em ambientes oxidantes ou
pela reducdo do nitrato em ambientes redutores, sendo a oxidagdo da amdnia em ambientes oxidantes,
a fonte mais predominante em sistemas aquicolas. Em sistemas com altas densidades, os niveis de nitrito
podem aumentar rapidamente, atingindo concentra¢des que podem ser letais aos peixes (YANBO et al.
2006).

As implicagdes dos nitritos sdo mais provaveis de ocorrer em sistemas fechados de cultura
intensiva devido a sistemas de filtracdo ineficientes ou avariados para remover residuos de aménia da
agua através da nitrificacdo (KROUPOVA et al. 2005). Além disso, em sistemas de recirculacdo de
agua, a irradiagdo ultravioleta é comumente utilizada para desinfetar a 4gua, podendo também ser uma
fonte adicional de nitrito se a &gua tratada apresentar niveis elevados de nitrato. Isso ocorre pois a
irradiacdo ultravioleta pode converter o nitrato em nitrito (KROUPOVA et al. 2018; LU et al. 2009;
SHARRER et al. 2005).

Alguns organismos aquaticos podem ser muito suscetiveis & intoxicacao por nitrito devido a
absorcdo deste composto diretamente através das branquias, resultando em altas concentracfes nos
fluidos corporais (JENSEN, 1995). A maioria dos peixes de agua doce expostos ao nitrito, acumulam
ativamente esse ion em seu plasma (JENSEN, 2003). Concentracdes de nitrito no plasma sanguineo dos
peixes podem atingir niveis até 60 vezes maiores do que os da agua circundante (FONTENOT et al.
1999). Em menor quantidade, os nitritos também se acumulam em alguns tecidos de peixes, como
branquias, figado, cérebro e musculos (MARGIOCCO et al. 1983).

A acdo fisioldgica do nitrito nos peixes esta essencialmente associada a sua interagdo com a
hemoglobina (ALATORRE-JACOME et al., 2011). Na corrente sanguinea, o nitrito atravessa a
membrana dos glébulos vermelhos e dentro da hemacia, é consumido em rea¢des com a hemoglobina
(Hb) (JENSEN E ROHDE, 2010). As reac¢des causam oxidacdo do ferro presente na molécula de Hb,
transformando-a do estado ferroso (Fe2+) para o estado férrico (Fe3+) (KOSAKA E TYUMA, 1987),
produzindo metahemoglobina (MetHb) (KOSAKA E TYUMA, 1987, JENSEN, 2009). A
metahemoglobina, diferentemente da hemoglobina, € incapaz de se ligar ao oxigénio e transporté-lo
para os tecidos. Dessa forma,os peixes afetados pela toxicidade do nitrito, perdem a capacidade de

transportar oxigénio de forma eficiente, gerando uma privacéo aos tecidos e fazendo com que 0s peixes
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sofram hipodxia (Figura 2) (KIESE, 1974, WILLIAMS E EDDY, 1986; LEWIS E MORRIS, 1986,
MASSER et al., 1999, NOGA, 2010). Sendo esse o principal problema de salde dos peixes causado

pela exposicdo ao nitrito.

Nitrito (NO,") na agua

Penetram através das branquias /If{// /////
@ p
%

e
NO,
Hb —— MetHb

A capacidade de transporte de O2 ‘: Hipoxia

Figura 2 — Acdo fisioldgica do nitrito em peixes (Fonte: Prépria autora).

A oxidacdo da hemoglobina em metahemoglobina confere uma colora¢cdo marrom ao sangue
(KHADKA, 2021; NOGA, 2010). Em consequéncia disso, peixes em quadros de intoxicagao por nitrito
geralmente apresentam também alteragdo na coloragdo das branquias, que podem apresentar coloraces
préximas ao marrom. Por esse motivo, a intoxicagdo por nitrito também pode ser conhecida como
“Doenga do sangue marrom” (WEDEMEYER, 1996).

As concentragdes normais de metahemoglobina no sangue variam de 1 a 3%, sendo
consideradas indesejaveis concentragdes acima de 10%, com sinais clinicos surgindo entre 25 e 50%
(BOWSER, 1984). Concentragdes em torno de 25 a 30% geralmente ja conferem ao sangue uma
coloracdo levemente marrom, mas para que a coloracdo marrom seja visivel e as branquias apresentem
alteracBes na coloracgdo, as concentraces devem atingir aproximadamente 40% (NOGA, 2010), sendo
gue a morte ocorre em concentracdes superiores a 70% (SVOBODOVA et al., 2008).

A toxicidade do nitrito para os peixes é substancialmente afetada por diversos fatores internos
e externos. Os fatores externos mais importantes incluem a qualidade da agua, destacando fatores
cruciais como a temperatura da agua, a saturacdo de oxigénio, as concentracGes de cations anions,
em particular as concentracdes de cloretos e a duragdo da exposicdo (SVOBODOVA et al. 2005;
KROUPOVA et al. 2006). Fatores internos importantes incluem a espécie de peixe, idade, tamanho
esensibilidade individual (EDDY et al. 1983; PALACHEK E TOMASSO, 1984; WILLIAMS & EDDY,
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1988; BARTLETT E NEUMANN, 1998; AGGERGAARD & JENSEN, 2001). Enquanto alguns peixes
podem apenas ter uma reducdo em seu desempenho zootécnico, outros podem ficar letargicos, e ha casos
em gue ocorre morte subita.

Os sinais clinicos classicos em quadros hipdxia aguda sdo aglomeracdo de peixes perto da
superficie da agua ou perto da fonte de agua, tubulacGes e taquipneia (NOVOTNY, 2021). Além disso,
autores relatam que alguns peixes em condicdo de hipdxia ndo apresentam esses sinais classicos a fim
de escapar do ambiente hipdxico e ndo sobem até a superficie da &gua para recorrer a respiracao aérea,
apenas permanecem estaticos no fundo do tanque para economizar energia para enfrentar a hipoxia
(ISRAELENSE E KIMMEL, 1996; WU, 2002; DOUXFILS et al. 2012). Os peixes que morreram por
asfixia tém a boca bem aberta e 0s opérculos alargados. A hipdxia crénica causa anorexia, reduzir o
crescimento, prejudicar a reproducdo e aumenta a suscetibilidade a infec¢cGes (NOVOTNY, 2021).

Peixes com niveis elevados de metahemoglobina podem morrer por asfixia, devido a dois
mecanismos distintos. Os primeiros peixes podem manifestar uma sindrome de anemia funcional e,
em casos de exposi¢do prolongada ao nitrito, também correm o risco de morrer por sindrome de
anemia hemolitica. Em um experimento realizado para estudar a dindmica da recuperacdo da anemia
funcional e hemolitica em robalos (Dicentrarchus labrax), concluiram que poucas horas apds a
exposicdo a uma dose de 150 mg/l de NO>-N na 4gua marinha (concentracdo considerada letal em 96
horas), os peixes apresentaram de 75 a 80% da hemoglobina total oxidada a metahemoglobina,reduzindo
consideravelmente a oxigenacdo nos tecidos. Esta condicdo foi chamada de “anemia funcional” para
diferencia-la da “anemia hemolitica” que ¢ observada somente 24 horas apds o inicio da intoxicagao,
quando se observa uma reducdo acentuada da hemoglobina total. A concentragdo mais baixa capaz de
causar anemia hemolitica no robalo apds 96 horas de exposicéo é de 50 mg/l de NO>-N (SCARANO E
SAROGLIA, 1984).

IntoxicacOes por nitrito podem desencadear uma série de mudangas fisioldgicas, bioquimicas
e de expressdo génica em diversos 6rgaos dos peixes, além de alteracbes metabolicas (MIAO et al.,
2018) incluindo a regulagdo de ions, a atividade cardiovascular, a respiracdo, a fungdo enddcrina e a
excre¢do (KROUPOVA et al., 2013; KROUPOVA et al., 2005; JENSEN, 2003). Além disso, podem
gerar danos histopatoldgicos em 6rgdos, como hiperplasia e hipertrofia em células epiteliais branquiais,
atrofia de hepatécitos em areas hemorragicas no figado e necrose em células hepaticas, além de lesao
do corpusculo renal, degeneracdo severa das células dos tubulos renais, hemorragia e difusdo de
eritrocitos no liquido intersticial (NEGARCHI et al., 2018).

Também sdo relatadas alteracdes na atividade de enzimas antioxidantes (LIN et al., 2018),
no sistema enddcrino (GAO et al., 2019) e imunoldgico nos peixes (GAO et al., 2020). Os mecanismos
de toxicidade e os impactos fisioldgicos do nitrito tém sido extensivamente examinados em inimeras

espécies de peixes e tipos celulares. A agdo do nitrito na hemoglobina, ao aumentar os niveis de
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metahemoglobina no sangue, resulta em uma elevacao na carga de filtragdo e na reducdo da
funcionalidade do bago (GLADWIN et al., 2004; KIM-SHAPIRO et al., 2005; COSBY et al., 2003).
Além de influenciar a resposta imunol6gica no bago, esse processo ativa ou suprime a expressdo de
certos genes relacionados a imunidade (ABUHARFEIL et al., 2001).

Em tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus), sugere-se que o nitrito pode prejudicar a
imunidade dos peixes contra a infec¢Bes bacterianas. 1sso ocorre porque o nitrito diminuiu a viabilidade
celular dos leucdcitos da tildpia contra a bactéria, resultando em um aumento na producdo de éxido
nitrico e regulando a autofagia, fornecendo uma possivel explicacdo para o surto de doencas bacterianas
em peixes em aquicultura intensiva (ZHAO et al., 2020). Altos niveis de metahemoglobinaresultam na
formacéo de dxido nitrico a partir do nitrito (ZWEIER et al. 1999) que pode potencialmente inibir varios
componentes da via esteroidogénica (DELAFORGE et al. 1995; DELPUNTA et al. 1996).

Em carpas (Cyprinus carpio) submetidas a exposi¢do aguda de nitrito, observa-se de dano
oxidativo, perturbacdes no reticulo endoplasmatico, ocorréncia de autofagia e apoptose, gerando danos
histolégicos no epitélio branquial (LIU et al., 2022). Simultaneamente, um estudo realizado com machos
de zebrafish (Danio rerio) evidenciou que a exposicao ao nitrito desencadeia estresse oxidativo no bago
dos peixes, promovendo uma reducéo significativa aos niveis de transcricdo de proteinas, enzimas e
citocinas, intensificando lesdes esplénicas e impactando a imunidade inata dos peixes (LIN et al., 2018).

O nitrito também pode exercer influéncia sobre o sistema nervoso dos peixes, desencadeando
alteraces comportamentais, como natacao instavel. Além disso, é capaz de modificar a expressdo de
genes relacionados a sintese de neurotransmissores e & transducdo de sinal (KROUPOVA et al., 2005).
Essa influéncia do nitrito ndo se limita ao sistema nervoso, estendendo-se também ao figado e aos rins,
6rgdos essenciais envolvidos na desintoxicagdo e remoc¢do de residuos metabdlicos (CHENG et al.,
2020). Além disso, o nitrito demonstra efeitos adversos no funcionamento do sistema muscular e do
sistema digestivo dos peixes (CAMPBELL E COLGAN, 2019).

Peixes marinhos sdo mais tolerantes a intoxicagdes por compostos nitrogenados (Camargo et
al. 2005). No entanto, estudos em diversas espécies marinhas relatam que niveis elevados de nitritos
reduziram o crescimento (SIIKAVUOPIO & SATHER, 2006), aumentaram a formacdo de
metahemoglobina (SCARANO & SAROGLIA, 1984), causaram distirbios osmorregulatérios (DEANE
& WOO, 2007) e alteraram a fisiologia normal dos peixes (GROSELL & JENSEN, 2000). Vérios
estudos descreveram uma correlagéo positiva entre a concentracdo de nitritos no sangue e a formacéo
de metahemoglobina em salmonideos, ictalurideos e ciprinideos (BATH & EDDY, 1980; HUEY &
BEITINGER, 1982). Em peixes marinhos, a absor¢do de nitritos possivelmente ocorre através do
epitélio intestinal e branquial (GROSELL & JENSEN, 2000; JENSEN, 2003; DEANE & WOO, 2007;
TOMASSO, 2012).
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Além de todos os impactos negativos que o nitrito representa para a salde dos peixes, em

sistemas de producdo integrados como a aquaponia, que consiste na juncdo da hidroponia com a
aquicultura para produzir simultaneamente produtos vegetais e animais, atraves do aproveitamento dos
residuos dos sistemas aquicolas como nutrientes para as plantas (LOVE, 2014), o nitrito pode afetar
negativamente o desempenho das plantas até mesmo em baixas concentra¢des (OKE, 1966; CEROZI,
2016).

O nitrito também pode representar uma ameaca em potencial para a sustentabilidade dos
sistemas de aquicultura, por desempenhar um papel significativo na emisséo de oxido nitroso (N20). A
aquicultura pode se tornar uma fonte antropogénica importante do gas de efeito estufa 6xido nitroso, que
possui potencial de aquecimento global 310 vezes superior ao do diéxido de carbono ao longo de uma
vida ttil de 100 anos. Durante os processos de nitrificacédo e desnitrificagdo microbiana, o N2O é gerado
e liberado na atmosfera. O fator médio de emissdo de N2O nos sistemas de aquicultura é calculado em
1,69 g de N2O por kg de peixe produzido (Hu et al., 2012). Consequentemente, o nitrito néo representa
apenas uma ameaga potencial para a industria da aquicultura, mas também constitui um desafio

significativo para o meio ambiente global.

4.4. Medidas mitigadoras para a remocéao do nitrito

A toxicidade do nitrito é inevitavel nos sistemas de aquicultura, entretanto diferentes abordagens
e estratégias para remocdo dessa substancia foram desenvolvidas e avaliadas. A principal medida
adotada é a técnica de adicdo de sais de cloreto. Estudos com animais aquaticos enfocam efeitos dos
cloretos na agua (KOZAK et al. 2005; SHINN et al. 2013). Os cloretos (céalcio e sddio), quando
adicionados a agua, reduzem a toxicidade do nitrito (YANBO et al., 2006). Isso ocorre, pois, 0 nitrito e
cloretos competem pelos mesmos sitios de absorcao nas células das branquias e do epitélio intestinal
(TOMASSO, 1994). Ou seja, a presenca de cloretos na dgua proporciona uma agdo protetora contra a
absorcdo ativa de nitrito (STORMER et al., 1996). Os nitritos atuam como um inibidor competitivo da
absorcdo de cloretos, e vice-versa (CRAWFORD & ALLEN, 1977; WILLIAMS & EDDY, 1986;
HARRIS & COLEY, 1991).

A aplicacdo de cloreto previne a toxicidade do nitrito e as alteracOes fisiologicas associadas
(TUCKER E HARGREAVES, 2004), porém, este efeito protetor ndo é uniforme entre as espécies
(LEWIS & MORRIS, 1986). Estudos de caso mostraram incidéncia de problemas de salde e
mortalidade em diferentes espécies de peixes (bagre, tenca e tilapia) expostos a aplicacdo de cloretos
(SVOBODOVA et al., 2005a). No entanto, sabe-se que a utilizacdo de cloretos a fim de mitigar a
intoxicagdo por nitrito é viavel para peixes que podem tolerar alta salinidade e ions cloreto. Em peixes
de &gua doce, o proprio aumento da salinidade induz estresse devido as variagOes da pressdo osmética

e pode levar a desequilibrios fisiologicos.
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A sensibilidade dos peixes ao nitrito esta relacionada com a taxa de absor¢do de cloreto. Dessa
forma, peixes com altas taxas de absorcdo de cloreto branquial, como truta-arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), peixe-pique (Esox lucius), peixe-poleiro (Perca fluviatilis) e bagre-do-canal (Ictalurus
punctatus) sdo mais suscetiveis a exposicao ao nitrito do que espécies com baixas taxas de absorcao de
cloretos, como a enguia europeia (Anguilla anguilla), carpa-comum (Cyprinus carpio), tenca (Tinca
tinca) e azuldo (Lepomis macrochirus) (WILLIAMS & EDDY 1986; TOMASSO, 1988; GROSELL,
2005). O mecanismo de captacéo de nitrito também explica por que o aumento dos niveis de cloretos na
agua protege os peixes da absor¢do de nitrito e seus efeitos toéxicos (JENSEN, 2003).

Além dos possiveis problemas a salde dos peixes, 0s sais podem diminuir a eficiéncia do
biofiltro em sistemas de recirculacdo de dgua (MASSER et al., 1999). Além disso, a utilizacdo de
cloreto de s6dio em sistemas aquaponicos pode ser desvantajoso, pois a salinidade afeta o desempenho
das plantas, causando estresse hidrico, toxidez provocadas por ions e gerando desequilibrios nutricionais
(MUNNS & TERMAAT, 1986). A cultura da alface apresenta menores taxas de crescimento apresenca
elevada de sais em solugdes de cultivo hidropdnicos (SOARES, 2010).

Uma outra pratica comum para remogao de nitrito é a troca regular de agua (LOSORDO &
TIMMONS 1994; BOYD & TUCKER, 1998). No entanto, a troca de 4gua em grandes quantidades é
trabalhosa e onerosa, levando ao aumento do custo de producéo. Além de causar estresse aos peixes,
aumentar o risco de propagacao de doengas e de eutrofizacdo nos rios e nas dguas costeiras. Entretanto,
o descarte de aguas efluentes contendo altos niveis de nitrito toxico para 0 meio ambiente ndo é uma
prética sustentavel (VAN BREEMEN & VAN DIJK, 1988). Assim, essa pratica ndo é aconselhavel para
mitigar a toxicidade dos nitritos em sistemas de aquicultura.

Existem outras estratégias que buscam mitigar os impactos adversos do nitrito nos sistemas de
aquicultura, tais como métodos eletroquimicos para o tratamento de aguas residuais, a aplicacdo de
probidticos comerciais e a incorporacao dietética de diversos antioxidantes. No entanto, € importante
destacar que estas tecnologias ainda ndo atingiram uma consolidacdo significativa, e nenhuma delas
demonstrou, até o momento, a capacidade de reverter de maneira eficaz o quadro da

metahemoglobinemia causado pela intoxicagao pelo nitrito.

4.5. Azul de Metileno

O azul de metileno (AM), ou cloreto de metiltioninio, foi a primeira droga sintética a ser
utilizada na medicina e possui uma ampla gama de utiliza¢es (PINHEIRO, 2020). Em 1891 foi utilizado
para o tratamento da malaria (VENNERSTROM et al., 1995). E um dos componentes da famosa solucao
Giemsa para coloracdo e caracterizacdo de parasitas e células sanguineas (BARCIA,2007). Diversas

outras descobertas microscopicas foram baseadas nas propriedades bioquimicas do AM. Além de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458010005294?casa_token=1E87iZuqEKQAAAAA%3AAMbfJhcjYtWVfffP02sirW2uyKyHf4Eyp5piTsH22Meh5--2XAZ3ReJnR65-Dk7HbIdugiDw51xa&bib73
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458010005294?casa_token=1E87iZuqEKQAAAAA%3AAMbfJhcjYtWVfffP02sirW2uyKyHf4Eyp5piTsH22Meh5--2XAZ3ReJnR65-Dk7HbIdugiDw51xa&bib7
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458010005294?casa_token=1E87iZuqEKQAAAAA%3AAMbfJhcjYtWVfffP02sirW2uyKyHf4Eyp5piTsH22Meh5--2XAZ3ReJnR65-Dk7HbIdugiDw51xa&bib7
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desempenhar um importante papel no inicio da pesquisa moderna sobre medicamentos, 0 AM despertou

questionamentos entre os pesquisadores, pois a preferéncia do composto por corar patégenos levou a
especulagdo de que essa coloragdo poderia indicar um efeito especifico sobre o patégeno que poderia
ser explorado para combater doengas. Isto explica por que os termos “droga” e “corante” foram usados
como sindnimos até a Primeira Guerra Mundial (KRISTIANSEN, 1989). Além dos citados, o tratamento
da metahemoglobinemia esta entre uma das principais indicagdes clinicas para o uso do azul de metileno
em humanos (SCHIRMER, 2011). As indicacdes terapeuticas do azul de metileno sdo aprovadas pela
FDA (Federal Drug Administration) e estdo sendo direcionadas ndo s6 para o tratamento de
metahemoglobinemia, mas também sendo introduzidas no tratamento de diversas outras condi¢bes
(AUERBACH et al., 2010; GINIMUGE; JYOTHI, 2010; JENA; CHAINY, 2008).

Alguns medicamentos ou doencas podem afetar o nivel de metahemoglobina (MetHb) em
células. Nitrito, acido ascorbico, azul de metileno e outros produtos quimicos com alto potencial
oxidativo ou redutor sdo capazes de alterar o ponto de equilibrio hemoglobina-metahemoglobina
(CAMERON, 1971). O AM possui a capacidade de corar tecidos e células nervosas em animais vivos
(WILSON, 1910). Foi proposto que essas células nervosas absorvessem o AM, mas somente quando
sdo expostas ao ar que ficaram visivelmente coradas de azul, isto ocorre devido a consequéncia da
reducdo do azul de metileno a “leucobase”. A reacdo depende do fato de que a propriedade corante do
AM se deve a presenca de um grupo de atomos com afinidade pelo hidrogénio. A introdugdo de
hidrogénio neste radical insaturado resulta numa perda de cor; mas esta leucocombinacdo pode ser
oxidada e retornar a cor original. Esta propriedade de reducdo do azul de metileno a sua forma , serve
como mecanismo responsavel pela capacidade do azul de metileno de converter metahemoglobina em
hemoglobina (EHRLICH, 1885).

O azul de metileno catalisa a reducdo da metahemoglobina em hemoglobina (BODANSKY E
GUTMANN, 1947; BODANSKY, 1950; SMITH, 2019). Duas vias sdo responsaveis por reverter a
metahemoglobina em hemoglobina e por manter a concentracdo normal de metahemoglobina em torno
de 1%. Estas sdo a metahemoglobina redutase dependente de nicotina adenina dinucleotideo (NADH) e
a metahemoglobina redutase dependente de nicotina adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) . A
metahemoglobina redutase dependente de NADH é normalmente responsavel por 95% da conversao,
enquanto a metahemoglobina redutase dependentede NADPH é responsavel pelos outros 5%. A
metahemoglobina redutase dependente de NADPH exige um transportador de elétrons como a flavina
ou um cofator como o azul de metileno. O azul de metileno ativa o sistema enzimatico alternativo
(NADPH metahemoglobina redutase), reduz o azul de metileno a azul de leucometileno, que possui a
capacidade de transformar a metahemoglobina em hemoglobina (HAYMOND, 2005). O azul de
metileno, portanto, atua como um doador de elétrons para o0 mecanismo de reducdo da metahemoglobina
(Figura 3). Estima-se que o AM possa acelerar a taxa de conversdo de metahemoglobina em
hemoglobina aproximadamente seis vezes em humanos, sendo administrado via intravenosa com doses
variando de acordo com as concentracbes de metahemoglobina que os pacientes apresentam
(BRADBERRY, 2003).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458010005294?casa_token=1E87iZuqEKQAAAAA%3AAMbfJhcjYtWVfffP02sirW2uyKyHf4Eyp5piTsH22Meh5--2XAZ3ReJnR65-Dk7HbIdugiDw51xa&bib41
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Reduction of methaemoglobin by methylthioninium chloride

NADPH Methaemoglobin  NADP*

reductase
H
l
OO BGs
HJC—IiJ S l\ll—CHJ H.C | f\ll—CH3
CH, CH, CH, CH,
Methylthioninium chioride Methylthioninium chloride
(oxidized) (reduced)
Haemoglobin (Fe") Methaemoglobin (Fe'")

NADP’, oxidized form of nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate;
NADPH, reducaed form of nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate.

Figura 3 - A reducgdo da metahemoglobina pelo azul de metileno (Adaptado de Bradberry, 2016).

Na aquicultura, o azul de metileno é frequentemente utilizado utilizado como desinfetante, uma
vez que 0 composto ibnico resultante na solucdo aquosa pode competir com sistemas enzimaticos
microbianos por ions de hidrogénio, inativando as enzimas e levando a perda de viabilidade dos
microrganismos (TIEMAN E GOODWIN, 2001; SAFARIK, 2002). Além disso, é frequentemente
aplicado na aquicultura ornamental como antifingico e antiparasitario (LEVINE E MEADE, 1976;
PICON- CAMACHO et al. 2012) e é considerado seguro para uso com ovas de peixe e alevinos para a
prevencdo de infecgdes fungicas e bacterianas (GRATZEK, 1981).

Alguns autores tiveram éxito ao utilizar AM como uma forma de tratamento para a intoxicagdo
por nitrito na aquicultura. Bortz (1976) demonstrou sucesso ao administrar azul de metileno por via
injecdo intraperitoneal. Da mesma forma, Wedemeyer e Yasutake (1978) alcancaram resultados
positivos ao testar a eficacia do tratamento com 1 mg/L de AM na &gua, visando a reducdo da toxicidade
aguda por nitrito em alevinos de truta steelhead (Salmo gairdneri) e concluiram que o azul de metileno
reduziu significativamente os niveis de metahemoglobina em poucas horas. Vrskovae Knotek (2008)
também obtiveram éxito ao utilizar banhos de imersdo contendo azul de metileno, com concentragdes
de 2 mg/L para larvas e 4 mg/L para adultos em anfibios

Entretanto, nenhuma dessas vias de administracdo sdo praticas viaveis do ponto de vista
comercial. O tratamento via injecdo é uma técnica trabalhosa, onerosa, que necessita de sedacdo e é
considerado inviavel para producdes em larga escala, sendo justificavel apenas para peixes de alto valor
zootécnico, quando a terapia prévia via oral ndo apresentar bons resultados (TAVARES, 2012). Métodos

ndo injetaveis, como a imersdo, permitem a medicacdo de milhares de peixes em um periodo reduzido
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(KLESIUS et al., 2004), mas para serem efetivos devem ser realizados por periodos prolongados e sdo
necessarias quantidades maiores de medicamentos para alcancgar o efeito desejado (VANDERBERG,
2004; RODGERS, 2009; NOGA, 2010). A administracdo oral é o método mais viavel para a
administracdo de medicamentos aos peixes: ndo hd manipulacdo, ndo causa estresse, além da

administracdo ser facil e adequada para grandes quantidades de peixes (VANDERBERG, 2004).

4.6. Modelo Biologico Utilizado

A tilapia-do-Nilo é uma espécie de peixe pertencente a familia Cichlidae (Ordem Perciformes),
originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa. Inicialmente, foram disseminadas nas regides
tropicais e subtropicais (CNAANI et al. 2008) e, posteriormente, introduzidas em diferentes continentes
(FITZSIMMONS, 2000), sendo hoje um dos principais peixes comerciais cultivados e comercializados
em todo o0 mundo (CHARO-KARISA, 2024), sendo encontrada em mais de 120 paises (FAO, 2020).
Tal fato € justificado devido a caracteristicas fisiologicas, biologia reprodutiva, plasticidade genética,
desenvolvimento de linhagens domesticadas, facilidade de comercializagdo, rapido crescimento e
resisténcia as doencas (FITZSIMMONS, 2000).

Devido a diminuicdo da pesca de captura global, a aquicultura da tilapia cresceu muito nas
Gltimas duas décadas (FAO, 2020). As capturas de tilapia e outros ciclideos na natureza representaram
aproximadamente 0,9 milhdes de toneladas por ano em 2020, enquanto 6,1 milhdes de toneladas foram
provenientes da aquicultura intensiva (FAO, 2022). Os principais produtores de tilapia incluem China,
Indonésia, Egito, Brasil, Filipinas, Bangladesh, Vietnd, Tailandia e Coldmbia (CHARO-KARISA,
2024).

A intensificagdo dos processos produtivos trata-se a uma das principais mudancgas ocorridas
na aquicultura brasileira e essa intensificacdo se da principalmente devido ao maior emprego
tecnol6gico. Apesar desta tendéncia estar ocorrendo no setor de uma forma geral, ela é verificada
intensamente na cadeia produtiva da tilapia. A tilapia-do-Nilo é uma espécie exoética produzida em
diversos paises e possui pacote tecnoldgico bastante avangado (PEDROZA FILHO et al, 2015). As
tilapias e 0s peixes nativos sdo responsaveis por contribuigdo direta com o crescimento da piscicultura
brasileira. Entre 2008 e 2018, a producdo de peixes cresceu 58,3% e a producdo de tilapias
individualmente cresceu 113,4% (FAO FishStat 2021; FAOSTAT 2021). As tilapias sdo encontradas
em todas as regibes do pais, entretanto, a sua producdo varia entre as regides. O Sul lidera a producéo
de tilapias, apresentando 43,4% da producéo nacional, seguido pelo Sudeste, com aproximadamente
27% da producdo, o Nordeste produz 18% do total de tilapias do pais, e por ultimo, o Centro-Oeste
representando 11,5% do cultivo (PEIXEBR, 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/food-product
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Entre as espécies de peixes mais cultivadas, a tilapia é a que apresenta maior capacidade de

adaptacdo a grande diversidade de condi¢cdes ambientais, apresentando resisténcia a altas temperaturas,
baixa concentracdo de oxigénio dissolvido, alta concentracdo de amodnia na agua, possuem boas
caracteristicas organolépticas e rusticidade, assim sendo, sdo caracteristicas que permitem sua utilizacdo
em ensaios cientificos devido as facilidades de manejo e de reproducgéo ao longo do ano (EL-SAYED,
2006). A tilapia é mais tolerantes a toxicidade do nitrito do que muitas espécies de dgua doce (POPMA
E MASSER, 1999), além de serem mais tolerantes a hipdxia (MENGISTU et al., 2020), sendo essas

caracteristicas de extrema relevancia para a sua escolha como modelo bioldgico utilizado deste estudo.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1532045604002479#bib24
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Instalacdes e Animais Experimentais

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Nutricdo de Peixes, do Departamento de
Zootecnia da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de S&o Paulo
(ESALQ/USP), localizado no municipio de Piracicaba - Sdo Paulo, no periodo de 11/09/2023 até
25/09/2023. Todos os procedimentos experimentais realizados com os animais foram avaliados e
aprovados pelo Comité de Etica Animal da Esalg/USP, protocolo niimero 2036290823.

O experimento foi conduzido e analisado em um delineamento inteiramente casualizado, com
2 tratamentos e cada tratamento teve uma réplica de aquério. Foram utilizados 15 peixes em cada aquéario
e 30 peixes em cada tratamento, totalizando 60 juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
pesando em média 25¢g + 1,3, que foram acondicionados em aquarios com de vidro (70 L) com entradas
de agua independentes e aeracao forcada através de soprador radial e pedras porosas difusoras. A fonte
de &gua era proveniente do sistema de abastecimento de agua da ESALQ/USP, ap6s processo de repouso
por um periodo de 48 horas para a evaporacao do cloro. Os aquarios foram mantidos em um sistema
aberto de circulacdo, com renovacéo frequente de dgua, possuindo fotoperiodo controlado (12 horas de
claro e 12 horas de escuro).

Os parametros de qualidade da agua foram determinados diariamente e mantiveram-se
adequados durante todo o periodo experimental. Para avaliagdo da temperatura (T°) e do oxigénio
dissolvido (OD) foi utilizado um oximetro portatil: O OD foi mantido em 6,81 + 0,27 mgLea T°
mantida em 27,5°C + 0,8 com a utilizagdo de um de termostato de 300W em cada aquério. Para a
avaliacdo do pH foi utilizado um pHmetro de bancadae o pH foi mantido em 6,98 + 0,10. Os teores de
amonia foram determinados por teste colorimétrico com leitura realizada em espectrofotdmetro e

manteve-se em 1,25 + 0,43 mg/L.

5.2 Formulacéo e Confecgdo das Racbes Experimentais

Foi formulada uma racdo basal de acordo com as exigéncias nutricionais de juvenis de tilapia-
do-Nilo com base no NRC (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2011), contendo 26% de proteina
bruta e 3200 kcal kg™ de energia digestivel (Tabela 1).


https://r.search.yahoo.com/_ylt%3DAwrFQqygbZVlXt0GsoHz6Qt.%3B_ylu%3DY29sbwNiZjEEcG9zAzEEdnRpZAMEc2VjA3Ny/RV%3D2/RE%3D1704320545/RO%3D10/RU%3Dhttps%3a%2f%2fwww.emojimore.com%2fpt%2fmais-menos-simbolo%2f/RK%3D2/RS%3DOwQ0U2SJvskN24sjMgXTPKl5Hks-
https://r.search.yahoo.com/_ylt%3DAwrFQqygbZVlXt0GsoHz6Qt.%3B_ylu%3DY29sbwNiZjEEcG9zAzEEdnRpZAMEc2VjA3Ny/RV%3D2/RE%3D1704320545/RO%3D10/RU%3Dhttps%3a%2f%2fwww.emojimore.com%2fpt%2fmais-menos-simbolo%2f/RK%3D2/RS%3DOwQ0U2SJvskN24sjMgXTPKl5Hks-
https://r.search.yahoo.com/_ylt%3DAwrFQqygbZVlXt0GsoHz6Qt.%3B_ylu%3DY29sbwNiZjEEcG9zAzEEdnRpZAMEc2VjA3Ny/RV%3D2/RE%3D1704320545/RO%3D10/RU%3Dhttps%3a%2f%2fwww.emojimore.com%2fpt%2fmais-menos-simbolo%2f/RK%3D2/RS%3DOwQ0U2SJvskN24sjMgXTPKl5Hks-
https://r.search.yahoo.com/_ylt%3DAwrFQqygbZVlXt0GsoHz6Qt.%3B_ylu%3DY29sbwNiZjEEcG9zAzEEdnRpZAMEc2VjA3Ny/RV%3D2/RE%3D1704320545/RO%3D10/RU%3Dhttps%3a%2f%2fwww.emojimore.com%2fpt%2fmais-menos-simbolo%2f/RK%3D2/RS%3DOwQ0U2SJvskN24sjMgXTPKl5Hks-
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Tabela 1 — Formulacédo das racdes experimentais

Ingredientes Inclusdo %
Farelo de soja 50,01
Milho 39,68
Oleo de Soja 2,61
DL-Metionina 0,10
Premix mineral-vitaminico 1,00
Fosfato Bicalcico 4,75
Calcario Calcitico 1,85
Total 100,00

Fonte: Prépria autora.

Para a preparagdo da racdo, todos os ingredientes foram peneirados, moidos, pesados,
homogeneizados, umedecidos e extrudados (Figura 4). Por ultimo, a ragdo extrudada foi acondicionada

em bandejas em estufa de ventilacéo forgada a 65°C até secagem completa.

- . \ [ B .. | . i
Figura 4 - Processos da produc¢do da racdo sendo (A) Moinho de ingredientes (B) Homogeneizador de ingredientes (C)
Processo de extrusdo da racdo e (D) Ra¢do sendo seca em estufa. (Fonte: Propria autora).

Apobs a secagem completa, a racdo foi moida novamente e dividida em duas porgdes iguais,
sendo que uma dessas porgdes recebeu a inclusdo de 10g/kg de azul de metileno. Apds este
procedimento, essas duas por¢des foram homogeneizadas, umedecidas, peletizadas e secas em estufa de
ventilagdo forcada (Figura 5). Em seguida, as ra¢des foram guardadas em sacos plésticos e mantidas

refrigeradas (4°C) até o momento de serem fornecidas aos peixes.

Figura 5 — Rac0es peletizadas sendo (A) Racdo medicada com a inclusdo de 10g/kg de Azul de Metileno e (B) Racédo
Controle. (Fonte: Prépria autora).
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5.3 IntoxicagOes agudas por nitrito

Os peixes foram aclimatados por sete dias, sendo alimentados durante esse periodo de forma ad
libitum com racdo basal ndo medicada. Ap6s o periodo de aclimatacgéo, o grupo do tratamento com azul
de metileno (AM) passou a receber a racdo medicada e o grupo do tratamento controle (C) continuou
recebendo a racdo basal até o fim do experimento.

Apos cinco dias da introducdo da ragdo experimental, os animais foram expostos a doses
subletais de nitrito durante 48 horas. Nas primeiras 24 horas, foi administrada uma dose de 20 mg/L de
NO2-N, entretanto, como 0s animais ndo demonstraram qualquer alteracdo de comportamento em
resposta a essa exposicao, a dose foi aumentada para 90 mg/L nas 24 horas subsequentes. Este aumento
foi necessario para cumprir um dos objetivos do estudo, que era observar sinais clinicos especificos em
resposta a intoxicacao por nitrito. As intoxicagdes foram realizadas através da adi¢do de nitrito de sodio
na dgua em um reservatério de 1000 L, que era transferida para os aquarios por uma bomba submersa
conectada as entradas de agua dos aquarios. A intoxicacao foi realizada dessa forma afim de garantir
que todos os aquérios experimentais recebessem a mesma concentracdo de nitrito. No ultimo dia do
experimento, foram amostrados aleatoriamente dez peixes de cada tratamento (n=10) para as coletas de

amostras bioldgicas.
5.4 Coletas de Biomarcadores

Os biomarcadores quantificados no experimento foram o sangue e os filamentos
branquiais. Para a coleta de sangue, os peixes foram previamente anestesiados por imersdo em uma
solucdo com 1,5 mL/L de eugenol adequadamente contidos com um pano Umido sobre os olhos e
as amostras de sangue foram coletadas através da puncdo da veia caudal, utilizando seringas
estéreis de 3 mL, agulhas descartaveis umedecidas internamente com o anticoagulante EDTA
(Figura 6 A) e posteriormente o sangue foi acondicionado em microtubo de polipropileno
(RANZANI-PAIVA, 2013) e imediatamente encaminhados para as analises. Apos a coleta de
sangue, 0s peixes retornaram para uma solugdo mais concentrada com 3 mL/L de eugenol para
aprofundamento anestésico e eutandsia, logo ap06s a eutanasia, foram seccionadas amostras da

regido central dos filamentos branquiais (Figura 6 B) e acondicionadas em tubos com solucéo de

formalina para posterior confecgdo de laminas histoldgicas (Figura 6 C).

B .m

Figura 6 — Coleta de biomarcadores, sendo (A) Coleta de sangue via puncdo da veia caudal, (B) Local de
secg¢do dos filamentos branquiais e (C) Tubos com amostras de filamentos branquial (Fonte: Propria
autora).
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55  Analises Hematoldgicas

5.5.1 Perfil Hematolo6gico

As andlises foram realizadas em duplicata (N=10) e o perfil hematolégico dos animais foi
calculado atravez da determinacdo dos seguintes parametros: Concentragdo de hemoglobina (Hb) em
amostras de sangue total pelo método colorimétrico de cianometahemoglobina utilizando kit comercial
(Kit Labtest - Centerkit, SP, Brasil); Contagem total de eritrécitos determinada manualmente em Camara
de Neubauer e corado por solucdo Natt-Herrik (NATT & HERRICK, 1952) (Figura 7 A e B) e
quantificados pela férmula: Numero de eritrécitos (Er) = [nimero de glébulos contados x diluicdo (201)
x altura entre laminula e cdmara (10) x nimero de quadrados contados (5)]; Hematocrito determinado
pelo método padrdo do microhematdcrito, as mostras de sangue duplicadas foram carregadas em tubos
capilares, submetidos a centrifugacdo a 11.000 rota¢des por minuto (rpm) por 5 minutos e medidas em
um leitor microcapilar (GOLDENFARB et al., 1971) (Figura 7 C), Proteina plasmatica lida por
refratdmetro de Brix com uma gota de plasma do capilar de microhematécrito, quebrando-o logo acima
da camada de leucdcitos ap6s a leitura do hematocrito (HRUBEC E SMITH, 2010) e posteriormente
foram calculados os indices hematimétricos derivados dos seus valores de acordo com a metodologia

descrita por Wintrobe em 1934, sendo:

Hematécito x10 =l

Volume Corpuscular Meédio = Numero de Eritrécitos (x10uL) -

Taxa de Hemoglobina x 10
Numero de Eristocitos (x10uL)

Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) =

=Ppg

Taxa de hemoglobina x10

Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) = gdL?

Hematdcrito

Figura 7 — Analises de Perfil Hematologico, sendo (A) Carregamento da Camara de Neubauer com a amostra diluida de
sangue com a solucdo de Natt-Herrik, (B) Grade de linhas perpendiculares do hemocitotdmetro Neubauer para a contagem
de eritrécitos vista pela lente do microscopio e (C) Tubos capilares ap6s microcentrifugacéo para a determinacéao do valor
do hematdcrito (Fonte: Prdpria autora).



5.5.2 Metahemoglobina

As analises foram realizadas em duplicata (N=10). Amostras de 50 pL de sangue total foram

adicionadas a 1250 pL da solucdo tampéo fosfato diluida em um tubo de ensaio, seguido por uma

agitacdo em vortex por 30 segundos para promover a lise dos eritrdcitos eritrocitos e oxigenagdo da

hemoglobina. Apos isso, 0 homogenato resultante foi transferido para tubos Eppendorf de 1,5 mL e

centrifugado a 10000 RPM a 20 °C por 3 minutos. Aposa centrifugacdo foi realizada uma leitura a um

comprimento de onda de 633 nm no espectrofotbmetro (Shimadzu). Em seguida, 1000 pL do

sobrenadante foi transferido para uma cubeta e a leitura inicial (Al) foi registrada. Posteriormente, 10

pL da solugdo de nitrito 5% foram adicionados ao sobrenadante, homogeneizado e incubado por 30

minutos. Apos esse periodo, foi realizada uma segunda leitura (A2).

A concentracdo de hemoglobina foi determinada através do método colorimétrico por kit
comercial (Kit Labtest - Centerkit, SP, Brasil) e foi utilizada a equagao a seguir para determinar o
valor da absorbéncia basal:

Ap = (concentracdo de Hb em g/dL) x 11,6

E o percentual de Metahemoglobina (MetHDb) foi calculado pela seguinte férmula:

Al1-Ap

MetHb = x 100

Posteriormente, com os dados da hemoglobina e da metahemoglobina, também foi calculada a

concentragdo de metahemoglobina circulante pela seguinte férmula:

MetHb
100

MetHb Circulante = Hb x

5.6 Analises Histologicas

Os fragmentos branquiais amostrados foram imediatamente fixados em solucdo de
formalina tamponada a 10% por um periodo de 24 horas. Em seguida os materiais foram
desidratados em banhos sucessivos de etanol em concentracBes crescentes (70-100%) e
diafanizados em xilol. Trés imersdes de 2 horas em parafina antecederam a inclusdo em bloco
do mesmo material. Ap6s a inclusdo em parafina, foram realizados cortes longitudinais com 5
micrémetros de espessura, utilizando um micr6tomo manual (Leica - RM 2145). Os cortes, uma
vez transferidos para ldminas, foram desparafinizados e, posteriormente, corados com
Hematoxilina de Harris e Eosina de Lison (Brancoft, 2008). Ap6s a preparacdo das laminas
histol6gicas, estas foram examinadas utilizando o microscopio Primostar 3 e fotografadas com a
camera digital colorida para microscopio Axiocam 208 color (Zeiss) (Figura 8), e posteriormente

as lesdes foram caracterizadas.



Figura 8 — Exame histoldgico das laminas dos tecidos branquiais.

5.7 Anélises Estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de normalidade dos erros através do teste de Shapiro- Wilk e a
verificacdo da homocedasticidade das variancias pelo teste de Levene. As comparagdes das médias foram

avaliadas por meio do teste t de Student (a=0,05). Todas as analises estatisticas foram conduzidas utilizando
o software R Studio.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAQO

6.1 Sinais Clinicos de Hipoxia e Mortalidade

Apos as primeiras 24 horas de intoxicagao por nitrito (dose 20 mg/L) foram identificados dois
6bitos no grupo controle (C). Os demais peixes, tanto do grupo controle, quanto do grupo medicado com
azul de metileno (AM) néo apresentaram alteracbes comportamentais, alimentando-se normalmente e
sem sinais evidentes de hipdxia. A toxicidade do nitrito nos peixes pode variarconsideravelmente, e ha
casos em que ocorre morte subita, sem evidéncias de sinais clinicos anteriormente (SVOBODOVA et
al., 2005).

Nas altimas 24h de intoxicagdo por nitrito (dose 90 mg/L) que antecederam a coleta, foram
identificados mais trés ébitos no grupo controle, além de ser possivel observar sinais clinicos evidentes
de um quadro de hipdxia em alguns dos peixes do mesmo grupo. Os peixes apresentaram-se no fundo
do aquério, moribundos e com natacdo erratica (Figura 9). Alguns autores relatam que peixes em
condig&o de hipdxia ndo apresentam atividades a fim de escapar do ambiente hipdxico, e ndo sobem até
a superficie da agua para recorrer a respiracdo aérea, mas sim permanecem estaticos no fundo do tanque
para economizar energia para enfrentar a hipdxia (ISRAELENSE E KIMMEL, 1996; WU, 2002;
DOUXEFILS et al. 2012). Ao mesmo periodo, os peixes do grupo medicado com azul de metileno

mantiveram-se sem alteragcbes comportamentais, sem sinais evidentes de hipéxia e ndo houvenenhum

obito.

Figura 9 — Peixes do tratamento controle que apresentaram sinais clinicos caracteristicos de um quadro de
hipdxia causado pela intoxicagdo por nitrito (Fonte: Propria autora).

Além dos sinais clinicos relatados acima, foram também observadas as colora¢Ges branquiais
apos a eutanasia dos peixes. Sendo possivel observar branquias normocoradas nos peixes do grupo
medicado com azul de metileno e branquias com coloracdo préxima ao marrom nos peixes do grupo

controle (Figura 10). A oxida¢do da hemoglobina em metahemoglobina confere uma coloragcdo marrom
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ao sangue (SMITH E WILLIAMS, 1974; SCARANO et al., 1984; MASSER et al., 1999; NOGA 2010)
e em consequéncia disso, peixes em quadros de intoxicagdo por nitrito geralmente apresentam também
alteracdo na coloracdo das branquias, que podem apresentar coloracdes proximas ao marrom
(WEDEMEYER, 1996; NOVOTNY, 2021). Também foi possivel observar apds o ébito, que alguns
peixes do grupo controle, apresentaram a boca bem aberta e os opérculos alargados, assim como 0s

sinais de hipoxia relatados por Novotny em 2021.

Figura 10 — Colorac¢&o das branquias dos peixes, sendo: Do lado esquerdo um peixe do tratamento medicado com
azul de metileno e do lado direito um peixe do tratamento controle (Fonte: Propria autora).

6.2 Analises Hematoldgicas

Com a intensificacdo da producdo de peixes, 0s problemas sanitarios se tornaram cada vez
mais frequentes, sendo necessario 0 monitoramento a satde dos peixes nos sistemas de criacdo. Nesse
contexto, a hematologia é uma ferramenta de fundamental importancia para essa avaliacdo, permitindo
ao pesquisador e ao produtor identificar as respostas dos peixes frente aos desafios (RANZANI- PAIVA,
2013). O diagnostico por meio de analises hematoldgicas é especialmente importante porque pode
fornecer uma avaliacdo confiavel por meios néo letais aos peixes (SATHEESHKUMAR et al., 2012).
O sangue € biomarcador muito utilizado em pesquisas toxicologicas, atuando como indicadorde
alteracBes fisiopatoldgicas provenientes de circunstancias estressantes em peixes (VAZQUEZ E
GUERRERO, 2007). O perfil hematol6gico dos peixes pode demonstrar seu estado fisioldgico e de
salde, sendo muito utilizado para identificar ou avaliar o estado funcional causado por diferentes

estressores (FAZIO, 2019). Esses indices tém sido empregados para monitorar efetivamente as


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848618314741#bb0360
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respostas dos peixes aos estressores e seu estado de salde sob condigbes adversas (VAZQUEZ E
GUERRERO, 2007).

Os resultados para os dados hematoldgicos: hemoglobina (Hb), metahemoglobina (MetHb),
metahemoglobina circulante (MetHbC)), eritrdcitos (He), hematocrito (Htc), proteina total (Ptn),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo da
hemoglobina corpuscular média (CHCM) estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros hematoldgicos das tilapias alimentadas com as rages experimentais

Tratamentos
Dados Azul de Metileno Controle p-valor
Hematol6gicos
(AM) ©)

Hb (g dL) 3,95 + 1,5 5,06 + 1,04 0,009
MetHb (%) 57,97 + 10,77 64,85+ 9,12 0,046
MetHb Circ. (g/dL) 2,22 + 0,68 3,25+ 0,67 0,000
Er (].06 mm'3) 1,29+0,31 1,84 +0,82 0,017
Htc (%) 20,05 + 5,03 19,83 + 4,62 0,894
Ptn (g/dL) 4,37 + 0,50 4,61+ 0,53 0,204
VCM (fL) 165,71 + 69,04 121,83+ 77,92 0,041
HCM (pg) 32,62 + 14,90 31,32 + 15,91 0,783
CHCM (%) 20,63 + 2,09 27,51 + 3,39 0,063

Legenda: Hb - hemoglobina (g/dL); MetHb - Metahemoglobina (%); MetHb Circ. (g/dL) — Metahemoglobina
circulante. Er - Eritrdcitos (x 106 mm3); Htc - hematdcerito (%), Ptn (g/dL) — Proteina total, VCM - volume
corpuscularmédio (fL); HCM - hemoglobina corpuscular média (pg); CHCM - concentra¢do da hemoglobina
corpuscular média (%). Os valores correspondem a média + DP de cinco peixes de cada unidade experimental.
(Fonte: Prépria autora).

Houve diferencas entre os grupos Azul de Metileno (AM) e Controle (C) em diversos
parametros hematoldgicos. A varidvel Hb (p = 0,009) apresentou diferenca nos niveis de hemoglobina
entre os tratamentos, sendo que o tratamento controle apresentou uma média maior.A variavel methb (p
= 0.046) também apresentou diferenca nos niveis de metahemoglobina entre os tratamentos, tendo o
tratamento controle apresentado niveis médios de metahemoglobina maiores. A variavel methb
circulante, calculada de acordo com os valores dehemoglobina multiplicados pelos valores de

metahemoglobina, representando a quantidade de metahemoglobina circulante no sangue, foi a variavel
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gue exibiu a maior diferenca (p = 0.000). Resultados significativos também foram observados nas
variaveis Er (p = 0.017) e VCM (p = 0.041), sugerindo variacBes nas concentracdes de eritrocitos e
volume corpuscular médio. Por outro lado, as variaveis hct, ptn, HCM, e CHCM ndo apresentaram entre

0s tratamentos.

A intoxicagdo por nitrito nos peixes estd associada a sua interacdo com a hemoglobina
(ALATORRE-JACOME et al., 2011). Na corrente sanguinea, o nitrito é consumido em reacdes com
hemoglobina (Hb) (JENSEN E ROHDE, 2010), que causam a oxidacdo do ferro, gerando
metahemoglobina (MetHb) (KOSAKA E TYUMA, 1987; JENSEN, 2009), uma molécula incapaz de se
ligar ao oxigénio e transporta-lo para os tecidos. Dessa forma, os peixes intoxicados por nitrito,
consequentemente aumentam a formacdo de metahemoglobina e perdem a capacidade de transporte de
oxigénio, resultando em um quadro de hipdxia tecidual e causando estresse (WOO E CHIU, 1997,
MASSER et al., 1999, NOGA, 2010; NOVOTNY, 2021). Os peixes utilizam estratégias complexas de
adaptacdo fisioldgica para lidar com o estresse por hipoxia, passando por processos de modificacdes
neurais, comportamentais e fisioldgicas para a manutencéo da homeostase (ABDEL- TAWWAB et al.,
2019). Existe um padrao de respostas hematoldgicas frente a desafios respiratorios em peixes, incluindo
hipéxia (HOUSTON et al. 1988; HOUSTON E MURAD, 1991, 1992; MURAD et al. 1990, 1993).

Alguns estudos demonstram aumento nas concentra¢fes de Hb e Er como respostas hematoldgicas
frente ao estresse por hipoxia (ABDEL-TAWWAB et al.2014, 2015; WOOD et al. 2019; WU et al.
2020; NI et al. 2020). Esse aumento nas concentracdes de Hb e Er contribui para a obtencdo de O% e
aumenta a capacidade de transporta-lo no sangue (WOOD E PERRY, 1985; WELLS E BALDWIN,
2006). Sob estresse por hipdxia, peixes geralmente diminuem o consumo de O2, desacelerando seus
movimentos e melhorando a capacidade de transporte de O? através do aumento dos valores de Er e Hb
(COSSINS E CRAWFORD, 2005; ROESNER et al. 2006; XIA et al. 2016).

No presente estudo foram encontrados resultados semelhantes, pois foram observadas médias
superiores na concentracdo de Hb (p =0,009) e Er (p = 0,017) no sangue dos peixes do tratamento
controle (C), sugerindo um mecanismo fisiologico de agdo compensatoria afim de tentar reduzir os
efeitos da hipoOxia causados pela concentracdo significativamente maior que apresentaram de MetHb (p
= 0,046) e MetHbC (p = 0) no sangue. A apresentacao clinica dos peixes moribundos no fundo do

aquaério, a fim de reduzir o consumo de O? também corrobora com os resultados obtidos.

A liberacdo imediata de Er frente aos episddios de intoxicagdo aguda por nitrito ocorre pelo bago
durante a hipdxia, resultando significativamente em uma maior densidade de glébulos vermelhos circulando
na corrente sanguinea, 0 que consequentemente aumenta a quantidade de Hb (WU et al., 2016; ABDEL-

TAWWARB et al., 2019). A hip6xia é o principal estimulo da eritropoiese nos vertebrados e o bago


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1532045604001851#bib37
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1532045604001851#bib37
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848621000429#bb0325
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848621000429#bb0350
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848621000429#bb0350

41
é considerado um dos principais locais hematopoiéticos dos teledsteos (FANGE, 1986). A liberacdo

imediata de Er armazenados no baco pode aumentar as concentracGes de Hb em até um terco. E a
intensificacdo no processo de produgdo e maturacdo dos eritrocitos, complementada pela maior
producdo de células juvenis, aumentam o numero relativo destas células juvenis circulantes. Estas
celulas, que séo capazes de sintese de hemoglobina, podem entdo alterar o perfil isomorfo global na
estrutura ou nas caracteristicas das células sanguineas em resposta a esses processos (PEARSON E
STEVENS, 1991). Corroborando com os resultados encontrados no presente estudo, sendo que o
Volume Corpuscular Médio (VCM) foi significativamente menor (p = 0.041) no grupo controle,
sugerindo uma maior liberagdo de células jovens, causada pela intensificacdo na producdo de Hb e Er
no sangue, a fim de aumentar a oxigenacao e tentar reduzir os efeitos deletérios da hipdxia.

A captagdo de O? branquial ndo é limitante, dessa forma a taxa de entrega de O? aos tecidos é
uma funcéo do produto do débito cardiaco e do transporte de O? no sangue, condicionada pela afinidade
da Hb-O? (HOUSTON E MURAD, 1991). Dessa forma, os resultados das alteraces hematoldgicas
apresentadas pelos peixes no estudo em questao, sugerem que 0s peixes do grupo controle (C) estavam
enfrentando um maior desafio causado pela hipoxia, utilizando o mecanismo fisiolégico de acéo
compensatoria, tentando intensificar sua eritropoiese a fim de fornecer O 2aos tecidos. Os peixes do
grupo medicado com azul de metileno (AM), embora tenham atingido niveis de MetHb altos,
enfrentaram um menor desafio e conseguiram transportar O? de forma mais eficiente, sugerindo que o
azul de metileno em sua capacidade antioxidante tem o potencial de auxiliar o peixe compensar os efeitos

deletérios causados pela intoxicacéo por nitrito.

6.3 Analises Histoldgicas

AlteracGes bioquimicas e fisiolégicas nos organismos podem desencadear consequéncias
histopatoldgicas, caracterizadas por lesdes teciduais em 6rgéos especificos (HINTON E LAUREN, 1990;
HINTON et al., 1992). A intoxicacdo por poluentes aquaticos pode desencadear esse processo e a analise
histolégica de 6rgdos e células-alvo se torna uma ferramenta crucial para identificar os danos resultantes dessa
exposicao (CARDOSO etal. 1996; SCHWAIGER et al., 1997; CENGIZ et al. 2001).Em organismos aquaticos,
as branquias sdo importantes biomarcadores histopatolgicos em estudos relacionado a contaminagéo por

poluentes aquéticos, uma vez que estdo em contato direto com agentestoxicos (BERNET et al., 1999).

As brénquias sao 6rgédos importantes para os peixes, estando envolvidos diretamente em diversas fungdes
vitais, tais como respiracao, regulagdo osmotica, equilibrio &cido-base, excrecéo de residuos nitrogenados e as
celulas que a constituem respondem direta ou indiretamente aos fatores ambientais e a alteracdes internas do
organismo (POLEKSIC & MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994; LUPI et. al, 2007).
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A maior éarea superficial das branquias estd em contato direto com a &gua, tornando-as
vulneréaveis a substancias toxicas nos ambientes aquaticos (ROMANO E ZENG, 2009; LUZIO et al.
2013; LIN et al., 2018), sendo consideradas érgdos-alvo bem conhecidos nos peixes e 0s primeiras a
reagir, podendo alterar sua morfologia padrdo frente as condi¢cdes ambientaisdesfavoraveis (BENLI et
al., 2008), destacando entre essas condicOes, a presenca de substancias tdxicas, como 0s compostos
nitrogenados e seus potenciais efeitos deletérios (ROMANO E ZENG, 2009). O nitrito é um composto
nitrogenado transmitido pela agua, que entra diretamente no corpo do peixe através do trocador do
trocador cloreto/bicarbonato no epitélio branquial (LIN et al., 2018) e pode causar danos teciduais as
brénquias (DUTRA et al., 2017).

As fotomicrografias das branquias dos peixes do estudo em questdo nos permitiram observar
diferencas entre os dois tratamentos com relacdo a arquitetura de seus filamentos branquiais e podem

ser mais bem visualizadas nas figuras abaixo (Figura 11 e Figura 12).
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Figura 11 - Fotomicrografia das branquias dos peixes do grupo medicado com azul de metileno (AM). Sendo (A)
Filamentos branquiais com arquitetura preservada e sem alteracfes severas, apresentando apenas uma lamela
tortuosa em ponto focal; (B) Filamentos preservados e sem alteracfes severas, apresentando apenas lamelas
branquiais tortuosas em pontos multifocais e (C) Filamentos preservados e sem alteragdes.
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Figura 12 - Fotomicrografia de branquias dos peixes do grupo controle (C). Sendo que em todas as imagens é
possivel observar perdas da estrutura lamelar padrdo (A) Regido de fusdo lamelar (setas pretas) e Deslocamento
epitelial (setas brancas); (B) Aneurisma lamelar (estrela preta); (C) Aneurisma lamelar (estrela preta) e Edema
lamelar (tridngulos pretos); Congestao capilar (setas vermelhas) e (D) Espessamento epitelial, hiperplasia celular

e proliferagdo de células mucosas (tridngulos brancos); Congestao capilar (setas vermelhas) e Hipertrofia leve
(asterisco preto).




Nos peixes do grupo medicado com azul de metileno (AM) as estruturas e os filamentos
branquiais estavam bem conformados e com sua arquitetura padrdo preservada, apresentando apenas
lesBes de grau leve como tortuosidades em lamelas (Figura 11). Ja nos peixes do grupo controle (C) foi
possivel visualizar perdas severas na estrutura lamelar padrdo, além de diversos tipos de lesbes
estruturais nos tecidos branquiais como fuséo lamelar, deslocamento epitelial, aneurisma lamelar, edema
lamelar, congestdo capilar, espessamento epitelial, proliferagdo de células mucosas, além de hiperplasia
e hipertrofia celular (Figura 12).

Diversos autores relatam danos histolégicos branquiais causados por nitrito semelhantes aos
gue foram encontrados no estudo em questdo (MICHAEL et al., 1987; SVOBODOVA et al., 2005;
ROMANO E ZENG 2009; ROUMIEH et.al, 2012; WUERTZ et al. 2013; SAOUD, 2014; SILVA,
2018; LIU, 2022). Estas alteracbes morfoldgicas nas estruturas estdo ligadas a fisiologia dos peixes e
resultam em disfuncdo osmorregulatéria das branquias (DEANE & WOO, 2007; PARK et al. 2007;
ROMANO & ZENG 2009; SAOUD et al. 2014). Os danos histologicos causados as superficies
branquiais pelo nitrito sdo atribuidos ao alto acimulo nas branquias, irritacdo devido a elevadasecrecao
mucosa, aumento do volume de ventilagdo e diminuigdo da eficiéncia de captacdo de oxigénio
(BASKAR, 2014).

AlteracGes como espessamento epitelial, hiperplasia e hipertrofia das células epiteliais e fusdo
de lamelas sdo exemplos de mecanismos de defesa das branquias (VELASCO-SANTAMARIAE
CRUZ-CASALLAS, 2008), pois estes resultam no aumento da area epitelial, aumentando a distancia
entre 0 ambiente aquatico contaminado e a corrente sanguinea, atuando como barreira a entrada de
contaminantes e reduzindo a absor¢do destes no sangue (MALLAT, 1985; ALBASSAM et al., 1987,
POLEKSIC E MITROVIC TUTUNDZIC, 1994; FERNANDES E MAZON, 2003; ABDEL-
MONEIM et al., 2012 , ROUMIEH et al., 2012). J4 0 aneurisma lamelar possivelmente ocorreu devido
a danos nas células pilares, comprometendo a integridade vascular com liberag&o de grande quantidade
de sangue forcando a saida do epitélio (ROUMIEH et al., 2012).

A andlise histoldgica das branquias permite avaliar de forma direta a relagdo do peixe com o
ambiente aquéatico e a homeostase entre eles, sendo esperado que a area lamelar seja maior quando ha
condigdes favoraveis para o que o animal tenha maior interacdo com o ambiente e 0 oposto ocorre
quando o animal estd num ambiente mais desafiador, com presenca de agentes irritantes ou toxicos
(FALKENBERG et al. 2003), destacando entre esses agentes o nitrito, que € um composto nitrogenado
toxico transmitido pela dgua, que entra diretamente no corpo do peixe através do epitélio branquial (LIN
etal., 2018).

Todos os danos branquiais que foram encontrados no grupo controle (C) do estudo em questéo
corroboram com as lesBes descritas na literatura, entretanto sugere-se que 0s peixes do grupo controle
estavam enfrentando um ambiente bastante desafiador causado pela intoxicagéo por nitrito, reagindo
frente a esse ambiente com o0s mecanismos de defesa demonstrados nas alteracbes branquiais

encontradas. Os peixes do grupo medicado com azul de metileno (AM) conseguiram debelar melhor
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esse ambiente desafiador causado pela toxicidade do nitrito, por isso ndo foi possivel observar lesbes

significativas em seus filamentos branguiais, que se mantiveram com a arquitetura padrao preservada.



7. CONCLUSOES

O azul de metileno administrado por via oral possui a capacidade de auxiliar o peixe a
compensar os efeitos causados pela intoxicagao por nitrito. Os resultados das anélises hematoldgicas e
histol6gicas sugeriram que os peixes do grupo controle (C) enfrentaram um maior desafio causado pela
toxicidade do nitrito e os peixes do grupo medicado com azul de metileno (AM) conseguiram debelar
melhor esse ambiente desafiador. Embora estes resultados sugiram que o azul de metileno administrado
por via oral pode ser uma alternativa potencial para mitigar os impactos negativos da intoxicacdo por
nitrito, mais pesquisas sao necessarias para determinar a dosagem e o periodo de administracéo ideais.
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