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Resumo

O presente trabalho avaliou a influéncia das diferentes concentraces dos compostos nitrogenados
nas contagens total e diferencial de hemdcitos (CTH e CDH, respectivamente) de juvenis de
Macrobrachium rosenbergii mantidos em sistema de agua clara. Foram executados trés
experimentos com tempo de exposicdo de 96 horas (exposicdo aguda), onde diferentes
concentragdes dos compostos nitrogenados foram testadas: (1) amodnia, nas concentragcdes de 0
(grupo controle), 1, 2 e 3,5 mg/L; (2) nitrito, nas concentragdes de 0 (grupo controle), 1,1,75e 2,8
mg/L e; (3) nitrato, nas concentracBes 0 (grupo controle), 10, 25 e 50 mg/L. Os animais foram
acomodados em unidades experimentais com 11L, com 8 camarfes por unidade, sob aeracéo
constante e peso médio inicial de 0,2g. Os pontos de coletas da hemolinfa dos trés experimentos
foram 24h, 48h, 72h e 96h de exposi¢do, onde os animais (1 por unidade experimental) tiveram a
hemolinfa coletada para determinacédo das contagens total e diferencial de hemacitos. Ao final dos
trés experimentos, os resultados obtidos das altas concentracGes de amonia a 3,5mg/L, de nitrito a
2,8 mg/L e de nitrato a 50 mg/L demonstraram que os valores médios referentes a contagem total
de hemdcitos foram 7,00x10°, 3,38x10° e 4,13x10° células/mL respectivamente, abaixo da faixa
recomendada para a espécie. Para a contagem diferencial de hemdcitos, nesse estudo foram
identificados os trés tipos de células, hialinas, semi-granulares e granulares, contudo, os percentuais
variaram de acordo com os pontos de coletas dos experimentos, sendo encontrado ap6s 96 horas
de exposic¢do os seguintes valores médio: para as células hialinas de 64,37%, 88,4% e 90,89%, para
as células semi-granulares 35,63%, 10,5% e 8,17% e, para as células granulares, 0%, 1,07% e
0,94% para os tratamentos 3,5mg/L do experimento da aménia, 2,8mg/L do experimento do nitrito
e 50mg/L do experimento do nitrato, respectivamente. Os resultados demonstram que as contagens
total e diferencial de hemdcitos sdo influenciadas pelas altas concentragdes dos compostos
nitrogenados e o tempo de exposic¢do, sendo a concentragdo 2,8mg/L do nitrito e 50mg/L do nitrato,
ambas apds 48 horas de exposicéo, as responsaveis pelas maiores alteraces nestes parametros nos

animais.

Palavras-chave: Amonia, Nitrito, Nitrato, Gigante da Mal&sia; Contagem celular.
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1 Introducédo

A carcinicultura de 4gua doce é uma das atividades econdmicas do setor da aquicultura que
mais crescem globalmente, tendo o camarao da espécie Macrobrachium rosenbergii como um dos
mais cultivados no mundo (KIMPARA et al., 2019). Segundo estimativas da Organizacdo das
Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO, 2020), a criagdo do M. rosenbergii foi
responsavel por aproximadamente 49% (234,4 mil toneladas) da producdo mundial do género

Macrobrachium em 2018.

O Gigante da Maléasia, M. rosenbergii, possui habitos alimentar onivoro, rapido
crescimento em sistemas intensivos, rusticidade e boa aceitagdo no mercado (NUNES et al., 2018),
mas apesar destas caracteristicas, a espécie é considerada territorialista e agressiva, sendo um
obstaculo a implementacdo de altas densidades de estocagem, embora recentes estudos
relacionados a sistemas de cultivos superintensivos da carcinicultura de dgua doce demonstrem a
possibilidade de intensificar a producdo, podendo chegar a densidades de até 50 camarfes/m?2
(BALLESTER et al., 2017; DUTRA; BORGES NETO; et al., 2016; NEGRINI et al., 2017).

Entretanto, sistemas de cultivo com maiores densidades podem ocasionar o acumulo de
substancias inorganicas tdxicas, como é o caso dos compostos nitrogenados (amonia, nitrito e
nitrato) que podem afetar a qualidade de agua do cultivo e, consequentemente, a homeostase dos
animais (DUTRA,; et al., 2017; TIMMONS; EBELING, 2007). A amdnia é o principal composto
proveniente do metabolismo de proteinas excretada pelos organismos aquaticos e se encontra
disponivel na &gua por duas formas: 0 amoénio (NH4"), sendo menos téxica e, a ndo ionizada (NHs),
a forma mais toxica (EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006; TIMMONS; EBELING, 2007). A
amoOnia ndo ionizada possui a capacidade de adentrar as membranas celulares e influenciar no
crescimento, alimentacéo, sobrevivéncia e até na susceptibilidade de doencas em camardes (CUI
Y etal., 2017; QIU et al., 2018; YANG et al., 2014).

O nitrito e o nitrato sdo produtos da oxidacdo da amonia por bactérias nitrificantes e, a
presenca desses compostos nitrogenados em elevadas concentragfes, pode causa problemas
hemolinfaticos. Contudo, as piores consequéncias sao em relacdo a concentracdes letais de nitrito,
devido a sua atuacgdo no processo de transporte de oxigénio, ao qual transforma hemocianina em

metacianina, sendo assim, umas das formas de se avaliar os efeitos dos compostos nitrogenados
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em crustaceos € através das respostas imunolégicas (BARBIERI et al., 2016; CAMPOS et al.,
2015; KUBITZA, 2017; THURSTON, 1980).

Os crustaceos possuem apenas uma imunidade inata, sendo, portanto, a producéo/liberacéo
de hemdcitos na hemolinfa uma das respostas imunoldgicas mais importantes (ELLIS et al., 2011).
Com isso, os hemogramas realizados nesses crustaceos podem ser determinados através das
contagens total e diferencial de hemaocitos (CTH e CDH respectivamente), que além de serem
consideradas um dos principais parametros imunoldgicos, expressam a condicdo de salde desses
animais e sdo também importantes ferramentas para compreender os efeitos dos compostos
nitrogenados em decdpodes (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014; CHENG; CHEN, 2001;
PINTO et al., 2016).

2  Obijetivos
2.1 Objetivo geral
e Avaliar a influéncia de diferentes concentragbes dos compostos nitrogenados na
contagem de hemdcitos de juvenis de Macrobrachium rosenbergii.

2.2 Objetivos especificos
e Determinar a contagem total e diferencial de hemdcitos de juvenis de
Macrobrachium rosenbergii mantidos em sistemas de agua clara submetidos a

diferentes concentracdes de amdnia, nitrito e nitrato.

3 Metodologia

3.1 Condigdes experimentais

Os juvenis de M. rosenbergii (peso médio inicial de 0,2 g) foram adquiridos de uma larvicultura
comercial e distribuidos aleatoriamente em unidades experimentais de 11L de volume (util,
abastecidas com agua doce filtrada a 100 um e previamente tratada com cloro a 30 ppm, na
densidade de 3 camardo / 4L sob aeracao constante.

As unidades experimentais foram mantidas com alcalinidade e dureza acima de 60 mg de

CaCOs/L e temperatura de 28°C. Os camardes foram alimentados com rag&o comercial duas vezes
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ao dia (8 e 16 horas), sendo a quantidade ofertada ajustada de acordo com a estimativa de consumo,
mortalidades e sobras segundo metodologia de New e Kutty (2010).

Trés experimentos foram conduzidos, onde se buscou testar concentracGes consideradas
toxicas dos compostos nitrogenados: (1) aménia, nas concentracbes de 0 mg/L (grupo controle),
1, 2 e 3,5 mg/L; (2) nitrito, nas concentracdes 0 mg/L (grupo controle), 1, 1,75 e 2,8 mg/L e; (3)
nitrato, nas concentracGes de 0 mg/L (grupo controle), 10, 25 e 50 mg/L. Todos contaram com trés
repeticdes cada, e um periodo de 96 horas de exposicao, sendo utilizado o cloreto de aménio P.A,
0 nitrito de sédio P.A e o nitrato de sédio P.A para chegar nas concentracdes desejadas. Uma
solugdo méae de maior concentracdo da amonia a 3,5mg/L (141mg de cloreto de amonio P.A), do
nitrito a 2,8mg/L (113mg de nitrito de sédio P.A) e nitrato a 50mg/L (200mg de nitrito de sddio
P.A) era obtida a partir da dissolu¢do dos compostos quimicos em 40 L de agua do cultivo, sendo
distribuida do mais concentrado para 0 menos concentrado. A limpeza das unidades foi feita através
de sifonamento, com retirada de 10% do volume (til, sendo posteriormente renovados com as

respectivas solucdes de cada unidade experimental.

Para 0 monitoramento das variaveis de qualidade de agua dentro dos limites ideais para
carideos propostos por New e Kutty (2010), foram realizadas mensurac6es de temperatura (°C),
pH e oxigénio dissolvido (O.D.) duas vezes ao dia. As coletas de amostras de agua foram diarias,
para confirmacdo das concentracGes de amonia, nitrito e, nitrato dentro dos valores testados, por

meio de kit colorimétrico comercial (Alcon Labcon, Camborid, Brasil).

3.2 Coleta da hemolinfa
As coletas da hemolinfa foram realizadas em 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢do. Os
animais (trés por unidade experimental) tiveram a hemolinfa coletada para determinagdo da
contagem total e diferencial de hemadcitos segundo Cheng e Chen (2001). A hemolinfa foi coletada
na cavidade cardiaca de M. rosenbergii usando uma seringa de 1 ml contendo anticoagulante (0,114
M de citrato de sédio, 0,1 M de NaCl, pH 7,45) na proporg¢éo de 1:9 (v:v; hemolinfa:anticoagulante)
(CHENG; CHEN, 2001).

3.3 Contagem total e diferencial de hemacitos
A contagem total de hemdcitos (CTH) foi realizada a partir da hemolinfa previamente

coletada com anticoagulante e uma gota desta suspensao foi adicionada na caAmara de Neubauer
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para o computo das células (CHENG; CHEN, 2001). A determinacdo do nimero de hemacitos foi

efetuada em triplicata usando um microscoépio optico.

Para a determinacdo da contagem diferencial de hemdcitos (CDH) foi adotada a
metodologia adaptada de Celi et al. (2013). Nesta metodologia, uma gota da suspenséo de células
de hemdcitos fixada em formol 4% é posta em uma lamina e seca ao ar, em seguida, a lamina é
imersa em metanol absoluto por 6 minutos. Depois disso, € corada com a solucdo de Giemsa
(diluicdo 1:10 por 10 minutos), desidratada com etanol a 70% por 1 minuto e imersa em Xileno
absoluto por 6 minutos. A determinacdo das porcentagens relativas dos diferentes tipos de
hemdcitos foi efetuada através de observacdo da ldmina em microscopia Gtica, também em

triplicata.

3.4 Andlise estatistica
Os resultados das contagens total e diferencial foram submetidos aos testes de
homogeneidade (teste de Levene), normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e, para identificar a
diferencas entre tratamentos, foram submetidos a ANOVA unidirecional seguido do teste de Tukey
(HSD - Honest Significant Difference), quando atendido os preceitos. Para dados ndo paramétricos,
foi usado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste Mann-Whitney (Comparagéo Pairwise) com
a correcdo de Bonferroni (ZAR, 2013).

Para a comparagdo ao longo do tempo entre coletas, foi feito a ANOVA de medidas
repetidas quando atendido os preceitos, ou teste de Friedman como alternativa ndo paramétrica
(ZAR, 2013). Para todas as andlises foi utilizado o nivel de significancia de 5%. As analises

estatisticas foram realizadas com o auxilio do software IBM SPSS Statistics versdo 25.0.0.0.

4 Resultados e discussao

Os resultados das variaveis de qualidade de agua ao longo dos trés experimentos
demonstraram estar dentro do recomendavel para o M. rosenbergii (NEW; KUTTY, 2010),
diferindo estatisticamente apenas o oxigénio dissolvido (OD) entre os tratamentos com diferentes

concentracdes de amonia (Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros de qualidade de &gua dos experimentos

Tratamentos
Variaveis (\Valor mé_dio, (\Valor méQio, (\Valor médio, (\Valor mé_dio,
valores minimo e valores minimo e valores minimo e valores minimo e
MAaximo) MAaximo) MAaximo) MAaximo)
EXPERIMENTO AMONIA
0 1 2 3,5
6,6+0,1 6,6+0,1 6,5+0,1 6,5+0,1
OD (mg/L) (64— 6,7)"® (6.6 -6,9) (64— 6,7)° (64— 6,8)°
H 7,69 £ 0,08 7,68 £ 0,09 7,74 £ 0,10 7,73 £ 0,05
P (7,60 — 7,80)" (7,60 —7,80" (7,60 — 7,90)A (7,70 —7,80)"
Temp (°C) 30,2+0,3 30,1+0,1 30,2+0,3 30,3+04
(30,0 — 30,8)" (30,0 - 30,3)" (30,0 — 30,94 (30,0 - 31,0"
Amonia (mg/L) 0x0 1+0 2+0 35%+0
Nitrito (mg/L) 0+04 0+04 0+04 0+0A
Nitrato (mg/L) 0+04 0x04 0+04 0+0A
EXPERIMENTO NITRITO
0 1 1,75 2,8
0D (mg/L) 6,52 £ 0,14 6,58 £ 0,22 6,63+ 0,22 6,47 £ 0,18
(6,40 — 6,80)" (6,30 — 6,90)" (6,20 — 6,80)" (6,20 — 6,70)"
H 7,7+0,1 7,7+0,1 7,7+0,1 7,7+0,1
b (7,5 - 7.8 (7578 (7,578 (7.5 - 7.8
Temp (°C) 30,1+04 29,8+0,5 30,0+£0,2 29,9+0,3
(29,6 — 305" (29,1 -30,4)" (29,8 — 30,2)" (29,6 — 30,4)"
A 0+0” 00" 0,13+0,14 0,13+0,14
Amonia (mg/L) (0—0.25)A (0—0.25)A
Nitrito (mg/L) 0+0 1+0 1,75+0 28+0
Nitrato (mg/L) 0+0° 0+04 0+04 0+0A
EXPERIMENTO NITRATO
0 10 25 50
6,5+0,2 6,5+0,2 6,5+0,2 6,5+0,2
OD (mg/L) (6.1 6,8)° (6,1 6.8)° (6.2 6,8)° (6.2 6.7)°
H 78+0,1 7,7+08 7,8+0% 79+0,1
b (7,7 —~7,9° (7,8 — 8,0
Temp (°C) 29,7+0,6 29,3+0,5 29,6 +£0,9 30,0+0,7
(29,1 —30,8)" (28,8 —30,3)" (28,1 —30,8)" (29,1 —30,9"
A 0+0” 0,08 + 0,29 0,02 £ 0,07 0+0°
Amonia (mg/L) (0_1)A (0— 0,25
Nitrito (mg/L) 0+0° 0+0° 0+0° 0+0°
Nitrato (mg/L) 00 100 250 500

!Letras maitsculas diferentes na mesma linha mostram diferenca entre os tratamentos (p<0,05). OD = Oxigénio

dissolvido; Temp = Temperatura.
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Para a contagem total de hemdcitos (CTH) no experimento de diferentes concentragdes de

amonia na coleta 24h, o tratamento controle (0 mg/L) obteve a maior contagem total dentre os

demais, e o tratamento 1mg/L diferiu estatisticamente das maiores concentracdes (2 e 3,5mg/L),

que ndo apresentaram diferenca entre si. Apds 48 horas de exposicao, foi observado um aumento

das medias da CTH dos tratamentos 1, 2 e 3,5mg/L, destacando o tratamento 2mg/L, o qual

apresentou um valor médio de 2,34x10° + 3,63x10° células/mL diferindo estatisticamente dos

tratamentos controle (0 mg/L) e 1mg/L (Tabela 2).

Tabela 2. Contagem Total de Hemdcitos durante o experimento de diferentes concentracbes de

amonia
Tratamentos
0 1 2 3,5
(Valor médio, (Valor médio, (Valor médio, (Valor médio,
valores minimo e valores minimo e valores minimo e valores minimo e
Variaveis maximo) maximo) maximo) maximo)
24H
1,01x10° + 2,38x10° + 8,75x10° + 6,25x10° +
9,76x10° (2,25 x10° 7,37x10% (1,13x10° 5,72x10° (4,50x10° 1,49x10° (4,13x10°
— 2,59 x106)ABa —3,38x10%)"2 —1,84x10%)B2 — 8,25x10%)Ba
48H
6,93x10° + 7,95x10° + 2,34x10° + 1,31x10°8 +
2,23x10° (4,13x10° 5,17x10° (4,13x10° 3,63x10° (1,95x10° 9,18x10° (6,38x10°
Contagem Total —9,38x10°%) A2 — 1,50x106)A —2,81x10°) B2 —2,96x10°) ABa
de
Hemoécitos 72H
(Células/mL)
4,97x10° + 3,69x10° + 1,11x10°% + 1,03x10° +
2,40x10° (2,25x10° 1,80x10° (1,88x10° 3,71x10° (6,38x10° 6,40x10* (3,75x10*
— 7,50x10°) ABa — 6,00x10%)AB —1,50x10%) A2 —1,88x106) Ba
96H
3,53x10° + 2,86x10° + 4,59x10° + 7,00x10° +
8,23x10° (2,59x10° 5,65x10° (2,29x10° 2,19x10° (1,88x10° 5,18x10° (1,13x10°
— 4,43x106) A — 3,45x108)A° —7,13x10°) Ba —1,43x106) Ba

!Letras mailisculas na mesma linha mostram diferenca entre os tratamentos (p<0,05).

2 etras mintsculas na mesma coluna mostram diferenca entre pontos de coleta (ao longo do tempo) (p<0,05).
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Com 72 horas de exposicao a diferentes concentragcdes de amonia, houve uma queda nos
valores medios da CTH, com énfase ao tratamento 3,5mg/L que apresentou o menor valor de
contagem e a maior queda quando comparado a coleta as 48 horas. Completadas as 96 horas de
exposicdo, os tratamentos 2 e 3,5mg/L obtiveram o0s menores valores médios da CTH, nédo
apresentando diferenca significativa entre si, assim como, o tratamento controle (Omg/L) e Img/L
também ndo diferiram estatisticamente. Quando comparada as coletas 24 e 96 horas, o efeito da
exposicdo de diferentes concentracdes de amonia ao longo do tempo teve diferenca significativas

apenas para o tratamento 1mg/L.

No experimento de diferentes concentracdes de nitrito, para os valores médios da contagem
total de hemacitos (CTH) na coleta 24 horas, o tratamento 1mg/L obteve a maior contagem total
dentre os demais. Apos 48 horas de exposicao, foi observado um aumento na média da CTH do
tratamento 1,75mg/L, que apresentou um valor médio de 1,88x10° + 3,00x10° células/mL,
diferindo estatisticamente dos tratamentos controle (Omg/L) e 2,8mg/L (Tabela 3).

Com 72 horas de exposicdo a diferentes concentracdes de nitrito, houve uma queda nos
valores médios da CTH dos tratamentos 1, 1,75 e 2,8mg/L, com énfase ao tratamento 1,75mg/L
que apresentou o menor valor de contagem e a maior queda quando comparado a coleta as 48 horas.
Completadas as 96 horas de exposicdo, o tratamento 2,8mg/L obteve um dos menores valores
médios da CTH, apresentando diferenca significativa entre os demais. Contudo, os tratamentos 1
e 1,75mg/L que apresentaram alta dos valores médios da CTH ndo diferiram estatisticamente.
Quando comparada as coletas 24 e 96 horas, o0 efeito da exposicao de diferentes concentracdes do

nitrito apresentou diferencas significativas apenas no tratamento 2,8mg/L (Tabela 3).
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Tabela 3. Contagem Total de Hemdcitos durante o experimento de diferentes concentracbes de

nitrito
Tratamentos
0 1 1,75 2,8
(Valor medio, (\Valor médio, (Valor médio, (\Valor médio,
valores minimoe  valores minimoe  valores minimoe  valores minimo e
Variaveis MAaximo) MAaximo) MAaximo) MAaximo)
24H
1,64x108 + 2,25x10° + 1,39x10° + 3,48x10° 1,15x10° + 5,24x10°
7,35x10° (6,00x10° 1,04x106 (1,58x10° (1,05x108 — (7,13x10° -
—2,33x10%)A2 — 3,45x10%)Aa 1,69x10°) A2 1,88x106) A2
48H
1,16x10° + 9,00x10° + 1,88x10° + 1,65x10° 3,38x10° + 1,27x10°
1,73x10° (1,01x10% 3,00x10° (3,75x10° (2,63x10° — (1,88x10° —
Contagem —1,31x105)A —1,20x106)ABab 3,71x105) AB2 5,25x10°%)BP
Total de
Hemocitos 72H
(Células/mL)
1,60x10° + 3,75x10° + 3,09x10° + 2,09x10° 3,38x10° + 1,19x10°
7,51x10° (5,63x10° 1,76x10° (1,88x10° (1,13x10° — (2,25x10° —
—2,25x10°) A2 —5,25x10°%) B 5,25x105) Bb 4,88x10°) BP
96H
7,59x10° + 1,73x10° + 1,36x10° + 4,89x10° 4,13x10° + 8,10x10*
4,19x10° (3,38x10° 1,05x10° (5,25x10° (8,25x10° — (3,38x10° —
—1,31x106) ABa — 3,26x106) A% 2,18x106) A 5,25x10°) Bb

!Letras maiusculas na mesma linha mostram diferenca entre os tratamentos (p<0,05).

2_etras mintsculas na mesma coluna mostram diferenca entre pontos de coleta (ao longo do tempo) (p<0,05).

No experimento de diferentes concentra¢Ges de nitrato, para os valores médios da CTH na
coleta 24 horas, ndo foi observada diferenga entre os tratamentos. Apos 48h de exposi¢éo de nitrito,
foi observado uma diminuicdo das médias da CTH de todos os tratamentos, destacando o
tratamento 50mg/L que apresentou um valor médio de 2,75x10° + 1,64x10° diferindo dos

tratamentos controle (Omg/L) e 10mg/L (Tabela 4).



17

Nas 72 horas de exposi¢do a diferentes concentracdes de nitrato, houve um aumento nos

valores médios da CTH, com énfase para os tratamentos 25 e 50mg/L que apresentaram um maior

aumento na contagem quando comparado a coleta de 48 horas. Com o final das 96 horas de

exposicdo, os tratamentos 10, 25 e 50mg/L tiveram os menores valores médios da CTH, nédo

apresentando diferenca significativa entre si. Quando comparada as coletas 24 e 96 horas, o efeito

da exposicdo de diferentes concentracdes de nitrato ao longo do tempo apresentou diferenca

significativa nos tratamentos 10, 25 e 50mg/L (Tabela 4).

Tabela 4. Contagem Total de Hemdcitos durante o experimento de diferentes concentracGes de

nitrato.
Tratamentos
0 10 25 50
Variaveis (Valor médio, (Valor médio, (Valor médio, (Valor médio,
valores minimoe valores minimoe valores minimoe valores minimo e
MAaximo) MAaximo) MAaximo) MAaximo)
24H
1,92X106 + 1,77x106 2,37x106 + 1,18x106 + 1,04x106 +
(4,13x10° — 1,06x10° (1,39x10°% 8,70x10° (3,00x10° 7,59x10° (1,88x10°
4,50x10%)Aa — 3,75x100)Aa — 2,25x10%)Aa —1,95x10%)Aa
48H
Contaggg‘ Total ) )3106+ 240105 1,63x10°+ 4,60x10° + 2. 75x10° +
Hemécitos (7,13x10° — 3,57x10° (1,28x10® 3,74x10° (7,50x10* 1,64x10° (7,50x10*
. 1,39x10%)A2 —2,00x10%)B2 —1,01x108)P — 4,50x10%)<P
(Células/mL)
72H
4,38x10° + 3,17x10° 1,17x10% + 1,27x10% + 1,78x10° +
(1,13x10° — 3,16x10° (8,63x10° 1,35x10° (1,09x10° 6,23x10° (1,13x10°
9,38x10°) A2 —1,46x108)AB2 —1,39x10%)B2 — 2,55x10%)B2

96H




18

1,05x10° + 3,06x10° 1,66x10° + 2,80x10° + 4,50x10° +
(7,50x10° — 1,63x10* (1,50x10° 9,29x10* (1,95x10° 1,44x10° (2,25x10°
1,35x106) A2 —1,88x10°%) B —4,13x10°%) B — 6,00x10%)BP

!Letras maitsculas na mesma linha mostram diferenga entre os tratamentos (p<0,05).

2 etras mindsculas na mesma coluna mostram diferenca entre pontos de coleta (ao longo do tempo) (p<0,05).

A concentracdo média da contagem total de hemacitos (CTH) para diferentes espécies sao
descobertas através de estudos ecotoxicoldgicos dos individuos selvagens capturados ou através da
submissdo a condigdes experimentais. Para a espécie M. rosenbergii, estudos relacionados aos
efeitos toxicologicos da exposigdo de amonia, nitrito e nitrato demonstram consequéncias adversas,
principalmente quando estes animais sdao submetidos por um periodo de 96 horas de exposicao
(CHAND; SAHOO, 2006). De acordo com Zhang et al. (2015), os exemplares adultos de M.
rosenbergii expostos ao nitrito tiverem pouca mudanca fisiolégica quando comparados aos animais
expostos a amOnia, contudo, esses compostos nitrogenados causaram uma série de estresse
oxidativo combinado e apoptose em hemdcitos no M. rosenbergii. Entretanto, no presente estudo
apos 96 horas de exposicdo dos compostos nitrogenados, o nitrito e nitrato tiveram baixas
contagens celulares, podendo indicar que foram mais prejudiciais para 0s juvenis de M.

rosenbergii.

Para outros crustaceos, como é o caso do decapoda Astacus leptodactylus, Sepici-dincel et
al. (2013) e Safaeian et al. (2019) encontraram os intervalos de referéncia média da CTH de
3,83x10* e 5,3x10* células/mL, respectivamente, quando esta espécie foi avaliada para o
desenvolvimento e padronizacdo da andlise da hemolinfa como uma ferramenta de diagnostico
viavel para estudos de bioensaio e aquicultura. Ja para o peneideo P. vannamei, os valores médios
da CTH séo considerados bons quando estio entre 10x10° a 15x10° células/mL (BARRETTO et
al., 2012), quando estes animais estdo em condicdes de cultivo.

No presente estudo, para o tempo maximo de exposic¢ao (96 horas), foram encontrados os
valores médios 3,53x10° e 2,86x10° cél/mL nos tratamentos controle (Omg/L) e 1mg/L do
experimento 1 (amonia) respectivamente, nos tratamentos 1 e 1,75mg/L do experimento 2 (nitrito)
os valores médios foram 1,73x10° e 1,36x10° cél/mL respectivamente, para o tratamento controle
(0 mg/L) do experimento 3 (nitrato), o valor médio foi de 1,05x10° cél/mL, podendo-se inferir uma
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alteracdo na contagem total de hemdcitos causada pela exposicdo continua da amodnia nos
tratamentos 2 e 3,5mg/L, do nitrito no tratamento 2,8 mg/L e do nitrato nos tratamentos 10, 25 e
50mg/L. Tais resultados de contagem de hemacitos estdo em consonancia com o estudo realizado
por Pinto et al. (2016) sobre os efeitos do estresse de amdnia no Macrobrachium amazonicum onde
foi visto que quanto maior as concentragGes de amdnia menor a contagem total de hemaocitos. Em
relagdo aos resultados de nitrito, em um estudo realizado por Xian et al. (2011) foi verificado que
a exposicao ao nitrito nas concentracdes 10 e 20 mg/L induz a redu¢do na contagem de hemdcitos
em Penaeus monodon, devido a superproducéo de espécies reativas do oxigénio (ROI), que entéo
resultaria em danos no DNA e em apoptose celular, e subsequentemente causou a redugdo da CTH,
efeito este encontrado no presente estudo. Estudos relacionados a exposicao de nitrato em decapoda

e seu efeito na contagem total de hemdcitos ndo foram encontrados.

De acordo com Liang et al. (2016); Qiu et al. (2018); Zhou et al. (2018) quando os niveis
dos compostos nitrogenados na agua excedem o limite de tolerancia dos camardes, podem ocorrer
danos nos tecidos como branquias e hepatopancreas, bem como afetar a respiracdo, metabolismo,
imunidade, regulacdo osmotica, excrecdo, muda e crescimento, formacdo de metacianina, causar
hipoxia no tecido, prejudicar a respiracdo metabdlica e deprimir a capacidade imunoldgica. Em P.
vannamei, niveis elevados de amdnia afetam a atividade de enzimas metabolizadoras da excrecdo
da aménia (CUI Y et al., 2017; XIAO J et al., 2019). No final dos experimentos 1, 2 e 3, foi
observado que os valores médios da contagem total de hemadcitos (CTH) dos tratamentos de
maiores concentracdes (3,5, 2,8 e 50 mg/L, respectivamente) foram reduzindo quando comparados
ao inicio da exposicao, indicando resposta fisiologica do M. rosenbergii.

Em relacdo a contagem diferencial de hemdcitos (CDH) do experimento de diferentes
concentracdes de amonia, os valores médios da contagem variaram de 64,4% a 90,96% para as
células hialinas, 7,23% a 35,63% para as células semi-granulares e 0% a 3,03% para as células
granulares (Figura 1). Com 24 horas de exposi¢do, o tratamento 3,5mg/L de amdnia teve a maior
abundancia na contagem das células hialinas e 0 menor valor médio da contagem das células semi-
granulares e granulares. Dentre os resultados, apenas para o tratamento 1mg/L houve diferenca
significativa na contagem das células granulares (Figura 1). Completadas as 96 horas de exposicéo
de amonia, apenas o tratamento 3,5 mg/L apresentou queda na contagem das células hialinas e alta

na contagem das células semi-granulares, diferindo estatisticamente dos tratamentos controle
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(Omg/L), 1 e 2mg/L. A maior contagem das células granulares foi no tratamento 2mg/L, em

contrapartida, o tratamento 3,5mg/L ndo teve registro dessa célula (Figura 1).

Em relacdo do efeito da amdnia ao longo do tempo, quando comparada as coletas de 24 e
96 horas, foram observadas diferengas significativas ao final do experimento nos tratamentos 2 e
3,5mg/L, para a contagem das células hialinas. Para as células semi-granulares, apenas o tratamento
2mg/L diferiu entre as coletas, e as células granulares ndo tiveram diferencas significativas nessa

comparac¢ado ao longo do tempo (Figura 1).
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Figura 1. Contagem Diferencial de Hemacitos durante o experimento de diferentes concentracdes da aménia.
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Na contagem diferencial de hemacitos (CDH) do experimento de diferentes concentracfes
de nitrito, os valores medios da contagem variaram de 83,7% a 91,2% para as células hialinas, de
8,1% a 15,7% para as células semi-granulares e, de 0,22% a 1,12%, para as células granulares
(Figura 2). Apos 24 horas de exposi¢do ao nitrito, o tratamento 1,75mg/L teve as maiores
contagens das ceélulas hialinas e granulares, mas com a menor contagem das células semi-

granulares, contudo, nao foram identificadas diferencas entre os tratamentos (Figura 2).

No final do experimento 2, o tratamento 1,75 mg/L continuou com as maiores contagens
das células hialinas e a menor contagem das células semi-granulares, ndo diferindo dos demais
tratamentos. Nas células granulares, todos os tratamentos tiveram alta nas contagens, mas nao
diferiram entre si (Figura 2). Em relacéo ao efeito do nitrito nas células hialinas e semi-granulares
ao longo do tempo, quando comparada as coletas 24 e 96 horas, ndo houve diferenca significativa,
sendo identificada diferenca, apenas ao final do experimento, nos tratamentos 1 e 2,8mg/L para as

células granulares.
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Figura 2.Contagem Diferencial de Hemaocitos durante o experimento de diferentes concentracdes de nitrito.
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Na contagem diferencial de hemacitos (CDH) do experimento de diferentes concentracfes
de nitrato, os valores médios da contagem variaram de 80,19% a 91,90% para as células hialinas,
de 6,68% a 18,15% para as células semi-granulares e, de 0,56% a 2,64%, para as células granulares
(Figura 3).

Apo6s 24 horas de exposigdo ao nitrato, o tratamento 50mg/L teve a maior contagem das
celulas hialinas, mas com a menor contagem das células semi-granulares diferindo dos outros
tratamentos (Figura 3). No final do experimento 3, o tratamento 50mg/L continuou com as maiores
contagens das células hialinas e a menor contagem das células semi-granulares, nao diferindo dos
demais. Os tratamentos controle (Omg/L), 25 e 50mg/L tiveram queda nas contagens das células
granulares, mas ndo foram encontradas diferengas significativas entre os tratamentos (Figura 3).
Néo foram determinadas diferencas significativas, para o efeito do nitrato ao longo do tempo,
quando comparada as coletas 24 e 96 horas, para as células hialinas e semi-granulares, sendo
identificada diferenca, apenas ao final do experimento no tratamento 25mg/L, para as células

granulares.
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A classificacdo dos hemacitos em invertebrados aquéaticos ainda ndo atingiu um padréao
uniforme, no entanto, a maioria dos autores concordam na classificacdo das células em hialinas,
granulares e semi-granulares, estando as hialinas relacionadas ao processo de iniciacdo da
coagulacdo da hemolinfa, enquanto as granulares e semi-granulares, agem na defesa celular, sendo
responsaveis pelos processos de fagocitose e encapsulacdo (HU et al., 2011; PARRINELLO et al.,
2015; VAZQUEZ et al., 1997; WU et al., 2019). No presente estudo foram encontrados os trés

tipos de células em todos os experimentos, contudo, variaram de acordo com o0s pontos de coletas.

De acordo com Sierra et al. (2001) as células hialinas sdo geralmente encontradas em maior
abundéncia no sistema circulatorio do M. rosenbergii, variando em torno de 70%, contudo, as
células granulociticas, semi-granulares e granulares, variam em torno de 25% e 5%
respectivamente. No presente estudo, apds 96 horas de exposi¢cdo dos compostos nitrogenados em
juvenis de M. rosenbergii, é visto que o tratamento de maior concentracdo da amonia (3,5mg/L)
induziu a reducdo da contagem das células hialinas para 64,37%, as contagens das semi-granulares
aumentaram para 35,63% e, as granulares, ndo foram registradas. O tratamento de maior
concentracdo de nitrito (2,8mg/L) resultou em um aumento nas contagens das células hialinas e
granulares para 88,4% e 1,07% respectivamente, mas a contagem das células semi-granulares
diminuiu para 10,5%. O tratamento de maior concentracdo de nitrato (50mg/L) também resultou
em um aumento nas contagens das células hialinas para 90,89%, contudo, as contagens das células

semi-granulares e granulares diminuiu para 8,17% e 0,94%, respectivamente.

Diante do supracitado, nota-se que as contagens total e diferencial de hemdcitos sdo
influenciadas em relacdo as altas concentraces de amonia a 3,5mg/L, de nitrito a 2,8mg/L e de
nitrato a 50mg/L. E observado também, que as contagens diante do tempo de exposicéo, para cada
concentracdo, variaram entre os trés experimentos, sendo significante na contagem total de
hemdcitos (CTH) dos experimentos de nitrito e nitrato e, na contagem diferencial de hemdcitos
(CDH) de nitrato.

5 Consideragdes finais

Fundamentado nos resultados encontrados, conclui-se que as concentragGes de amonia a
3,5mg/L, de nitrito a 2,8mg/L e de nitrato a 50mg/L influenciam nas contagens total e diferencial
(CTH e CDH, respectivamente) de juvenis de M. rosenbergii, sendo as respectivas concentracfes

de nitrito e nitrato mais prejudiciais quando expostos a um periodo de 96 horas.
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