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RESUMO GERAL

Na aquicultura, os peixes sao freqlientemente expostos a agentes estressores
como os choques osméticos presentes principalmente nas praticas de transferéncia.
O presente estudo analisou as respostas fisiologicas do matrinxd Brycon
amazonicus a transferéncia para ambientes com diferentes concentracées de sais
dissolvidos (cloreto de calcio e cloreto de sodio). No experimento com cloreto de
célcio, num primeiro ensaio, os peixes foram aclimatados em caixas de 500 L com
agua sem adicao de sais e apds 48 horas de jejum foram transferidos para unidades
individuais contendo cloreto de calcio (0, 150, 300 e 600 mg L™). Em outro ensaio,
os peixes foram aclimatados por 12 horas nas mesmas concentracdes de CaCl, e
transferidos para as unidades sem adicao do sal. As amostragens foram realizadas
antes, 1, 3, 6 e 12 horas apds a transferéncia. Verificou-se os niveis de glicose
plasmatica, ions e parametros hematoldgicos, além da taxa de excrecdo de amdnia
e atividade da enzima Na® K* ATPase nas branquias. Os peixes transferidos para
agua com CaCl, apresentaram as principais alteragdes no sédio sérico depois de
uma hora. No outro experimento, os peixes foram submetidos aos mesmos
procedimentos, porém com adicdo de NaCl (0, 3, 6 e 9 g L™'). Neste caso, os peixes
apresentaram menor resposta ao estresse de acordo com a glicemia, porém os
niveis séricos de sédio se elevaram nos peixes transferidos para 9 g L. Quando
transferidos para ambiente com calcio, apresentaram alteracbes moderadas, ja
quando submetidos ao choque da transferéncia para agua sem sais, as respostas
foram mais homogéneas sugerindo maior facilidade na adaptacao. No caso do NaCl
€ possivel sugerir que este sal possui papel importante na mitigacédo do estresse,

entretanto, a concentragcédo deste sal pode interferir no beneficio.



SUMMARY

In aquaculture, fish are frequently exposed to stressors agents such as shocks
osmotic present mainly in the practices of transfer. This study examined the
physiological responses of matrinxd Brycon amazonicus transferred to environments
with different concentrations of dissolved salts (calcium chloride and sodium
chloride). In the experiment with calcium chloride, in a first assay, the fish were
adapted in 1000 L aquaria, without salts, after 48 hours of fasting were transferred to
individual units containing calcium chloride (0,150, 300 and 600 mg L™). In another
assay, the fish were adapted for 12 hours in the same concentrations of CaCl2 and
transferred to the individual units without the addition of salts. Samples were taken
before, 1, 3, 6 and 12 hours after the transfer. Plasma glucose, ionic and
haematological parameters, the rate of excretion of ammonia and enzyme activity of
Na* K* ATPase in the gills were checked. The fish transferred from water without
salts to water with CaCl, showed the main changes in serum sodium one hour after
the management. After adjusting the water with calcium, the enzyme activity of the
Na® K" ATPase proved to be greater in the most concentrated, but equally the values
of the control group after the transfer. In another experiment, the fish underwent the
same procedures, but with the replacement of the calcium chloride sodium chloride
(0,3,6 and 9 g L™). In this case, the fish had lower response to stress, according to
the blood glucose, but the serum levels of sodium are raised in fish transferred to 9 g
L™". When transferred to environment with calcium, showed moderate changes, as
when subjected to shock transfer to the water without salt, the answers were more
homogeneous suggesting greater ease in adapting. In the case of NaCl is possible to
suggest that this salt has important role in mitigating the stress, however,

concentration this salt may interfere on benefit.
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INTRODUCAO

O estresse pode ser definido como um conjunto de respostas fisiol6gicas
generalizadas de um organismo na presenca de agentes estressores. Tais agentes
adversos podem ser quimicos, fisicos ou sociais. Convencionalmente, as respostas
de estresse sao classificadas em primarias (neural e neuro-enddcrinas), secundarias
(conseqliéncias fisiolégicas resultantes das primarias) e terciarias (alteracoes
comportamentais, diminuicdo de crescimento e aumento da suscetibilidade a
doencas). Apesar da conveniéncia desta classificacdo, as respostas de um animal
ao estresse sdo integradas, envolvendo todos os niveis (primarios, secundarios e
terciarios) (Mazeaud et at., 1977; Wedemeyer & MclLeay, 1981). Estas respostas
evoluiram a partir de mecanismos adaptativos que permitem ao animal manter a
homeostase, frente a estimulos adversos. Em termos gerais, as respostas ao
estresse podem ser vistas como uma mudancga do anabolismo para o catabolismo,
permitindo a utilizacdo de reservas energéticas indisponiveis em condi¢cdes normais
(Pickering, 1981).

Na aquicultura, é freqliente a exposicdo dos peixes a procedimentos
estressores, tais como captura, transporte, hip6xia e mudancas de temperatura e
osmdticas. Estes estimulos iniciam uma resposta do organismo que se da em trés
fases, sendo a primeira uma reacao de alarme e a segunda uma fase de resisténcia
aos efeitos negativos do estresse. Durante a segunda fase, os organismos tendem a
compensar as condi¢cdes adversas pela utilizacdo de reservas energéticas, que sao
disponibilizadas para a modulagdo das funcdes cardio-respiratorias (Reid et al.,
1998) e metabdlicas (Wendelaar Bonga, 1997). Representam os efeitos terciarios ao
estresse a diminuicdo do crescimento (Weil et al., 2001), resisténcia a doencas

(Robertson et al., 1987) e capacidade reprodutiva (Morgan et al., 1999).



Quando a capacidade de compensagao por estes mecanismos, se esgota,
seja pela intensidade ou pela duracao dos estimulos, a saude dos peixes pode estar
comprometida (Eddy, 1981). Na resposta primaria, um estimulo do sistema nervoso
simpatico atinge as células cromafins, do rim cefélico, que liberam as catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina) com fungdo de aumentar os batimentos operculares,
estimular o fluxo de sangue nas branquias e aumentar a capacidade de transporte
de oxigénio no sangue (Fabbri et al., 1998). Outro componente da resposta primaria
€ a liberagcao do hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH), liberado pela hipofise, e
conduzido pela circulagdo até as células do tecido interrenal também localizado no
rim cefalico. O ACTH provoca a liberacao de cortisol que possui acado mantenedora
do estado supressor dos efeitos negativos (Wendelaar Bonga, 1997). O cortisol
também é um componente essencial na regulacao osmaética em peixes (Mommsen
et. al., 1999; Barton & lwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997).

A hiperglicemia é causada pelo aumento das catecolaminas e mantida pelos
altos valores de cortisol, originada pela glicogendlise no figado, sendo esta,
importante resposta secundaria ao estresse (Mommsen et al., 1999). A hiperglicemia
tem o papel de proporcionar energia para os peixes na fuga ou enfrentamento da
situacdo adversa (Wendelaar Bonga, 1997).

Além das respostas fisiolégicas citadas, algumas caracteristicas
hematologicas podem ser utilizadas na determinacdo das respostas ao estresse.
Mudancas nos valores da hemoglobina, no numero de células vermelhas e no
hematécrito, apbs estimulo de algum agente estressor, podem indicar hemodilui¢cao
ou hemoconcentracdo devido a disfuncbes osmorregulatérias e demanda de

oxigénio.



Outro componente das respostas secundarias é o aumento da captacao de
oxigénio que ocorre pela alteracdo dos batimentos cardiacos e operculares. Ao
mesmo tempo em que ocorre maior ventilagdo, a exposicao do epitélio branquial
provoca aumento na sua permeabilidade causando desequilibrio osmético em
ambientes hipo ou hipertonicos. Disturbios hidrominerais sdo importantes aspectos
do estresse nos peixes e estdo ligados a diferenca osmética entre o animal e o
ambiente associado a permeabilidade do epitélio branquial.

Em meio hipotbnico, existe a tendéncia dos peixes de agua doce ganhar agua
e perderem sais. O balangco osmético acontece com a eliminacdo da agua através
da urina, mas a perda de sais deve ser contida pelos rins, da mesma forma que
acontece a modulacao desses ions pelas branquias (Evans, 2002).

Em meio hiperténico, os peixes teledsteos ingerem grandes quantidades de
agua. A agua é absorvida pelo intestino pela absorcao dos sais presentes e com
isso produz um gradiente que osmoticamente retira a agua do intestino para a
corrente sanguinea. O excesso de sais € eliminado pelos ionécitos presentes nas
branquias.

Os ionécitos sao células especializadas na troca ibnica tanto em peixes de
agua salgada quanto em agua doce. Até o presente é aceito um modelo destas
células para peixes adaptados a agua doce, nas quais a captacdo de sédio (Na*) e
de cloreto (CI) sdo independentes e realizadas trocando estes ions por outros que
precisam ser eliminados do organismo, como o ion aménio (NH,"), ion bicarbonato
(HCO3') ou hidrogénio (H*) (Evans et al., 1999). Na membrana basolateral, ha uma
bomba protéica de Na*/K*, que cria um gradiente favoravel a entrada de soédio
(membrana apical) em sistema de anti-porte, eliminando a aménia ionizada (NH4")

ou H*. O CI' é trocado na membrana apical pelo HCO3', resultado da hidratagdo do



CO. da respiracao pela anidrase carbbnica (enzima catalisadora do processo). A
entrada do calcio se da através de difusdo pela formacao do gradiente osmotico da

bomba Na*/Ca?* (Flik & Verbost, 1993) (Figura 1).
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Figura 01: Modelo de célula branquial para a captacdo de ions em peixes adaptados a
ambiente hipotonico.

Entretanto, Evans et al. (1999) sugeriram que a tomada de cloreto e sodio era
realizada por células diferentes. Hwang & Lee (2007) propuseram que os ionécitos
dos peixes de agua doce podem se diferenciar quanto a morfologia da membrana
apical quando ocorrem mudancas bruscas na salinidade da agua podem ser de trés
tipos: 1- ondulada convexa, 2- cbncava rasa e 3- cOncava profunda. Estas
mudancas podem ocorrer ja apds 3 horas da transferéncia como primeira forma de

adaptacao seguida pela proliferagdo ou diminuicao de tipos celulares.



Baseado em estudos recentes e em ferramentas moleculares, Hwang & Lee
(2007) propuseram, pelo menos 3 tipos de iondécitos com especificidades na
captacao ionica e regulagcédo acido-base. O primeiro refere-se a célula sddio cloreto
co-transportadora que desempenha principalmente o co-transporte de Na* e CI'. O
segundo tipo é uma célula especializada na tomada de s6dio, por meio da enzima
Na*® K" ATPase e, por ultimo, uma célula especializada na troca dos ions H".

O choque de salinidade causa injurias fisicas como a elevacao do epitélio
branquial (Mallat, 1985), morte celular e necrose nas células deste tecido como
descrito por Wendelaar Bonga (1997). Em 1979, Bath & Eddy demonstraram as
respostas ibnicas causadas pela transferéncia rapida de trutas adaptadas a agua
doce para agua marinha diluida (2/3). Quando o gradiente foi muito elevado, os
peixes nao sobreviveram. Mesmo com gradientes menores, 0s niveis de sodio e
cloreto plasmaticos apresentaram imediata elevacdo apds a transferéncia com

estabilizacado apds 10 a 24 horas (Figura 2).
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Figura 02: Principais eventos fisiolégicos ocorridos quando trutas foram transferidas de agua
doce para agua marinha diluida (2/3) (Adaptado de Bath & Eddy, 1979).



Os mecanismos de excrecao de NaCl em peixes mantidos em meios
hipertbnicos sdo mais claros que os mecanismos de tomada destes ions descritos
acima. O sddio plasmatico entra na célula do epitélio branquial por um sistema de
co-transporte e, com isso, traz o cloreto. Pelo mecanismo de uma enzima Na*'K"*
ATPase, o sbodio é retirado desta célula e o cloro a sai passivamente pela membrana
apical por meio do gradiente favoravel. Com isso, cria-se um gradiente eletroquimico
trans-epitelial que facilita a saida do sédio por uma via para-celular (Evans et al.,
2005).

A ambnia, outro componente importante das trocas ibnicas branquiais, é o
principal produto final do metabolismo do nitrogénio em peixes teledsteos. Outros
produtos do metabolismo também sdo excretados como uréia, aminoacidos,
proteinas, creatinina, creatina, acido Urico, trimetilamina e 6xido de trimetilamina,
porém em quantidades menores, tendo sido pouco estudados (Kajimura et al.,
2004). As proteinas fornecem aos peixes a quantidade necessaria de aminoacidos.
Entretanto, o excesso de nitrogénio ndo pode ser estocado nos tecidos por ser
téxico na forma de amoénia, sendo energeticamente inviavel sua conversdo em
formas menos toxicas como a uréia (Evans et al., 2005).

A maior parte da producao de amédnia nos peixes € realizada no figado (50 a
70%), mas no musculo, rim e intestino também s&o produzidas quantidades
consideraveis (Smutna et al., 2002). No figado, a aménia é formada apds a
transaminagédo e subseqiente deaminacao dos aminoacidos ingeridos em excesso.
Neste processo, os aminoacidos em excesso sao convertidos para glutamato. O
glutamato é entdo deaminado, resultando em alfa-cetoglutarato e aménia, a qual é

liberada na circulacao sanguinea (Wilkie, 1997).



A maior parte do nitrogénio metabolizado é excretado via branquias. A aménia
ocorre em duas formas nas solucdées aquosas, ou como um gas NH3 (ndo ionizada)
ou na forma de ion aménio NH4", sendo a soma das duas formas chamada de
amonia total (Tamm). A presenca de uma ou outra forma esta relacionada com o pH
e temperatura. Wuhrmann e Woker (1949) demonstraram pela primeira vez que
existe um equilibrio dissociativo entre o ion amoénio e aménia. A forma n&o ionizada
€ a mais toxica por ser facilmente difusivel pelas membranas celulares,
necessitando apenas diferencas de gradientes para ser transportada (Tomasso,
1994).

Somente uma pequena parte do nitrogénio excretado pelos peixes em jejum é
originaria da urina ou fezes. Ja em peixes recém alimentados, a quantidade de
amodnia excretada & maior nas fezes, causado pela ndo digestdo de alguns
ingredientes da dieta (Kajimura et al., 2004).

Além das respostas fisiologicas citadas, algumas caracteristicas
hematoldgicas podem ser utilizadas na determinacdo das respostas ao estresse.
Mudancas nos valores da hemoglobina, no nimero de células vermelhas e no
hematécrito, apds estimulo de algum agente estressor, podem indicar hemodiluicao
ou hemoconcentracdo devido a disfuncées osmorregulatérias e demanda de
oxigénio (Morgan & lwama, 1997).

Algumas medidas para amenizar os efeitos do estresse sdo empregadas com
sucesso, entre elas a adicdo de sais para diminuir os gradientes interno (sangue) e
externo (dgua) reduz as respostas de estresse, como demonstrado por Carneiro &
Urbinati (2001) e Gomes et al. (2003) utilizando sal (NaCl) em concentracbes
préximas as plasmaticas na agua de transporte de peixes tropicais. Adicionalmente,

o0 célcio na agua reduz a permeabilidade das membranas e jungdes celulares,



moderando as perdas de ions nos momentos de estresse (McDonald & Robinson,
1993).

Por outro lado, a adicdo destes sais € realizada pelos produtores sem
nenhuma adaptacdo dos peixes. No transporte de matrinxd, em agua contendo
CaS0O,, os peixes apresentaram maiores concentracées de cortisol circulante 30
minutos apo6s a transferéncia para a embalagem nos peixes transportados com
adicao deste sal. Na chegada este perfil se inverteu apresentando menores
concentracdes deste horménio nos peixes transportados com adigcdo de calcio
(Bendhack, 2004). A transferéncia rapida para diferentes salinidades provocou
alteracoes fisioldgicas em juvenis de Stizostedion lucioperca, espécie que vive em
areas de variacao de maré (Brown et al., 2001). Weirich et al. (1992) observaram
efeitos benéficos na sobrevivéncia de alevinos de “white bass”, um hibrido de
Morone chrysops x M. saxatilis, em transporte simulado com adicao de CaCl, e
NaCl, porém com adaptacao gradual dos peixes as novas concentracoes de sais na
agua.

O matrinxa, Brycon amazonicus, € originario da Bacia Amazénica, atualmente
0 seu cultivo se destaca na piscicultura nacional, dado seu rapido crescimento,
aceitacdo pelo consumidor e esportividade na pesca. O matrinxa tem presenca
obrigatdéria nos pesqueiros, havendo portanto ligacao estreita entre o mercado da
piscicultura e o da pesca esportiva. O transporte de matrinxas € um procedimento
muito comum dentro da cadeia produtiva desses dois mercados, sendo muito
comum a adicdo de sais para minimizar o estresse. Entre os mais utilizados se
destacam o sal de cozinha (NaCl) e o gesso agricola (CaSQ4) pelo seu baixo preco

e facilidade de aquisigéo.



O objetivo deste estudo foi analisar as respostas fisiol6gicas, como distiurbios
osmorregulatérios, hematolégicos e metabdlicos, do matrinxa apds transferéncia

rapida de ambientes com diferentes concentracées de cloreto de calcio e de sédio.
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CAPITULO Il

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DO MATRINXA Brycon
amazonicus APOS MUDANGCA DE AMBIENTES COM

DIFERENTES CONCENTRACOES DE CALCIO



RESUMO

O calcio é um ion essencial para os processos fisiolégicos dos peixes como a
coagulagdo do sangue, formacdo dos 0ssos e escamas, contracdo muscular e
outras reacOes. Em diversas situacoes da piscicultura as concentragdes deste ion
sdo variadas de acordo com o solo e manejo que se emprega. Este estudo avaliou
respostas fisioldgicas do matrinxd submetido a transferéncias rapidas de ambiente
com diferentes concentracdes de calcio. Foram realizados dois experimentos, nos
quais os peixes foram transferidos rapidamente entre diferentes ambientes. No
primeiro, os peixes aclimatados em caixas (1000 L) com agua sem adi¢do de sais
foram transferidos abruptamente para camaras individuais (4 L) contendo agua com
diferentes concentragdes de CaCl, (0, 150, 300 e 600 mg L”). No segundo
experimento, os peixes foram aclimatados em caixas (1000 L) contendo as
concentracdes de CaCl, acima citadas e transferidos para camaras individuais com
agua sem adicao de sais.Os niveis iniciais de glicose plasmatica encontrados foram
52 mg dL™” estes valores aumentaram apés as transferéncias, chegando a 115 mg
dL'. As concentracbes séricas de fons também foram alteradas pelas
transferéncias, entretanto o célcio demonstrou efeito protetor das membranas
quando o grupo controle diminuiu a concentracédo de sddio e cloreto apés sofrerem o
estresse da transferéncia. A atividade da enzima Na*K* ATPase e a excrecdo de
amdnia foram alteradas pela transferéncia, principalmente quando colocados em
concentragdes maiores que estavam aclimatados. Os resultados sugerem alteracdes
fisiologicas moderadas em resposta a transferéncia para ambientes com
concentracbes de calcio superiores. Entretanto quando transferidos para

concentragdes menores as respostas foram menos intensas.



ABSTRACT

Calcium is an essential ion for the physiological processes of fish such as
blood coagulation, bones and scales formation, muscle contraction and other
reactions. In many situations this ion concentrations were varied according to the soil
and management that is employed. This study examined the physiological responses
of matrinxa undergone rapid transfers of environment with different concentrations of
calcium. There were two experiments, in which the fish were transferred quickly
between different environments. At first, the fish adapted in aquaria (1000 L) without
the addition of salt were abruptly transferred to individual units (4 L) containing
concentrations of CaCl, (0, 150, 300 and 600 mg L-1). In the second experiment, the
fish were adapted in aquaria (1000 L) containing the same concentration of CaCls,
and transferred to individual units without salts addition. The initial levels of plasma
glucose were 52 mg dL™', these values increased after the transfer, reaching 115 mg
dL". Serum ions were also altered by transfers, however calcium demonstrated
protective effect of the membranes when the control group decreased the
concentration of sodium and chloride after stress of the transfer. The Na + K +
ATPase enzyme activity and ammonia excretion, have been changed by the transfer,
especially when placed in higher concentrations. The results suggest moderate
physiological changes in response to the transfer to higher calcium water. However
when adapted to higher and transferred to lower concentrations the responses were

less intense.



INTRODUCAO

O calcio € um ion essencial para os processos fisiolégicos dos peixes, como a
coagulagdo do sangue, formacdo dos 0ssos e escamas, contracdo muscular e
outras reacoes (Kaneko & Hirano, 1993). A presenca deste ion também melhora a
resisténcia dos peixes a substancias toxicas presentes na agua (Perschbacher &
Wourts, 1999). A permeabilidade das branquias quanto a perda de soédio (Na*) e
cloreto (CI) também esta relacionada a quantidade de célcio na agua (Carrier &
Evans, 1976).

Ao contrario dos vertebrados terrestres que dependem exclusivamente do
célcio originario da dieta, os peixes possuem disponibilidade deste ion no ambiente
aquatico (Flick & Verbost, 1993). Como a concentracao de célcio na agua é variavel
conforme o ambiente, os peixes desenvolveram um sistema de regulacado de calcio
que reage rapidamente as variagdes do meio (Kaneko & Hirano, 1993).

Na piscicultura, a agua dos viveiros possui caracteristicas influenciadas pelo
solo e origem da captacao da agua. Correcdes do pH e alcalinidade dos viveiros sao
feitas com a adicao de calcario (CaCOg;), gesso agricola (CaSQ,), cal (CaO) ou cal
hidratada (Ca OH,) (Queiroz & Boeira, 2006), principalmente em viveiros com
alcalinidade inferior a 20 mg L' CaCO; e pH que ndo estejam entre 7 e 8 (Boyd,
1976). Estes produtos acabam influenciando a disponibilidade de célcio para aos
peixes.

No transporte de peixes vivos, o uso de célcio € indicado (Kubitza, 1997).
Entretanto, foi observado efeito moderado na mitigacdo do estresse pelo uso de

CaSO0Og4no transporte de matrinxa (Bendhack, 2004, Carneiro et al., 2007).



Antes e depois dos peixes serem transportados, a transferéncia rapida entre
meios € uma pratica comum, apesar de nao indicada. Este procedimento pode
causar estresse (Mazik et al., 1991) e disturbios osmorregulatérios (Bath & Eddy,
1979) e prejudicar possiveis efeitos mitigadores de estresse esperados com adicao
de sais como NaCl, CaCl,, CaSOs..

Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da aclimatacdo do
matrinxd em ambiente contendo cloreto de calcio como redutor de estresse
utilizando as respostas fisiolégicas apés mudancas na composicdo de sais do

ambiente.



MATERIAL E METODOS

Foram utilizados juvenis de matrinxa, com peso médio de 155,07 = 25,05 g,
provenientes de reproducao induzida. Os peixes criados em tanques de terra foram
alimentados com racdo comercial. Para o inicio do experimento os peixes foram
capturados e acondicionados em caixas de 1000 L (30 peixes/caixa) com renovacao
continua e alimentacao a vontade durante 4 dias.

Foram realizados dois experimentos, nos quais os peixes foram transferidos
rapidamente de meios. No primeiro, os peixes aclimatados em agua sem adicao de
sais, foram transferidos abruptamente para cAmaras contendo agua com diferentes
concentracdes de cloreto de calcio. No segundo experimento, os peixes foram
acondicionados em caixas contendo concentracdes diferentes de cloreto de célcio e

foram transferidos para camaras individuais com agua sem adicao de sais.

Protocolo Experimental

Experimento 1

Apos jejum de 48h nas caixas de aclimatagao, os peixes foram sedados com
benzocaina (20 mg L") e transferidos imediatamente para camaras individuais com
4 concentracdes de cloreto de célcio (CaCly): 0, 150, 300 e 600 mg L™ (T0, T150,
T300 e T600), totalizando 20 camaras por tratamento, com volume util de 4 L,
providas de aeracdo constante. As coletas de material biolégico e agua foram
realizadas antes da transferéncia (nivel inicial) e 1, 3, 6 e 12h apds a transferéncia

(figura 1).
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Figura 01: Esquema do desenho experimental de matrinxas transferidos de 4gua sem adi¢ao

de sal para dgua com adigdo de CaCl, em concentragdes de 0; 150; 300 e 600 mg L.

Experimento 2

Foram instaladas caixas de reposicdo sobre as caixas de aclimatacdo. As
caixas de reposicdo (100 L) eram abastecidas com agua e cloreto de calcio em
concentracdes suficientes para que depois do total esvaziamento por gotejamento
(12 horas), a agua das caixas de aclimatacao ficasse com as concentracoes de 0,
150 , 300 e 600 mg L™ (TO, T150, T300 e T600). Apds a aclimatagdo, os peixes em
jejum por 48h foram sedados com benzocaina (20 mg L) e transferidos
rapidamente para caAmaras individuais abastecidas com agua sem a adicdo de sais,
totalizando 20 camaras por tratamento, com volume Util de 4 L, providas de aeracao
constante. As coletas de material bioldégico e agua foram realizadas antes da

transferéncia (nivel inicial) e 1, 3, 6 e 12h apéds a transferéncia (figura 02)
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+ 0 mg/L CaCl, « 12 horas

Figura 02: Esquema do desenho experimental de matrinxas transferidos de agua com adicdo de
CaCl, nas concentragdes: 0; 150; 300 e 600 mg L para dgua sem adigéo de sal.

Amostragens e métodos bioquimicos

Para as coletas de material biolégico, os peixes foram anestesiados com
benzocaina (50 mg L") e o sangue coletado por pungdo caudal com seringas
heparinizadas e ndo heparinizadas. Com o soro, foram realizadas as determinagbes
de cloreto (Kit Labtest), sédio, potassio e calcio (Eletrodo seletivo de ions). No
sangue total, retirado com anti-coagulante, foram realizadas as determinacdes da
concentracao de glicose (King e Garner 1947), hemoglobina, contagem de eritrocitos
e volume corpuscular médio dos eritrdcitos (Contador de Células - CELM 550).

Apos o sacrificio dos animais, as branquias foram cuidadosamente removidas

e lavadas em solucao salina 0,9%. A metade das branquias do lado direito, contendo



0s quatro arcos branquiais foi utilizada na andlise da atividade especifica da Na*K*
ATPase, determinada em fracbes de homogenados pelo método descrito por
Quabious et al. (1997) e adaptado para leitora de microplaca por Nolan (2000).

Os quatro arcos branquiais foram separados e divididos em dois e escolhida
aleatoriamente uma das metades de cada arco para retirada dos filamentos
branquiais que foram congelados em 1 mL de tampao SEI (Sacarose-EDTA-
Imidazol, pH 7,4). Depois de descongelados, os filamentos foram homogeneizados e
centrifugados por 5 minutos a 10.000 RPM, 4 °C, e o sobrenadante coletado para a
determinacao de proteina total pelo método de Bradford (Kruger,1994) e da
atividade da Na*K* ATPase.

Nas amostras de agua foram analisadas a concentracdo de aménia total
(Golterman et al., 1978) e ions de so6dio e calcio (Eletrodo seletivo de ions), e
registrados o pH (medidor de pH digital), concentracao de oxigénio e temperatura
(medidor de oxigénio YSI-55). Com os dados de aménia na agua foi calculada a taxa
de excrecao deste metabdlito pelos peixes nos diferentes tempos e tratamentos. O
célculo da taxa de excregdo (ug amoénia total g peixe’ hora™) foi realizado com a

formula:

TE (ug aménia total g peixe” hora” )= (Tam x V.aq. inicial — Tam x V.aq. final)/peso do peixe (gramas)

Intervalo entre coletas (horas)

Sendo: Tam = concentracdo de amoénia total (ug/L), V = volume de agua no

aquario.



Andlise estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x
5, tendo como fatores as concentragbes de sal e os periodos de coleta. Foram
utilizadas 5 repeticdes e os dados submetidos a analise de variancia pelo teste F,
as médias comparadas pelo teste de Tukey. Diferencas significativas foram
consideradas ao nivel de 5%. Os resultados apresentados como médias + erro

padrao da média. A anadlise foi realizada com auxilio do SAS Software (8.0).



RESULTADOS

Experimento 1

Os valores de temperatura, oxigénio dissolvido e pH da agua das caixas de
aclimatacao e transferéncia sdo apresentados na Tabela 1. As concentragdes de
célcio dissolvido na agua variaram conforme os tratamentos e apresentaram valores
de 0,41 +0,02; 1,36 + 0,08; 2,41 + 0,15 e 4,44 + 0,25 mmol L ' na adicdo de 0, 150,

300 e 600 mg L, respectivamente.

Tabela 1: Valores médios *+ desvio padrdo da média de temperatura, oxigénio

dissolvido e pH da agua antes (inicial) e 1, 3, 6 e 12 horas apds a transferéncia de
matrinxas a diferentes concentragdes de CaCl,. (n=20)

Inicial 1 hora 3 horas 6 horas 12 horas

Temperatura (2C) 239+01 228+0,1 239+02 246+0,1 23,4+0,1
Oxigénio Dissolvido (mg L") 5,92+0,4 574+0,4 472+03 55404 6,22%0,5

pH 6,89+0,1 794x0,1 8,18+x0,1 8,25+0,1 8,16 £0,1

A concentracao de glicose no sangue aumentou apds a transferéncia, em

relacao ao nivel inicial, em peixes de todos os tratamentos, em todos os tempos de

coleta (Figura 3).
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Figura 3. Valores médios de glicose plasmatica em matrinxas transferidos de 4gua sem adicao de sal
para dgua com adicao de CaCl, em concentragcdes de 0 (pontilhado); 150 (tracejado); 300 (listrado
vertical) e 600 mg L™ (listrado horizontal). Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05)
entre tratamentos no mesmo tempo de coleta. Asteriscos indicam diferengas (p<0,05) entre cada

tratamento e o nivel inicial (barra aberta). Barras verticais representam erro padréao da média (n=5).

Os peixes transferidos para as camaras com adicdo de calcio na agua
apresentaram alteracdes significativas na concentracéo sérica de sodio na primeira
hora quando comparados com o grupo controle. Apos 6 horas da transferéncia, os
peixes do T600 nao mostraram diferencas em relacdo aos valores iniciais deste ion,
entretanto ap6s 12 horas voltaram a apresentar diferengas (Figura 4).

O cloreto sérico elevou-se ap6s 3 horas, nos peixes transferidos para agua
contendo 300 mg L' de cloreto de célcio em comparacdo com os peixes dos
tratamentos controle e T600, entretanto nao diferiu do nivel inicial. Apds 12 horas, 0s
peixes de todos os tratamentos com adicao de célcio tiveram a concentracdo sérica

de cloreto superior a do grupo controle e a concentracéo inicial (Figura 5).
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Figura 4. Valores médios de sodio sérico em matrinxas transferidos de agua sem adicao de sal para

agua com adicao de CaCl, em concentragdes de 0 (pontilhado); 150 (tracejado); 300 (listrado vertical)

e 600 mg L™ (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informacdes sobre letras e asteriscos. (n=5).
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Figura 5. Valores médios de cloreto sérico em matrinxas transferidos de agua sem adicao de sal para
agua com adicao de CaCl, em concentragdes de 0 (pontilhado); 150 (tracejado); 300 (listrado vertical)

e 600 mg L™ (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informagdes sobre letras e asteriscos. (n=5).

A atividade da enzima Na* K* ATPase nas branquias dos peixes transferidos
aumentou apds 3 horas no grupo controle, 6 horas no T300 e 12 horas depois no

T150 (Figura 6).
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Figura 6. Valores médios da atividade da enzima Na'K' ATPase nas branquias de matrinxas
transferidos de agua sem adicdo de sal para camaras com agua com adicdo de CaCl, em
concentracoes de 0 (pontilhado); 150 ( tracejado); 300 (listrado vertical) e 600 mg L™ (listrado
horizontal). Ver Figura 1 para informagbes sobre letras e asteriscos. (n=5).



A excrecao de amébnia nos peixes do grupo controle foi maior que 0s peixes
transferidos para agua com adicdo de 150 mg L entre 3 e 6 horas e em T150 e

T300 entre 6 e 12 horas ap6s o manejo (Figura 7).
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Figura 7. Valores médios da excrecao de amdnia por matrinxas transferidos de agua sem adigcéo de
sal para agua com adicao de CaCl, em concentragdes de 0 (pontilhado); 150 (tracejado); 300 (listrado
vertical) e 600 mg L™ (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informagbes sobre letras e asteriscos.
(n=5).

O potassio sérico dos peixes diminuiu apés 6 horas de transferéncia nos
tratamentos T150, T300 e T600, retornando aos valores iniciais depois de 12 horas
do manejo. Os peixes do grupo controle nao apresentaram diferenca em relacao aos
niveis iniciais em nenhuma amostragem (Figura 8).

Uma hora ap6s a transferéncia, o calcio sérico ndo se alterou em nenhum

tratamento, entretanto a partir de 3 horas houve aumento gradual das concentracoes



deste ion até o final da observacdo em todos os peixes, sendo significativo em

relacdo aos valores iniciais nos grupos T150 e T600 em 3 horas, em T300 apos 6

horas, e em peixes de todos os tratamentos ap6s 12 horas (Figura 9).
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Figura 8. Valores médios de potéassio sérico em matrinxas transferidos de 4gua sem adicao de sal

para dgua com adicao de CaCl, em concentracdes de 0 (pontilhado); 150 (tracejado); 300 (listrado

vertical) e 600 mg L™ (listrado horizontal). Ver Fig. 1 para informacdes sobre letras e asteriscos. (n=5).
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Figura 9. Valores médios de célcio sérico em matrinxas transferidos de agua sem adicéao de sal para
com agua com adicao de CaCl, em concentragdes de 0 (pontilhado); 150 (tracejado); 300 (listrado

vertical) e 600 mg L™ (listrado horizontal). Ver Fig. 1 para informacdes sobre letras e asteriscos. (n=5).

O hematdcrito dos peixes antes da transferéncia era 42,5% e ap6s 12 horas
do manejo os peixes T600 tiveram o menor valor para este parametro, ou seja 23%
(Figura 10)

O numero de eritrécitos nos peixes transferidos para agua com adicao de
cloreto de célcio diminuiu 1 hora apds a transferéncia e apds 3, 6 e 12 horas em
todos os tratamentos, com maior intensidade nos peixes transferidos para agua com

adicdo de calcio (Figura 11).

60

50 -

40 -

H
'
IV

30 -

Hematocrito (%)

20 -

10 -

[T FATFATTATTATTATTA - =

RN

o
1
1

Nivel inicial 1 hora 6 horas 12 horas

Figura 10. Valores médios do hematdcrito em matrinxas transferidos de agua sem adicao de sal para
camaras com agua com adicao de CaCl, em concentragbes de 0 (pontilhado); 150 ( tracejado); 300
(listrado vertical) e 600 mg L™ (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informagdes sobre letras e
asteriscos. (n=5).
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Figura 11. Valores médios da contagem de eritrécitos em matrinxas transferidos de d4gua sem adigédo
de sal para cdmaras com agua com adicdo de CaCl, em concentragdes de 0 (pontilhado); 150 (

tracejado); 300 (listrado vertical) e 600 mg L (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informacoes
sobre letras e asteriscos. (n=5).

Apo6s a transferéncia, peixes de todos os tratamentos tiveram o volume

corpuscular médio dos eritrécitos reduzidos, com valores iniciais médios de 137,0



2,5 uym? e, ap6s a transferéncia, valor médio de 123,5 £ 1,2 pym® em todos os

tratamentos e tempos de amostragem (Figura 12).
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Figura 12. Valores médios do volume corpuscular dos eritrocitos, que nao diferiram entre tratamentos,
comparados entre tempos de coleta em matrinx@s transferidos de agua sem adigdo de sal para
camaras com agua com adicdo de CaCl,. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).

Barras verticais representam erro padrdo da média (n=20).

A concentracdo sanguinea de hemoglobina diminuiu 3 horas apés a
transferéncia nos peixes dos tratamentos T150 e T300, ap6s 6 horas em T300 e

T600 e nos peixes de todos os tratamentos apds 12 horas (Figura 13).
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Figura 13. Valores médios da concentragdo de hemoglobina em matrinxas transferidos de 4gua sem
adicao de sal para dgua com adicao de CaCl, em concentragdes de 0 (pontilhado); 150 (tracejado);
300 (listrado vertical) e 600 mg L (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informagdes sobre letras e

asteriscos. (n=5).

Experimento 2

Os valores de temperatura, oxigénio dissolvido e pH da agua nas caixas de
aclimatacao e transferéncia sao apresentados na Tabela 02. As concentracdes de
célcio dissolvido na agua variaram conforme os tratamentos e apresentaram valores
de 0,51; 1,00; 1,77 e 3,56 mmol L para a adi¢éo de 0, 150, 300 e 600 mg CaCl, L,

respectivamente.

Tabela 02: Valores médios + desvio padrdo da média de temperatura, oxigénio
dissolvido e pH da agua antes (inicial) e 1, 3, 6 e 12 horas apéds a transferéncia de
matrinxas aclimatados em diferentes concentragdes de CaCl, para cadmaras com
agua sem adicao de sais (n=20).

Inicial 1 hora 3 horas 6 horas 12 horas

Temperatura (2C) 23,7+01 23,601 254+03 28,2+0,2 26,6+0,1
Oxigénio Dissolvido (mg L") 5,92%0,2 6,58+0,6 6,76 0,1 4,81+0,2 5,96 %0,2

pH 7,79+0,1 8,06x0,1 8,05+x0,4 8,11+0,1 8,24%0,3

Apés a transferéncia dos peixes, de modo geral, ha um aumento numérico na
glicemia de peixes de todos de todos os tratamentos, ocorrendo flutuagées nas

coletas que ndo seguem um padrao especifico (Figura 14).
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Figura 14. Valores médios de glicose plasmatica em matrinxas transferidos de agua com adicdo de
CaCl, nas concentragdes: 0 (vazio); 150 (tracejado); 300 (listrado vertical) e 600 mg L™ (listrado
horizontal) para agua sem adicdo de sal. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05)
entre tratamentos no mesmo tempo de coleta. Barras verticais representam erro padrdo da média
(n=5).

Nao houve reducdo na concentracdo de sbédio que representasse algum
padrao relacionado a alteracao de meios. Sé foi registrado um valor mais baixo na
concentracdo de sédio 3 horas apo6s a transferéncia nos peixes aclimatados sem
adicao de CaCl, em relacdo aos aclimatados em todas as concentracoes testadas
(Figura 15).

Apés a aclimatacdo a concentracao sérica de cloreto nos peixes aclimatados
em 300 mg L de CaCl, estava significativamente mais elevada que nos peixes dos



tratamentos 0 e 150 mg L. e numericamente em relagdo aos peixes aclimatados
em 600 mg L. Apés 3 horas da transferéncia, o perfil do sédio sérico se repetiu

também para o cloreto sérico (Figura 16)
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Figura 15. Valores médios de sédio sérico em matrinxas transferidos de agua com adicao de CaCl,
nas concentragdes: 0 (vazio); 150 (tracejado); 300 (listrado vertical) e 600 mg L™ (listrado horizontal)

para dgua sem adigéo de sal. Ver Figura 10 para informagdes sobre letras (n=5).
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Figura 16. Valores médios de cloreto sérico em matrinxas transferidos de agua com adicao de CaCl,
nas concentracoes: 0 (vazio); 150 (tracejado); 300 (listrado vertical) e 600 mg L™ (listrado horizontal)

para dgua sem adigao de sal. Ver Figura 10 para informagdes sobre letras (n=5).

Logo apds a aclimatagéo, a atividade especifica da enzima Na‘'K"™ ATPase
das branquias aumentou progressivamente a medida que aumentou a quantidade de
cloreto de célcio na agua de aclimatacdo. Trés horas apos a transferéncia, a
atividade da enzima foi mais alta nos peixes do T150 e mais baixa nos do T300. Nos

demais tempos de amostragem, n&o houve diferenca entre tratamentos (Figura 17).
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Figura 17. Valores médios da atividade especifica da enzima Na’K® ATPase nas branquias de
matrinxas transferidos de agua com adicdo de CaCl, nas concentragées: 0 (pontilhado); 150
(tracejado); 300 (listrado vertical) e 600 mg L (listrado horizontal) para agua sem adicao de sal. Ver

Figura 10 para informagdes sobre letras (n=5).



A excrecao de amoénia foi igualmente mais baixa nos peixes aclimatados em
todas as condicdes iniciais em relacdo a excrecdo registrada em todas as outras
coletas. Nos peixes aclimatados em 600 mg L' de CaCl, registrou-se atividade
significativamente mais baixa que nos outros tratamentos 3 horas depois da
transferéncia, menor que nos peixes do tratamento 150 mg L™ 6 horas depois. Nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos 12 horas ap6s a transferéncia

(Figura 18).
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Figura 18. Valores médios da excrecao de amadnia por matrinxas transferidos de agua com adigédo de
CaCl, nas concentragdes: 0 (vazio); 150 (tracejado); 300 (listrado vertical) e 600 mg L (listrado

horizontal) para agua sem adi¢édo de sal. Ver Figura 1 para informacdes sobre letras (n=5).

A concentracdo de potassio sérico ndo apresentou alteracdo ao longo do
experimento, exceto por valores mais altos no grupo de peixes do tratamento sem

adicdo de célcio 1 hora apds a transferéncia de meio (Figura 19).

4,

w
|

Potassio Sérico (mmol L™)




Figura 19. Valores médios de potassio sérico em matrinxas transferidos de agua com adicao de CaCl,
nas concentracoes: 0 (vazio); 150 (tracejado); 300 (listrado vertical) e 600 mg L™ (listrado horizontal)

para dgua sem adi¢ao de sal. Ver Figura 1 para informagdes sobre letras (n=5).

As concentragbes de calcio sérico nos peixes ndo variaram durante o
experimento, apresentando valor médio de 0,45 + 0,03 mmol L.

Nos peixes do TO o hematécrito encontrava-se maior que os peixes do "T150
antes de transferir (Figura 20). Para o numero de eritrocitos circulantes no mesmo
momento o tratamento sem adigdo de cloreto de célcio era maior que na
aclimatacdo em 150 e 300 mg L. Os peixes do T600 tinham a segunda maior média
deste parametro e diferiu dos peixes de T150, que tinham a menor contagem
naquele momento. Nos demais tempos de amostragem nao houve diferenca entre

os tratamentos (Figura 21).
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Figura 20. Valores médios de hematocrito em matrinxas transferidos de agua com adicao de CaCl,
nas concentragdes: 0 (vazio); 150 (tracejado); 300 (listrado vertical) e 600 mg L™ (listrado horizontal)

para dgua sem adigéo de sal. Ver Figura 10 para informagdes sobre letras (n=5).
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Figura 21. Valores médios da contagem de eritrécitos circulantes em matrinxas transferidos de agua
com adicao de CaCl, nas concentracées: 0 (vazio); 150 (tracejado); 300 (listrado vertical) e 600 mg L

! (listrado horizontal) para agua sem adicédo de sal. Ver Figura 10 para informagdes sobre letras (n=5).

O volume corpuscular médio dos eritrocitos ndo variou entre os tratamentos,
mas apresentou um perfil de diminuigdo significativo nos tempos de amostragem

(Figura 22).
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Figura 22. Valores médios do volume corpuscular dos eritrocitos, que nao diferiram entre tratamentos,
comparados entre tempos de coleta em matrinxas apds transferéncia. Letras diferentes indicam

diferenca significativa (p<0,05). Barras verticais representam erro padrdao da média (n=20).

A hemoglobina dos peixes aclimatados em agua sem adicdo de calcio foi
maior que nos peixes do T150 e T300, antes da transferéncia, e semelhante nos do

T600. Apds a transferéncia de meio, os valores nao diferiram entre os tratamentos

(Figura 23).
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Figura 23. Valores médios de hemoglobina em matrinxas transferidos de agua com adicdo de CaCl,
nas concentracoes: 0 (vazio); 150 (tracejado); 300 (listrado vertical) e 600 mg L™ (listrado horizontal)

para dgua sem adigéo de sal. Ver Figura 10 para informacdes sobre letras (n=5).



DISCUSSAO

A captura e troca de ambiente & um fator gerador de estresse para os peixes,
que promove respostas compensatérias hormonais, metabdlicas e ibnicas. A glicose
plasmatica pode ser interpretada como indicador de estresse por ser fonte de
energia para suportar as condicées adversas, bem como as concentragdes
sanguineas de sodio e cloreto e parametros hematol6gicos que refletem o equilibrio
eletrolitico e a homeostase metabdlica e imunolégica (Carmichael, 1983; Barton &
Iwama, 1991). A alteracdo da homeostase ibnica pode se refletir na atividade da
enzima Na* K* ATPase presente nas branquias (Evans et al., 1999).

Neste estudo, o aumento na concentracdo da glicose plasmatica apdés a
transferéncia sugeriu um quadro de estresse. Mesmo apdés 12 horas da
transferéncia, os valores nao retornaram as condi¢des iniciais, sendo que o célcio
adicionado a agua nao proporcionou nenhuma acao mitigadora.

O célcio é um importante ion no controle da permeabilidade branquial pelas
juncoes celulares (Cuthbert & Maetz, 1972). Este ion também possui um importante
papel na troca i6nica Na*/Ca®* (Flick et al., 1997). Apds a transferéncia para agua
com célcio, os matrinxas dos T300 e T600 apresentaram aumento na concentracao
plasmatica de sddio e cloreto, provavelmente causado pela presenca do calcio. Na
situagéo inversa, nos peixes aclimatados em célcio, houve aumento dos niveis de
cloreto. Entretanto, depois de transferidos para agua sem sais ndo houve variacdes
nos niveis de sodio. Ja os peixes do grupo controle mostraram-se mais susceptiveis
ao desequilibrio destes ions 3 horas apds a transferéncia, sugerindo um efeito
protetor do célcio na integridade das membranas celulares durante o estresse, como

descrito por McWilliams (1982).



Na agua doce, os peixes precisam captar ions para manter a homeostase. A
maior parte da regulacdo ibnica é realizada nas branquias, principalmente nas
células chamadas iondcitos. Apds a entrada do sédio nos iondcitos, sua passagem
para os fluidos extracelulares ocorre via Na* K* ATPase presente na membrana
basolateral (Evans et al., 1999). A atividade branquial da Na® K" ATPase esta
relacionada com a capacidade do 6érgao de eliminar ions em ambientes
hiperosmoticos (McCormick, 1995, 2001; Marshall, 2002) e em captar ions nos
hiposmaticos (Jensen et al., 1998; Deane & Woo, 2004; Lin et al., 2004).

No Experimento 1, os matrinxds do grupo controle transferidos tiveram
aumento da atividade desta enzima apds 3 horas, possivelmente na tentativa de
manter os niveis de sddio apds o estresse da transferéncia. Estas respostas sao
semelhantes aos resultados encontrados por Singer et al. (2003) que simularam o
estresse em salmdes implantando pelets de cortisol e verificaram aumento da
atividade da enzima. No segundo experimento, os peixes aclimatados em diferentes
concentracdes de CaCl, apresentaram maior atividade da enzima ao final da
aclimatacao, proporcionalmente a quantidade de célcio adicionado na agua. Esta
resposta mostra o papel da troca Na*/Ca®* para manter a homeostase, como ja
apresentados por Flik et al. (1997).

Matrinxas transportados em concentracdes de 150 e 300 mg L™ de sulfato de
céalcio apresentaram maior excrecdo de amodnia (Bendhack & Urbinati, 2006). A
mesma resposta foi observada em trutas arco-iris aclimatadas em diferentes
concentragcdes de calcio (McDonald et al., 1983). Neste estudo, nos peixes
transferidos para agua com adi¢éo de calcio houve reducao da excrecdo de amoénia
entre 6 e 12 horas da transferéncia para agua com calcio. Esta resposta pode estar

relacionada a reducdo do estresse causado pela transferéncia e permanéncia nas



camaras individuais na presenca de cloreto de calcio. No caso dos peixes controle,
nao houve reducao pela auséncia do calcio no meio. Da mesma forma, peixes
induzidos ao estresse tiveram maior excrecao deste metabdlito (Chan & Woo, 1978).
No segundo experimento, quando os matrinxds foram aclimatados em diferentes
concentracbes de célcio, a resposta da excrecdo de amobnia ao estresse da
transferéncia foi mais acentuada, sendo que aumentou em torno de 5 vezes depois
de 3 horas, indicando um papel importante do calcio e do estresse na excrecao de
amoénia.

A alteracdo brusca de ambiente ocasiona, no peixe, respostas
compensatérias para manter a homeostase hidromineral, entretanto alguns
parametros podem ser comprometidos como foi o caso do potassio sérico nos
peixes transferidos para agua com calcio adicionado. Embora o pH plasmatico nao
tenha sido mensurado neste estudo, esta resposta pode estar associada a uma
alcalose plasmatica como sugerido por McDonald et al. (1980) que verificaram um
aumento na excrecdo de fons H* em trutas aclimatadas em 4gua com 10 mmol Ca*2.

A concentracdo de calcio no meio pode influenciar sua concentracao
plasmatica (Flik & Verbost, 1993). Neste estudo, os peixes transferidos para agua
com adicao de célcio apresentaram niveis plasmaticos de calcio aumentados a partir
de 3 horas depois da transferéncia. Os peixes transferidos para agua sem a adicao
do ion apresentaram alteracoes somente 12 horas depois da transferéncia que
podem ter sido ocasionadas pelo estresse da permanéncia na unidade experimental.
Estas respostas corroboram a informagcdo de que, além da prolactina e
somatolactina (Kaneko & Hirano, 1993), o cortisol também influencia a regulacdo da

captacao deste ion, promovendo agéo hipercalcémica (Flik & Verbost, 1993).



As principais respostas hematologicas verificadas no Experimento 1
ocorreram nos peixes transferidos para agua com calcio, entre elas a diminuicdo no
namero de eritrocitos circulantes e no volume dos eritrécitos ap6s a transferéncia
com a consequente diminuicdo na taxa de hemoglobina. Bath e Eddy (1979)
observaram a diminuigdo no hematdécrito de peixes transferidos rapidamente para
agua marinha e atribuiram esta resposta ao volume celular.

No Experimento 2, a aclimatacdo lenta dos peixes ao novo ambiente com
célcio também diminuiu o numero de eritrécitos circulantes, mas apés a
transferéncia para agua sem adi¢cdao de sais ndao houve diferenca. O volume das
células também estava reduzido apd6s o manejo, independente do tratamento. O
hematécrito dos peixes deste estudo foi influenciado muito mais pelo nimero de
eritrécitos que pelo volume dos mesmos, sendo que a taxa de hemoglobina
acompanhou o mesmo perfil dos eritrécitos. No caso dos parametros hematologicos
verificados, a resposta semelhante no Experimento 1 e 2, sugerem auséncia de
efeito do célcio do ambiente nas alteragdes registradas.

Verificou-se por meio dos parametros testados que a transferéncia rapida de
matrinxas para agua com concentracbes mais elevadas de caélcio alterou
moderadamente as respostas fisioldgicas dos peixes, se comparado a transferéncia
para agua com as mesmas caracteristicas. Quando aclimatados por 12 horas ao
ambiente com calcio, os peixes apresentaram respostas fisiolégicas adaptativas e
quando submetidos ao choque da transferéncia para agua sem a adicéo de sais, as
respostas foram mais homogéneas sugerindo uma facilitacdo na adaptagédo ao novo

ambiente.
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CAPITULO 1l

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DO MATRINXA Brycon
amazonicus APOS MUDANCA DE AMBIENTES COM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE CLORETO DE

SODIO.



RESUMO

O manejo empregado na piscicultura muitas vezes é adverso aos animais.
Esses procedimentos causam a reacao de estresse. O emprego do sal comum
(NaCl) em concentracdo isosmotica € indicado freqlentemente em situagdes de
estresse para diminuir o gradiente entre o peixe e 0 meio. Entretanto a maioria dos
tratamentos com cloreto de sédio aplicados na piscicultura se faz sem adaptacao
dos peixes ao novo meio. Este estudo avaliou respostas fisioldgicas do matrinxa
submetido a transferéncias rapidas de ambiente com diferentes concentracboes de
cloreto de sodio. Foram realizados dois experimentos, nos quais 0s peixes foram
transferidos rapidamente entre diferentes ambientes. No primeiro, o0s peixes
aclimatados em caixas (1000 L) com agua sem adicao de sais foram transferidos
abruptamente para camaras individuais (4 L) contendo agua com diferentes
concentracdes de NaCl (0, 3, 6 e 9 g L™"). No segundo experimento, os peixes foram
aclimatados em caixas (1000 L) contendo as mesmas concentracdes de NaCl, e
foram transferidos para camaras individuais com agua sem adi¢cdo de sais. Os
peixes do tratamento 9 g L' demonstraram menores niveis de glicose que os dos
outros tratamentos. Entretanto as concentracdes séricas de sodio e cloretos foram
mais elevadas neste tratamento. A atividade da enzima Na*K* ATPase, excrecao de
amdnia e os parametros hematoldgicos analisados sugerem que a concentracao,
principalmente 9 g L™, e a velocidade da transferéncia podem causar distdrbios

hidrominerais e assim comprometer o efeito benéfico do uso deste sal.



ABSTRACT

The management employed in fish farming is often adverse to the animals.
These procedures may cause stress reaction. The use of common salt (NaCl) in
isosmotic concentration is indicated often in situations of stress to reduce the
gradient between fish and environment. However the majority of treatment with
sodium chloride is applied to fish without adjusting the fish to the new environment.
This study examined the physiological responses of matrinxd undergone rapid
transfers of sodium chloride water concentrations. There were two experiments, in
which the fish were transferred quickly between different environments. At first, the
fish adapted in aquariums (1000 L) without the addition of salt were abruptly
transferred to individual units (4 L) containing different concentrations of NaCl (0, 3, 6
and 9 g L'™"). In the second experiment, the fish were adapted in aquariums (1000 L)
containing the same concentration of NaCl, and were transferred to individual
chambers without salts added. The fish treatment 9 g L' showed lower levels of
glucose that of the other treatments. Meanwhile, serum concentrations of sodium and
chloride were higher this treatment. The Na + K + ATPase enzyme activity, ammonia
excretion and haematological parameters analyzed suggest that the concentration,
especially 9 g L-1, and the speed of the transfer can cause hydrominerals

disturbances and thus compromise the beneficial effect of the use this salt.



INTRODUCAO

A concentracdo de sais no sangue de peixes adaptados a agua doce é 100
vezes mais alta que a encontrada na agua. A constante entrada de agua e perda de
ions como sédio (Na™), cloreto (Cl) e célcio (Ca*™") sdo compensados pela excrecao
de grandes volumes de urina diluida e captacao dos ions perdidos por mecanismo
ativo das células de cloreto (Wendelaar Bonga, 1997; Evans et al., 2005).

A manipulacdo dos peixes, manejo com exposi¢cdo aérea, confinamento,
transporte sdo situagcdes comuns na aquicultura, embora sejam adversas aos
animais (Donaldson, 1981). Esses procedimentos, inicialmente, causam a reagao de
estresse com aumento dos batimentos cardiacos e operculares, assim expondo
maior volume sanguineo a agua. A disfuncdo osmoética é o principal distaurbio
causado por esta exposicdo (Wendelaar Bonga, 1997). Levando as células do
epitélio branquial a perda de capacidade de regular o fluxo de ions e obrigando os
peixes a desviar energia para manter a homeostase (Barton & lwama, 1991).

Algumas formas para diminuir o desequilibrio osmoético nessas situacoes sao
utilizados com sucesso na aquicultura. O emprego do sal comum (NaCl) em
concentracao isosmética é indicado freqlientemente em situacoes de estresse para
diminuir o gradiente entre o peixe e o meio (Carneiro & Urbinati, 2001; Carneiro et
al., 2002). O emprego deste sal também é comum na prevencao e tratamento de
doengas (Noga, 1996). O meio iso-osmotico proporciona menor custo
osmoregulatorio, disponibilizando mais energia para o animal combater os agentes
patogénicos, além de manter a produgéo de muco.

Quando os peixes sdo submetidos a este tratamento, ocorre uma série de

mudancas para adaptagdo ao novo ambiente. A maioria dos tratamentos com cloreto



de sédio aplicados na piscicultura sao feitos sem adaptacdo dos peixes ao novo
meio sendo considerado um procedimento com resultado positivo quando o peixe
suporta a variacao de salinidade sem que o custo metabdlico prejudique ainda mais
o individuo no momento em que ele precisa mitigar os efeitos do estressor principal.

A capacidade de suportar a variacao de salinidade depende da espécie e sua
adaptacdo ao ambiente que habita (Evans, 1984). Quando a transferéncia é para
meio iso-osmético a necessidade de captar sais se torna minima (Febry & Lutz,
1987). Entretanto, se a salinidade do novo meio for maior que a dos fluidos
corporais, inicia-se o processo de eliminacdo dos sais excedentes (Bath & Eddy,
1979). No sentido inverso, apds os peixes serem aclimatados, a transferéncia para
meio hipo-osmotico causa a necessidade de captar ions para manter a homeostase.

O matrinxd € um peixe que suporta variagdes de salinidade dentro das
necessidades de manejo citadas. E apresenta melhores respostas fisiolégicas ao
estresse do transporte (Carneiro & Urbinati, 2001) e doencas (Carneiro et al., 2002)
na presenca de NaCl em quantidades proximas as plasmaticas.

O objetivo deste trabalho foi investigar as respostas fisiolégicas logo apos
transferéncias da agua doce para ambientes com diferentes concentracbes de

cloreto de sédio e o procedimento inverso.



MATERIAL E METODOS

Foram utilizados juvenis de matrinxa, com peso médio de 117,6 + 20,3 ¢
provenientes de reproducdo induzida. Os peixes foram mantidos em tanques de
terra e alimentados com ragdo comercial antes do periodo experimental. Para o
inicio do experimento, os peixes foram acondicionados em caixas de 1000 L (30
peixes/caixa), com renovacao continua de agua, aeracao permanente e alimentacao
ad libitum durante 4 dias, para padronizacao das condicdes pré-experimentais.

Este estudo foi dividido em dois experimentos, nos quais 0s peixes foram
transferidos de meios com salinidades diferentes. No primeiro, 0s peixes
aclimatados em agua sem adicao de sal foram transferidos abruptamente para agua
contendo diferentes concentracoes de cloreto de sédio. No segundo experimento, 0s
peixes aclimatados em diferentes concentracbes de cloreto de sbdio foram

transferidos para camaras individuais com agua sem a adicao de sal.

Protocolo Experimental

Experimento 1

Apos jejum de 48h nas caixas de aclimatagéo, os peixes foram sedados com
benzocaina (20 mg L") e transferidos para aquarios individuais contendo 4
concentragdes de cloreto de sédio (NaCl): 0, 3, 6 e 9 g L (TO, T3, T6 e T9),
totalizando 20 camaras por tratamento, com volume util de 4 L, providas de aeracao
constante. As amostragens de material biol6gico e dgua foram realizadas antes da

transferéncia (nivel inicial) e 1, 3, 6 e 12h apo6s a transferéncia de meio.



Caixas 1000 L (4 dias - alimentacdo — 48h — Jejum)
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Figura 01: Esquema do desenho experimental de matrinxas transferidos de agua sem adicao

de sal para 4gua com adicio de NaCl em concentracées de 0;3;6e9g L.

Experimento 2

Foram instaladas caixas de reposicdo sobre as caixas de aclimatacdo. As
caixas de reposicao (100 L) eram abastecidas com agua contendo cloreto de s6dio
em concentracao suficiente para que, apds esvaziamento por gotejamento (12
horas), a agua das caixas de aclimatacao ficassem com concentracées de 0, 3,6 e
9 g L' (TO, T3, T6 e T9). Apbs a aclimatacdo, os peixes foram sedados com
benzocaina (20 mg L") e transferidos rapidamente para camaras individuais
abastecidas com agua sem adi¢do de sal, num total de 20 camaras por tratamento,
com volume util de 4 L e aeracao constante. As amostragens de material biolégico e
agua aconteceram antes da transferéncia (nivel inicial) e 1, 3, 6 e 12h apds a

transferéncia de meio e mudanca de salinidade.
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Figura 02: Esquema do desenho experimental de matrinxas transferidos de agua com adigao

de NaCl nas concentracdes: 0; 3; 6 e 9 g L para 4gua sem adicéo de sal.

Amostragens e métodos bioquimicos

Para a coleta de material biolégico, os peixes foram anestesiados
(benzocaina, 50 mg L") e o sangue retirado por puncdo caudal com seringas
heparinizadas e n&o heparinizadas. No soro determinou-se cloreto (Kit Labtest),
sédio, potassio e calcio (Eletrodo seletivo de ions) e no sangue total retirado com
anti-coagulante foram determinados a concentracdo de glicose (King e Garner
1947), hemoglobina, contagem de eritrocitos e volume corpuscular médio dos
eritrocitos (Contador de Células - CELM 550).

Apos sacrificio dos peixes, as branquias removidas foram lavadas em solucao

salina 0,9%. A metade das branquias do lado direito contendo os 4 arcos branquiais,



foi utilizada na andlise da atividade especifica da Na* K* ATPase, determinada em
fracoes de homogenado pelo método de Quabious et al. (1997), modificado por
Nolan (2000).

Os arcos branquiais foram separados, divididos em dois e uma das metades
de cada arco escolhida ao acaso para retirada dos filamentos branquiais que foram
congelados em 1 mL de tampéao SEI (Sacarose-EDTA-Imidazol, pH 7,4). Depois de
descongelados, os filamentos foram homogeneizados e centrifugados a 10.000
RPM, por 5 minutos, 4 °C, e o sobrenadante utilizado para a determinacdo da
atividade da Na* K* ATPase e da proteina total (método de Bradford, Kruger,1994).

Coletas de agua foram realizadas nas mesmas amostragens de material
biolégico, sendo determinadas as concentracées de amoénia total (Golterman et al.,
1978) e ions sédio e calcio (Eletrodo seletivo de ions), e registrados o pH (medidor
de pH digital), concentracdo de oxigénio e temperatura (medidor de oxigénio YSI-
55). Com os dados de aménia total foi calculada a taxa de excrecao deste metabdlito
nos diferentes tempos e tratamentos. O calculo da taxa de excre¢ao (ug aménia total

g peixe ! hora™) foi realizado com a férmula:

TE (ug aménia total g peixe” hora )= (Tam x V.aq. inicial — Tam x V.aq. final)/peso do peixe (gramas)
Intervalo entre coletas (horas)

Sendo: Tam = concentracdo de amoénia total (ug/L), V = volume de agua no

aquario.

Analise estatistica
O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x

5, tendo como fatores as concentracdes de sais e os periodos de coleta. Foram



utilizadas 5 repeticdes e os dados submetidos a analise de variancia pelo teste F,
as médias comparadas pelo teste de Tukey. Diferencas significativas foram
consideradas ao nivel de 5%. Os resultados apresentados como médias + erro

padrao da média. A analise foi realizada com auxilio do SAS Software (8.0).



RESULTADOS

Experimento 1

Os valores de temperatura, oxigénio dissolvido e pH da agua nas caixas de
aclimatacao sao apresentados na Tabela 1. As concentracdes de sédio dissolvido na
agua variaram com os tratamentos, apresentando valores de 50,9 + 8,6; 84,2 + 16,8
e 114,1 + 25,8 na adicdo de 3, 6 e 9 g L de NaCl respectivamente. No tratamento

sem adicao de sal os niveis deste ion nao foram detectaveis pelo método utilizado.

Tabela 1: Valores médios + desvio padrdao da média de temperatura, oxigénio
dissolvido e pH da agua antes (inicial) e 1, 3, 6 e 12 horas apés a transferéncia de
matrinxas para diferentes salinidades (NaCl) (n=20).

Inicial 1 hora 3 horas 6 horas 12 horas

Temperatura (2C) 24,40 £0,1 2295+01 23,09+0,2 2495101 24,62+0,1
Oxigénio Dissolvido (mg L'1) 5,65 0,4 7,17 £ 0,7 6,56 £ 0,7 5,30 £ 0,4 6,84 £ 0,4

pH 7,12+ 0,1 7,57 £ 0,1 7,48 £ 0,1 7,55+ 0,1 7,48 £ 0,1

As concentracdes de glicose no sangue dos peixes do tratamento sem adicao
de cloreto de sodio apresentaram alteracoes significativas 1 hora apés a mudanca
de salinidade em relacdo ao nivel inicial. Nos outros tempos de coleta, todos os
tratamentos diferiram do nivel inicial, com excecao dos peixes transferidos para

agua contendo 9 g L™ (3,6 e 12 horas) e 3 g L™ de NaCl (12 horas) (Figura 3).
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Figura 3. Valores médios de glicose plasmatica em matrinxas transferidos de agua sem adicao de sal
para agua com adicdo de NaCl nas concentragdes: 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado vertical) e
99 L (listrado horizontal). Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre tratamentos
no mesmo tempo de coleta. Asteriscos indicam diferencas (p<0,05) entre cada tratamento e o nivel

inicial (barra aberta). Barras verticais representam erro padrdao da média (n=>5).

Os peixes transferidos para a concentracdo mais alta de cloreto de sédio (9 g
L) apresentaram niveis de sédio sérico mais elevados que os niveis iniciais as 3, 6
e 12 horas apés a mudanca de salinidade, valores que foram mais altos também em
relacdo aos dos outros tratamentos, os quais nao diferiram entre si, nem em relagao
ao nivel inicial em qualquer amostragem (Figura 4).

A concentracao sérica de cloreto diferiu em relacéo aos niveis iniciais apenas
nos peixes transferidos para meio contendo 9 g L™ 12 horas apés a transferéncia,
periodo em que se observou aumento gradual da concentracao de cloreto a medida

que aumentava a salinidade do meio (Figura 5).
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A atividade especifica da enzima Na* K* ATPase nas branquias dos peixes T0
apresentou reducao significativa quando comparada a dos peixes do T9 depois de
uma hora da mudanca de salinidade e tanto nestes peixes como nos peixes T3 e T6
a atividade enziméatica foi numericamente inferior a da condigao anterior a mudanca.
Trés horas apés, a atividade da enzima nos peixes de todos os tratamentos era
numericamente menor que antes da transferéncia, sendo significativo apenas no T0.
Apos 6 e 12 horas da transferéncia de meio, as flutuagdes da atividade da Na* K*

ATPase ndo apresentaram um padrao especifico (Figura 6).

o
]
I

o
(o]
I

—

o
~
L

o
w
L
T
1
'
[

o
n
I

Na K ATPase (umol Pih™ mg protel’na'1)

o
-
L

:3:3:3:3:3:1:1;1;2;:;:;:;:;:|m|
(TR ||||||||||I; >

Nivel inicial 3 horas 6 horas 12 horas

Figura 6. Valores médios da atividade da enzima Na'K'ATPase nas branquias de matrinxas

transferidos de agua sem adicdo de sal para agua com adicdo de NaCl nas concentragdes: 0
(pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado vertical) e 9g L™ (listrado horizontal). Ver Figura 1 para

informacdes sobre letras e asteriscos (n=5).

A excrecao de aménia pelos peixes T9 foi maior que nos outros tratamentos e

nao diferiu daqueles transferidos para agua sem adicao de sal na primeira hora ap6s



mudanca de salinidade. Entre a primeira e terceira hora, os peixes T3 excretaram
mais amodnia que os peixes dos outros tratamentos. Nos tempos subseqlentes, a
taxa de excrecao deste metabdlito foi igual nos peixes de todos os tratamentos

(Figura 7).
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Figura 7. Valores médios da excregcdo de amoénia por matrinxas transferidos de agua sem adicao de
sal para agua com adicao de NaCl nas concentragdes: 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado

vertical) e 9g L (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informacdes sobre letras e asteriscos. (n=5).

A concentracao de potassio sérico dos peixes transferidos nao diferiu dos
valores iniciais em nenhum tempo de amostragem. Somente 3 horas apo6s a
mudanca de salinidade, os peixes T9 apresentaram concentracdes séricas de
potdssio mais elevadas que os peixes T3 (Figura 8).

De modo geral, houve um aumento progressivo da concentragdo sanglinea
de célcio da primeira a ultima amostragem e, 3 horas ap6és a mudanca de salinidade,
aparecem diferengas significativas em relacdo ao nivel inicial nos peixes T0O, T3 e

T9. (Figura 9).



a

=3
:" a a
S a
Q ab a I
Q 2 —
5 — i i E—)
(/2] —
o —T— —
D —
(7] —
“g —
° —
&1 —

O — ] —

Nivel inicial 1 hora 3 horas 12 horas

Coletas

Figura 8. Valores médios de potassio sérico em matrinxas transferidos de agua sem adicao de sal
para agua com adicdo de NaCl nas concentragdes: 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado vertical) e

99 L (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informagdes sobre letras e asteriscos. (n=5).
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Figura 9. Valores médios de célcio sérico em matrinxas transferidos de 4gua sem adi¢do de sal para
agua com adicao de NaCl nas concentragdes: 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado vertical) e 9g L

! (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informagdes sobre letras e asteriscos (n=5).



Reducdes no numero de eritrécitos no sangue dos peixes TO e T6 surgem a
partir de 3 horas apés mudanca de salinidade, sendo que os peixes do tratamento 9
g L foram os Unicos que ndo apresentaram alteracdes significativas para este
parametro. Apdés 6 horas da transferéncia, os peixes TO, T3 e T6 também
apresentaram diminuicdo do numero de eritrocitos circulantes. Apdés 12 horas, o

numero destas células foi restabelecido nos peixes T6 (Figura 10).
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Figura 10. Valores médios da contagem de eritrécitos em matrinxas transferidos de d4gua sem adigédo
de sal para agua com adicdo de NaCl nas concentragdes: 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado
vertical) e 9g L (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informacdes sobre letras e asteriscos. (n=5).

O volume corpuscular médio dos eritrécitos nao foi afetado pelos tratamentos

e apresentaram um valor médio de 134,21 + 3,23 um?3 (Figura 11).
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Figura 11. Valores médios do volume corpuscular dos eritrocitos, que nao diferiram entre tratamentos,
comparados entre tempos de coleta em matrinxas apds transferéncia. Letras diferentes indicam

diferenca significativa (p<0,05). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=20).

Com relagdao ao hematdcrito, observou-se um comportamento semelhante ao
do numero de eritrocitos com reducdo numérica na maioria dos tratamentos a partir
de 3 horas (Figura 12).
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Figura 12. Valores médios de hematdcrito em matrinxas transferidos de agua sem adicao de sal para
agua com adicao de NaCl nas concentragdes: 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado vertical) e 9g L
! (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informagdes sobre letras e asteriscos. (n=5).

Uma tendéncia de reducdo como observado no hematdcrito ocorreu na

concentragdo de hemoglobina (Figura 13).
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Figura 13. Valores médios da concentragdo de hemoglobina em matrinxas transferidos de 4gua sem
adicdo de sal para dgua com adi¢cdo de NaCl nas concentra¢des: 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6
(listrado vertical) e 99 L™ (listrado horizontal). Ver Figura 1 para informacdes sobre letras e asteriscos.
(n=5).






Experimento 2

Os valores de temperatura, pH, e oxigénio dissolvido da agua nas caixas de
aclimatacao e transferéncia permaneceram dentro da faixa aceitavel para a espécie
(Tabela 02) (Gomes & Urbinati, 2005). Os niveis de sbédio na agua variaram
conforme os tratamentos, com valores de 40, 82 e 119 mmol L na adicdo de 3, 6 e
9 g L7, respectivamente. No tratamento sem adicdo de cloreto de sédio, as

concentragcdes do ion nao foram detectaveis pelo método utilizado.

Tabela 02: Valores médios + desvio padrdo da média de temperatura, oxigénio
dissolvido e pH da agua antes (inicial) e 1, 3, 6 e 12 horas apéds a transferéncia de
matrinxas aclimatados em NaCl para agua sem adicao de sal (n=20).

Inicial 1 hora 3 horas 6 horas 12 horas
Temperatura (2C) 23,90+0,1 2295+0,1 25,22+0,5 28,50+0,1 27,32%0,1
Oxigénio Dissolvido (mg L'1) 429+03 7,7x0,7 6,56+x0,2 6,003 5,78%0,2

pH 736+01 757+01 8,03+04 8,23+0,1 8,24+0,1

Ao final da aclimatacao em cloreto de sddio, peixes de todos os tratamentos
tinham a mesma glicemia. Uma hora ap6s a transferéncia dos peixes a glicemia
estava mais elevada nos peixes aclimatados sem adicado de cloreto de sédio . Nos
demais tempos de coleta, os valores deste parametro ndo diferiram entre os
tratamentos, embora houvesse uma tendéncia a ser mais baixa nos peixes
aclimatados ao cloreto de sodio (Figura 14).

Tanto o sodio quanto o cloreto, ao final do periodo de aclimatacao, estavam
mais elevados nos peixes T9. Apo6s a transferéncia, os valores de sédio mostraram

diferenga entre os tratamentos somente apds 12 horas, sendo mais elevados nas



concentragcbes do meio mais elevadas. No caso do cloreto, 6 horas apds a

transferéncia, a concentracao de cloreto nos peixes de T9 era menor que a do grupo

controle e mostrou 0 mesmo perfil do so6dio na ultima amostragem (Figuras 15 e 16).
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Figura 14. Valores médios de glicose plasmatica em matrinxas transferidos de agua com adicdo de

NaCl em concentragdes de 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado vertical) e 9g L™ (listrado

horizontal) para dgua sem adi¢éo de sal. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05)

entre tratamentos no mesmo tempo. Barras verticais representam erro padrao da média (n=5).
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Figura 15. Valores médios de sodio sérico em matrinxas transferidos de agua com adigao de NaCl em

concentragdes de 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado vertical) e 99 L (listrado horizontal) para

agua sem adicao de sal. Ver Figura 1 para informacdes sobre letras (n=5).
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Figura 16. Valores médios de cloreto sérico em matrinxas transferidos de agua com adigdo de NaCl
em concentracoes de 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado vertical) e 9g L™ (listrado horizontal)

para dgua sem adi¢ao de sal. Ver Figura 1 para informagdes sobre letras (n=5).

Apoés o periodo de aclimatacdo, a atividade da enzima Na*® K* ATPase nas
branquias foi mais baixa nos peixes do grupo controle. Nos outros tratamentos e
tempos de coleta, a atividade da enzima n&o apresentou diferenca significativa
(Figura 17).

A taxa de excrecdo de amobnia dos peixes T6, entre 3 e 6 horas da
transferéncia para agua sem adicao de sal, foi menor que a do grupo controle. Entre
6 e 12 horas, a taxa de excrecao de amobnia dos peixes de T6 e T9 foi menor que
nos peixes aclimatados sem adicdo de sal. Nas primeiras coletas (1 e 3 horas), a

excrecao de amoénia nao diferiu entre os tratamentos (Figura 18).
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Figura 17. Valores médios da atividade da enzima Na'K" ATPase nas branquias de matrinxas
transferidos de agua com adicdo de NaCl em concentragdes de 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6
(listrado vertical) e 9g L (listrado horizontal) para agua sem adicdo de sal. Ver Figura 1 para
informacdes sobre letras (n=5).
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Figura 18. Valores médios da excregcao de amoénia em matrinxas transferidos de agua com adigao de
NaCl em concentragbes de 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado vertical) e 9g L™ (listrado

horizontal) para agua sem adicéo de sal. Ver Figura 1 para informacdes sobre letras (n=5).



A concentragcédo de potassio e célcio sérico nao foi afetada pelos tratamentos
e tempos de coleta e os valores médios encontrados foram 1,55 + 0,18 mmol L™,
para potassio, e 0,57 + 0,04 mmol L', para o célcio.

No caso dos parametros hematoldgicos, o nimero de eritrécitos circulantes foi
menor nos peixes aclimatados em agua sem adicao de sal em relacado aos peixes do
T9, 6 horas ap6s a transferéncia para o novo meio. Doze horas apés, o perfil se
inverteu registrando-se menor quantidade de células nos peixes do T9 (Figura 19).
O volume dos eritrdcitos foi maior antes da transferéncia, com valor de 131,82 £ 2,42
K3, quando comparados com a média de todos os outros tempos de amostragem
com valor de 122,21 £ 1,77 8 (p<0,05) (Figura 20). Os valores de hematdcrito nao
apresentaram oscilacées significativas durante o experimento (Figura 21). Ja a
concentracdo de hemoglobina sanguinea apresentou o mesmo perfil do nimero de

eritrocitos circulantes (Figura 22).
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Figura 19. Valores médios da contagem de eritrécitos circulantes em matrinxas transferidos de agua
com adicdo de NaCl em concentragdes de 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado vertical) e 9g L™

(listrado horizontal) para dgua sem adi¢ao de sal. Ver Figura 1 para informagdes sobre letras (n=5).
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Figura 20. Valores médios do volume corpuscular dos eritrocitos, que néo diferiram entre tratamentos,
comparados entre tempos de coleta em matrinxas apds transferéncia. Letras diferentes indicam

diferenca significativa (p<0,05). Barras verticais representam erro padrdo da média (n=20).
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Figura 21. Valores médios do hematdcrito, que nao diferiram entre tratamentos, comparados entre
tempos de coleta em matrinxas apds transferéncia. Letras diferentes indicam diferenga significativa

(p<0,05). Barras verticais representam erro padrao da média (n=20).
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Figura 22. Valores médios da concentragdo de hemoglobina em matrinxas transferidos de 4gua com
adicao de NaCl em concentracdes de 0 (pontilhado); 3 (tracejado); 6 (listrado vertical) e 9g L™

(listrado horizontal) para dgua sem adi¢ao de sal. Ver Figura 1 para informagdes sobre letras (n=5).



DISCUSSAO

Neste estudo nao ocorreu mortalidade e os parametros de qualidade da agua
se mantiveram dentro das condi¢des aceitaveis para o matrinxa (Gomes & Urbinati,
2005).

Na piscicultura, € comum a adicao de cloreto de sédio em procedimentos que
envolvam manejos estressantes. Em matrinxd, a adicdo de 6 g L' de NaCl,
(Carneiro & Urbinati, 2001) e em tambaqui 8 g L' (Gomes et al., 2003) manteve a
glicemia em niveis similares aos iniciais logo apds a chegada do transporte. Em
robalo, a aclimatacdo em salinidades proximas as plasmaticas demonstraram menor
custo metabdlico (Gracia-Lopez, 2006).

Considerando a glicose plasmatica um indicador de estresse, no Experimento
1 verificou-se, nos peixes transferidos para agua sem adicdo de cloreto de sddio,
resposta de maior intensidade frente ao estimulo de transferéncia de ambiente. Os
peixes do T9, apo6s a transferéncia para agua com sal, apresentaram niveis de
glicose plasmatica similares aos iniciais, sugerindo mitigacdo da resposta ao
manejo.

No Experimento 2, os peixes T9 tinham niveis de glicose ligeiramente
inferiores ao dos demais tratamentos antes da transferéncia. Uma hora depois da
transferéncia, os matrinxas aclimatados sem adicdo do sal apresentaram uma
hiperglicemia quando comparados com os peixes T3, T6 e T9 indicando o efeito
mitigador de estresse do cloreto de sédio.

Por outro lado, tanto na transferéncia rapida de meios como na aclimatacao
por 12 horas, os peixes T9 apresentaram uma elevagao na concentracao sérica de
sodio e cloreto. Embora a adicdo de 9 g L™ tenha levado & concentracdo de 114
mmol L' de sédio na &gua, a concentracdo sérica deste fon no matrinxd em
condi¢cdes normais, neste estudo foi de 143 mmol L. Este peixe, mesmo aclimatado
por 12 horas, apresentou um disturbio osmorregulatério na transferéncia de
salinidade, para 9 g L. Estes resultados sdo similares aos de percas transferidas
para 8 e 16 g L de cloreto de sédio, quando o cortisol ndo se elevou, mas a
osmolalidade e cloreto plasmaticos foram significativamente maiores que os niveis
iniciais (Brown et al., 2001).

A atividade da enzima Na'K" ATPase, logo ap6s a transferéncia dos

matrinxas T9 para agua com sal foi duas vezes maior que os peixes do grupo



controle, no primeiro experimento. Quando houve a aclimatacdo, a mesma resposta
foi observada, mas com maior intensidade nos peixes do T3 e T6. Nas branquias,
esta enzima tem o papel de captar ou expulsar ions para manter a homeostase
(McCormick & Saunders, 1987). Em diferentes espécies, a sua atividade pode ser
maior ou menor dependendo da habilidade do peixe em se adaptar em novos
ambientes (Hiroi & McCormick, 2007). No presente estudo, a maior atividade foi
apos a transferéncia e depois da aclimatacdo, demonstrando a necessidade dos
peixes em expulsar o excesso de ions sodio e cloreto do plasma naquela situagao.

A excrecdo de amoénia pode ser usada como indicador de efeitos ambientais e
fatores nutricionais em peixes. Informacbes sobre os efeitos da salinidade na
excrecao de aménia muitas vezes sao contraditorios, provavelmente pelas espécies
possuirem adaptagbes diferentes (Wood, 1993). Altinok & Grizzle (2004)
demonstraram que, aclimatando peixes estenohalinos a salinidades préximas a
plasmatica, a excrecdo deste metabdlito dobrou em peixes aclimatados em agua
marinha a 9 ppt. No presente estudo, tanto a transferéncia rapida como transferéncia
apos apds aclimatacdo nao proporcionaram alteracdo na excrecao de amodnia nos
peixes ap6s 12 horas em novo ambiente. Entretanto, logo depois da transferéncia
rapida até uma hora, os peixes do T9 excretaram mais amdnia. Associando o
aumento da atividade da enzima Na*K" ATPase a esta resposta, pode-se apontar
para a capacidade dos ions NH," substituirem o K+ na atividade desta enzima
(Mallery, 1983). De forma inversa, a inibicdo desta enzima, por adigdo de ouabaina,
reduziu a excrecao de aménia pelas branquias de trutas cultivadas em agua doce
(Payan, 1978).

Para a obtencdo de uma completa reacdo da Na* K* ATPase, é fundamental
a presenca dos ions Na* e K e a velocidade desta reacao depende da concentracio
destes ions no meio (Renzis & Bornacin, 1984). No Experimento 1, os niveis mais
altos de potassio sérico nos peixes do T9 trés horas apds a transferéncia pode ter
sido causada pela necessidade de aumento deste ion na circulacado para acelerar a
atividade da enzima Na*K* ATPase nas branquias.

A concentracdo sérica de calcio nao foi alterada pelos tratamentos, mas no
Experimento 1, os niveis deste ion aumentaram progressivamente com o tempo,
enquanto no Experimento 2, 0 mesmo nao ocorreu.

Apébs a transferéncia para agua com sal, os peixes do T9 mantiveram o

namero de eritrécitos circulantes. A diminui¢do ocorrida nos outros tratamentos pode



ser originada pela tendéncia dos peixes ganharem agua durante a transferéncia,
quando o estresse sofrido aumenta a permeabilidade das membranas e assim causa
uma hemodiluicdo (Morgan & Ilwama, 1997). No entanto, o volume dos eritrocitos
nao variou durante o Experimento 1, confirmando a correlagdo dos valores de
hematécrito e hemoglobina com a contagem das células sanguineas neste
experimento. No segundo experimento, as respostas foram mais brandas, sugerindo
menor interferéncia do choque de salinidade para meios hipoténicos nos parametros
hematoldgicos.

Os principais disturbios verificados foram a elevagdo nas concentracdes
plasmaticas de sodio e cloreto, além do aumento da atividade da enzima Na'K*
ATPase nas branquias dos peixes transferidos rapidamente para a concentracao de
9 g L de cloreto de sédio. Baseado nestas observacdes, é possivel sugerir que o
NaCl tem papel importante na mitigacdo do estresse, assim como verificado por
diversos outros autores. Entretanto, a concentracao utilizada na transferéncia pode
interferir no beneficio, pois o disturbio hidromineral decorrente da transferéncia pode
comprometer o efeito benéfico deste sal.
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CAPITULO IV

CONSIDERACOES FINAIS



CONSIDERACOES FINAIS

A transferéncia rapida do matrinxa para ambientes com calcio causou leves
distarbios osmorregulatérios. Ja a passagem abrupta do ambiente com calcio para
agua sem adicdo de sais ocasionou respostas ainda mais brandas. Assim, é
possivel afirmar que as transferéncias entre as concentragdes de calcio testadas
podem ser realizadas sem prejuizo para o matrinxa.

A adicao de cloreto de so6dio proporcionou diminuicdo nas respostas de
estresse no manejo da transferéncia de ambientes. Mesmo sendo realizada com
transferéncias rapidas, a concentracdo de 6 g L' pode ser indicada para uso na
piscicultura sem ocasionar distrbios relevantes. Ja a concentragcdo de 9 g L
ocasionou alteracbes osmorregulatorias de maior intensidade nao sendo indicada
para a espécie. Da mesma forma, como verificado com o célcio, a transferéncia dos
peixes de ambientes com adicao de NaCl para ambientes sem adicao de NaCl, pode
ser realizada sem alteracdes hidrominerais.

Na piscicultura o emprego de cloreto de calcio e sédio vem sendo realizado
como mitigadores de estresse. Baseado neste estudo, a adicdo de até 600 mg L e
6 g L' de CaCl, e NaCl respectivamente, pode ser feita com transferéncia rapida
para os ambientes sem ocasionar danos osmorregulatérios ao matrinxa.

Futuras pesquisas sao importantes para verificar a adicdo de CaCl, em
aguas com baixas concentracdes de calcio e a adicdo concomitante dos dois sais

(CaCl; e NaCl)
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia
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Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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