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RESUMO

Nos sistemas intensivos de cultivo de peixes é ooralpresenca dos
agentes estressores que interferem no metabolismm @escimento.
Considerando isso, foi estudado o efeito dos ageetdressores
densidade de estocagem e manuseio sobre o creszimesobre as
respostas fisiolégicas e bioquimicas de alevinos Skminus
brasiliensis assim como as respostas dessa espécie ao efassalo
estudo foi conduzido em laboratoério, avaliandoerssilades de 30, 150
e 300 peixes M com presenca e auséncia de manuseio por 8Cedias,
outra parte foi conduzida em tanques-rede, no vat®io de It4,
avaliando as densidades de 15 e 30 peix&scom manuseio por 40
dias. As variaveis analisadas foram: comprimentrgme peso total,
hematdcrito (Ht) no sangue e hemoglobina ([Hb]l¢cagle e lactato,
atividade das enzimas hepéticas antioxidantes tiginga peroxidase,
glutationa redutase, glutationa-S-transferase|assa as concentracoes
de Nd, K, CI e C&" no plasma e nas branquias. Os resultados
indicaram que os alevinos d8. brasiliensisapresentaram melhor
crescimento na auséncia do manuseio e na dengigaB@ peixes i

A atividade das enzimas antioxidantes foi depemddatmanuseio e do
tempo, condicdo que nao foi observada para a [btbh o Ht, para o
lactato e para os fons NaCI, K* e C&* no plasma. As variacdes da
concentracdo de glicose e do Ht nos peixes com seanigugerem a
ocorréncia de estresse agudo, assim como as daekcdo lactato na
auséncia do manuseio.



ABSTRACT

In intensive fish culture the presence of stres$ofa are commonque
interferem no metabolismo e crescimento. Considethis, we studied
the effect stress factors stocking density and livejmdn the growth and
on the physiological and biochemical responseSahiinus brasiliensis
fingerlings, as well as its responses to stresst &fathe study was
conducted in the laboratory, evaluating densiti®s150 and 300 fish m
3 with and without handling for 80 days, and théeot part was
conducted in cages, in the reservoir of ItA Hydroel Power Plant,
evaluating the densities 15 and 30 fisi mith handling for 40 days.
The measured variables were: standard length atal teeight,
hematocrit (Ht) and blood hemoglobin ([Hb]), gluecand lactate, the
activity of antioxidant enzymes glutathione perasd, glutathione
reductase, glutathione-S-transferase, catalasdhendoncentrations of
Na’, CI, K" and C&" in plasma and in the gills. The results indicated
that juveniles ofs. brasiliensigpresented better growth in the absence of
handling and at density of 30 fish®mThe activity of antioxidant
enzymes was dependent on the handling and timenditon that was
not observed for [Hb], Ht, lactate and for ions’N@rl, K* and C4" in
plasma. Changes in glucose concentration and heritaito handled
fish suggest that acute stress was present, asasvglucose and lactate
changes in the absence of handling.
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INTRODUCAO

Existe uma tendéncia mundial de se criar peixessmtemas
intensivos de cultivo, com controle sobre a sel@@animais, sobre o
manejo alimentar e sobre a vigilancia sanitaria.

No entanto, 0s custos operacionais iniciais destgemas sdo
elevados e as altas taxas de sobrevivéncia e deiroento séo
fundamentais para compensar os elevados -custos roeucfo
(Wedemeyer, 1996; Lima et al., 2006). O aumentadeiasidade de
estocagem contribui para o aumento da produtivigBdpoutsoglou et
al., 1998; Sado et al., 2006), e portanto, € ingpdet na amortizacao
desses custos. Porém, as altas densidades degestopodem trazer
conseqliéncias indesejaveis, como alteracdes ndvalistao dos peixes
devido ao alto nivel de estresse (Mazur e lwam@3;1Barcellos et al.,
1999) e degradacdo do meio ambiente pelo acumulaediuos
nitrogenados provenientes dos alimentos e da &@reps peixes
(Jobling, 1994; Baldisserotto, 2006). A degradag@gualidade da dgua
contribui para a proliferacdo e para a transmiss@&o doencas,
provocando surtos epidémicos que podem ser faagagelli et al.,
1998; Montero et al., 1999; Ozdrio et al., 2004).

A definicdo da densidade de estocagem considertida para
uma dada espécie € um dos passos iniciais patatekzimento de um
sistema de cultivo (Souza Filho, 2000). A densiddelestocagem ideal
ou a definicdo do que seja uma alta ou baixa dadside estocagem
depende do tamanho dos exemplares, do sistemati® atilizado e
da espécie cultivada (Piaia e Baldisserotto, 2B@@jisserotto, 2002).

Na avaliacdo da densidade de estocagem/crescingentém
analisar o peso individual dos peixes, a produdidé (peixes/area ou
volume) e a conversdo alimentar, pois a densidadestbcagem que
propicia o maior peso individual geralmente ndoréemsma em que se
consegue a maior produtividade ou a melhor coneerd@mentar
(Baldisserotto, 2002). Em sistema de cultivo exteng intensivo de
lagos, a densidade de peixes € expressa como adsarde peixes por
area de superficies da lagoa (Conte, 2004) ou pesaunidade de
volume de agua (Wedemeyer, 1996)

Outros fatores como a quantidade e a qualidadegda, & a
gualidade da racéo utilizada interferem no deseimmehto da espécie
cultivada.

Por esses motivos vérios trabalhos foram desermadvi
avaliando a densidade para diferentes espécigsmsis de cultivo e
diferentes estagios de desenvolvimento. Os resdtddmonstram que



18

para algumas espécies as densidades testadas afmaraf o
crescimento e a sobrevivéncia dos peixes, comaeigistrado para
juvenis deTinca tincanas densidades de 0,18 e 4,0'y(Celada et al.,
2007) e juvenis dArapaima gigasias densidades 15, 20 e 25 peixés m
% (Cavero et al., 2003). Em outras espécies o aurdmproducao foi
proporcional ao aumento da densidade, como deraom&studos com
Rhamdia quelema fase larval nas densidades de 100, 200 e&®esp
m> (Barcellos et al., 2004) e na fase de alevinodesidades de 114,
227 e 454 peixes th(Piaia e Baldisserotto, 2000); em alevinos de
Oreochromis niloticusmas densidades de 75, 150, 300 e 600 peixes m
(Bozano et al.,1999) e em alevinos de tilapia véredetrahibrida
(linhagem de Israel) nas densidades de 2, 3 e xep€bilva et al.,
2000). As larvas d8rycon cephalugultivadas nas densidades de 30,
60 e 120 larvas 1) também apresentaram maior produtividade nas
maiores densidades, mas o aumento da densidadeuredcrescimento

e a homogeneidade (Gomes et al., 1999). O aumentdedsidade
produziu efeito negativo sobre o cultivo de alesif@ncorhynchus
clarkii. Neste estudo foram realizados experimentos thstimas
densidades 338, 739 e 1634 peixésa68, 1597, 2073 e 2998 peixes
m>. As densidades acima de 1600 peixésammprometeram a satde
dos peixes (Wagner et al.,, 1997). Densidade mdisaliambém foi
indicada para alevinos d&olossoma macropomu¢Bouza et al., 1998),
uma vez que o melhor resultados foi obtido coméigs ni® entre as
densidades 15, 21, 27 e 34 peixe’é. rRara os hibridos juvenis de
Lepomis cyanellus L. macrochyrusultivados nas densidades de 200 e
800 peixes M foi observada reducdo no crescimento nas duas
densidades, sendo que estas reducdes foram praslupela alta
atividade e pelo estresse de interacdo social est@nimais da baixa
densidade e pelo reduzido consumo alimentar ergrearomais da
densidade mais alta (Wang et al., 2000).

A criacdo de peixes em tanques-rede, principalmemtdocais
onde ndo é possivel a drenagem para a despeste, &lternativa que
vem crescendo e apresentando vantagens sobre aeastivista e a
piscicultura tradicional do ponto de vista técnieaplégico, social e
econdmico (Schimittou, 1993 apud Sampaio e Brag@5Y Entre as
vantagens, destacam-se a reducdo significativa doejm, quando
comparado com os viveiros de terra tradicionalmeutibzados, a
diminuicdo do espaco fisico utilizado no cultivobaixo investimento
inicial, a utilizacdo de reservatérios para pisitiza e a possibilidade
do produtor trabalhar com mais de uma espécie samme
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Foram desenvolvidos estudos em tanques-rede adalian
diferentes densidades de cultivo na fase de resma juvenis de
C. macropomume Brycon amazonicusultivados nas densidades 200,
300, 400 e 500 peixes A melhor densidade pa€ macropomurfoi
de 400 peixes th e paraBrycon amazonicu$00 peixes M. Para
alevinos deClarias gariepinusnas densidades de 50, 100, 150 e 200
peixes It foi registrada reducado na taxa de crescimento canmento
da densidade, mas a estimativa de producéo e gesdtasaumentou
proporcionalmente ao aumento da densidade (Henysdved, 1997).
Ja para as tilapias-vermelha da Flori@a fnossambicug O. urulepis
hornorun) cultivadas nas densidades de 25, 50, 75 e 10@5pei13 e
para os alevino®. niloticusnas densidades 150, 200 e 250 peixés m
0 aumento da biomassa foi proporcional ao aumeantadehsidade
(Carneiro et al., 1999; Sampaio e Braga, 2005).

Além da densidade de estocagem, os peixes criadasseemas
de cultivo intensivo s8o expostos a outros agesgEessores rotineiros,
como a captura, o0 manejo, o adensamento, a ctagsib, o transporte,
o tratamento de doencas e a contaminacdo dos cdepégua por acao
antropogénica (Wedemeyer, 1996; Barcellos et &991 Kubilai e
Ulukody, 2002; Iwama et al., 2004; Urbinati e Caragi2004). Entre
estes fatores estressores a captura, que envopersaguicdo e a
exposicdo dos peixes ao ar, € um dos procedimentasmaior poder
estressor na criacdo de peixes (Kubilai e Uluk@®Q22 Urbinati e
Carneiro, 2004; Hoshiba et al., 2006; 2009), devadomanuseio do
animal no ambiente terrestre.

O estresse pode se manifestar de forma aguda oicar
estresse agudo é definido como um estressor intbsmrta duracéo,
engquanto o estressor crénico envolve distlrbiasngd prazo (Ruane,
2002). O manejo, as alteracBes bruscas de ambiesterapidas
mudancas de temperatura, o confronto com predadotesnsporte, as
redes e o confinamento sdo alguns dos agentesrqdezpm estresse
agudo (Barton e lwama, 1991; Wendelaar Bonga, 18Qikilay e
Ulukdy, 2002), que dependendo da freqliéncia der@&mcia pode se
tornar crénico. Entre os principais agentes quesarauestresse crénico
estdo as altas densidades de estocagem (supegimguka deterioracao
da qualidade de agua, a presenca de patégenosuemies (Wendelaar
Bonga, 1997, Ruane, 2002).

O estresse é um conjunto de respostas dos organdiamte de
estimulos agressivos ou ameacadores que sao eolatsgbelos sistemas
nervoso e hormonal, e que produzem altera¢Ge#fisias para manter
a homeostase corporal (Barton e Iwama, 1991). Estadancas
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fisiolégicas sdo de natureza adaptativa e normampermitem ao

peixe recuperar a homeostase, o que aumenta a larec de

sobrevivéncia (Wedemeyer, 1996; lwama et al., 2085) respostas
adaptativas apresentam um limite de tolerancia,dgpende do tipo e
da intensidade do agente estressor, do tempo quaganismo

permanece sob o efeito estressante e da espéqeide (Moraes e
Martins, 2004; lwama et al., 2005). As situacOeeskeesse severo ou
de longo periodo de duracdo podem prejudicar eesaddbem-estar dos
peixes. Nesta situacdo o0 peixe pode ndo conseguirperar sua
homeostase, o que compromete a sua recuperacdeledesempenho
(Barton e lwama, 1991; Wedemeyer, 1996; Barton2200

As respostas dos peixes aos agentes estressordgeamviodos
0s niveis de organizacéo, desde a célula paraamisrgo individual até
a estrutura populacional para o conjunto dos ongasi Estas respostas
envolvem mudangas comportamentais e modificacGei®ldgicas,
hormonais e celulares (lwama et al., 2005).

As respostas a nivel celular se caracterizam pelacdo das
células da classe de proteinas de choque térmip) @ie protegem o
organismo contra choques. Estas proteinas estaciomhdas com o
sistema neuroenddécrino e também sé@o importantasamatencdo da
homeostase (Ackerman et al., 2000).

As mudancas fisioldgicas e quimicas compensatorias
relacionadas as respostas ao estresse sdo dividitagrimaria,
secundaria e terciaria.

A resposta primaria ao estresse em peixes/veriebradta
relacionada com a hipersecrecdo de catecolamind®n@ina ou
noroadrenalina ou epinefrina e noroepinefrina) ecddicosterdides
(cortisol). Apds a percepcéo do estimulo estrepstor sistema nervoso
central ocorre liberacdo de corticotrofina para ipotdlamo, que
estimula a pituitaria a liberar o horménio adremticotrofina (ACTH).
O ACTH circula para o interior do rim cefalico, @néstimula as células
interrenais, localizadas na regido rim-cefalicdomgo da veia cardinal,
e seus ramos para a producdo de cortisol e de had
corticosteréides (Wedemeyer, 1996; Mommsen etl8h9). O sistema
nervoso simpético estimula o tecido cromafim no @mproduzir
hormdnios catecolaminas, inclusive a adrenalingesEormonios
iniciam mudancas cardiovasculares como o0 aumentpressao e do
fluxo sanguineo. Essas e outras mudancas desemtaden amplo
conjunto de alteragdes bioquimicas e fisiolégica® produzem outros
tipos de respostas (Jobling, 1994; Wendelaar Bat@f]; Wedemeyer,
1996; Iwama et al., 2005.
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As respostas secundarias iniciam com a hipergleeepnoduzida
pela acdo dos hormobnios dos estresses (catecofanginaortisol)
secretados durante a reacdo de alarme, sendo eadbatgética para
acOes de luta ou de fuga. O aumento dos niveidictesg no plasma
ocorre pela ativacdo da glicogenolise/gliconeogémepela inibicdo da
glicdlise (Hazon e Balment, 1997), sendo que iinmate é
metabolizado o glicogénio do figado, cuja concedimase reduz. Se a
condicdo estressora persistir, a hiperglicemia étidea pelo aumento
dos niveis de cortisol que conduz a glicélise/glemgénese das
proteinas e dos lipidios (Vijayan et al., 1991; \&fadyer, 1996).

Estas respostas tém efeito cascata e incluem, além
hiperglicemia, a deplecdo da reserva de glicogénicatabolismo das
proteinas celulares e a alteracdo sanguinea des g proteina, de
colesterol e de acidos graxos (Thomas, 1990; IJphli®94; Wendelaar
Bonga, 1997). Este conjunto de modificacBes, ctadeas pelo sistema
neuroenddcrino, conduz a chamada resposta tera@ariacterizada pela
reducdo do crescimento, pela deteriorizacdo datéesia para doencas
infecciosas e pelas mudancas comportamentais,egueem 0 sucesso
reprodutivo e a sobrevivéncia (Wedemeyer, 1996).

O sistema neuroendécrino também apresenta papdariental
na adaptacdo osmorregulatéria dos peixes. O fluzoiahs nas
br&nquias, e consequentemente o fluxo iénico catéio rapidamente
modificados por alteragbes da adrenalina/cortisgietas condi¢des
ambientais (Wedemeyer, 1996; McCormick, 2001; Balkliotto, 2006).
O aumento da circulagdo das catecolaminas aumemanzeabilidade
das branquias, que leva a hemodiluicdo e que redwnlume do
hematdcrito (Wang et al., 2004).

Nas branquias estdo localizadas as células detalogrie
apresentam papel importante na regulacdo osmofas sao
responsaveis pelo transporte dos ion$ &€l da dgua para o sangue
(Wedemeyer, 1996; Marshall e Grosell, 2005). Osngipais
mecanismos de transporte de ions envolvem a borab& Njue cria
um ambiente favoravel a entrada de’ Ma organismo através de um
cotransportador (N&Hou N&/NH,") ou através de um canal de'Na
Estes sistemas de cotransporte permitem que o pbb@va N& ao
mesmo tempo elimine um metabdlito (amdnia, ;Ndu H), o que
auxilia o equilibrio acido-base e a eliminacéo esduos nitrogenados.
O sistema CICO; é responsavel pela absorcdo de €lbomba C&
(Ca™-ATPase) e um cotrasportador M@a* sdo responsaveis pela
absorcéo do Ca (Baldisserotto, 2006). Como os peixes de agua doce
produzem urina abundante e extremamente diluiés, gbssuem um
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rim especializado para a reabsorcao de ions, sgnelm excesso de
agua no organismo € eliminado por osmose atravésbdinquias
(Marshall e Grosell, 2005). Desta maneira, o trartspmonovalente de
ions da agua para o sangue ajuda a manter a haseoatravés da
reposicao dos ions que foram perdidos para o ataebien

Os peixes, como todos 0s organismos aerébicosssitna do
oxigénio molecular para o0s processos metabdliceaisvida vida
aerdbica (Martinez-Alvarez et al., 2005). O destimwmal da maior
parte do oxigénio molecular consumido pelos aningis reducgéo
tetravalente da agua, acoplada a oxidacéo dosrabspara a producdo
de energia (Livingstone, 2001). A reducdo compdietanxigénio ocorre
ao nivel mitocondrial e produz metabdlitos interfdgds reativos,
chamados de espécies reativas de oxigénio (RO8pmétcies reativas
do metabolismo do oxigénio (ERMO) (Olszewer, 19BEga et al.,
1996; Ferreira e Matsubara, 1997; Martinez-Alvateal., 2005).

A principal caracteristica das ROS é a formacaoradicais
livres. Os radicais livres sdo 4tomos, ions ou oulés com um elétron
nao pareado na Orbita externa que apresentam edtividade e
tendéncia a se ligar a um elétron ndo pareadomajd¢omportando-se
como receptores (oxidantes) ou como doadores (nex)tde elétrons
(Olszewer, 1995; Fraga et al., 1996; Martinez-fdzeet al., 2005). As
ERMO englobam os radicais livres e também os métabd@ue néo
apresentam elétrons desemparelhados na Ultima ealffsireira e
Matsubara, 1997). Apesar desta diferenca, a maide a literatura
utiliza o termo ROS indistintamente e, portantosteecontexto estéo
incluidos os intermediarios que ndo possuem ektiompares néo
pareados, como por exemplo, o peréxido de hidrog@tiO,). Estes
intermediarios, mesmo ndo apresentando radicale, liypossuem
atividade oxidante e capacidade de difusdo queifgemtlassifica-los
entre as diversas espécies de oxigénio as quasnpem os radicais
livres.

As ROS séo produzidas pela reagcéo entre oxigénioléculas
oxidaveis (Olszewer, 1995; Fraga et al., 1996; MartAlvarez et al.,
2005) ou pelo aumento da producédo do estressetirigeoduzido por
poluentes ambientais, originados pelo acumulo déabmétos ou
produtos toxicos (Sevgiler et al., 2004; Ahmad |gt2000). No grupo
dos radicais livres esté@o incluidos o radical ardaperéxido (@), o
radical hidroxila (OB), o radical peroxila (R®), o radical alcoxila (RO
) e a hidroperoxila (H®). O grupo sem radical inclui o peréxido de
hidrogénio (HO,), o &cido hipocloroso (HOCI), o oxigénio singl&d)

e o peroxinitrito (ONOQ, sendo que este ultimo é conhecido como
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espécie reativa de nitrogénio (RNS) (Halliwell aitt€ridge, 1999). No
processo de reducdo do oxigénio as principais R@8upidas sdo o
0., H,O, e 0 OH (Fraga et al., 1996; Livingstone, 2001; Martinez-
Alvarez et al., 2005).

A reatividade e as propriedades nos diferentes R@%&m
consideravelmente, sendo que @ @ o HO, sédo considerados
particularmente reativos em meio aquoso, mas oédhbktantaneamente
reativo com toda molécula orgénica, e por issonsiderada altamente
prejudicial aos organismos (Livingstone, 2001). iducdo de ROS
esta inter-relacionada, pois @ @ instavel no meio aquoso, podendo
dismutar-se espontaneamente produzind®,H oxigénio molecular
(2H" +2 O, — H,0,+ O,). O O, pode interagir com o 4@, através da
Reacdo de Fenton e Haber Weiss (Anexo |) que éndepte da
presenca de um catalisador redox (metais de témaigetais quelantes
ou hemoproteinas) e formar Ofllivingstone, 2001; Olszewer, 1995).

Estes radicais podem alterar o equilibrio metabdlios tecidos,
sendo que a periculosidade dg €side no fato dele ser precursor do
H,0,. O H,0, pode induzir a altera¢cdes cromossémicas e podmgit
com o Q e formar OH, extremamente reativo (Olszewer, 1995). A
interacdo do OHcom a membrana lipidica determina o inicio de uma
reacdo em cadeia de radicais, causando oxidadéicdip alterando a
organizacdo da membrana (Fraga et al.,, 1996), feéntedo na
semipermeabilidade celular e no funcionamento dasbhs ibnicas
(Olszewer, 1995).

Os organismos aerobicos apresentam defesas aatiteddpara
se proteger das ROS e neutralizar os seus efategdos, retardando
ou inibindo a oxidacdo e mantendo o equilibrioe processos pro-
antioxidantes e antioxidantes (Fraga et al., 18@dijwell e Gutteridge,
1999; Ahmad et al., 2000; Livingstone, 2001). Eguatas espécies de
peixes as enzimas superoxido dismutase (SOD),asetdlCAT), e as
enzimas dependentes da glutationa - glutationaxpEse (GPX) e
glutationa reduzida (GR) - apresentam funcdo aidf@mte (Rudneva,
1997; Martinez-Alvarez et al., 2005), assim comeitsninas C, E e K
e alguns aminoéacidos (Martinez-Alvarez et al., 2005

As trés principais enzimas que previnem a formalgd&®0S sao
a SOD, a CAT e a GPx (Fraga et al.,, 1996). A SOlxlisa a
dismutacdo @ em HO, e G, a GPx reduz o ¥, a agua e a CAT
decompbe o bD, em agua e © Apesar da GR ndo ser citada como
uma das principais enzimas da defesa antioxiddate® emportante,
porque catalisa a reducdo da glutationa oxidada parmglutationa
reduzida. Os fatores bioticos e abibticos, comadade, a posicdo
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filogenética, 0 comportamento alimentar, a conegdin do oxigénio
dissolvido, a temperatura, a presenca de xenob@tiontaminantes e
os fatores endégenos influenciam as defesas ataiatas (Livingstone,
2001; Martinez-Alvarez et al., 2005). O desequiditemtre a formac&o
de ROS/RNS e a producédo de defesas antioxidanéesroa condigdo
conhecida como estresse oxidativo, que surge quacmioe a reducao
das defesas antioxidantes ou quando h& aumentorathigho de

ROS/RNS ou ambos (Halliwell e Gutteridge, 1999).a(o os

distdrbios favorecem a formacdo de ROS/RNS formarsa condi¢éo
perigosa para 0 organismo, pois esses composteseapam grande
potencial de dano.

Apesar dos estudos realizados e da quantidaddicaging de
informacdes produzidas tanto em laboratério quantaivel de campo,
¢ limitado o conhecimento sobre a regulacéo dtsnsés antioxidantes,
bem como a relacdo entre o estresse oxidativopersgds e o bem-estar
em organismos aquaticos.

As respostas das enzimas antioxidantes variamatda@acom as
espécies, de acordo com as enzimas e de acordooctipo de
contaminantes (Livingstone, 2001). Analisando-sterentes grupos
animais, como cobras, sapos, larvas de insetoas fectartarugas em
ambiente de anoxia/hipoxia, verifica-se o aumerdaoatividade das
principais enzimas antioxidantes, bem como dassdef@nzimaticas
secundarias e/ou os niveis de glutationa, sendoegtas respostas
parecem ser produto das adaptacdes evolutivas daos s grupos
(Hermes-Lima e Zenteno-Savin, 2002).

O conhecimento basico da fisiologia da respostestesse, e as
alteracbes ambientais para as quais os peixes pediaptar esta
resposta sdo informacgdes muito importantes. Elt#n esssociadas a
salde geral dos peixes e podem contribuir pardifidan condicdes de
cultivo estressantes. A partir destas informacdpsssivel desenvolver
métodos para mitigar os efeitos adversos a salde pdixes em
condi¢des de cultivo (Wedemeyer, 1996; Lima et28l06).

A quantificagdo dos niveis de estresse em peixae Eer
avaliada através da determinacdo de pardmetros tdiégieos,
fisiologicos e bioquimicos (Tavares-Dias et al.020Baldisserotto,
2006).

Os principais parametros hematologicos analisadas n
guantificagdo dos niveis de estresse sdo o hentat@hemoglobina, a
hemoglobina corpuscular média, o volume corpuscutgdio, 0s
eritrécitos, os leucécitos, os trombdcitos, os noitog, os linfocitos, os
neutréfilos, os eosindfilos, as células granuloa#fi especiais, a
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metahemoglobina e o tempo de coagulacdo. Os paiscarametros
fisiologicos sdo a glicose, o lactato, o glicogénis lipidios, os

triglicerideos, o colesterol, os acidos graxosebyras proteinas, os
aminodcidos, a contracdo de amdnia e as conceesra@dicas, sendo
os ions de cloreto, 0 sddio, o potassio, o clommagnésio e o calcio os
principais. Os principais parametros enzimatico® &% enzimas
aspartato aminotransferase, fosfoenolpiruvato cagbmase, piruvato

quinase hepatica, lactato desidrogenase e a lisogne hormonal

(Kjartansson et al., 1988; Barcellos et al., 200ayan et al., 1997;

Wagner et al., 1997; Urbinati e Carneiro, 2001;n@a&o e Urbinati,

2001b; Tavares-Dias et al., 2001; Martins et &022004; Gomes et
al., 2003; Ruane e Komen, 2003; Martinez et alQ420Rocha et al.,

2004; Fagundes e Urbinati, 2008; Van de Nieuwegiess al., 2008).

Os principais tecidos utilizados nas andlises sdsanguineo, o

plasmatico, o branquial, o hepatico e o muscular.

O estudo com peixes nativos do Brasil tem aumentarab
Gltimos anos devido ao crescente interesse pelvaulessas espécies
(Crescéncio, 2005), como o doura&alminus brasiliensisO dourado
pertence a familia Characidae e a ordem Chara@foroa classe
Actinopterygii, apresenta coloracdo amarelo-dourada corpo e
nadadeiras alaranjadas. Seus exemplares sdo pdges & sofrem
grande estresse com o manejo, podendo morrer quapdorados em
malhadeiras ou mesmo pelo anzol (Meurer et al.3R00 dourado
apresenta ampla distribuicdo geogréfica, sendon¢racto nas bacias
dos rios Parana, Paraguai, Uruguai, Alto rio Ch@apar Mamoré
(Bolivia), e nas bacias ligadas ao sistema lagdaatagoa dos Patos
(Froesy e Pauly, 2005). E um peixe reofilico, qadita ambientes
I6ticos e que possui carne saborosa e caractasistieais para a pesca
esportiva (Barbosa e Zaniboni-Filho, 1990). Atuaiteena interesse por
esta espécie ndo apenas pelo seu potencial paiscieulura, mas
também pela preocupacdo que existe quanto a susergagdo em
ambientes naturais, em funcéo da degradacéo duabitat e do grande
apelo social despertado, principalmente entre asnuomades
ribeirinhas de sua éarea de distribuicdo (Weingarn&aniboni-Filho,
2005).

S. brasiliensisapresenta a cavidade bucal e o tubo digestivo
adaptados a predacdo (habito alimentar carnivatiofago). As
caracteristicas da cavidade bucofaringeana, acdentiral e faringeana,
0s rastros branquiais e o tubo digestivo (es6fagtimago, intestino
médio e posterior - mucosa e pregas longitudiresfincter e cecos
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pilérico) apresentam estruturas semelhantes a imaiados
Characiformes ictiéfagos (Rodrigues e Menin, 2QT&)8).

Estudos foram desenvolvidos c@nbrasiliensicoletados no rio
Mogi Guacu/SP, no alto rio Parand e na area daéinfia do
reservatério do Lago Manso/MT. Neles foi observapge o habito
alimentar da espécie, nas trés &reas estudadas, destamente
relacionado com a disponibilidade de presas e copiugosidade,
ocorrendo variacdes estacionais e espaciais na (liez-Agostinho,
2008; Esteves e Lobo, 2001; Almeida et al., 198If).alto rio Parana
foi realizado um estudo de simulagédo do rendimeptorecrutamento,
com o objetivo de rever a regulamentacdo de pessatas conservar 0s
estoques naturais da espécie (Feitosa et al., .2004)

Na area de influéncia do reservatorio do Lago Mégofoi
avaliada a situacdo do equilibrio populacional tineslas a idade, o
crescimento e a determinacdo da maturacdo das agreaghartir de
anéis de crescimento presentes nas escamas (Batlakey 2001; 2004).
Também foi determinada a variacdo da concentragdrgética
muscular em diferentes estagios de desenvolvingoriadal (Espinola
et al., 2008) e o acumulo temporal de mercuriotaocglos (Hylander,
et al., 2006; Tuomola et al., 2008). Exemplare®taolos neste local
apresentaram alteracdes histopatologicas hepatmasadas por um
nematdideNeocucullanus neocullany¥eiga, 2009). Na regido central
do Pantanal mato-grossense 0s exemplares apresentarparasita
(Myxobolus salmingsas suas branquias (Adriano et al., 2009).

No alto rio UruguaiS. brasiliensisndo apresentou segregacao
sexual, mas foi observado que as fémeas alcanceoamprimento
maior que os machos. O periodo reprodutivo ocargrimavera-verao,
coincidindo com as maiores temperaturas da aguatecedendo o
periodo de chuvas. O estudo histomorfolégico dasad@s sugere
desova total. Apesar da construcdo de duas basagenalto rio
Uruguai (Ith e Machadinho), h4 atividade reprodutia espécie na area
de abrangéncia dos empreendimentos, mas ndo @stdipara garantir
a sobrevivéncia da espécie na regiao (Machado)2003

Os dados disponiveis sobre o crescimento em candigh
cativeiro revelaram qu8. brasiliensisapresenta maior crescimento na
fase inicial de cultivo, principalmente no primeimdmestre de vida,
guando atinge peso médio de 267g e comprimentd det211 mm
(Barbosa e Zaniboni-Filho, 1990). Os alevinos egfos em viveiros de
terra na densidade de 0,67 peixe€, rem dois locais diferentes,
apresentaram ganho de peso diario reduzido (02619 e altas taxas
de conversdo alimentar altas (3,52 e 3,82) (Frashlet al., 2004).
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Avaliando-se diferentes densidades de estocagem ccatjetivo de
reduzir o canibalismo em alevinos (5,68 + 0.47g)adhor resultado foi
obtido na densidade de 115 peixes (Wachado, 2004). Entretanto, em
juvenis (106,57 + 26,47 g) dessa mesma espécidermsdades de 55,
85, 115 e 140 peixes tmao influenciaram o desempenho dos peixes
cultivados em sistema intensivo de producao (Dagtikal., 2006).

Estudos da fase larval indicaram dhiebrasiliensisesgota o saco
vitelinico no terceiro dia, periodo em que as larfleam dispersas na
coluna de 4gua, sem se agrupar no fundo da estrdgucultivo (Santos
e Godinho, 2002). Ap6s a eclosdo, Vega-Orellanaalet (2006)
demonstraram a importancia do fornecimento de aliosevivos, como
larvas deProchilodus lineatussendo que as de menor tamanho séo as
mais indicadas (Bernal Sanchez, 2006). A prefeaéatimentar por
alimentos vivos é pelo grupos dos claddceros, dagde aos demais
grupos zooplanctdnicos (Mai, 2004), sendo que ajéimto dia apods a
ecloséo sédo consumidores generalistas, com teadérss especializar
em alguns itens (Ribeiro, 2005; Ribeiro e Nufief&).

Por apresentar habito alimentar carnivoro, a baseeaixes e
crustaceos (Froesy e Pauly, 2005) é uma espéciexige altos niveis
de proteina nas dietas (Borghetti, 1990). Recomeada inclusao de
pelo menos 58% de proteina bruta na formulacadetasdpbara alevinos
(0,75 g e 3,18 @), para racdo com concentracaqé&ita de 4.376
kcal/lkg (Teixeira, 2006). Na formulacédo das ragim= esta espécie, a
farinha de peixe pode ser substituida, parcialmemt¢a farinha de
viscera de frango, farelo de soja e farinha deeglédte milho (Borghesi
et al., 2008).

A alimentacdo com alimentos formulados deve sereftida de
forma gradual, apos o quinto dia, pois neste perméstdmago ainda
nao é funcional (Vega-Orellana et al.,, 2006). Adeise 0 sistema
mecanorreceptor estdo envolvidos na captura dasagpréBernal
Sanchez, 2006) e, sendo assim, ambientes contamsiradn produtos
guimicos, como componentes do 6leo bruto, que gicgim a visdo da
espécie, interferem na atividade de forrageameasolatvas e podem
afetar o recrutamento da espécie em ambiente hé@aeavalho et al.,
2008).

Experimentos de cultivo em tanques-rede revelanaeracespécie
apresenta sobrevivéncia e crescimento semelhaatedqunantida em
densidades entre 10 e 30 peixé$ em tanques circulares ou quadrados
(Beux et al., 2008). Estes autores observaram n@gscimento e
sobrevivéncia quando os peixes foram cultivadogamues de maior
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volume (8 versusAm®) e submetidos a manuseio reduzido (a cada 180
diasversusa cada 60 dias).

O cultivo de larvas desta espécie em tanquesnagateve ser
realizado ap6s um periodo minimo de quatro diasladécultura
intensiva em condi¢cBes controladas (Mai, 2004; &daniboni-Filho,
2005). O canibalismo, apesar de ser um comportanoamacteristico da
espécie em laboratério, ndo foi registrado por iRIb€2005) em
viveiros de terra (810 Mm900 nf e 1480 rf) estocados com larvas na
densidade de 30 pés-larva.m

Estudos indicam que o fotoperiodo, associado ao tip
alimento também interfere no desenvolvimento das$ade dourado.
H& aumento no canibalismo e reducdo na sobrevavétas pos-larvas
alimentadas com nauplios de artémia cultivados koninosidade de
24 horas, com 14 horas de luz e 10 horas de e8ougitha auséncia de
luz. Porém, fornecendo larvas forrageiras como ebm o melhor
crescimento foi observado na auséncia de luz (8cB003; Schitz e
Nufier, 2007).

Algumas caracteristicas do metabolismo foram edasglaesta
espécie. Os estudos indicaram que o tempo de em@gulanguinea
varia de 56 a 472 segundos e o valor médio do Ildentat € 40,5 +
1,7% (Ranzani-Paiva et al., 2000). A concentragdal (Cky) para o
oxigénio dissolvido (OD) varia de 0,66 a 0,75 niyjde OD, com 24 e
96 h, respectivamente. Neste mesmo periodogsap@ta aménia nao
ionizada (NH) variou de 1,89 a 1,83 mg NH.' (Gazzola, 2003).
Neste estudo verificou-se que o melhor cresciménitambtido com
concentracdo de Njem torno de 0,0014 mg NI-EL'1 e valores de OD
acima de 5,04 mg'L S. brasiliensis® uma espécie muito suscetivel a
combinacao de elevada concentracdo de amdnia daendmncentracéo
de OD, apresentando melhor desempenho em cresoicamtelevados
valores de OD (Serafini, 2005). A exposicao cromic¢dH; (0,13; 0,24 e
0,46 mg NH L™) nao influenciou o indice hepatossomatico e anéts
alterou a atividade das aminotransferases plasasatindicando que o
dourado atinge uma nova homeostase na concenulacd@6 mg Nkl
L™ (Streit, 2006). Em relacdo & formagédo de &cidtcid@ espécie é
considerada "néo liberadora" de lactato (Moraed.e2004). O lactato
no sangue de salmonideos ap6s natagdo intensa taumena
concentracdo por 8-10 vezes, quando comparadacatfigh (Milligan
& Girard, 1993). Esta concentracdo representa 1(®6% do lactato
total, o que classifica esta espécie como "libaeddde lactato (Wood
& Perry, 1985 apud Moraes et al., 2004), em cot@grasm 0s "ndo
liberadores", com®leuronectes platesda (Wardle, 1978).
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Também foram desenvolvidos estudos avaliando métazlo
tecnologias para manter e aumentar a diversidatiga desta espécie.
Foram desenvolvidas técnicas para o melhoramentancizbacao,
maximizagdo do uso de machos, avaliagdo da quelidadesperma
(motilidade, concentracdo e vigor espermatico)adade fertilizacao,
patologias e criopreservacgdo (Viveiros e Godinl@92 Streit Jr., 2008;
Carolsfeld et al., 2003). As andlises do DNA deeesptozdides de
Salminus e Brycon sugerem que as subfamilias tém uma origem
monofilética (Verissimo-Silveira et al., 2006).

Todos estes estudos contribuem para a determinagdo
condicbes adequadas para cultivo de peixes. Nontentanuitas
informacdes estdo ainda incompletas ou indispagivei

Deste modo o presente estudo teve por objetivoiaaval
crescimento e as respostas fisioldgicas relacicnadaestresse e as
respostas ao estresse secundario de alevinos ceddaubmetidos aos
agentes estressores densidade e manuseio periddico.
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Resumo

O douradoSalminus brasiliensi®¢ uma espécie de peixe de agua doce
encontrada nos rios da América do Sul e que apeegpatencial para
ser criado comercialmente. Considerando que adkeside estocagem

e 0 manuseio sdo conhecidos agentes estressoceinginode peixes
estudou-se o efeito combinado da densidade deagstoc (30, 150 e
300 peixes i) e do manuseio no crescimento, bem como nas taspos
fisiolégicas e bioquimicas de alevinos $lebrasiliensisOs parametros
mensurados foram: comprimento padrdo e peso, heritatdo sangue
(Ht) e hemoglobina ([Hb]), glicose e lactato, atadles das enzimas
hepatica antioxidantes glutationa peroxidase (G§lfationa redutase
(GR), glutationa-S-transferase (GST), catalase (CA€ as
concentracdes de NaK*, CI e C&" no plasma e nas branquias de
alevinos deS. brasiliensis As coletas de material bioldgico foram
realizadas a cada 20 dias até o final do experonerts 80 dias. Os
alevinos deS. brasiliensiglos tratamentos sem manuseio apresentaram
crescimento reduzido com o aumento da densidadecdfrmaste, 0os
peixes com manuseio apresentaram um crescimengolenéd em todas
as densidades, sugerindo que o efeito do manusieinaior do que o
efeito da densidade de estocagem. As enzimasaetatas ao estresse
oxidativo foram influenciados pelo manuseio, indida que o estresse é
um modulador importante da resposta antioxidants. defesas
antioxidantes foram influenciadas negativament® peanuseio, mas
pouco influenciada pela densidade de estocagem8@akas, a [Hb], a
atividade enzimatica da GR, GST, CAT e GPx no figad as
concentracdes de NaCl nas branquias foram maiores nos peixes que
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nao tinham sido manuseados, em contraste com emoacdo de
glicose, que foi maior nos peixes manuseados. Nenem a atividade
da GPx foi influenciado pela densidade de estocages tratamentos
com manuseio. O Ht e as concentracbes de lactafo,KN, CI e de
Ce* plasmatico ndo foram influenciados pelos fatoregressores
manuseio/densidade de estocagem. O crescimerfo lasiliensidoi
afetado negativamente pelo estresse causado petdiéficia de
manuseio.

Palavras-chave: estresse, defesas antioxidantss hiematologia
1. Introducéo

As respostas bioquimicas dos organismos diantestiimdos
agressivos ou ameagadores causadores de estressmiséladas pelos
sistemas nervoso e enddcrino que modificam as coeslifisioldégicas
dos peixes para manter a sua homeostase corpatals Eespostas
apresentam um limite de tolerdncia, que depende edpécie
considerada, do tipo e da intensidade do agemn&ssst e do tempo que
0 organismo permanece sob o seu efeito (Moraesreéns|a2004). Na
fase inicial essas respostas sdo chamadas detadepta sua funcdo é
contribuir para a superacdo do efeito dos distéretressores para a
recuperacdo da homeostase. Elas podem ainda sseifickalas como
primarias quando produzem mudancas enddcrinas, aagteracéo das
concentracdes das catecolaminas e dos corticalgsr@u secundarias,
quando produzem mudangas nas caracteristicas oreaeis ao
metabolismo, no balanco hidromineral, cardiovascelaespiratorio, e
nas fun¢des imunoldgicas (Barton, 2002).

O estresse pode causar alteracbes de alguns paEmet
hematoldgicos, como o nimero de células vermellras@ncentracao
de hemoglobina, que podem aumentar, propiciandernmigenacao
do sangue (Aota et al., 1990) e elevando o suptonde energia aos
tecidos (Urbinati e Carneiro, 2004). O estresgghéam causa aumento
da liberacdo de catecolaminas e coeticosteréidegyueo aumenta a
pressdo sanguinea e promove vasodilatacdo nasuladneg que
aumenta o fluxo de sangue para as lamelas e altergo de ions neste
6rgao (Sundin, 1999).

Além disso, o estresse também se manifesta na foxidativa
a partir do acimulo de metabdlitos ou produtosctixique podem
aumentar a producdo de espécies reativas de oxig@hmad et al.,
2000; Sevgiler et al., 2004). Essas espécies, quiupem danos aos
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componentes e as funcgdes celulares, sdo balangeeldagroducado de
antioxidantes, que tém a fungcdo de neutralizar séeitos deletérios
(Ahmad et al., 2000).

As enzimas catalase, superéxido dismutase e asnawzi
dependentes da glutationa, como a glutationa p#ae&j apresentam
funcdo antioxidante (Ahmad et al., 2000; Sevgitetle 2004), inclusive
nos peixes (Rudneva, 1997). As defesas antioxidaréie-enzimaticas,
tais como as vitaminas C, E e K, e alguns peptidghgationa) e
aminoacidos, também sdo importantes na interceptagd na
neutralizacdo das espécies reativas de oxigénidifMa-Alvarez et al.,
2005).

Algumas estratégias e procedimentos comuns naaratan
piscicultura, como a variacdo na densidade de &gtoc e 0 manuseio
podem causar estresse aos peixes. A densidadetat=agesn esta
diretamente ligada ao conforto dos animais e aypnddade do cultivo,
podendo vir a ser um fator determinante no rendimenondmico da
producdo. A densidade ideal é aquela que nado paoveducéo
substancial nas taxas de crescimento e na qualatabental (Van de
Nieuwegiessen et al.,, 2008). Segundo Chatterjeal.et(2006), a
densidade tem efeito marcante no metabolismo, escicnento e no
estresse associado ao cativeiro, sendo que suacaa@rié espécie-
especifica. Outro fator estressor na criacdo deeped 0 manuseio dos
animais, que envolve a perseguicdo, a capturaxpasiedo dos peixes
ao ar (Urbinati e Carneiro, 2004).

Apesar da importancia da identificacdo e o contidolestresse
para assegurar o bem-estar e crescimento de @gixeativeiro, poucos
séo os estudos avaliando esses problemas com ésesspativas na
América do Sul (Rocha et al., 2004; Brandao e2aDg).

Desse modo o presente estudo teve por objetivoaaval
crescimento, as respostas fisiolégicas e as defastiexidantes de
juvenis deS. brasiliensisquando expostos aos agentes estressores
densidade de estocagem e manuseio.

2. Materiais e métodos

2.1. Animais e agentes estressores

Os alevinos de douradoS.( brasiliensis utilizados no
experimento foram obtidos de desovas induzidasegeodutores
selvagens coletados na natureza, na bacia daalisuguai.

Os agentes estressores testados foram a densidade d
estocagem e 0 manuseio, que consistiu na perseguigftura e
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exposicao dos peixes ao ar por um periodo de Itada20 dias por
um periodo de 80 dias.

2.2. Desenho experimental

Os fatores densidades de estocagem e manuseio ixis pe
foram usados num modelo fatorial distribuido em detineamento
casualizado, com trés repeticdes. As densidade$580e 300 M sdo
equivalentes a 0.24, 1.17 e 1.70 K§ nos tratamentos com manuseio e
0.18, 0.94 e 2.28 kg mos tratamentos sem manuseio. O experimento
foi conduzido pelo periodo de 80 dias em tanques capacidade de
1000 litros, ligados a um sistema de recirculac&o ajua com
temperatura constante (25.6 + 1.7°C), aeragcdonuand filtro mecéanico
e biolégico, com exposicao a fotoperiodo controladoregime 12:12
horas de luz e escuro. Os peixes foram alimenteolosracéo comercial
extrusada contendo 42 % de proteina bruta, ofexrethids vezes ao dia
até a saciedade aparente.

Semanalmente foram monitoradas as concentragbes de
oxigénio dissolvido, de ambnia total (Koroleff, B3& ndo-ionizada,
a temperatura e o pH da agua (multiparametro HAGHe
apresentaram, respectivamente, 0s seguintes vatogghos £
desvio padrdo): 6.84:(0.75), 0.14£ 0.1) e 0.00064 0.00) mg L%
25.6 ¢1.8) °C e 6.940.2).

2.3. Sobrevivéncia e crescimento

Foram avaliadas a sobrevivéncia (%) e o crescimento
através do peso médio final (g), média de compricmpadrao (cm),
biomassa final (kg) ([soma do peso de cada peixéliacnimero
80/final de peixe] * numero inicial de peixes), somo de racdo
alimentar diaria (total fornecido / nimero de diaémero de peixes)
e taxa de converséo alimentar (racéo total formecjdiomassa final
- biomassa inicial]). Nos peixes com manuseio, risamo alimentar
diario e conversdo alimentar foram estimados a @@laias e
calculada uma média Unica.

2.4. Parametros fisioldgicos e bioquimicos

As coletas de material biolégico nos tratamentes owanuseio
foram periédicas, a cada 20 dias até os 80 diads Aysta pratica, o
volume de agua nos tanques foi reduzido, manteaddeasidades de
estocagem dentro dos niveis avaliados. Nos tratasyeem manuseio a
coleta foi realizada aos 80 dias. O material cdtettoi utilizado na
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andlise dos diversos parametros hematoldgicosmétizds e idnicos.
Foi coletado material biol6gico de nove individyms tratamento. A
agua amostrada foi coletada a partir do meio daneotle 4gua a cada
20 dias, nos tanques com manuseio, antes do marege 80 dias nos
tanques sem manuseio.

O sangue foi obtido a partir do puncionamento da waudal,
com seringa heparinizada (Heparin-Cristalia, S”iBraendo o0 mesmo
armazenado em microtubos de 1,5 ml, acondicionadogelo picado.
Uma aliquota do sangue foi utilizada nas analisebainatdcrito e da
hemoglobina. Outra aliquota foi centrifugada (3Ra§5 minutos) para
a obtencdo do plasma e estocado em geladeira pasmdises de
glicose e lactato. Posteriormente foi conservadondrogénio liquido
para a andlise da concentracéo dos foris Ka CI e C&". Os tecidos
hepético e branquial também foram conservados gwgénio liquido.
O tecido hepatico foi lavado com solucdo NaCl 0@®%tilizado nas
andlises das enzimas antioxidantes glutationa kre glutationa
redutase, glutationa S-transferase e catalase.ci@otdranquial foi
utilizado nas andlises dos fons *NK*, CI e C&". O sangue foi
centrifugado por 5 minutos em tubos capilares eroraoéntrifuga
(EVLAB, PR/Brasil) para a obtencdo do hematocritdt).( A
concentracdo de hemoglobina ([Hb]) foi determinpeéo método da
cianometahemoglobina (Van Kampen e Zijlsta, 196¥)de foram
diluidos 20 ul de sangue em 1.0 ml da solucéo Dmaduktes da leitura
fotométrica em 540 nm.

A glicose e o lactato foram determinados com késadalise
da Biotécnica (Varginha, MG/Brasil) e Kovalente ¢S&oncalo,
RJ/Brasil), respectivamente, seguindo as instrugassfabricantes. A
concentracdo de ions @lo plasma e nas branquias foi determinada de
acordo com Zall et al. (1956) e as concentracddsaleK’ e C&* em
fotbmetro de chama (Micronal B260, SP/Brasil). @scpdimentos
foram similares para a andlise no plasma e nagjbids) exceto a
adicdo do acido nitrico 2N na proporcdo de 3 ml gpate tecido ao
tecido branquial. Este material foi incubado a 7@4t 48 horas em
estufa e o sobrenadante foi retirado para as esali®s dados da
glicose aos 20 dias e dos ions €INd aos 60 dias ndo estio
disponiveis devido a problemas técnicos.

Nas andlises enzimaticas, 100 mg do tecido hep#ticm
homogeneizados com 1 ml de Tampdo HEPES 20 mM gHe7.
centrifugado (20000 x g/20 minutos, 4 °C). O sobdamte foi retirado
para as analises enzimaticas (glutationa peroxidghéationa S-
transferase, glutationa redutase e catalase) gam fdeterminadas pelos
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métodos descritos por Wendel (1981), Habig et1#181), Carlberg e
Mannervik (1985) e Aebi (1984), respectivamentestReadamente, a
atividade da GPx foi mensurada através da medigiccahsumo
inespecifico de NADPH a 340 nm ao longo do temp@of@sumo néo-
especifico de NADPH foi subtraido da variagdo dsogifincia e os
dados padronizados pela concentracdo de protaindo £xpressa em
nmol/min/mg de proteina. A atividade da GST foi sweada da mesma
forma e as taxas de conjugacdo espontanea entreeGSHNB foi
subtraida do delta de absorbancia obtido e os daaltrenizados pela
concentracdo de proteina, sendo expressa em nmlighde proteina.
A atividade da GR também foi medida pelo monitonaimelo consumo
de NADPH a 340 nm, padronizado pelo teor de prateirexpresso
nmol/min/mg de proteina. A atividade da CAT foi rmerada utilizando
um meio de reacao contendo KPi 0.05 M, pH 7 H.O0mM e Triton
X100 0.01%. Apds 45 segundos, a variacao da alemaidi determinada
a 240 nm para medir o consumgdd. O consumo inespecifico de®
foi subtraido do delta de absorbéncia obtido, padaclo com o teor de
proteina e expresso nmol/min/mg de proteina.

A concentracdo de proteinas foi quantificado peédodio de
Bradford (1976) usando-se albumina de soro bovamasocpadrao.

2.5. Analise estatistica

As variaveis de crescimento, bioquimicas e fisiigiég foram
avaliadas pela analise de regressao (Zar, 1996jyvabde significancia
de 5,0%. Na comparagdo das regressbes nas diferensidades de
estocagem com as diferentes variaveis, foi aplicadanalise de
covariancia (Zar, 1996).

3. Resultados

Ao final de 80 dias o peso final dos peixes foirigadamente
maior nos grupos sem manuseio, sendo que o0 peso ohesl peixes
desse grupo foi sempre superior aos do grupo comuse# para todas
as densidades avaliadas. O peso final foi ligeirdenmfluenciado pela
densidade de estocagem no grupo tratado com maneseuanto nos
peixes sem manuseio houve uma acentuada reduc@esgdocom o
aumento da densidade (Fig. 1A). O comprimento @adrd consumo
alimentar diario aparente diminuiram com o aumelatalensidade nos
tratamentos, independentemente do manuseio peari@ig. 1B e 1C),
sendo que os maiores valores foram encontradosuséneia de
manuseio. A biomassa final foi sempre mais elevaalayrupo sem
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manuseio, no entanto, ao contrario dos outros pErés) 0 aumento da
biomassa foi correlacionado com o aumento da dadsi@Fig. 1D). A
conversdo alimentar foi marcadamente maior nosogreapm manuseio,
entretanto este pardmetro ndo sofreu influéncedaidade (Fig. 1E).

Nao houve mortalidade nas densidades 30 e 1505peri§e
enquanto que na densidade 300 peixed an sobrevivéncia foi
ligeiramente afetada (97,2 % com manuseio e 93¢tfrorsanuseio).

Nos peixes com manuseio a atividades iniciais deeGEST
(Fig. 2A e 2B) foram alta aos 20 dias e diminuiasticamente ao
longo do tempo. Para estas duas variaveis, a nfla&la densidade foi
observada apenas no dia 20. A GPx mostrou o paojpasto de
atividade, como atividade inicial foi baixa ao @@ aumentando até o
dia 60, periodo em que nao foi observada a infiaéthe densidade de
estocagem (Fig. 2C). Os niveis de glicose foranoreainos dias 40 e
60 em relacdo ao dia 80, mas foi observada a imflaéda densidade
sobre esta variavel (Fig. 2D). A concentracdo dendgytobina
apresentou ligeira variagdo com o aumento da damsicem todas as
coletas (Fig. 2E) e uma tendéncia de aumento agolao tempo,
similar ao hematocrito (Fig. 2F). A concentracadadeato (Fig. 2G) e
atividade de catalase (Fig. 2H) apresentaram \&lateernando ao
longo do tempo, sendo que a densidade apreserflo@nicia mais
acentuada no lactato.

As concentragfes de ions na agua e nas branquegsedes
apresentaram variacdo temporal. As concentracdesade CI nas
branquias (Fig. 3A e 3B) aumentaram ao longo d@termnquanto que
na agua os ions apresentaram o padrdo oposto3Eig 3D). As
concentracdes de K nas branquias foram reduzidas até dia 60,
aumentando posteriormente (Fig. 3E), mostrando faéimcia da
densidade ao longo do tempo. As concentragdes den@s branquias
(Fig. 3F) aumentaram ao longo do tempo. Para desss a baixas
concentracdes registradas na agua até o dia 40@astmt com o
aumento marcante no dia 60, e as concentragbesapersram
elevados até o dia 80 para as densidades de 30 miFig. 3G e
3H).

O manuseio teve um efeito distinto nas respossaddgicas e
bioquimicas enS. brasiliensisuma vez que a atividade hepatica das
enzimas antioxidantes (GR, GPx e GST e CAT), a [Hblas
concentracdes de Nae CI nas branquias foram menores do que em
peixes sem manuseio (Fig. 4A-4C, 4E-4H). A ativeladh GPx
aumentou com a densidade apenas no grupo com n@an{isg. 4C).
As concentracbes de glicose foram diminuindo coraumento da
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densidade de estocagem, mas aos 80 dias esseesvaly foram
afetados pelo manuseio (Fig. 4D).
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Figura 1. Desempenho de alevinos 8elminus brasiliensiscultivados em diferentes
densidades de estocagem na presenca (circulo &cleaduséncia (circulo aberto) de
manuseio aos 80 dias. (A) peso, (B) comprimentagmd(C) consumo alimentar diario
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incial dos peixes cultivados na presenca (+) oérazia do manuseiay. As linhas acima dos
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Figura 2. Parametros fisioldgicos e bioquimicos aevinos de Salminus
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(GR), (B) da glutationa-S-transferase (GST), (Qtationa peroxidase (GPx), (D)
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300 n?. As linhas acima dos simbolos representam o desdciio da média.
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Concentragdes de jons na agua: (C), ) CI, (G) K, (H) C&". Densidade de

estocagem: 30 (x), 1500) e 300 ¢) m> As linhas acima dos simbolos
representam o desvio da média.
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Figura 4. Parametros fisioldgicos e bioquimicos alevinos deSalminus brasiliensis
cultivados em diferentes densidades de estocagsriratamentos com manuseio aos 80 dias.
Atividade da (A) glutationa redutase (GR), (B) glidna-S-transferase (GST), (C) glutationa
peroxidase (GPx), (D) concentracéo da glicose @#se (E) hemoglobina, (F) atividade da
catalase, (G) concentragdo ‘Naranquial e (H) Clbranquial. Letras iguais indicam
significados similares (R 0,05) entre os coeficientes de regressdo de peiXisados na
presenca (circulo fechado) e auséncia (circulot@bede manuseio. As linhas acima dos
simbolos representam o desvio padrao da média.
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Alguns parémetros ndo mostraram qualquer relacda co
fatores de estresse ou com variagdo temporal eanpor séo
representados por sua média geral (Tabela 1).

Tabela 1. Hematdcrito (Ht), hemoglobina ([Hb]) eddeciduais d&alminus brasiliensis da
agua de cultivo. Os valores foram calculados pada b periodo de estudo (20, 40, 60 e 80
dias). A composicao ibnica da agua de cultivo failiada ao final do experimento (80 dias).
Os dados sdo apresentados com as médias + desW@iopa = numero de amostras, M =
peixes manuseados, SM = peixes sem manuseio.

Branquias Plasma Agua
Parametro Manuseio (umol g tecidd) (mmol L) Sangue (mmol LY
(n=50) (n=18)
Periodo Total
Ht (%) M - - 38('22% (;‘)'7)
[Hb] (mM) M - : l’afsg’)g)
Dia 80
Lactato (mmol [) SM - 4’31:&5%)8)
257,9
Na* M, SM - ( 33,6) - 1,2 ¢0,2)
(n=34)
137,0
cr M, SM - ( 39,4) - 1,5 ¢0,02)
(n=34)
K* M, SM 73,0 ¢ 6,7) 7’3}32%9) 02 ¢03)
ca M, SM 31,3 & 3,1) 1’&]:&12’)2) 0,7 & 0,1)
4. Discussao

O crescimento d&. brasiliensidoi influenciado negativamente
pelo manuseio, uma vez que o peso, o comprimeatbie@massa foram
menores nesse grupo de peixes, que também apresdtaaonversao
alimentar. Neste grupo, o0 peso e o comprimentoguaeé@o se alteraram
com a densidade, o que evidenciou que o estressEiado ao
manuseio superou o efeito adverso da densidade. désslicdo pode
também estar relacionada a redugéo do consumadnaens nos peixes
manejados, uma vez que apds 0 manuseio 0S ani@aisamsumiam
alimento pelo periodo de 2-3 dias. O manuseio tambgde quebrar a
organizacdo hierarquica entre os peixes (Barcedibsal.,, 1999),
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causando estresse adicional que pode ser compepsadwrocessos
adaptativos, como a realocacdo da energia (Mometsal, 1999), que
reduz o crescimento.

Nos tratamentos sem manuseio periddico os peixesaparam
crescimento superior, porém o aumento da densickadsu reducdo do
peso, do comprimento e do consumo alimentar didparente, mas
apresentou maior biomassa. Resultado similar astrago em juvenis
de Dicentrarchus labraxnas densidades 80 a 650 (fPapoutsoglou et
al., 1998), Diplodus sargusnas densidades del3 a 396 peixes th
(Papoutsoglou et al., 2006) e para o jurRiEamdia quelercultivado
em tanques-redes nas densidades de 35 a 140 pelX®¥eingartner et
al., 2008). Wang et al. (2000) observaram reducéocdnsumo
alimentar e da taxa de crescimento com o aumentdedaidade em
Lepomissp., indicando que o aumento na atividade e esssrde
interacdo social causaram redugdo do crescimenttensidade mais
baixa, enquanto a reducdo do consumo de alimentedponsavel pela
reducao do crescimento na densidade mais elevada.

A variacdo nas atividades de enzimas antioxiddmegticas em
S. brasiliensigeflete a influéncia do estresse de manejo e pdete
aplicagcdo deste fator estressor. A GR, GST e GiRxpagpel importante
na defesa contra as espécies reativas de oxigéspecialmente os
superoxidos, peroxidos de hidrogénio e radicaigoRith, que sao
radicais intermediarios produzidos no ciclo red®@istewer, 1995;
Ahmad et al., 2000). Quando os niveis de espéeas/as de oxigénio
aumentam, aumenta a atividade das enzimas antit@glpara eliminar
os radicais livres (Di Giulio et al., 1989; Stord@96). A alta atividade
da GST e GR enS®. brasiliensisno dia 20 pode ser uma resposta
fisiolégica do peixe para eliminar os radicais pridos em resposta ao
manuseio. A reducdo da atividade destas enzimdengo do tempo
pode representar uma resposta fisiologica do wgeniaos agentes
estressores manuseio e densidade de estocagem.teAoriEacao
funcional das células é derivada do acumulo de slamadativos
causados pela ndo remocao de intermediarios reatwo lipidios,
proteinas e acidos nucléicos (Martinez-Alvared.e2@05).

A influéncia do agente estressor manuseio na atigdde
enzimas antioxidantes e brasiliensigornou-se mais evidente aos 80
dias, quando as enzimas hepéticas relacionadastesse oxidativo
(GR, GST, CAT e GPx) apresentaram menor atividadgmpo com
manuseio. Isso é uma resposta ao estresse comténuensidade de
estocagem e manuseio, o que pode prejudicar a@adwidas enzimas
antioxidante ou causada pelos danos cumulativosasesnzimas. Os
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estudos sobre residuos industriais, metais pesapesticidas, mostram
que a atividade das enzimas antioxidantes variee ex¢ espécies de
peixes, sendo que a atividade de algumas destasnasnzséo
dependentes no tempo e do agente estressor. Assiificou-se que
Oncorhynchus mykisspresentou reducéo temporal na atividade da GPx
(Miller et al., 2007), enquantGhanna punctatusnostrou um aumento
temporal na atividade da GPx, GST, CAT e GR (Ahmiadl., 2000) e
Oreochromis niloticusndo mostrou nenhuma mudanca temporal na
atividade da GPx e CAT (Sevgiler et al., 2004).

O grupo com manuseio mostrou relagdo positiva emtre
densidade de estocagem e a atividade da GPx, efgtobservado para
as demais enzimas. Esta resposta sugere que otauhaetensidade de
estocagem induz a formagéo de espécies reativaggimio, sendo esta
resposta similar a encontrada por Oliveira et(2008) expondd.iza
aurataa contaminantes quimicos. Esses autores conclujuena GPXx,
associada com a GSH, formam o principal mecaniggadd a primeira
linha de defesa enzimatica contralz Assim, a atividade da GPx em
S. brasiliensigpode ser considerada como uma resposta adapaativa
estresse causado pelo manuseio e/ou pela densigadda.

Outras respostas adaptativas a atividade metatldidisaecidos
contra danos oxidativos sdo as proteinas de choéumeico e a
regulacdo da GRP75 (Bermejo-Nogales et al., 2@8,poderiam ser
utilizadas como ferramentas para a compreensagnggsnismos de
protecdo e defesa causado pelo estresse. O audwemtividade das
enzimas de defesas antioxidantes GPX e CAT tambémbEervado
em eritrécitos de trutas arco-iris, quando expostasarios agentes
estressores (Ozmen et al., 2007).

O aumento da concentracdo de hemoglobina comostaspam
estimulo estressor pode ser decorrente da elevdgamnsumo de
oxigénio, numa tentativa de suprir 0 aumento daathel@ energética
(Nikinmaa et al., 1983). Esta alteracdo é acompdamba hiperglicemia
(Tavares-Dias et al., 2001; Urbinati e Carneir6p2 Carneiro e
Urbinati, 2001), decorrente do aumento da liberag@ccortisol que
induz o incremento da gliconeogénese hepatica (Msennet al.,
1999), estimulando a producéo de glicose (Montesd.€1999). EnS.
brasiliensis as concentra¢gdes de hemoglobina no grupo comsa@nu
e de glicose em ambos 0s grupos apresentaramaelagativa com o
aumento da densidade. A reducdo na [Hb] nas delesidanais
elevadas também foi observada @mncorhynchus clark{338-2.998
peixes 1t Wagner et al.,1997). No entanto, &aimo sala(35-125 kg
m’3; Kjartansson et al., 1988)@. mykisg7,2-38,8 kg i, Martinez et
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al., 1994; 10.800-43.926 peixes’mWagner et al., 1996), a [Hb]
aumentou com o aumento das densidades de estodagieobservada
reducdo na [Hb] e glicose quando submetidos aess&trde captura e
manuseio engparus auratgMontero et al., 1999) €. macropomum
(Tavares-Dias, 2001), sendo que dbicentrarchus labrax(15-45 kg
m>: Di Marco et al., 2008) Elarias gariepinug500-3000 peixes th
Nieuwegiessen et al., 2008) as concentra¢des dasglindo mudaram
nas diferentes densidades.

O presente estudo confirma as conclusbes de estntiErsores,
que sugerem que a resposta da hemoglobina e dseh@ria entre
espécies e de diferentes agentes estressoresS. Eirasiliensis no
entanto, os niveis mais baixos de glicose em peastxados em altas
densidades podem estar relacionados ao estresseocriste efeito
pode ser direto (relacionados ao consumo de glieoseentado) ou
indireto (resultante da menor ingestdo de alimemos dia). Nos
tratamentos com manuseio, 0 aumento da concentdecglicose até o
dia 60 e subsequente reducao sugere uma adapia@sia aesposta
inicial ao tratamento, uma condicdo também obseneadD. labrax
(Di Marco et al., 2008). A presenca de niveis red@sados de [Hb] no
grupo sem manuseio mostra que essa condicdo caodaamento da
producdo de hemoglobina, em comparagdo com osngatas com
manuseio, mas sem interferir no volume de eritn§citirculantes. Em
contraste, enC. macropomumeg estresse reduziu a concentracdo de
hemoglobina e do nimero de hemacias, mas aumenteolume
corpuscular médio (Tavares Dias et al., 2001). Aemalina,
catecolamina produzida durante o estresse, caushago nos
eritrécitos in vivo (Nikinmaa, 1982; Nikinmaa e Huestis, 1984),
aparentemente devido a retencdo déeN@l no ambiente intracelular.
Devido a este aumento na concentracao intracalelaal, a 4gua entra
nos eritrécitos e, conseqiientemente, aumenta $emedRailo et al.,
1985).

As respostas ao estresse agudo e crbnico saoladasgor um
complexo sistema neuro-endécrino, que libera ckptpas
(adrenalina, noroadrenalina) e cortisol (Urbina@ianeiro, 2004), que
estdo relacionados com o controle da regulacaeadad(VcCormick,
2001). Estudos recentes indicam que o cortisol éambesta
relacionado com o transporte de ions em peixegde doce (Evans,
2002). As concentracbes de Na@ o Cl nas branquias dos.
brasiliensiscom manuseio apresentaram menor concentracdo elo qu
nos peixes sem manuseio, condicdo que indica nesitytesse nos
peixes manejados. O estresse aumenta o fluxo deeaas branquias



46

e aumenta a permeabilidade paracelular do epitédisyltando em
perdas ibnicas em peixes de agua doce (PostlethwalticDonald,
1995; Cech et al., 1996). Esta condicgéo foi clardmeegistrada er8.
brasiliensis, pois os alevinos perderam NeCl e K para a agua
através de suas branquias e absorverafi @@ mesmo periodo,
reduzindo este desequilibrio. No entanto, as cdraghes de ions no
plasma ndo séo bons indicadores de estresse ceémiedevinos d&.
brasiliensis pois os tratamentos estudados ndo induziram wgialq
mudanca significativa.

A elevada atividade inicial da GST e GR no dia 8D uma
resposta a producdo de espécies reativas de axig@rquilibrio entre
a glutationa reduzida/oxidada foi mantido pelaidtile elevada da GR.
A diminuicdo da atividade da GPx apés 60 dias tamipéde estar
relacionado ao estresse oxidativo induzido pelasidade ou pelo
estresse de manuseio. As espécies reativas denmxigfo capazes de
inativar as enzimas antioxidantes (Olszewer, 198%gcanismo que
precisa ser investigado. Essa condicdo foi coafilempelo aumento
progressivo dos niveis de ions na agua, que atm@ico maximo aos
60 dias e pode estar relacionada a um fator queotam atividade das
enzimas antioxidantes. Os radicais hidroxila praths se ligam aos
lipidios insaturados, presentes na membrana dagasébranquiais,
causando perturbac@o nos mecanismos relacionaddsrsporte de
fons (bomba N4K*, bomba de célcio, sistema/EICO?. As alteracoes
no equilibrio osmético podem ter contribuido pamaenor crescimento
do S. brasiliensigios tratamentos com manuseio.

Portanto, os resultados deste estudo indicam qoeraiseio
periddico de S. brasiliensis aumenta a atividade de enzimas
antioxidantes GR e GST para combater perdoxidos,soeos radicais
livres menos nocivos. Mais tarde, houve reducadC&ae GST e a
ativacdo simultanea de GPx ao longo do tempo, curaliza o
peréxido de hidrogénio que € mais prejudicial . iMssa atividade
dessas enzimas é dependente do fator estressosei@meudo tempo,
condi¢des que nao foram registrados para a [Hh]ladtato e de ions
Na’, CI, K e C&" no plasma.

5. Conclusbes

O manejo periddico no cultivo d&. brasiliensisafeta a
atividade das enzimas relacionadas com defesagxigatntes e
influencia o efeito da densidade sobre o crescimentsobre as
respostas bioquimicas da espécie. A melhor deresidadestocagem
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para o crescimento d8. brasiliensisfoi de 30 peixes m (0,24 kg
m3). Os peixes criados sem manuseio apresentaranomoeéscimento
do que os peixes com manuseio periddico, em todadeasidades
testadas.
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Resumo

Este estudo mensurou o estresse agudS8aminus brasiliensiatravés
da analisedo hematécrito (Ht), da concentracéoedaoglobina ([Hb]),
da glicose, do lactato e os fons*NK*, CI e C&* do plasma e das
branquias. As densidades de estocagem 30, 150 ep&@8s rit
influenciaram o Ht, o lactato plasmaético, a glicptssmatica e os ions
K" e Cl nasbranquias, sendo que essas variaveis também afarasen
dependéncia do tempo. Nos tratamentos com manuseagente
estressor manuseio foi aplicado aos 20, 40, 60 edi8® e nos
tratamentos sem manuseio ele foi aplicado apenas8@odias. Na
guantificagdo do estresse agudo o material biaddgioletado foi
agrupado em intervalos de amostragem, nos temp0s Dt-20 e 21-30
min, de maneira que foi mensurada a variacdo dpatésnetros nos 30
minutos iniciais, ap0s a aplicacdo do agente esre#\ presenca do
manuseio periédico na criacdo 8e brasiliensisnterferiu no Ht e na
concentracdo da glicose plasmatica, que foram derslas tempo-
dependentes. O rdpido aumento das concentracoes gesametros é
uma resposta fisiolégica d8. brasiliensispara atender & demanda
crescente de energia causada pelo agente estregsusseio. O
manuseio ndo propiciou altera¢des nos ions plaspsag branquiais,
que sdo caracteristicas de estresse agudo.

Palavras-chave: dourado, hematologia, ions, glidas&ato
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1. Introducgéo

A reacdo dos organismos aos diferentes agentessemtes €
chamada de resposta ao estresse. Ele inclui umrconfomplexo de
processos fisioloégicos que s&@o geralmente claadilicem resposta
primaria, secundaria ou terciaria e coordenado p&lo hipotalamo-
pituitaria-interrenal (HPI) (Barton & Iwama, 199Wama et al., 2005).
Estas respostas apresentam um limite de tolerdqum,depende da
espécie considerada, do tipo e da intensidade eatagstressor e do
tempo que o organismo permanece sob o seu efeieddiveyer,
1996).

As respostas primarias estéo relacionadas a abvégdsistema
neuroendécrino e dos horménios corticosteréide gqlieram as
concentracdes das catecolaminas e dos corticalernbd sangue. Estas
variagbes hormonais causam modificacfes fisiol@gicgerando
alteracbes na atividade metabdlica, no balanco oimheral,
cardiovascular, respiratorio e nas fung¢des imuncddy denominadas
respostas secundarias. A resposta terciaria esékiomada com
mudancas no organismo do peixe, caracterizadas ipédgdo do
crescimento, alteracdes no ciclo reprodutivo eespasta imune (Barton
& lwama, 1991; Barton, 2002; lwama et al., 2005).

O estresse pode ser agudo ou crdnico, sendo gpenegais
agentes causadores do estresse agudo sdo o mamejmdancas do
ambiente, como as rapidas alteracfes da temperamragua, o
confronto com predadores, o transporte, a rede @#@u@ e O
confinamento (Barton & Iwama, 1991; Wendelaar Bond&Q97;
Kubilay & Ulukdy, 2002). Os principais agentes @mes do estresse
cronico sdo a superpopulacdo, os disturbios fragiem repetidos e a
deterioracdo da qualidade de agua (Wendelaar BA9§a, Santos et
al., 2010).No entanto, estresse agudo e crénico se sobred@aam
outros durante o ciclo de vida dos peixes. As aginecias dessa
sobreposicdo incluiem uma modulacdo do eixo hipotalpituitaria-
adrenal pelo estresse cronico, que pode interfariiesposta ao estresse
agudo (Barcellos et al. , 1999; 2006). A perse@yici captura e
exposicao ao ar (Kubilay & Ulukgdy, 2002; Brydgeskt2009; Hoshiba
et al., 2009), juntamente com densidade elevadpeoé fundamental
para manter a produtividade (Papoutsoglou et 8B81Santos et al.,
2010) sdo agentes estressores importantes nauis@dntensiva.

Os niveis de estresse dos peixes podem ser meoswatdvés
da andlise de respostas fisioldgicas e metabd{iazur & lwama,
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1993; Rotllant & Tort, 1997; Kubilay & Ulukdy, 200Ruane et al.,
2002, Rocha et al., 2004; Barcellos et al. 20@8)analises de estresse
secundario (glicose, acido lactico, ions, cortiseinatologia) utilizam
métodos analiticos simples e de baixo custo (Wedemel996),
sendo que as alteracbes nos niveis de glicose nguesgpodem ser
utilizadas para mensurar indiretamente as altesagdesecrecdo de
cortisol (Kubilay & Ulokdy, 2002). Os resultados sties analises
fornecem informagfes sobre as condi¢bes de sanittsdgeixes. Estas
informacdes podem ser utilizadas como indicadoeeba-estar dos
peixes e permitem o desenvolvimento de protocotosndnejo mais
adequados para reduzir o estresse causado pel@spratineiras na
aquicultura e contribuir para o aumento da produg&cane et al.,
2002; Conte, 2004) .

Poucas séo as informacgdes referentes as respoststrasse de
espécies tropicais de interesse para a aquic({Raeha et al., 2004). O
dourado, S. brasiliensis(Cuvier, 1816) apresenta potencial para ser
criado comercialmente, uma vez que cresce rapidaneespresenta boa
qualidade de carne (Mai & Zaniboni-Filho, 2005; @woesis et al.,
2008). Por apresentar este potencial, estudos solmescimento e
respostas bioquimicas (Braun et al., 2010) vém saledenvolvidos,
porém nenhuma informacgéo a respeito da respogistasse agudo esta
disponivel.

Os efeitos do manuseio e da densidade s&o recdnlempmo
prioritarios na investigacdo em aquicultura, poisaptura causa danos
fisiologicos e endocrinoldgicos ao peixe (Brydges al., 2008) e a
densidade de estocagem tem influéncia direta sobesl bem-estar (Di
Marco et al., 2008). As respostas de estresse agadsadas pelo
manuseio ens. brasiliensigoram avaliadas neste estudo.

2. Materiais e métodos

2.1. Desenho experimental

Os alevinos de dourad®. brasiliensiaitilizadas no experimento
foram produzidas pela reproducéo induzida de repooes selvagens
coletados no rio Uruguai, Brasil. Os agentes deesst densidade (30,
150 e 300 peixes ) e manuseio (presente, ausente) foram usados em
um modelo fatorial 3x2, distribuidos em um delineatn inteiramente
casualizado, com trés repeticdes. O manuseio ¢ondis perseguicao,
captura e exposi¢do ao ar durante 30 s no diaimem@al 20, 40, 60 e
80.
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Antes do inicio do experimento, os peixes foranmethdos as
unidades experimentais por um periodo de uma sembios
tratamentos com manuseio, 0s peixes nas densidjes50 e 300
peixes N apresentoram uma média de 0,24, 1,17 e 1,70 Rg m
respectivamente, e nos tratamento com ausénciades@io as médias
foram 0,18, 0,94 e 2,28 kg nrespectivamente. Em cada unidade
experimental a média = (SD) do peso inicial e dmmamento padréo
foram 7,61 £ 3,49 g e 8,68 £ 0,17 cm para a dedsid& 30 peixes T
7,47 £ 298 g e 8,73 £ 0,15 cm para 150 peix@’serﬂ,58 +379ge
8,64 + 0,96 cm para 300 peixe¥m

O experimento foi conduzido pelo periodo de 80 diaganques
com capacidade de 1000 L, conectados a um sistermecuiculacdo de
agua com temperatura constante (25,6 + 1,7 °Cacaercontinua e
filtragem mecénica e biolégica, com exposi¢édo agetiodo controlado
no regime 12:12 horas de luz e escuro.

Os peixes foram alimentados com racéo extrusadarmdm 42%
de proteina bruta, oferecida duas vezes ao dia s&&iedade aparente.
Semanalmente foram monitoradas as concentragdeoxagEnio
dissolvido, de aménia total (Koroleff, 1983) e de&mia ndo-ionizada,
a temperatura e o pH da &gua (multipardametro HACH)e
apresentaram, respectivamente, 0s seguintes vatotdos fdesvio
padrédo) ao longo do estudo: 6,840(75) mg [}, 0,14 ¢ 0,1) mg " e
0,0006 ¢ 0,00) mg L; 25,6 1,8) °C e 6,940,2).

2.2. Variaveis analisadas

Este estudo analisou diversas varidveis hematasgic
enzimatica e ibnica. As coletas de material bi@dgios tratamentos
com manuseio foram periédicas, a cada 20 diassa#8€ dias. Apés esta
pratica, o volume de &gua nos tanques foi reduzidantendo as
densidades de estocagem dentro dos niveis avaliddgstratamentos
sem manuseio a coleta foi realizada apenas aos80 d

Na coleta de material biolégico foram retiradoss tpixes de
cada unidade experimental. A fim de caracterizastoesse agudo, 0s
parametros foram analisados em material biolégiomsirado em
intervalos de 0-10, 11-20 e 21-30 min. O tempoci@nometrado a
partir do tempo decorrido apoés a retirada do priongeixe dos tanques,
avalido a variacdo dos parametros ao longo do te@mstresse agudo
foi analisado apenas para varidveis que ndo apaeaen diferencas
significativas entre as densidades (Tabela 2), wezaque o numero
minimo de peixes necessarios para a andlise éstaftd obtida apenas
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guando os peixes foram distribuidos em intervalas témpo,
independentemente da densidade.

Tabela 2. Pardmetros sanguineos, plasmaticos quiadndeSalminus
brasiliensis que apresentram diferencas significativas (*) d@p n
significativas (ns) entre as densidades de 30,e1800 peixes My em
diferentes dias de amostragem, utilizando o test€utkey ou de Dunn
(o = 0,05). SM = sem manuseio. na = ndo analisaddo®de glicose
no dia 20 e dos ions G Nd no dia 60 ndo foram analizados devido a
problemas técnicos

Variavel 20 40 60 80 80 SM
Ht * ns ns ns ns
Hb ns ns ns ns ns
Glicose na ns ns * ns
Lactato * ns ns * ns
Na’ plasmatico na ns ns ns ns
CI' plasmatico na ns ns ns ns
K" plasmatico na ns ns ns ns
Cd&* plasmatico na ns ns ns ns
Na’ branquial ns ns na ns ns
CI" branquial * ns na ns ns
K" branquial ns ns ns ns *
c&”* branquial ns ns ns ns ns

O sangue foi obtido a partir do puncionamento da eaudal,
com seringa heparinizada (Heparin-Cristalia, SBiBra mantido em
gelo até o uso. Apoés centrifugacdo (3000 xg/5 nairlasma foi obtido
a partir de uma aliquota de sangue que foi armdpenad°C para
analise de glicose e lactato e, posteriormenteazgmado em nitrogénio
liquido. O sangue também foi centrifugado por 5 mam tubos
capilares em uma microcentrifuga (Evlab, PR/Brasiba obtencdo do
hematécrito (Ht). A concentracdo de hemoglobina b[JH foi
determinada pelo método de cianometemoglobina (Mampen &
Zijlsta, 1964). Os tecidos branquial e sanguineanfoutilizados para a
analise das concentractes dé,N&, Cl e C4".



58

As concentragfes de glicose e lactato foram detexas com
kits Biotécnica (Varginha, MG / Brasil) e Kovalerfgdo Goncalo, RJ /
Brasil), respectivamente, seguindo as instrucoes fdoricantes. A
concentracdo de ions @lo plasma e nas branquias foi determinada de
acordo com Zall et al. (1956) e as concentracoddaieK’ e C&* em
fotbmetro de chama (Micronal B260, SP/Brasil). Qscpdimentos
foram similares para a andlise no plasma e nagbids) exceto que ao
tecido branquial foi adicionado acido nitrico 2Nprapor¢ao de 3,0 ml
por g de tecido. Este tecido foi incubado a 70°€4&8h em estufa, e 0
sobrenadante foi retirado para as andalises. Aseobregdes de glicose
no dia 20 e de Cle Na no dia 60 nio estdo disponiveis devido a
problemas técnicos.

2.3.  Andlise estatistica

As variaveis estudadas foram comparadas entre rsidddes
através da analise de variancia (ANOVA), seguide feste de Tukey,
quando os requisitos de normalidade/homocedadiieiddoram
atendidos ou o teste de Kruskall-Wallis, seguida teste de Dunn, em
caso contrario. O nivel de significancia de 5,0%utdizado em todas
as analises.

3. Resultados

O tempo de amostragem soé influenciou as concemsac@
hematdcrito, glicose e lactato. As respostas dessst agudo foram
diferentes entre os intervalos de tempo para oepeia presenca e na
auséncia de manuseio. O manuseio inteferiu no ¢itjim 80 (Figura
5A) e nas concentra¢des de glicose no dia 60 @&i5B).

Nos tratamentos sem mauseio foi verificado difemsnqas
concentracdes de glicose (Figura 6A) e lactatoufBigoB). Nessas
variaveis ocorreu aumento na concentracéo ao ldagempo.
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Figura 5. (A) hematdcrito e (B) concentracdo deogié plasmatica entre
os intervalos de coleta 0 — 10 min, 11 — 20 minle-230 min em
Salminus brasiliensiscom manuseio. Letras diferentes indicam
diferencas significativas €20,05) entre os intervalos de amostragem
nos dias 40, 60 e 80. As linhas acima dos simbefmesentam o desvio
padrao da média.
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Figura 6. Concentracdo da (A) glicose plasmaticéBk lactato
plasmatico entre os intervalos de coleta 0 — 1Q tdir- 20 min e 21

— 30 min enSalminus brasiliensisem manuseio aos 80 dias. Letras
diferentes indicam diferencas significativas €P0,05) entre os
intervalos de amostragem. As linhas acima dos dasbepresentam

0 desvio padréo da média.
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4, Discussao

Os resultados deste estudo indicaram que 0 manfisginagente
estressor enf5. brasiliensis resposta similar aquela observada em
Sparus auratee Colossoma macropomuyrgue apresentaram alteracédo
na [Hb] e na glicose quando submetidos a captanareuseio (Montero
et al., 1999; Tavares-Dias et al, 20@49.densidades de estocagem néo
alteraram as respostas fisioldgicas Slebrasiliensisuma vez que na
auséncia do manuseio a densidade né&o influenciouweggostas
secundarias ao estresse. Brmcorhynchus mykiss densidade também
néo alterou o Ht, a glicose e os ions plasmatietis ¢t al., 2002).

O acumulo de procedimentos estressores que ocattgamte uma
captura (perseguicdo, hipoxia, injdrias causadés neele) pode causar
elevagdo nos parametros relacionados as respestssrdsse nos peixes
(Hoshiba et al., 2009). O estresse prolongado i@dmode induzir o
tecido interrenal a um processo adaptativo, intede na resposta de
estresse agudo. Esta condicdo é evidenciada nenpgesstudo pela
concentracdo da glicose e pelo Ht dos peixes damemnto com
manuseio periddico, que apresentaram respostdrdesesagudo apenas
aos 60 e 80 dias. O aumento do nimero de célutaselreas contribui
para aumentar a distribuicdo de oxigénio, sendo ajinperglicemia
ajuda a suprir a demanda energética (WedemeyeR) Hfavés da
ativacao da glicogendlise/gliconeogénese e daciibda glicolise, que
€ controlada por um complexo sistema neuro-enddchne inclui a
adrenalina e o cortisol (Hazon & Balment, 1997).Mesente estudo, o
estresse causado pelo manuseio ao longo do tempuoirfulativo, o
que afetou a resposta ao estresse agudo. Istpgeodeerificado nas
concentracdes de glicose no intervalo 21-30 minga wez que as
concentracdes de glicose em peixes com manuseiéadgas foram
superiores aos ndo manuseados no dia 80.

Os ajustes temporais nos parametros relacionadesimento
energético, observados neste estudo, sugerem gsieesse cronico de
manuseio periédico é capaz de exercer uma inflaémairesposta ao
estresse agudo e® brasiliensis

A interferéncia do manuseio na resposta ao estegps#o deS.
brasiliensisfoi caracterizada pela utilizagdo do metabolismaeadbio
como fonte de energia nos tratamentos sem manus&opode ser
evidenciado pelo aumento nas concentracdes plass&te lactato, que
esta relacionada com a glicélise anaerdbia. Estanetabdlica também
pode ser ativada em condicbes de hipoxia, onde icogéhio
armazenado no figado e nos musculos pode ser ysadoproduzir
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ATP, liberando lactato como um subproduto (Lehniregeal., 1995). O
aumento das concentracfes de lactato é uma cortilijée de peixes
estressados, especialmente se o0 agente estressar lgna reducdo na
disponibilidade de @ou conduz a um aumento da atividade fisica
(Wedemeyer, 1996, Thomas et al., 1999). Apesd@.dwasiliensiser
considerada uma espécie néo liberadora de ladtati@és et al., 2004),
em nosso estudo esta espécie apresentou respasigtedsticas de
metabolismo anaerdbica. Esta resposta esta condiaca combinacao
do fator estressor captura, que induz o aumentatidalade natatoria,
associada a exposicdo ao ar por 30 s, que causaaamd que
desencadeia a resposta anaerobica. O aumentoveasds lactato apds
a captura também foi observado @entex dentexXMorales et al.,
2005).

A glicose apresentou respostas de estresse agudoretigdo de
auséncia ou presenc¢a de manuseio, confirmando sjeeparametro é
um bom indicador de resposta secundaria de estressdorme
verificado em outros estudos (Barton & Iwama, 19%iendelaar
Bonga, 1997; Morales et al., 2005). A ausénciaedpastas de estresse
agudo no Ht no tratamento sem manuseio indica gteeparametro é
influenciado pelo estresse crénico, como registmiaidentex dentex
(Morales et al., 2005).

O aumento da adrenalina altera o fluxo de ions,cgumeluz ao
aumento da pressdo sanguinea e a vasodilatacacbrdaguias,
aumentando assim o fluxo sanguineo para as lan@@squiais
(Sundin, 1999) e causando a perda de ions sodioretacdo sangue
para o meio externo (Hoshiba, 2009). Estas altesacidnicas,
caracteristicas de condicdo de estresse, ndo fermontradas ers.
brasiliensis A auséncia de alteracdes ibnicas plasmaticaargbiais e
da [Hb] para essa espéaiglica que 0 manuseio ndo estimula a resposta
de estresse agudo nestes indicaddkemagnitude das respostas do
estresse é influenciada por varios fatores, conespgcie de peixe, o
tipo de estimulo e o tempo de exposicdo ao fateesmr (Tavares-Dias
et al., 2001, Barton, 2002). A rapida elevacéo Igans parametros de
resposta secunddria ao estresse apos a captuagaf@do em outras
espécies. As respostas ao estresse de Pseudophatysbrruscans até
30 min apés a captura foram semelhantes aos afdesnem nosso
estudo, incluindo um aumento da glicose, a auséleialteracdes nos
niveis de hemoglobina e no nivel idnico. No entartadiminuiu com o
tempo de coleta das amostras (Fagundes & Urbi2@8), uma
resposta oposta aquela observada em S. brasilidPaig Brycon
amazonicusdo foi registrada variacdo nd K na [Hb] até 60 min apos
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a captura, condicao similar a encontrada neste@stwrém apresentou
alteracBes nos niveis de cloreto plasmatico e de 9¢an alteracdes na
glicose e no Ht (Hoshiba et al., 2009), diferindordsultado registrado
emsS. brasiliensis

5. Conclusbes

No tratamento com manuseio periodico foram obsawad
respostas de estresse agudo na glicose e no Héagqudependentes do
tempo de coleta da amostra, o que demonstra diielasie da espécie
ao manuseio. No entanto, o manuseio ndo estimuloresposta
caracteristica de estresse agudo nos ions plasm&ibranquiais. Na
auséncia de manuseio, as respostas caracteridécastresse agudo
foram observadas na glicose e no lactato. Comrmzsdados, épossivel
concuir a presencga/auséncia do manuseio no cut®. brasiliensis
influenciar algumas respostas secundarias de @&stragudo nessa
espécie.
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Resumo- Este estudo avaliou os niveis de estresse esginrento de
juvenis deSalminus brasiliensisriados em tanques-rede no reservatorio
da usina hidrelétrica de It4 nas densidades deaggtm 15 e 30 peixes
m* que apresentavam, respectivamente, peso e conmpairiméciais de
49,7+209ge 16,6 0,5cme 48,4 2,1 g e 15,5 0,4 cm. Os niveis de
estresse foram mensurados pela andlise do henatdcas
concentracdes de hemoglobina, da glicose plasmético lactato
plasmético. Na quantificagdo do crescimento foliasta o peso total, o
comprimento padréo, a biomassa total, a convelgéerdar aparente e
0 consumo alimentar diario aparente dos peixes. p@@metros
fisiologicos e de crescimento foram comparadosemdrdensidades de
estocagem e entre os tempos utilizados para arsoatragem (0-10
min; 11-20 min e 21-30 min.). A glicose é um bondigador de
resposta ao estresse para esta espécie, sendaqomento da glicose e
do lactato ao longo do tempo indica que o manugeiom fator
estressor, gue causa aumento do consumo energético.

Termos para indexagcdoSalminus brasiliensjs glicose, lactato,
hematdcrito, hemoglobina, usina hidrelétrica de Ita
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Introdugé&o

Os sistemas intensivos de produgdo de peixes compide
conjunto de métodos que séo divididos em diversadatidades, sendo
uma delas os tanques-rede (Ozorio et al.,, 2004).taDgues-rede
utilizam menor espacgo fisico para o cultivo e s&neos manejados,
quando comparados com o0s Vviveiros de terra traditioente
utilizados. Apresentam também um baixo investimeitizial e
viabilizam a utilizacdo de reservatorios de agua papiscicultura e o
cultivo de mais de uma espécie na mesma éarea (@agteal., 1999;
Sampaio & Braga, 2005). O aumento de densidade podeentar a
lucratividade, desde que o maximo de producdo aBjgido sem
provocar reducdo substancial da qualidade ambientds taxas de
crescimento (Silva et al., 2000).

A densidade de estocagem considerada ideal depéade
tamanho dos exemplares, do sistema de cultivazadii e da espécie
cultivada (Baldisserotto, 2002). Os peixes criaglmsbaixas densidades
de estocagem apresentam boa taxa de crescimeitagper@entagem de
sobrevivéncia, porém baixa producdo por area. Asapadensidades
também podem influenciar o aparecimento de clalsgzarquicas de
dominéncia e subordinacdo, nas quais os dominam@®polizam as
zonas de alimentacdo, levando ao crescimento ddia@o entre as
classes (MacLean & Metcalfe, 2001). As altas dew®d podem
melhorar os indices de conversao alimentar, dimetieterogeneidade
(Bozano et al. 1999) e reduzir o comportamentossgre durante os
manejos rotineiros, inclusive durante a capturacfRoet al., 2004).
Porém as altas densidades podem afetar a tax@&si#ngento e podem
causar estresse (Cavero et al., 2003; Braun e2Gl0)), que pode se
tornar crbénico e diminuir a produtividade, podertdmbém provocar
surtos epidémicos fatais (Montero et al., 1999;r@z&t al., 2004).

A captura, comum nas inspecdes de rotina, nas hiasena
selecdo e no transporte é outro fator estressoumoem sistemas
intensivos de cultivo. E uma ocorréncia ocasion&na caracteristica
aguda, mas é uma condicdo adicional aos estimdessores de
carater crénico (Urbinati & Carneiro, 2004). A esgmdio a fatores
estressores de forma aguda ou cronica produz taspfisiolégicas
caracteristicas de estresse (Hoshiba et al., 2008) isso a combinacéo
do estresse agudo e do crbénico nos sistemas deocséio objetos de
estudo (Rotllant & Tort, 1997; Barcellos et al.08) pois ambos estédo
interligados. Os efeitos do estresse cronico salmesposta do estresse
agudo séo influenciados pela modulacdo do eixotélgrmo-pituitaria-
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interrenal (HPI) durante o ciclo vital, entretast@omprometimento do
eixo HPI pode impedir o desenvolvimento de respostafase aguda
(Barcellos et al., 1999; 2006).

Véarios parémetros e metodologias podem ser utiizada
mensuracdo do estresse, sendo que entre os metodidicos mais
simples e de baixo custo estdo a glicose, o déicticd e as analises
hematoldgicas (Wedemeyer, 1996). O conhecimentcalasteristicas
hematologicas é uma ferramenta muito importanta patiscussao das
respostas ao estresse (Martins et al., 2004).

No entanto, poucas sao as informacdes referentespsstas ao
estresse de espécies nativas da América do SuhgRetcal., 2004;
Brandao et al., 2006) como o doura&alminus brasiliensigCuvier,
1816).

Sendo assim, o presente estudo tem por objetid@ava niveis
de estresse e 0 crescimento de juvenisSdérasiliensiscriados em
tanques-rede, no reservatorio da usina hidrelétiealta em duas
densidades de estocagem.

Material e métodos

O experimento foi instalado no reservatério da aiiidrelétrica
Ita, localizado entre os municipios de Ita (SC)atiha (RS), no alto rio
Uruguai. O estudo foi conduzido por 40 dias em seiques-rede de 1,0
m’ revestidos de tela PVC—-SANET no periodo de noveratstezembro
de 2007. Os juvenis de dourad®&. (brasiliensis utilizados no
experimento foram obtidos de desovas induzidas efgodutores
selvagens coletados na natureza, na bacia ddaltsuguai.

Os agentes estressores testados foram a densigladeodagem e
0 manuseio, que consistiu na perseguicdo, captueapesicdo dos
peixes ao ar por um periodo de 30 s aos 20 e 4Ced@erimentais. As
densidades de estocagem 15 e 30 peixe€081 e 1,63 kg i) foram
avaliadas em um delineamento inteiramente ao a@asn trés
repeticbes. O peso médio, 0 comprimento padraoamgdi biomassa
inicial estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Peso, comprimento padrdo, biomassa totabversdo
alimentar aparente, consumo alimentar diario apar@nédiat desvio-
padréo) de juvenis dgalminus brasiliensisriados em tanques-rede nas
densidades de 15 e 30 peixed por 40 dias. Letras diferentes indicam
diferenga (P< 0,05) entre as densidades de estocagemnumero de
peixes amostrados.

Periodo Variavel 15 peixes m 30 peixes m
Inicial
P 49,7 a 48,4 a
e0 9 +2,00n=9 +2,1;n=9
Comprimento padrao (cm) N Olgzcr)]i o 4 Oli,.it:) .
0,75 a 1,45b

Biomassa total (kg ) £00Ln=9 +002n=0

40 dias
61,8 a 62,2 a
Peso (9) £7,7;n=6 +89;n=9
Comprimento padrédo (cm) + Olgfii 6 + 1;63;?)”'1 9
. . 0,93 a 1,87 b
Biomassa total (kg 1) £005n=9 +013n=0
Conversao alimentar aparente 49’23,?12 o 4 liggna: 3
Consumo alimentar diario 57a 39b
aparente +0,1;n=2 +0,1n=3

A aplicacdo do agente estressor manuseio, as biamet as
coletas do material biolégico foram realizadas 20% aos 40 dias de
experimento. As densidades iniciais foram mantigels substituicdo
dos individuos coletados por outros peixes, cono gesomprimento
similar, identificados com uma marca na nadadeiadal, realizada
logo apo6s a coleta. Os peixes utilizados nessasiggm ndo foram
utilizados nas coletas de material bioldgico.

Durante o periodo experimental, os peixes forammeaitados
com racao extrusada comercial contendo 42% de ipeotbruta,
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oferecida duas vezes ao dia até a saciedade apa@rtonsumo foi

registrado, pesando-se a quantidade de racdo datedimentacdo e
diminuindo-se o peso da sobra no final da aliméaad sobra de racéo
foi retirada manualmente e pesada apés trinta osr{tabela 4).

Tabela 4. Racgéo oferecida, sobra e consumo de (agita + desvio-
padréo) de juveniSalminus brasiliensisultivados em tanques-rede nas
densidades de 15 e 30 peixes por 40 dias.

15 peixes i 30 peixes M
Racéao oferecida (g) 1.837,5+35 2.450,0 £ 26,5
Sobra de racéo (g) 129,5 +40,3 133,3+28,1
Racao consumida (g) 1.708,0 + 43,8 2.316,7 £ 54,2

Diariamente foram monitoradas a concentracdo degéaio
dissolvido, a temperatura, 0 pH e a condutividalfériea com um
multiparametros HACH e a transparéncia da agua oodisco de
Secchi. Ao longo do estudo essas variaveis apsrsemt
respectivamente, 0s seguintes valores médiategvio padrdo): 7,95
2,43 mg [!, 25,5+2,5 °C, 7,8%0,47, 43,7+ 3,13 uS cril e 1,18+ 0,21
m.

O crescimento foi avaliado através do peso (g)se petal médio
final — peso total médio inicial; do comprimentanjc= comprimento
padrao médio final — comprimento padrdo médio ahiala biomassa
final (kg) = média final de peso dos peixes paatrento (kg) * nimero
final de peixes; da conversdo alimentar aparenpeso total da racéo
fornecida/(biomassa final - biomassa inicial) e admsumo alimentar
diario aparente = peso total da ragcéo fornecidéanque-rede/nimero
de peixes por no tanque-rede/nimero de dias doime#o.

O estresse foi avaliado pela analise do hematdciit®
concentracdo da hemoglobina, da glicose e do tacRara a andlise
destes parametros fisiolégicos foram utilizados fréixes por tanque-
rede, sendo coletados nove individuos por tratammewts 20 e 40 dias,
totalizando 36 peixes. As coletas foram realizantabarco, ao lado das
unidades experimentais.

O sangue foi obtido a partir do puncionamento da eaudal,
com seringa heparinizada (Heparin-Cristalia, S”iBraendo o0 mesmo
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armazenado em microtubos de 1,5 ml que foram aciondidos em
gelo picado. Uma aliquota do sangue foi utilizades mnalises de
hematdcrito e da concentracdo de hemoglobina, etmuautra foi

centrifugada (3000 x g/5 minutos) para a obtengé@ldsma, que foi
estocado na geladeira para as analises de glidas@a®.

O sangue também foi centrifugado por 5 min em tudagslares
em uma microcentrifuga (Evlab, PR / Brasil) paraenbdo do
hematdcrito. A concentracdo de concentracdo de diebina foi
determinada pelo método de cianometemoglobina (Mampen &
Zijlsta, 1964). As concentragdes de glicose e fad@am determinadas
com kits Biotécnica (Varginha, MG / Brasil) e Kogate (Sao Gongalo,
RJ / Brasil), respectivamente, seguindo as insesi¢ids fabricantes.

Para avaliacdo do crescimento e dos parametrogd{iggos foi
aplicado o teste t (Zar, 1996) ao nivel de sigaifdda de 5,0%, na
comparacao entre as duas densidades de estocagem.

A fim de se caracterizar 0 estresse agudo, o0s pamdsn
fisiolégicos também foram analisados em intervalesamostragem de
0-10, 11-20 e 21-30 min. O tempo foi cronometraduadir do tempo
decorrido apés a retirada do primeiro peixe dogjuaes. Os peixes
foram distribuidos nos intervalos de amostragerepeddentemente da
densidade de estocagem a qual pertenciam, uma wezpara 0S
pardmetros analisados a densidade ndo apreserto@naia. Nesse
caso as classes foram comparadas pelo teste deal\&allis, seguido
pelo teste de Dunn ao nivel de significAncia déss5g0ando necessario.

Resultados e discussao

A densidade de estocagem ndo influenciou o peso, o
comprimento padrao e a converséo alimente8.dmasiliensisuma vez
que o peso, o comprimento e a conversdo alimentwrd@ dias foram
iguais em ambas as densidades (Tabela 3), porélmernofou a
biomassa e o consumo alimentar diario aparentelosesse aumento
proporcional ao aumento da densidasse aumento da biomassa foi
similar ao registrado para a tilapia vermelha dmiéh (25, 50, 75 e 100
peixes nt; Carneiro et al., 1999), parAstyanax bimaculatug1, 62,

93 e 124 peixes T Vilela & Hayashi, 2001) e para a tilapia tailasde
da linhagem Chitralatada (150, 200 e 250 peixés$ampaio & Braga,
2005).

Os juvenis des. brasiliensigpresentaram menor desempenho em
tanques-rede quando comparado ao registrado erespaintivados em
ambientes com condi¢cbes controladd3s indices de conversao
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alimentar nos peixes cultivados em laboratérioararn entre 1,5 e 2,0
(Braun et al.,, 2010) e em tanques-rede entre BP0 gBeux et al.,
2008). Estes resultados foram dependentes dowafderde manejo
associados a densidades de estocagem (Beux 20@8,, Braun et al.,
2010). No presente estudo a conversao alimentataohé densidade 30
peixes n foi similar & registrada por Beux et al. (2008) efiacdo de
S. brasiliensimesta mesma densidade com intervalos de manejdaa ¢
60 dias.

A presenca do manuseio em intervalos curtos cantripara o
pequeno crescimento & brasiliensigio presente estudo uma vez que
0 manuseio envolve a captura, que é considerada oamdos agentes
estressores de maior poder estressor na criac@eixies (Urbinati e
Carneiro, 2004). Neste procedimento ocorre acunido agentes
estressores, principalmente a perseguicdo, o atabiEnhipoxia e as
injurias causadas pela rede de captura (Hoshibla @009). Braun et al.
(2010) demonstraram que o0 manejo afetou o crestimee S.
brasiliensis e Beux et al. (2008) obtiveram melhor crescimen#o
criagdo desta espécie em tanques-rede com intervakiores de
manuseio (180 dias), associados a densidadesata@sin mais baixas
(10 e 20 peixes 1).

O tempo induziu aumento nas concentracfes de glieosle
lactato nas duas densidades avaliadas (Figura8) Bstes resultados
indicaram que as condicbes experimentais do pesestudo
produziram estresse nos peixes, uma vez que aghdesnia ajuda a
suprir a demanda energética (Wedemeyer, 1996yéatida ativacdo da
glicogendlise/gliconeogénese, da inibicdo da gbedk do incremento
da gliconeogénese hepdtica, resultando na prodlegticose (Montero
et al., 1999). O aumento temporal do lactato plésméonfirma a
presenca de estresse, uma vez que em situacadeahiecidual o
glicogénio, armazenado no figado e nos musculode ser utilizado
como combustivel para produzir ATP através da ligieGanaerdbica,
formando o lactato como produto final (Lehningerakt 1995). As
concentracdes de lactato registradas no presemigoegariaram entre
25 e 45 mmol/l, valores muito mais elevados do quenaximo
registrado por Braun et al. (2010) em laborat@®id mmol/l). Esta
diferenca indica que nos animais criados em tanmpdEs esta rota
metabdlica é mais utilizada do que nos peixesvadtis em laboratério,
resposta que pode estar associada as condicOesngaitbdos tanques-
rede, que estdo localizados em represas artific@sn constante
exposicao a agentes estressores (Beux et al.,.2008)
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Figura 7. Concentracbes da (A) glicose, (B) lactalmsmatico, (C)
hemoglobina e (D) hematdcrito de juvenis 8alminus brasiliensis
criados em tanques-rede no reservatério da UHEasddensidades de
15 e 30 peixes M por 40 dias. Letras mintsculas diferentes
representam a diferenca (teste & B,05) entre as densidades em um
mesmo dia. Letras mailsculas diferentes indicapratica (teste t; R
0,05) de uma mesma densidade de estocagem emifdisentes. As
linhas acima dos simbolos representam o desvi@patir média.

O tempo induziu reducdo da hemoglobina na densig@geixes
m* (Figura 7C). As concentracdes de hemoglobina detoatécrito
estdo interligadas e associadas as respostas ragsestsendo que a
variacdo do hematocrito esta relacionada com eaefie do volume de
eritrécito. A adrenalina produzida durante o esgasausa inchago nos
eritrocitosin vivo (Nikinmaa e Huestis, 1984), aparentemente devido a
retencdo de Nae CI no ambiente intracelular. Devido a este aumento
na concentracdo intracelular de'ade Cla agua entra nos eritrocitos
e, consequientemente, aumenta seu volume (Railg #985). Como a

funcdo do eritrécito é transportar oxigénio e gasb@nico, papel
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desempenhado pelo seu componente principal, a helbg, varios
peixes teledsteos apresentam correlacdo lineartiyaosentre o
hematdcrito e a concentracdo de hemoglobina (TsaRias & Moraes,
2004).

Esta correlacdo n&o foi observada no presente cesam
nenhuma das densidades avaliadas, tendo sido raelgist respostas
antagbnicas desses parametros. Aos 20 dias, quangematocrito
estava mais baixo, as concentracdes de hemogl@stavam mais
elevadas que aos 40 dias, quando o hematdécritoraoum@=iguras 7 C-
D). Na densidade mais elevada, a reducéo temparabmcentracao de
hemoglobina pode estar condicionada ao estressgardNa densidade
mais baixa, entretanto, ocorreu aumento temporatedoatdcrito sem
alterac&o na concentracdo de hemoglobina indicgnd®m aumento no
volume de eritrocitos circulantes nao interferiu ec@ncentracdo de
hemoglobina.

O aumento do hematdcrito sugere a ocorréncia dagle da
demanda energética, indicando que 0s peixes apaem@nresposta de
estresse. Par@reochromis niloticusubmetidas ao estresse de captura
nao foram registradas alteragbes (Martins et @042 No entanto, em
C. macropomunfoi registrada redugcao no nuamero de eritrécitas, n
hematocrito e na concentracdo de hemoglobina (Es:a@ias et al.,
2001), sendo que o tambacu (hibrido Riaractus mesopotamicus
Colossoma macropomymao foi registrada alteracdo na concentragéo
de hemoglobina (Martins et al., 2002).

O manuseio e a densidade de estocagem ndo estimular
resposta aguda de estresse, uma vez que ndo fmwvatls diferenca
entre os intervalos de amostragem de 0-10, 112030 min (Tabela
5), condicéo similar a registrada @rycon amazonicuapds exercicio
intensivo (Hoshiba et al., 2009).

Conclusbes

1. As densidades de estocagem 15 e 30 peike@ral e 1,63 kg
m?3) nado influenciaram o crescimento & brasiliensiscriados em
tanques rede.

2. A espécie apresentou aumento nos niveis de glieosi®
lactato, caracteristicos de peixes estressadosgdusss densidades de
estocagem estudadas.

3. S. brasiliensis ndo apresentou respostas metabdlicas
caracteristicas de estresse agudo.
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Tabela 5. Respostas de estresse agudo da glicosdactato, da
hemoglobina e do hematdcrito 8alminus brasiliensiaos 20 e 40 dias,
criados em tanques-rede no reservatério da UHEasddensidades de
15 e 30 peixes 1) através da andlise dos parametros em intervalos d
amostragem de 0-10, 11-20 e 21-30 min. Os paramarae a
densidade nao exerceu influencia foram distribuiddependentemente
da densidade de estocagem a qual pertenciam. C&metans
influenciados pela densidade foram distribuidosdeassidades as quais
pertenciam.

PeriodoParametro

Tempo de amostragem (minutos)

0-10 11-20 21-30
20 dias
Glicose 35,1 37,0 36,3
(mg d) +32;n=6 +26,n=5 +3,0n=6
Lactato 27,2 36,7 26,4
(mmol LY +11,7;n=5 +116n=5 +150n=4
Hemoglobina 1,1 1,1 1,1
(mM) +0,1;n=6 +0,1;n=5 +0,07;n=6
Hematdcrito 35,1 37,0 36,3
(%) +3,2;n=6 +2,6;n=5 +3,0;n=6
40 dias
Glicose 425 41,0 36,1
(mg di*) +89;:n=5 +51;n=7 +4.8;n=4
Lactato 44,0 56,4 62,4
(mmol LY +9,6:n=6 +184:n=7 +16,5n=4
Hematdcrito 0,9 0,8 0,8
(%) +0,3;n=6 +0,3;n=7 +0,2;n=4
Hemoglobina
(mM)
15 peixes i~ 49,0 44,0 43,0
+0,7;n=2 +2,3;n=4 n=1
30 peixes/i 38,1 37,1 33,8
+94;,n=3 +5,5,n=3 +2,0;n=3

Teste Kruskall-WallisP< 0,05;n = nimero de peixes amostrados.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados deste estudo indicaram que os ateuleoS.
brasiliensisapresentaram melhor crescimento na auséncia doseian
guando comparados aos cultivados na presenca deseiarperiodico,
em todas as densidades testadas. A melhor densldastocagem para
o crescimento nesta fase foi de 30 peix@q@R4 kg ).

As defesas antioxidantes foram influenciadas nemyatnte pelo
manuseio, mas foram pouco influenciadas pela dedside estocagem.
Foi registrado o aumento inicial e a posterior gdduda atividade de
enzimas antioxidantes GR e GST e a ativagdo sinedt&la GPx ao
longo do tempo. A atividade dessas enzimas foi midgree do fator
estressor manuseio e do tempo, condi¢cbes que mdm fiegistrados
para a [Hb], Ht, lactato e para os fong N&I', K" e C&"* no plasma.

Algumas respostas secundarias de estresse aguskp egsecie
foram influenciadas pela presenca/auséncia do raamuéo tratamento
com manuseio periédico a glicose e o Ht foram dépetes do tempo,
indicando que a espécie é sensivel a esta prd&licemanuseio nao
estimulou a resposta caracteristica de estresseloagws ions
plasméticos e branquiais. Na auséncia de manussiorespostas
caracteristicas de estresse agudo foram observelagicose e no
lactato.

No cultivo em tanques-rede os resultados mostraamasta fase
0 S. brasiliensigpode ser cultivado nas densidades testadas. Onsume
temporal da glicose e do lactato indicaram quedatdrds estressores
para essa espécie nessas condi¢des, ao longoatinexqto.
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ANEXO |

Reacédo de Fenton: o perdxido de hidrogénio se cammiietamente
com o ion ferroso que se reduz a ion férrico.

2H,0, + F¢ —> Fée® + OH + OH" (Olszewer, 2005).

Reacdo de Haber-Weiss: o perdxido de hidrogénayage com os
superéxidos (que ndo foram desmutados pela enziparéxido
dismutase), com a participacéo do ion férrico.

O +Fé” —> O +F¢

Fe’ + H,O0, —> Fe® + OH + OH’" (Olszewer, 2005).
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ANEXO Il

Os alevinos de dourad&dlminus brasiliens)sutilizados nos
experimentos foram, quando larvas, mantidas embadoras apoés as
desovas, e ali permaneceram por uma semana, tefaalgnentadas
com larvas forrageiras (grumatéBrochilodus lineatus e alimento
inerte a partir do terceiro dia e realizada selep®o tamanho,
diariamente. Posteriormente foram transferidas pangues de terra,
onde foram alimentadas com larvas forrageiras &or&2% proteina).
Apb6s um més os peixes foram transportados para BADA onde
receberam banho profilatico com antibidtico e sfmram separados em
grupos homogéneos em comprimento e estocados euetnirculares
na densidade de 0,1 peixé® {80 peixes em 800 L). Nesses tanques 0s
alevinos foram aclimatados por um periodo de ®ésasas, tendo sido
mantidos em temperatura média de 26 (+ 2B)e concentracdo de
oxigénio dissolvido de 6,5 mg™L(+ 0,7). Nessa fase os peixes
receberam racdo comercial com 42% de proteina.
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ANEXO Il

Tabela 6. NUmero de alevinos &alminus brasiliensi® volume de
agua utilizado nos experimentos com presente/aias@aananuseio em
laboratorio.

i Diasde NUmerode Volume

Manuseio Peixes cultivo alevinos/UE agua (L)/UE

Presente 30 Até 20 18 600
150 Até 20 27 180
300 Até 20 48 160
30 20 até 40 15 500
150 20 até 40 24 160
300 20 até 40 45 150
30 40 até 60 12 400
150 40até 60 21 140
300 40 até 60 42 140
30 60 até 80 9 300
150 60 até 80 18 120
300 60 até 80 39 130

Ausente
30 80 18 600
150 80 27 180
300 80 48 160

UE = unidade experimental
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ANEXO IV

Tabela 7. Calculos para determinacdo das concéeage glicose,
lactato, hemoglobina [Hb] e do hematdcrito (Ht).

Parametro Formula utilizada para o calculo

Glicose (mg df) = [(média da absorbancia da amostra / média
da glicose padrdo em mg'dF (100/ 2)]

Lactato (mmol L?) [(média da absorbancia da amostra / 6,22) / *

= (volume cubeta pl / volume do plasma)]

[Hb] (mM) = [(média da absorbancia da amostra/ n@u
amostra em pl) * (volume final em pl /
epsilon)]

Ht (%) = % da sedimentagdo dos eritrocitos em oarté

padronizado

Epsilon = 44 nm
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ANEXO V

Tabela 8. Céalculos para determinacdo dos valores idos
através das equacdes obtidas da curva padréo.

lons  Formulas utilizadas para o célculo

Plasmaticos

CI =[(2187,3 x - 82,041)*d)/1000 (R 0,98)

Na"  =[(83,988 x — 5,6729)*d)/1000 (R 0,99)

K*  =1[(17,584 x — 9,3797)*d)/1000 R 0,99)
cd" =](15,822 x — 4,0138)*d]/1000 R 0,99)
Branquiais

Cl =[(2129 x — 38,37)*d1*d2]/1000 (R= 0,97)
Na" =[(21,126 x — 22,172)*d1*d2]/1000 {R 0,99)
K*  =[(12,748 x — 1,2205)*d1*d2]/1000 {R 0,99)

c&*  =[(15,52 x — 0,9235 )*d1*d2]/1000 R 0,99)
d = diluicdo (801; 801; 34,33; 31 ul respectivaragnt
d1 = diluicdo 1 (4 ul)
d2 = diluicdo 2 (161 ul)
1000 = transformacg&o de pmol/l em mmol/l
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ANEXO VI

Tabela 9. Calculos para determinacdo da atividaggmatica da
glutationa peroxidase (GPx), da glutationa tramser (GST), da
glutationa reduzida (GR) e da catalase (CAT).

Enzima Formula utilizada para o célculo

GPx = (((média da absorbéancia da amostra — média da
(nmol min* mg  absorbancia basal) — 1 / epsfprt (volume

de protéina) cubeta pl/volume amostra pl) / [proteina] mg/ml)
GST = (((média da absorbancia da amostra — média da
(nmol min™ mg  absorbancia basal) / epsifprt (volume cubeta

de protéina) pl / volume amostra pl) / [proteina] mg / ml)

GR = (((média da absorbancia da amostra — média da
(nmol min* mg  absorbancia basal) — 1 / epsflprt (volume

de protéina) cubeta pl/volume amostra pl)/[proteina] mg/ml)
CAT = (((média da absorbancia da amostra — 1) /
(umol min™ epsilorf) * (volume cubeta pl / volume amostra

mg de protéina) ]) / [proteina] mg / ml)

Epsilon ='0,00622 70,0096;°0,00622 €0,04 uM
0 célculo da proteina foi obtido através do prograBimple Read -
Concentration Analysis Report (mg/ml)
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Figura 8. (A) Alevino deSalminus brasiliensis{B) coleta de
sangue com seringa heparinizada; (C) unidades imgmnis de
cultivo em laboratério e (D) tanques redes no kedério de Ita.



