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Resumo

Foi avaliado a variagdo da resposta secundaria ao estresse por hipoxia durante 18 dias, em sistema de
recirculacdo, na linhagem chitralada de tilapia nilotica (Oreochromis niloticus), refletida nos componentes
bioquimicos, hematologicos e no perfil protéico eletroforético do sangue, bem como a diferenca entre sexos.
Utilizou-se 126 peixes, (60 machos e 66 fémeas), ambos com média de peso de 800g. Apods o estresse
cronico por hipoxia, as tilapias apresentaram alteragdes (P<0,05) no niimero de plaquetas, no valor absoluto
de albumina, e nos valores relativos de a e y-globulina, o estresse provocou também alteragdes nos niveis
séricos de glicose, do VG, das hemacias e de hemoglobina devido ao aumento no grupo das fé€meas,
leucocitose devido ao aumento no valor relativo de linfocitos e nos niveis de proteina total, (P<0,05) devidos
ao aumento no grupo dos machos, alterou os niveis de fosforo, creatinina, os valores relativos de eosinéfilos
e absolutos de a-globulina (P<0,05) devido a diminui¢do em ambos os sexos. Em relacdo ao sexo dos peixes,
as fémeas apresentaram valores maiores (P<0,05) de cortisol, fosfatase alcalina, colesterol, de HGM,
CHGM, de albumina, B-globulina e no nivel relativo de y-globulina em relagdo aos machos, e estes
apresentaram maiores valores de VGM do que as fémeas.

Palavras-chave: Tilapia, estresse, pardmetros hematologicos, parametros bioquimicos, perfil protéico
eletroforético

Abstract

This study was aimed at evaluating the secundary response variation to hypoxia stress during 18 days, in
recirculation system, in a strain chitralada of nilotic tilapia (Oreochromis niloticus), chitralada, measured by
blood biochemical, haematologics parameters and in the proteic eletrophoretic profile and evaluate the
difference between grnder. One hundred twenty six fish were used, 60 male and 66 female, both averaging
800g. After the chronic hypoxia stress, the tilapias showed alteration (P<0,05) in the total number of
platelets, in the absolute level of albumin, and in the relatives levels of a ad y-globulin, the stress altered too
in the serun level of glucose, VG, erythrocytes and haemoglobin due to increase in the female group,
leucocytese due to increase in the relative level of lymphocyites and total protein, altered the levels of
creatinine, phosphorus, the relatives levels of eosinophils and absolute of a-globulin (P<0,05) due to
decrease in both gender due to increase in the male group and the level of phosphorus and creatinine
(P<0,05) due to decrease in both gender. Regarding gender, the female group showed higher levels (P<0,05)
of cortisol, alkaline phosphatase, cholesterol, HGM, CHGM, albumin, B-globulin and relative valours of y-
globulin than male. However, male group showed increase of VGM than female.

Keyword: tilapia, stress, haematogic parameters, biochemistry parameters, proteic eletrophoretic profile



INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas a demanda por produtos
aqliicolas tem aumentado substancialmente devido
ao grande aumento da populacdo mundial e a
crescente preocupag¢do do homem com o bindémio
alimentacao/saude.

A tildpia é um peixe originario da Africa, existindo
aproximadamente 70 espécies distribuidas por todo
o mundo. Recentes levantamentos comprovam o
crescimento da tilapicultura, principalmente por
sua alta prolificidade, aceitacdo de uma grande
variedade de alimentos, boa conversdo alimentar,
por serem resistentes a muitas doencas,
superpovoamentos ¢ baixos teores de oxigé€nio
dissolvido e por desovarem durante todo o ano. De
acordo com dados da FAO (2001), a producao
mundial de tilapias esta proxima de 31 milhdes de
toneladas/ano, sendo que o Brasil responde por 40
mil toneladas/ano. O cultivo de tilapia domina o
cultivo de peixes no Brasil (Lovshin & Cyrino,
1997). Atualmente ¢ um peixe encontrado em
quase todo pais, tanto em cultivos comerciais como
em reservatorios e agudes.

Os sistemas de producdo em aquacultura e
métodos de manipula¢do de linhagens expdem os
peixes a fatores ambientais que diferem daqueles
encontrados em seu habitat natural ¢ mudangas no
ambiente resultam na perturbacdo da homeostasia
do peixe. A manutencdo do equilibrio
homeostatico interno ¢ essencial para fungdes
normais do animal e, em caso de perturbacdo, o
peixe tentara estabelecer um novo equilibrio. Essas
reacdes comportamentais e fisiologicas sdo
comumente referidas como resposta ao estresse.

A resposta ao estresse ¢ considerada um
mecanismo adaptativo que permite ao peixe
enfrentar ou perceber o estressor para manter seu
estado normal. Estresse pode ser considerado uma
ameacga a homeostase que ¢ restabelecida por um
conjunto complexo de respostas adaptativas
(Barton, 2002). Se a intensidade do estressor ¢
excessivamente severa ou prolongada, mecanismos
da resposta fisiologica podem ser comprometidos
tornando-se prejudicial & saude e bem estar do
animal.

A resposta fisiolégica ao estresse tem sido
classificada como primaria, secundaria e terciaria.
A resposta primaria ao estresse ¢ indicada pela
rapida  elevagdo de  corticosterdides e

As mudangas de habito alimentar, isto ¢, a procura
por alimentos de origem animal com baixos niveis
de colesterol e alto valor protéico, t€ém colocado a
carne do peixe no cardapio diario de muitas
populagdes. No entanto, devido ao rapido declinio
nos estoques naturais de peixes, causados
principalmente pela pesca e captura predatorias, a
demanda requerida pode ser suprida somente pela
aquacultura.

catecolaminas plasmaticos. A resposta secundaria ¢
usualmente definida como a canalizacdo das a¢des
e efeitos imediatos desses hormdnios em nivel
sanguineo e de tecidos, incluindo o aumento dos
batimentos cardiacos, da absor¢do de oxigénio e
mobilizacdo de substratos de energia e, ainda,
perturbacdo do balanco hidromineral. A resposta
terciaria manifesta-se em nivel de populagdo,
traduzindo-se em inibicdo do crescimento, da
reproducdo e da resposta imune. A limitagdo da
capacidade do animal de tolerar estressores
subseqiientes ou adicionais também ¢ atribuida a
uma manifestacdo da resposta terciaria (Barcellos
et al., 2000; Lima et al, 2006).

Barcellos et al. (2000) diferenciam a resposta ao
estresse em resposta aguda e resposta cronica. A
primeira geralmente ocorre em manejos, como
biometrias e transportes. Esta resposta ¢ fortemente
imunossupressora, levando a perdas por doengas.
O segundo tipo de resposta, a cronica, que
acontece em condigdes que mantenham os peixes
por longo periodo em situacdes estressantes, como
pH incorreto, baixos niveis de oxigénio dissolvido
na agua e superpopulagdo, tem como principal
conseqiiéncia a manutencao de altas concentragdes
plasmaticas de cortisol por longo periodo, o que
pode ocasionar uma série de efeitos terciarios
como queda de desempenho produtivo (baixo
crescimento e ganho de peso) e reprodutivo
(Wendeelar Bonga, 1997).

Quando os peixes sao expostos a um determinado
estressor, a resposta fisiologica ¢ iniciada pela
percepcdo e reconhecimento da ameaca pelo
sistema mnervoso central. As fibras do nervo
simpatico estimulam a liberagdo de catecolaminas
via receptores colinérgicos (Reid et al., 1998) ¢ a
ativacdo do eixo hipotaldmica-pituitaria-interrenal
(HPI). A ativacdo completa da HPI retarda
ligeiramente a resposta das catecolaminas devido
ao tempo necessario da estimulagdo neural para
liberagdo do fator liberador de -corticotropina
(CRF) que origina do hipotdlamo e provoca a
sintese pituitaria e secre¢do do hormonio
corticotropico (CTH), o qual wvai, através da
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circulagdo até a interrenal para estimular a sintese e
secre¢do de hormonios glicocorticdides (cortisol
em teleosteos). Juntos, catecolamidas e o
glicocorticoides iniciam a resposta secundaria e
terciaria ao estresse.

Em peixes, cortisol plasmatico ¢ o indicador de
estresse mais usado (Barton, 2002), sendo a
magnitude da resposta ao estresse freqiientemente
descrita como a elevacdo deste indicador em
relacdo aos niveis basais. Assim, a severidade e
duragdo da resposta primaria ao estresse podem ser
estimadas pelo monitoramento da flutuacdo deste
hormonio no plasma.

O cortisol possui amplo leque de atividades em
peixes, sendo branquias, intestino e figado alvos
importantes, os quais refletem suas duas maiores
agOes: controle do balan¢o hidromineral e do
balango energético (Wendelaar Bonga, 1997).
Outras agoes do cortisol incluem reducdo na taxa
de crescimento e supressdo das fungdes
reprodutiva e imune (Barton, 2002).

Estudos tém mostrado que o aumento do cortisol
plasmatico estd relacionado com o processo de
gliconeogénese, resultando na quebra do
glicogénio e  conseqlientemente  elevadas
concentragdes de glicose no plasma (Vijayan et al,
1997). O cortisol aumenta a mobilizacdo de
aminodcidos e atividade da transaminase hepatica
aumentando, assim, a capacidade hepatica de
gliconeogénese. Chan ¢ Woo (1987) mostraram
que a administracdo de cortisol aumenta a
atividade hepatica de enzimas chave na
gliconeogénese em uma espécie de enguia
japonesa.

Esse evento ocorre porque a glicose ¢ um
importante substrato de energia para varios tecidos.
Concentragdes de glicose foram muito utilizadas
em varias espécies de teledsteo como um bom
indicador de estresse (Barton e Iwama, 1991;
Barton, 2002).

Peixes criados, especialmente em condi¢des de
producdo intensiva, estdo sobre prolongado
estresse e sua resposta fisioldégica nessas
circunstancias afeta os processos dependentes de
energia como reproducdo, crescimento e
resisténcia a doencas.

Doengas de peixes s3o os principais fatores de
mortalidade na piscicultura e a imunidade natural
tem papel importante na resisténcia a doengas. A
forte ligacdo entre estresse e susceptibilidade a
doencas em animais criados ja € conhecida
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(Wedemeyer, 1996; Roed et al, 2002. Cnaani et al.,
2004; Hoeger, et al., 2005).

Organismos infecciosos estdo presentes em todos
os ambientes onde ha criacdo de animais. Peixes
em condi¢des normais de sanidade podem alojar
alguns organismos potencialmente patogénicos,
mas os sintomas clinicos da doenga nao ocorrem
enquanto o peixe esta livre de estresse. O processo
infeccioso da doenca requer uma condi¢ao anormal
na fisiologia do peixe reduzindo sua resisténcia
natural & invasdo pelo patdogeno. Os agentes
estressantes mais comuns em ordem de ocorréncia
e severidade sdo o manejo (despesca com rede,
transporte e estocagem), baixa concentracdo de
oxigénio dissolvido e defici€ncias nutricionais
(Barton, 2002).

Varios parametros da resposta imune tais como
atividade de lisozimas, concentracdo de
complemento, atividade hemolitica e IgM total
estdo associados com resisténcia a doenca em
peixe (Ellis, 2001). Niveis de ions plasmaticos ou
sanguineos e enzimas com fungdes metabolicas
importantes também podem ser indicadores da
saude do peixe (Roed et al., 2002). Maita et al.
(1998), detectaram correlagdes entre niveis
plasmaticos de lipideos, como o colesterol e
resisténcia a infecgdo por patdbgenos em truta arco-
iris.

Outro resultado das variagcdes ambientais e do
estresse de manejo que ocorrem nos peixes € a
variacdo nas  caracteristicas  hematologicas,
responsaveis pela imunossupressao do organismo
(Yada e Nakanishi, 2002).

O estudo dos componentes do sangue e de suas
fungdes ¢ importante para o conhecimento das
condi¢des de equilibrio normais e patologicas. A
avaliagdo desses componentes auxilia na
determinacdo da influéncia de condi¢bes
fisiopatologicas que possam afetar a homeostase,
colaborando, assim, no diagnostico de condigdes
adversas ¢ na compreensdo da relacdo entre as
caracteristicas sanguineas ¢ na saide dos peixes e
sua associagdo com o meio ambiente (Tavares-
Dias e Morais, 2003).

A aqiliicultura intensiva tem necessidade de
informagdes acuradas sobre a identificacdo e
controle de situagdes de estresse e/ou de
enfermidades a fim de assegurar a saude dos
peixes. Nesse caso, as varidveis hematologicas
assumem importancia como meio auxiliar de
diagnostico.
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AVALIACAO BIOQUIMICA EM TILAPIA NILOTICA (Oreochromis niloticus),
LINHAGEM CHITRALADA, SUBMETIDA AO ESTRESSE POR HIPOXIA

Biochemimcal parameters of nilotic tilapia (Oreochromis niloticus), strain chitralada, exposed
to hypoxia stress

Resumo

Neste trabalho avaliou-se a variagdo da resposta secundaria ao estresse causado por hipdxia durante 18 dias,
em sistema de recirculacdo, na linhagem chitralada de tilapia nildtica (Oreochromis niloticus), refletida nos
componentes bioquimicos do sangue, bem como a diferenca entre sexos para essa resposta. Foram utilizados
126 peixes, sendo 60 machos e 66 fémeas, ambos com média de peso de 800g para analise dos seguintes
parametros bioquimicos do sangue: cortisol, glicose, proteina total, uréia, aspartato aminotransferase (AST),
creatinina, calcio, fosforo, fosfatase alcalina, magnésio e colesterol. Apos o estresse cronico por hipdxia, as
tilapias apresentaram alteracdes (P<0,05) nos niveis séricos de glicose devido o aumento no grupo das
fémeas, nos niveis de proteina total (P<0,05) relativo ao aumento no grupo dos machos ¢ nos niveis de
fosforo e creatinina (P<0,05) devido a diminuicdo em ambos os sexos. As fémeas apresentaram valores
maiores (P<0,05) de cortisol, fosfatase alcalina e colesterol em relagdo aos machos.

Palavras chave: pardmetros bioquimicos, cortisol, tilapia, estresse, hipoxia

Abstract

This study was aimed at evaluating the secundary response variation to hypoxia stress during 18 days, in
recirculation system, in a strain chitralada of nilotic tilapia (Oreochromis niloticus), chitralada, measured by
blood biochemical parameters and evaluate the difference between grnder. One hundred twenty six fish were
used, 60 male and 66 female, both averaging 800g to analise to blood biochemical parameters: cortisol,
glucose, total protein, urea, aspartate aminotransferase (AST), creatinine, calcium, phosphorus, alkaline
phosphatase, magnesium and cholesterol. After the chronic hypoxia stress, the tilapias showed alteration
(P<0,05) in the serun level of glucose due to increase in the female group, in the level of total protein
(P<0,05) due to increase in the male group and the level of phosphorus and creatinine (P<0,05) due to
decrease in both gender. Females showed higher levels (P<0,05) of cortisol, alkaline phosphatase and
cholesterol than male group.

Keywords: biochemimcal parameters, cortisol, tilapia, stress, hypoxia

INTRODUCAO estresse foi descrita por Seyle (1950), citado por
Barcellos et al., (2000), como Sindrome da
Adaptacdo Geral (SAG). Essa sindrome ¢ um
conjunto de alteragdes que ocorrem no organismo
em resposta ao estresse. A SAG envolve trés

passos: reacdo de alarme, estigio de resisténcia,

Em sistemas intensivos de criacdo de peixes, a
ocorréncia de situagOes estressantes ¢ inevitavel.
Durante o periodo de criagdo, os animais sao
submetidos a inimeros manejos e¢ a variagdes

ambientais.

Segundo Wendeelar Bonga (1997), o estresse pode
ser definido como uma condigdo em que o
equilibrio dindmico do organismo, ou homeostase,
¢ ameacado ou perturbado em decorréncia da agdo
de estimulos intrinsecos denominados estressores.
Uma forma de explicar como ocorre a resposta ao
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em que ocorre adaptacdo ao estresse ocorrido, ¢
estagio de exaustdo, quando acontece a perda da
adaptacdo devido a continuidade ou intensificag@o
do agente estressor.

O cortisol plasmatico ¢ o indicador de estresse
mais utilizado em peixes, qualquer que seja o seu
estagio de desenvolvimento (Wendeelar Bonga,



1997). Branquias, intestino ¢ figado sdo alvos
importantes para o cortisol, os quais refletem as
duas maiores acdes deste hormoénio, isto é, o
controle do balango hidromineral ¢ do
metabolismo energético (Lima et al., 2006).
Barcellos et al. (1999, 2001) observaram um
aumento nos niveis de cortisol e glicose em tilapias
niloticas apoOs estresse cronico por perseguicdo
diaria com rede durante 59 dias, ¢ em jundia
(Rhamdia quelen) submetidas a captura com rede e
transferéncia de tanques, respectivamente.

Exposicao a baixos niveis de oxigénio durante as
primeiras fases da vida pode elicitar uma variedade
de respostas, algumas compensatorias, outras
claramente patogénicas. Essas respostas e sua
magnitude dependem da espécie, do estagio de
desenvolvimento, do nivel de hipoxia e do tempo
de exposicao (Rombough, 1992). 0]
desenvolvimento de embrides é progressivamente
reduzido por exposi¢do continua a baixos niveis de
oxigénio dissolvido (Adolph, 1983). Segundo
Smart (1981), para salmonideos, o minimo de
oxigénio dissolvido requerido é 5-6mg/l, ao passo
que para channel catfish (Ictalurus pumctatus) e
espécies de tilapia, o minimo ¢ de 3mg/l. Valores
menores que estes seriam  considerados
estressantes.

O trauma associado com estresse pode ativar a
resposta fisioldgica, que tera efeito na bioquimica
do sangue. Niveis de ions e enzimas plasmaticas
com fungdes metabdlicas importantes podem ser
indicativos da saude geral do peixe (Palti et al.,
2000). De acordo com Capen e Rosol, (1989)
avaliagdo de analises dos pardmetros bioquimicos
do sangue ajudam a aumentar a producao de peixes
por facilitar uma deteccdo precoce de doengas
infecciosas e na identificagdo de condi¢cdes
subletais que estejam afetando o desempenho da
produgdo.

Os trabalhos existentes sobre os componentes
bioquimicos do sangue de peixes sdo referentes a
comparacdo entre espécies (Palti et al., 2000) ou
algumas  situagdes estressantes como alta
densidade de estocagem (Hrubec et al., 2000 e
Montero et al., 2001), ambiente com baixo pH
(Milligam e Wood, 1982), estresse por mangjo
(Andreason, 1985), exposicdo as substincias

O estresse aplicado ao experimento foi por redugéo
da taxa de oxigénio dissolvido na agua para
aproximadamente 1,5mg/l durante 18 dias. Para
isso os fluxos de agua dos tanques contendo os

toxicas (Mcdonald e Milligan, 1992; Khalaf-Allah
1999; Dobsikova et al. 2006) e submetidas a
diferentes salinidades (LeaMaster et al. 1990).
Porém nao existem estudos sobre a influéncia do
estresse por hipoxia nos componentes bioquimicos
do sangue de tilapias.

Diante deste contexto, esse estudo teve como
objetivo avaliar a resposta secundaria ao estresse
causado por hipdxia em uma linhagem de tilapia
do género Oreochromis, refletida nos componentes
bioquimicos do sangue.

MATERIAL E METODOS
Animais
Foram utilizados 126 peixes do género

Oreochromis, denominada linhagem chitralada,
sendo 60 machos e 66 fémeas, ambos com média
de peso de 800g oriundos da Fazenda Geneforte,
localizada no municipio de Pedro Leopoldo, MG.
Cada animal foi anestesiado com quinaldina
(Merck) (1ml/10l) e identificado por um piercing
numerado no opérculo. Posteriormente, os animais
foram transportados vivos da Fazenda Geneforte
para o Laboratorio de Aquacultura (Laqua) da
Escola de Veterinaria - UFMG, e mantidos em
tanques de 0,4m’ em sistema de recirculagdo com
uma troca de agua por hora (4001/h), durante duas
semanas em periodo de aclimatagéo, recebendo 1%
do peso vivo de ragdo comercial, por dia para
manutenc¢do do peso.

Aplicacao do estresse

Apo6s o periodo de aclimatagao de duas semanas,
as tilapias, fémeas e machos, foram separados (10
e 11 animais por tanque, respectivamente, de modo
que essa estocagem ndo provocasse estresse nos
animais devido a densidade). Os animais foram
pesados e distribuidos por meio de sorteio da
seguinte maneira: trés tanques de tilapias machos
submetidas ao estresse e outros trés sem estresse
(controle). Para as fémeas fez-se a mesma
distribuicao dos machos.

animais submetidos ao estresse foram ajustados
para 0,415 litros de 4agua por minuto para cada
quilo de peixe. Ja os tanques contendo os animais
controle foram ajustados para 1,25 litros de agua
por minuto para cada quilo de peixe e os registros
de ar foram deixados abertos totalmente (Tab 1).
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Tabela 1- Fluxo das caixas regulados de acordo com o peso dos peixes em cada caixa: I/min/kg

12

Estressados
Machos Peso Fluxo (I/min) Fémeas Peso Fluxo (I/min)
Caixa 12 8.2kg 3,40 Caixa 1 9.2 kg 3,82
Caixa 13 5.0kg 2,07 Caixa 4 9.0 kg 3,73
Caixa 5 9.5kg 3,94 Caixa 6 9.0 kg 3,73
Controle
Machos Peso Fluxo (I/min) Fémeas Peso Fluxo (I/min)
Caixa 11 9.5 kg 11,87 Caixa 2 9.0 kg 11,25
Caixal4 7.4 kg 9,25 Caixa 3 8.0kg 10,0
Caixa 15 8.0 kg 10,0 Caixa 19 8.6 kg 10,75

* O calculo do consumo de oxigénio (CO) foi baseado na equagdo: CO = (1000/peso) x (peso)
sendo o peso em gramas, segundo Kubitza, (1998).

O monitoramento do oxigénio e a
temperatura da agua nos tanques foram
feitos quatro vezes ao dia (9:00, 13:00,
17:00 e 21:00hs), utilizando o oximetro
modelo YSI 55 e o pH e o nitrito foram
medidos a cada dois dias por método
colorimétrico.

Exames bioquimicos

No 19° dia de estresse cada individuo foi
anestesiado com  quinaldina  (Merck)
(1ml/10l) e foram coletados 3ml de sangue
por pungdo cardiaca utilizando seringas
descartaveis de 3ml e agulhas descartaveis
25x8. Do sangue coletado, 250ul foram
acondicionados em microtubos contendo
10ul de solucao de acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) a 10%,
para obtencdo de plasma e dosagem da
proteina total por refratometria. Outros
250l de sangue foram acondicionados em
microtubos contendo 10ul de solucdo de
fluoreto de sodio a 10% para dosagem
plasmatica de glicose determinada, por teste
colorimétrico, utilizando kit comercial' e
leitura realizada em espectrofotometro’. Os
2,5ml de sangue restantes foram divididos
em dois microtubos sem anticoagulante para
obtencdo do soro e realizacdo dos seguintes
exames bioquimicos séricos: fosfatase
alcalina, aspartato aminotransferase (AST),
uréia, creatinina, calcio, fosforo, magnésio e
colesterol que foram analisados por

! Glicose — Teste Enzimatico Colorimétrico -
Bioclin
2 Espectrofotdmeter coleman 35D

0,82

colorimetria utilizando-se kits comerciais’ e

dosagem de cortisol realizado por
radioimunoensaio utilizando 0 kit
comercial®.

Analise estatistica

O ensaio foi conduzido no delineamento
inteiramente  casualisado com  quatro
tratamentos em arranjo fatorial 2x2. Foi
aplicado teste de normalidade para verificar
a distribuicdo das variaveis e para aquelas
que ndo tiveram distribuicdo normal
(cortisol, AST) foi feito um ajuste de
transformacdo utilizando log x+1. Os
valores médios foram comparados pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Foi
calculada também a correlacdo das variaveis
analisadas. Para isto empregou-se o
programa SAS 6.12 (1994).

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, a temperatura
da agua dos tanques variou de 26,8 a 28,1°C
com média de 27,7°C; o pH teve média de
7,6, variando entre 7,4 a 7,8; o nitrito se
manteve < 0,3 e o oxigénio dissolvido no
tanque do grupo dos estressados de 1,05 a
1,92mg/l e nos tanques do grupo controle
variou de 4,25 a 4,96mg/| (Tab 2).

3 Teste Colorimétrico - Bioclin
* [1251] DPC-cortisol RIA test (Coat-A-Count,
DPC).



Tabela 2 — Valores médios de oxigénio (mg/l) para cada trés dias de medigdo

Caixas/dias 1,2,3 4,56 7.8,9 10,11,12 13,14,15 16,17,18
Controle

2 4,88 4,77 4,96 4,83 4,70 4,74

3 4,68 4,83 4,89 4,89 4,89 4,83

11 4,61 4,89 4,76 4,75 4,90 4,89

14 4,95 4,65 4,88 4,95 4,89 4,71

15 4,58 4,65 4,78 4,82 4,86 4,81

19 4,68 4,79 4,90 4,88 4,74 4,86

Estressados

1 2,11 1,63 1,64 1,83 1,77 1,72

4 2,29 1,85 1,76 1,86 1,76 1,71

5 2,31 1,84 1,62 1,89 1,69 1,64

6 2,32 1,87 1,65 1,79 1,61 1,69

12 2,15 1,86 1,73 1,82 1,72 1,74

13 2,36 1,68 1,65 1,78 1,75 1,74
As variaveis cortisol, magnésio, fosforo, célcio, Ap6s o estresse por hipdxia, ocorreu uma
fosfatase alcalina, AST (aspartato diminui¢do no valor médio de fosforo (P<0,05) e
aminotransferase) e colesterol ndo apresentaram aumento no valor médio de AST sanguinea dos
interagdo significativa entre tratamento e sexo. Ja animais analisados (Tab 3).

as variaveis glicose, proteina total uréia e
creatinina apresentaram.

Tabela 3- Comparagdo das médias e desvio padrdo (SD) das variaveis bioquimicas do sangue, entre
as tilapias do grupo controle (N=62) e estressado (N=64) que ndo apresentaram interagdo

tratamento/sexo.
Varidveis/Grupos Controle Estressado
Cortisol (ng/ml) 7,20 £ 4,87% 6,24 +3,93*
Magnésio (mg/dl) 3,45+ 0,64" 3,68 £2,43*
Fésforo (mg/dl) 7,62 +4.21° 4,88 + 2,46
Fosfatase alcalina (U/l) 19,94 + 7,20° 20,54 + 7,00*
Caélcio (mg/dl) 8,72+ 1,28 9,99 +3.31*
AST (U/) 22,28 + 6,34° 2536 +5,73"
Colesterol (mg/dl) 158,80 + 71,36° 145,35 + 86,237

AST = aspartato aminotrasferase
Meédias seguidas de letras distintas indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey

(P<0,05)
As varidveis bioquimicas que apresentaram apresentaram valores maiores (P<0,05) para
diferenca significativa para sexo sdo demonstradas cortisol, fosfatase alcalina e colesterol em relagao
na tabela 4. Verificou-se que as fémeas aos machos.

Tabela 4- Comparagdo das médias e desvio padrdo (SD) das variaveis bioquimicas do sangue, entre as
tilapias fémeas (N=66) e machos (N=60).

Variaveis Fémeas Machos
Cortisol (ng/ml) 8,25 +5,06" 5,02 42,79
Magnésio (mg/dl) 3,76 +1,73% 3,36 £ 1,83°
Fosforo (mg/dl) 6,79 £ 2,66" 5,62 +4,51°
Fosfatase alcalina (U/dl) 21,39 + 6,94° 18,99 +7,07°
Calcio (mg/dl) 855+2,11% 10,27 +2,80°
AST (U/l) 24,02 + 7,807 22,62 +4,18°
Colesterol (mg/dl) 176,78 + 68,61° 114,35 +77,13°

AST = aspartato aminotrasferase
Meédias seguidas de letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05)



Os resultados expressos nas tabelas 5 e 6
demonstram comparagdes dos valores médios das
variaveis bioquimicas entre machos e fémeas
dentro de cada grupo que apresentaram interagdo
significativa entre condi¢do e sexo. Verificou-se
que as fémeas estressadas apresentaram valores
maiores (P<0,05) para glicose, creatinina em

relacdo aos machos e estes apresentaram valores
médios de proteina total superiores quando
comparados as fémeas (Tab 5). Ja no grupo
controle, as fémeas mostraram valores maiores
(P<0,05) para proteina total, creatinina quando
comparadas aos machos, e estes mostraram valores
médios maiores de glicose (Tab 6).

Tabela 5 - Comparagdo das médias e desvio padrdo (SD), das variaveis bioquimicas do sangue entre

fémeas (N = 34) e machos (N = 30) no grupo estressado.

Variaveis Fémeas Machos
Glicose (mg/dl) 59,52 + 18,00° 44,45 + 8,57°
Proteina total (g/dl) 425 + 0,61° 5,56 + 0,55
Uréia (mg/dl) 6,79 + 3,17° 592 + 3,14°
Creatinina (mg/dl) 0,37 = 0,17° 0,27 + 0,10°

Meédias seguidas de letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05)

Tabela 6 - Comparag@o das médias e desvio padrdo (SD), das variaveis bioquimicas do sangue entre

fémeas (N = 32) e machos (N = 30) do grupo controle.

Variaveis Fémeas Machos
Glicose (mg/dl) 45,89 +12,31° 67,48 + 18,52°
Proteina total (g/dl) 5,35 + 0,58° 450 + 0,47°
Uréia (mg/dl) 6,89 + 3,66 8,75 + 2,82%
Creatinina (mg/dl) 0,47 + 0,12° 0,37 + 0,15°

Médias seguidas de letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05)

A figura 1 mostra o desdobramento da condi¢do de
estresse/sexo comparando entre os grupos controle
e estressado dentro de cada sexo para as variaveis
bioquimicas estudadas. Apods o estresse houve
aumento significativo dos valores médios de
glicose nas fémeas e diminui¢do significativa nos

B Fémea controle [0Fémea estressada
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machos (Fig 1C) e diminuicdo significativa de
proteina total nas fémeas e aumento nos machos
(Fig 1A e B). Verificou-se também, em ambos os
sexos, que valores de creatinina foram superiores
no grupo controle (P<0,05) (Fig 1A e B).

Bl Macho controle OO0 Macho estressado |
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B Fémea controle [OFémea estressada

O Macho controle Macho estressado
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Glicose (mg/dl)

Figura 1 - Comparacdo entre fémeas dos grupos controle e estressado e entre machos dos grupos controle e estressado.
* Diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05) entre os grupos.

Prot tot = proteina total.

DISCUSSAO

A medida que a produgéo de peixe vai crescendo e
se intensificando, o manejo torna-se potencial
estressante. Durante o periodo do experimento
nenhum animal morreu devido ao tratamento
imposto. Isso sugere que essa linhagem de tilapia
Oreochromis utilizada é capaz de resistir bem a
ambientes com baixos niveis de oxigénio
dissolvido.

A semelhanca das médias do nivel de cortisol entre
os grupos controle e estressado sugere uma
possivel adaptacdo do peixe ao ambiente e ao
estresse cronico a que foi submetido. A diminuigo
da resposta do cortisol ao estresse, neste ensaio,
poderia ser atribuida ao fato dos animais estarem
na fase de resisténcia da Sindrome Geral de
Adaptacdo. O mecanismo fisiologico dos efeitos
do estresse cronico na glandula hipotalamica-
pituitaria-interrenal (HPI) ndo ¢é completamente
entendido. O “feedback” negativo do cortisol pode
ocorrer no hipotalamo, na glandula pituitaria e/ou
nas células interrenais (Sloman et al., 2002). Em
pesquisa realizada por Balm et al., (1994), a
administra¢do de cortisol com o intuito de elevar a
concentracdo na circulagdo, atenuou a resposta do
cortisol no estresse agudo devido ao manejo, na
espécie de truta arco-iris e diminuiu a sensibilidade
das células interrenais a estimulacdo do hormonio
adrenocorticotrépico (ACTH) in vitro, indicando a
existéncia de um “feedback”. Sloman et al. (2002)
também observaram um “feedback™ negativo do
cortisol na glandula hipotaldmica-pituitaria-
interrenal (HPI) em trutas arco-iris submetidas a
estresse cronico por interagdo social no final de
seis dias de confinamento.

A auséncia de concentragdes elevadas de cortisol
pode ndo estar relacionada a auséncia de

estressores. Barcellos et al. (1999) observaram
doses mais baixas de cortisol em um grupo de
tilapia nildtica submetido a estresse cronico por
perseguicdo diaria, do que no grupo submetido ao
estresse agudo por anoxia por um minuto. Esse
nivel discreto de cortisol plasmatico no estresse
cronico ¢ freqiientemente dificil de ser
diferenciado dos niveis de repouso (Weendelar
Bonga, 1997).

As fémeas apresentaram valores maiores para o
cortisol em relagdo aos machos. Segundo Hoeger
et al. (2005), fémeas de truta tém mostrado serem
mais sensiveis a situagdes de manuseio do que os
machos. Ao contrario do resultado encontrado no
presente trabalho, Marine et al. (2007) mostraram
que machos de tubardo (Sphyrna tiburo) tiveram
seus niveis de cortisol maiores quando capturados
do que as fémeas.

O caélcio ndo sofreu alteragdes significativas e se
manteve praticamente inalterado entre os grupos
analisados. O calcio participa de varios processos
biolégicos  fundamentais, como  contracio
muscular, coagulagdo sanguinea, atividade
enzimatica e como componente essencial da
estrutura do esqueleto. Andreason (1985) e
LeaMaster et al. (1990) também nio observaram
alteragdo na concentragdo de calcio plasmatico de
trutas arco-iris submetidas ao estresse por manejo e
exercicios exaustivos, e em espécies de tilapias
quando transferidas de &4gua doce para agua
salgada, respectivamente. Ja Hrubec et al. (2000)
relataram  um  aumento  significativo da
concentracdo de célcio de tildpias hibridas
submetidas a alta densidade de produgdo em
relagdo ao grupo de baixa densidade. Segundo
Mcdonald e Milligan (1992), uma fracdo de calcio
plasmatico ¢ sempre ligada a proteina. No
resultado da correlagdo, no presente trabalho, o
calcio apresentou correlagdo positiva com proteina
total (0,242), onde foi observado um discreto
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aumento tanto no nivel de proteina total, quanto no
de calcio no grupo estressado. O calcio também
mostrou correlagdo negativa com o fosforo (-
0,222). De acordo com Finco (1989), um aumento
na concentragdo de calcio plasmatica inibe a
liberagdo do hormonio paratiredide, inibindo assim
a reabsor¢do de fosforo pelos tubulos renais. Os
rins controlam a concentragdo de fosforo no
plasma e o estresse estimula um aumento da
diurese (Finco, 1989). Os resultados obtidos para o
fosforo no presente trabalho estdo de acordo com
as observac¢des acima, onde o nivel do fosforo
diminuiu significativamente no grupo estressado
mostrando que, assim como as proteinas totais
séricas, o fosforo foi sensivel ao estresse por
hipoxia. Hrubec et al. (2000) também observaram
uma diminuicao significativa de fosforo de tilapias
hibridas submetidas a alta densidade de produgdo
em relacdo ao grupo de baixa densidade. Porém,
LeaMaster et al. (1990) ndo observaram alteragdo
na concentracdo de fosforo em espécies de tilapia
estressadas por diferenca de salinidade na agua.

O resultado obtido para AST mostra que o estresse
por hipoéxia provocou o aumento desta variavel nos
animais estudados, indicando que pode ter ocorrido
alguma lesdo hepatica. A dosagem de enzimas
plasmaticas tem um diagndstico potencial na
toxicologia e patologia de peixes, porque a
atividade dessas enzimas pode informar sobre
danos celulares em 6rgaos especificos. O figado ¢
rico em aspartato aminotransferase (AST) e
mudangas nos niveis plasmaticos dessa enzima
podem ser indicio de uma disfun¢do hepatica.
LeaMaster et al. (1990) relataram auséncia de
alteracdo nos niveis de AST em espécies de tilapia
quando transferidas de agua doce para agua
salgada. J& Dobsikova et al. (2006) estudando o
efeito do piretroide cipermetrina, na carpa comum
por 96h, relataram que este piretroide aumenta o
nivel de AST no plasma sanguineo. Khalaf-Allah
(1999) observou um aumento de AST em tilapias
niléticas ndo imunizadas com antigeno de
Staphylococcus aureus expostas a varios tipos de
pesticidas por 30 dias. Em uma espécie de truta
intoxicada com tetracloreto de carbono (CCly), um
hepatotoxicante conhecido, foram observados
aumentos significativos nos niveis plasmaticos de
AST (Mcdonald e Milligan, 1992).

Catecolaminas sd3o liberadas na circulacdo de
peixes teledsteos em resposta a uma variedade de
estressores. Uma vez liberados, esses hormonios
iniciam numerosos efeitos, como por exemplo, a
mobilizagdo de reserva de energia (Weendelar
Bonga, 1997, Reid et al., 1998). Ao fazer o
desdobramento da condi¢do de estresse/sexo, o
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grupo estressado apresentou niveis menores de
glicose para machos, e no grupo controle essa
observagdo foi feita para as fémeas. Na resposta
provocada pelo estresse crénico, o aporte
energético da alimentagdo e das reservas corporais
pode estd sendo utilizado nas alteracdes
fisiologicas provocadas pela resposta ao estresse
para manutencao da homeostase, por isso a
ocorréncia da diminui¢do da glicose encontrada
nos machos. Outra possivel hipdtese pode ser
atribuida a um “feedback” negativo na liberagao de
catecolaminas por um prazo de tempo menor
durante o periodo de estresse. Outro fator que pode
ter contribuido para a diminuicdo da glicose do
grupo estressado foi o consumo reduzido de ragdo
por este grupo. Este fato foi observado no grupo
estressado, onde poucos minutos apos a
alimentacdo encontravam-se sobras de racdo
boiando no tanque desses animais. Segundo Smart
(1981), um dos primeiro indicios de que o peixe
esta estressado devido a redugdo da concentracdo
de oxigénio dissolvido é quando ele rejeita o
alimento.

A concentracdo de proteina total aumentou no
grupo estressado somente no grupo dos machos,
para as fémeas foi contrario. Este resultado indica
que esta varidvel foi sensivel ao estresse por
hipoxia. A determinagdo da taxa de proteina total
no plasma é de grande importancia clinica, pois
sua concentragdo plasmatica ¢ responsavel pela
pressdo coloidosmética desse liquido corporal. Em
experimento realizado por Johnson et al. (2006) a
proteina total também aumentou 48h apds injecao
de triamcinolone, um glicocorticdide sintético em
arenque (Brevoortia tyrannus). Proteina total ¢é
alterada principalmente por mudangas no volume
plasmatico. O aumento ¢ causado por uma
mudanga de fluido do plasma para o
compartimento intracelular € uma diminui¢ao pode
ser causada por uma hidratagcdo do plasma. A saida
dos fluidos do plasma ¢é causada por um
desequilibrio osmotico entre os compartimentos
extracelular e intracelular, e qualquer estresse que
induz tal desequilibrio pode levar a um aumento de
proteina no plasma (Mcdonald e Milligan, 1992).
LeaMaster et al. (1990) observaram niveis séricos
de proteina total maiores em fémeas de tilapias de
agua doce expostas a Aagua salgada, quando
comparadas aos machos. Tavares-Dias et al. (2004)
pesquisando a influéncia de varios pardmetros
sangiiineos na primeira maturacdo gonadal de
carpa comum, ndo encontraram diferenca nos
niveis séricos de proteina total entre machos e
fémeas. A proteina plasmatica total aumentou em
truta arco-iris em resposta a exercicio intenso e
exposto a ambiente com baixo pH (Milligam e



Wood, 1982), e também em hibridos de tilapia
(Oreochromis niloticus x O. Mossambicus x O.
aureus) (Hrubec et al., 2000), e em uma espécie de
dourada (Sparus aurata) (Montero et al., 2001),
criada em alta densidade em relagdo ao grupo de
baixa densidade. Fernandes et al. (2007) também
observaram um aumento de proteina total em um
espécie de tainha (Lisa saliens), procedentes do
lago Esmoriz-Paramos poluido, devido a atividade
humana, industrial e da agricultura, no noroeste de
Portugal.

No presente trabalho, apesar de ter apresentado
interagdo significativa entre condigdo e sexo para a
uréia sanguinea, ndo foi observada diferenga
significativa entre os grupos. Mesmo assim o
grupo dos machos apresentou redugdo de 32,3%
apds o estresse. Em teledsteos, a uréia é derivada
da degradacdo de proteinas. Essa sintese de uréia
abastece um mecanismo para excrecdo de amoénia
durante o catabolismo de aminoacidos (Finco,
1989). Segundo Mcdonald e Milligan (1992),
reducdo na alimentagdo por algumas semanas pode
reduzir a concentragdo plasmatica de uréia.
LeaMaster et al. (1990) observaram niveis séricos
de uréia maiores em machos de tilapias de agua
doce expostas a agua salgada, em relacdo as
fémeas.

No presente estudo, a concentracdo de creatinina
sérica sofreu reducdo significativa no grupo
submetido ao estresse tanto nos machos como nas
fémeas. Esse resultado pode ser explicado pela
reducdo da movimentagdo e, conseqiientemente,
redugdo da contragdo muscular dos peixes desse
grupo em relacdo ao grupo controle, ja que a
creatinina ¢ produto final da utilizacdo da energia
muscular. A maioria da creatinina excretada se
origina da creatina enddgena. Os aminoacidos
arginina e glicina se combinam para formar
guanidinoacetato no pancreas e rins. No figado, o
guanidinoacetato recebe um grupo metil da
metionina convertendo-se em creatina. FEssa
creatina circulante no plasma ¢ requerida pelos
musculos, onde se armazena energia na forma de
fosfocreatina. A fosfocreatina no tecido muscular
sofre uma ciclizagdo espontinea com a perda de
um fosfato inorganico formando a creatinina
(Finco, 1989). Hrubec et al. (2000) também
encontraram reducdo de creatinina em tilapias
hibridas submetidas a alta densidade de producao
em relagdo ao grupo de baixa densidade. Segundo
Finco (1989) exercicio severo e prolongado em
humanos causa aumento na creatinina sérica.
LeaMaster et al. (1990) observaram niveis séricos
de creatinina maiores em machos de tilapias de

agua doce expostas a agua salgada, quando
comparadas as fémeas.

Embora a tilapia seja o segundo peixe mais criado
no mundo, existem poucos relatos da diferenca das
variaveis bioquimicas entre os sexos. Segundo
Tavares-Dias et al. (2004), em teledsteos, o
dimorfismo sexual que ocorre em relagdo 4s
caracteristicas hematoldgicas pode estar associado
a presencga de androgenos. Neste trabalho, os niveis
de colesterol e fosfatase alcalina apresentaram
diferencas significativas entre os sexos, onde
ambas variaveis foram maiores nas fémeas do que
nos machos. De acordo com LeaMaster et al.
(1990), a variacdo nos niveis de colesterol podem
estar associados com nutrigdo, ciclo sexual ou com
a atividade do peixe, e que o aumento do colesterol
em fémeas pode estar relacionado ao estagio de
vitelogénese em varias espécies de peixes.
Segundo Mcdonald e Milligan (1992), fémeas de
salmao do pacifico também apresentaram niveis de
colesterol maiores que os niveis dos machos
durante o processo de migracdo da agua salgada
para a agua doce. LeaMaster et al. (1990)
observaram niveis maiores de colesterol, e
menores de AST em fémeas de tilapias de agua
doce expostas a agua salgada, quando comparadas
aos machos.

CONCLUSOES

Conclui-se que o estresse por hipoxia em tilapias
da linhagem chitralada causou alteragdes nos
niveis de glicose devido ao aumento no grupo das
fémeas, nos niveis de proteina total relativo ao
aumento no grupo dos machos e nos niveis de
fosforo e creatinina devido a diminuigdo em ambos
0s sexos. As fémeas apresentaram valores maiores
de cortisol, fosfatase alcalina e colesterol em
relagdo aos machos.
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AVALIACAO HEMATOLOGICA EM TILAPIA NILOTICA (Oreochromis niloticus),
LINHAGEM CHITRALADA, SUBMETIDA AO ESTRESSE POR HIPOXIA

Hematology of nilotic tilapia (Oreochromis niloticus), strain chitralada, exposed to hypoxia
stress

Resumo

Este trabalho teve como objetivos avaliar a variagdo da resposta secundaria ao estresse causado por hipoxia e
a diferenca desta resposta entre sexos refletida nos componentes hematolégicos do peixe, durante 18 dias, na
linhagem chitralada de tilapia nilética (Oreochromis niloticus), mantidas em sistema de recirculag@o. Foram
utilizados 126 peixes, sendo 60 machos e 66 fémeas, ambos com média de peso de 800g. Foram realizadas a
contagem total de eritrocitos, leucocitos e plaquetas, a contagem diferencial de leucocitos, e dosagem de
hemoglobina, hematdcrito, proteina total plasmatica e dos indices hematimétricos (VGM, HGM e CHGM).
Apo6s o estresse cronico por hipoxia, as tildpias apresentaram alteragcdes (P<0,05) no nimero de plaquetas e
aumento do VG, das hemacias ¢ de hemoglobina devido o aumento no grupo das fémeas, alteracdo nos
niveis de proteina total relativo ao aumento no grupo dos machos, leucocitose devido ao aumento no valor
relativo de linfécitos no grupo dos machos e diminui¢ao nos valores relativos de eosinéfilos que ocorreu em
ambos os sexos. As fémeas apresentaram valores maiores d¢ HGM e CHGM em relacdo aos machos e estes
apresentaram maiores valores de VGM do que as fémeas.

Palavras chave: parametros hematologicos, tilapia, estresse, hipoxia

Abstract

This study was aimed at evaluating the secundary response variation and evaluate the difference between
genders to haematological parameters of fish exposed to hypoxia stress during 18 days, in a strain chitralada
of nilotic tilapia (Oreochromis niloticus), in recirculation system. One hundred twenty six fish were used, 60
male and 66 female, both averaging 800g. The total number of erythrocytes, leucocytes, and platelets,
leucocyte differential count, haemoglobin, hematocrit, total protein and haematological indexes (MCV,
HGM and CHGM) were analysed. After the chronic hypoxia stress, the tilapias showed alterations (P<0,05)
in the plateles number and increase of VG, erythrocytes and haemoglobin due to increase in the female
group, alteration levels of total protein due to increase in the male group, leucocytese due to increase in the
relative level of lymphocyites in the male group and decrease in the eosinophils levels in both gender.
Females group showed increase of HGM and CHGM and male group showed increase of VGM than female.

Keywords: haematological parameters, tilapia, stress, hypoxia

INTRODUCAO totalmente voltadas para a produgdo comercial,
colocando-a na vanguarda da aquacultura.

De acordo com a FAO (2001) (Food and

Agriculture Organization of the United Nations), a
aquacultura apresenta um rapido crescimento em
produgdo visando uma substitui¢do dos produtos
originados da pesca em virtude de seus estoques
naturais estarem em decadéncia.

Superadas em producdo apenas pelas carpas, as
tilapias  (Oreochromis sp), ocupam posi¢ao
destacada entre as espécies de agua doce cultivadas
(Kubitza, 2000). A tilapia é conhecida como o
peixe mais importante de toda aquacultura do
século XXI, apresentando uma grande quantidade
de caracteristicas fisiologicas, reprodutivas,
genéticas e, principalmente, mercadologicas sendo
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Praticas rotineiras de aquacultura e variagdes
ambientais a que os peixes estdo sujeitos, como
variagdo da temperatura e quantidade de oxigénio
dissolvido na agua, inevitavelmente desencadeiam
uma resposta do organismo animal ao estresse.

Nos peixes 6sseos os tecidos linfoides encontram-
se no timo, rim cefalico, baco, mucosas e tecidos
associados com o intestino (Powell, 2000). Nesses
orgios sdo formados os linfocitos, mondcitos e
granulocitos, além dos eritrocitos, porém a
intensidade de suas atividades hematopoiéticas
difere entre as diversas espécies de teledsteos
(Tavares-Dias et al., 2004).



E sabido que o meio-ambiente influencia o perfil
sangiiineo do peixe, sendo utilizado para monitorar
a resposta frente a uma situagdo de estresse
(Vazquez e Guerrero, 2007).

Indices hematoldgicos sdo importantes parametros
para a avaliacdo do estado fisioloégico do peixe.
Suas variagdes dependem da espécie, idade e
condi¢gdes de saude (Tavares-Dias et al., 1999,
Hrubec et al., 2001, Vazquez e Guerrero, 2007),
sendo também influenciadas pelo sexo (Ranzani-
Paiva e Godinho, 1986, Master, 1990). Segundo
Hrubec et al. (2000), andlises clinicas
hematoldgicas e bioquimicas, embora ndao sejam
usadas regularmente na medicina de peixes, podem
promover informagdes diagnosticas importantes,
uma vez que valores de referéncia tenham sido
estabelecidos.

O estudo de componentes do sangue ¢ de suas
fungdes é importante para o reconhecimento das
condi¢des de equilibrio normais e patologicas. A
avaliag@o desses componentes ajuda a determinar a
influéncia da dieta, doengas, condigdes resultantes
de estresse ambiental, sendo um importante
instrumento auxiliar de diagnostico (Silveira e
Rigores, 1989, Ranzani-Paiva, 1991, Tavares-Dias,
et al., 2000a).

As caracteristicas hematologicas ja  foram
avaliadas em Oreochromis niloticus em condi¢des
laboratoriais (Martins et al., 2004), de pesque-
pague (Tavares-dias et al., 200b), em tilapias
vermelhas mantidas em tanque-rede (Tavares-Dias,
et al., 2000a), mas ndo se tem relato de avaliagdes
hematologicas de tilapias submetidas ao estresse
cronico por hipdxia.

Sendo assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar as varidveis hematoldgicas de
tilapia da linhagem chitralada, submetida ao
estresse cronico por hipdxia, como também avaliar
se ha diferenca nos pardmetros hematologicos
entre os sexos.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 126 peixes do género
Oreochromis, denominada linhagem chitralada,
sendo 60 machos e 66 fémeas, ambos com peso
médio de 800g oriundos da Fazenda Geneforte,
localizada no municipio de Pedro Leopoldo, MG.
Cada animal foi anestesiado com quinaldina
(Merck) (1ml/10l) e identificado por um piercing
numerado no opérculo. Posteriormente, os peixes
foram transportados vivos da Fazenda Geneforte
para o Laboratorio de Aquacultura (Laqua) da
Escola de Veterinaria - UFMG, e mantidos em
tanques de 0,4m’ em sistema de recirculagdo com
uma troca de agua por hora (4001/h), durante duas
semanas em periodo de aclimatagéo, recebendo 1%
do peso vivo de ragdo comercial, por dia para
manuteng¢do do peso.

Aplicacio do estresse

Apbs o periodo de aclimatacdo de duas semanas,
as tilapias fémeas e machos foram separadas (10 e
11 animais por tanque, respectivamente, de modo
que essa estocagem ndo provocasse estresse nos
animais devido a densidade), pesadas e distribuidas
por sorteio da seguinte maneira: trés tanques de
tilapias machos submetidas ao estresse e outros
trés sem estresse (controle). Para as fémeas fez-se
a mesma distribuicdo dos machos.

O estresse aplicado ao experimento foi por redugdo
da taxa de oxigénio dissolvido na &gua para
aproximadamente 1,5mg/l durante 18 dias. Para
isso os fluxos de agua dos tanques contendo os
animais submetidos ao estresse foram ajustados
para 0,415 litros de agua por minuto para cada
quilo de peixe. Ja os tanques contendo os animais
controle foram ajustados para 1,25 litros de agua
por minuto para cada quilo de peixe e os registros
de ar foram deixados abertos totalmente (Tab 1).

O monitoramento do oxigénio e a temperatura da
agua nos tanques eram feitos quatro vezes ao dia
(9:00, 13:00, 17:00 e 21:00h, utilizando o
oximetro modelo YSI 55 e o pH e o nitrito foram
medidos a cada dois dias por método
colorimétrico.
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Tabela 1- Fluxo das caixas regulados de acordo com o peso dos peixes em cada

caixa: l/min/kg

Estressados
Machos Peso Fluxo (I/min) Fémeas Peso Fluxo (I/min)
Caixa 12 8.2 kg 3,40 Caixa 1 9.2 kg 3,82
Caixa 13 5.0kg 2,07 Caixa 4 9.0 kg 3,73
Caixa 5 9.5kg 3,94 Caixa 6 9.0 kg 3,73
Controle
Machos Peso Fluxo (I/min) Fémeas Peso Fluxo (I/min)
Caixa 11 9.5 kg 11,87 Caixa 2 9.0 kg 11,25
Caixal4 74 kg 9,25 Caixa 3 8.0 kg 10,0
Caixa 15 8.0 kg 10,0 Caixa 19 8.6 kg 10,75

* O calculo do consumo de oxigénio (CO) foi baseado na equacdo: CO =
(1000/peso) x (peso)™** sendo o peso em gramas, segundo Kubitza, (1998).

Exames das variaveis hematologicas

Apds 18 dias de estresse, cada individuo foi
anestesiado com quinaldina (Merck) diluida em
agua (1ml/10l) e foram coletados 3ml de sangue
por pungdo cardiaca utilizando seringas
descartaveis de 3ml e agulhas descartaveis 25x8.
O sangue coletado foi acondicionado em
microtubos  contendo  solucdo de acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) a 10%, para
determinacdo dos valores das variaveis
hematologicas e da proteina total plasmatica.
Depois de coletadas, as amostras de sangue foram
encaminhadas e processadas no Laboratdrio de
Toxicologia e Patologia Clinica do Departamento
de Clinica e Cirurgia da Escola de Veterinaria da
UFMG.

A contagem total de eritrocitos, leucdcitos e
plaquetas foi realizada manualmente na Camara de
Neubauer, conforme técnica de Hrubec et al.
(2000) modificada, substituindo a solug¢dao de Natt-
Herrick pelo azul de toluidina a 0,2% como
corante diluidor.

Os esfregacos sanguineos foram feitos apds a
coleta, corados com pandético e utilizados para
realizar a contagem de leucdcitos e avaliar as
alteracdes morfométricas.

A hemoglobina foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina. Para a leitura da
absorbancia, as amostras foram centrifugadas para
remoc¢do do material nuclear das células.
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Para determinagdo do volume globular (VG), foi
utilizada a técnica do microhematdcrito, utilizando
centrifugacdo por cinco minutos a 10.000rpm.

A proteina plasmatica foi determinada por
refratometria,  utilizando o  plasma  do
microhematocrito.

Os indices hematimétricos (VGM, HGM e
CHGM) foram calculados por formulas padroes
(Ferreira Neto et al., 1982).

Analise estatistica

O ensaio foi conduzido no delineamento
inteiramente casual em arranjo fatorial 2x2 (duas
condigOes de estresse e dois sexos). Foi aplicado
teste de normalidade para verificar a distribuicdo
das variaveis e para aquelas que ndo tiveram
distribuicdo  normal  (leucocitos,  plaquetas,
linfécito%, monocito%, eosindfilo%) foi feito um
ajuste de transformacdo utilizando log x+1 e
\(x+1) para as variaveis VGM, HGM, e CHGM.
Os valores médios foram comparados pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Foi calculada
também a correlag@o das variaveis analisadas. Para
isto empregou-se o programa SAS 6.12 (1994).

RESULTADOS



Durante o periodo do estudo, a temperatura da
agua dos tanques variou de 26,8 a 28,1°C com
média de 27,7°C, o pH teve média de 7,6, variando
entre 7,4 a 7,8, o nitrito manteve-se < 0,3 e o
oxigénio dissolvido no tanque do grupo dos
estressados de 1,05 a 2,63mg/l e nos tanques do
grupo controle variou de 4,15 a 4,96mg/| (Tab 2).

As variaveis VGM, HGM,CHGM, plaquetas e
valores relativos de mondcitos ndo apresentaram

interacdo significativa entre tratamento ¢ sexo. Ja
as variaveis hemacias, hemoglobina, VG, proteina
total, valores totais de leucocitos, valores relativos
de linfocitos, eosinofilos e neutrofilo apresentaram.

Apbs o estresse por hipoxia, ocorreu aumento no
numero médio de plaquetas (P<0,05) (Tab 3).

Tabela 2 — Valores médios de oxigénio (mg/l) medidos para cada trés dias de medigdo

Caixas/dias 1,2,3 45,6 7,8,9 10,11,12 13,14,15 16,17,18
Controle
2 4,88 4,77 4,96 4,83 4,70 4,74
3 4,68 4,83 4,89 4,89 4,89 4,83
11 4,61 4,89 4,76 4,75 4,90 4,89
14 4,95 4,65 4,88 4,95 4,89 471
15 4,58 4,65 4,78 4,82 4,86 4,81
19 4,68 4,79 4,90 4,88 4,74 4,86
Estressados
1 2,11 1,63 1,64 1,83 1,77 1,72
4 2,29 1,85 1,76 1,86 1,76 1,71
5 2,31 1,84 1,62 1,89 1,69 1,64
6 2,32 1,87 1,65 1,79 1,61 1,69
12 2,15 1,86 1,73 1,82 1,72 1,74
13 2,36 1,68 1,65 1,78 1,75 1,74

Tabela 3 - Comparagdo das médias e desvio padrao (SD) das varidveis hematologicas
entre as tilapias do grupo controle (N=62) e estressado (N-64).

Variaveis/Grupos Controle Estressado
VGM (1) 125,65 +20,34" 120,83 +28,28"
HGM (pg) 30,90 +9,20° 30,28 +13,00*
CHGM (g/dl) 23,90 + 6,30° 26,71 +9,00°
Plaquetas (/ pl) 34505,0 + 13272° 55287,0 +32003"
Mondcitos % 6,2 £2,8° 4,10 £ 3,0°

Meédias seguidas de letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(P<0,05).

As variaveis hematologicas que apresentaram
diferenca significativa para sexo sao demonstradas
na Tabela 4. Verificou-se que as fémeas
apresentaram valores maiores (P<0,05) HGM e

CHGM em relagdo aos machos. Porém, os machos,
apresentaram maiores valores (P<0,05) de VGM
do que as fémeas.

Tabela 4 - Comparacdo das médias e desvio padrio (SD) das variaveis
hematologicas, entre as tilapias fémeas (N=66) e machos (N=60).

Variaveis Fémeas Machos
VGM (fL) 123,74 +24,33° 132,11 +24,38°
HGM (pg) 35,35+ 13,21° 29,02 + 8,52°
CHGM (g/dl) 27,38 +7,31° 23,17 +7,96°
Plaquetas (/ ul) 43987 + 30502° 46242 +21876°
Monocitos % 5,63+321°% 4,46 +291°

Meédias seguidas de letras distintas indicam diferenga significativa pelo teste de

Tukey (P<0,05).
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Os resultados expressos nas tabelas 5 e 6
demonstram comparagoes dos valores médios dos
componentes hematolégicos e de proteina total
entre machos e fémeas dentro de cada grupo que
apresentaram  interacdo  significativa  entre
tratamento e sexo. Verificou-se que as fémeas
estressadas apresentaram maior concentragdo
(P<0,05) de hemoglobina e no nimero relativo de

eosinofilos. Porém, os machos, apresentaram
maiores valores de proteina total (P<0,05) do que
as fémeas (Tab 5). J4 no grupo controle, as fémeas
apresentaram valores menores de VG e de
eosinofilos quando comparados aos machos e estes
valores menores de proteina total do que as fémeas
(Tab. 6).

Tabela 5 - Comparagdo das médias e desvio padrido (SD) das Varidveis
hematologicas e proteina total entre fémeas (N = 34) e machos (N = 30) do

grupo estressado.

Variaveis/Grupos Fémeas Machos
Hemécias (x10% uL) 2,65+ 0,88" 2,27 0,42
Hemoglobina (g/dl) 8,40+ 1,67° 6,48 +1,11°
VG % 29,55+ 4,71° 30,03 +3,35°
Leucocitos (/ uL) 83461 + 69207" 95503 + 47697°
Linfocitos % 83,50 £ 8,00 88,10 = 5,70°
Neutréfilo % 10,30 + 5,40° 7,20 + 3,50°
Eosinéfilos % 1,50 +0,70° 1,40 +0,07°
Proteina total (g/dl) 425+0,61° 5,56 + 0,55

Meédias seguidas de letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Tabela 6 - Comparacdo das médias e desvio padrdo (SD) das variaveis
hematologicas e proteina total entre fémeas (N = 32) e machos (N = 30) do

grupo controle.

Variaveis/Grupos Fémeas Machos
Hemécias (x10% pL) 2,06 + 0,44° 2,40 +0,70°
Hemoglobina (g/dl) 6,47 + 1,27* 6,47 +1,51*
VG % 26,09 + 4,29 29,63 + 5,95
Leucocitos (/ uL) 51284 + 18551 50051 + 23408
Linfocitos % 78,40 + 7,50° 80,20 + 7,0°
Neutrofilos % 13,50 + 5,80° 12,60 + 5,3*
Eosinofilos % 1,50 £ 0,90° 1,60 +0,8"
Proteina total (g/dl) 5,35 + 0,58 4,50 + 0,47b

Médias seguidas de letras distintas indicam diferenga significativa pelo teste de

Tukey (P<0,05).

A figura 1 mostra o desdobramento da condigéo de
estresse/sexo comparando entre os grupos controle
e estressado dentro de cada sexo para os
componentes hematolégicos e proteina total
estudados. Tanto as fémeas quanto os machos
apresentaram diferencas significativas para os
valores relativos de eosinofilos (Fig 1F) e proteina
total (Fig 1A e B), quando comparados grupos
controle e estressado. As fémeas apresentaram um
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aumento (P<0,05) do VG (Fig 1G), do nimero de
hemacias e da concentracdo de hemoglobina (Fig
1A) no grupo estressado e os machos ndo sofreram
alteragdo para estes parametros. Os machos
apresentaram aumento (P<0,05) de leucocitos (Fig
1E), nos valores relativos de linfocitos e uma
redugdo nos valores relativos de neutrofilos (Fig
1D) apos o estresse.
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Figura 1 — Comparacéo entre fémeas dos grupos controle e estressado e entre machos dos grupos controle e estressados
para os componentes hematologicos e proteina total estudados. * Diferenga significativa (P<0,05) pelo teste de Tukey

entre 0s grupos.

DISCUSSAO

O estresse foi definido por Wedemeyer e Mclay
(1981), como “a soma de todas as respostas
fisiologicas no qual um animal tenta manter ou

restabelecer um metabolismo normal sobre uma
causa fisiologica ou quimica”. Aspectos de estresse
em peixe t€m sido revisados por Barcellos et al.
(2000); Barton (2002) e Wendeelar Bonga (1997) e
ganham atenc¢do relevante com o crescimento da
aquacultura.
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O estresse devido a hipoxia reduz a taxa de
crescimento e  desenvolvimento, promove
mudangas morfologicas, alteracoes
comportamentais ¢ uma variedade de ajustes
metabolicos e fisiologicos em varias etapas da vida
do peixe (Adolph, 1983). Segundo Smart (1981),
para salmonideos, o minimo de oxigénio
dissolvido requerido ¢ 5-6mg/l, ao passo que em
channel catfish (Ictalurus pumctatus) e espécies de
tilapia, o minimo ¢ de 3mg/l. Valores menores que
estes seriam considerados estressantes. Durante o
periodo do experimento nenhum animal morreu
devido ao tratamento imposto. Isso sugere que essa
linhagem de tilapia utilizada é capaz de resistir
bem a ambientes com baixos niveis de oxigénio
dissolvido.

No presente trabalho ocorreu um aumento
significativo do VG, das hemadacias e de
hemoglobina apdés o estresse por hipdxia nas
fémeas. Segundo Martins et al. (2004) o
hematdcrito ¢ uma das avaliagdes que tem
demonstrado variacdes diante de situa¢des de
estresse. De acordo com Fange (1992), a
diminuicdo de oxigénio no ambiente estimula a
eritropoiese, aumentando VG e hemacias em
peixes de agua doce. Isso ocorre devido a liberagao
de catecolaminas, que causam mobilizacdo das
hemacias do bagco aumentando sua quantidade no
sangue e conseqlientemente, aumentando o VG
(Mcdonald e Milligan, 1992). Tavares-Dias e
Faustino (1998) analisando os parametros
hematologicos de tilapia nildtica sob cultivo
extensivo, ndo encontraram influéncia do sexo no
eritrograma. LeaMaster et al. (1990), também
observaram valores maiores de hemacias para
fémeas de tilapias de agua doce quando expostas a
agua salgada. Montero et al. (2001), também
observaram aumento no VG, na concentracao de
hemoglobina e no numero de hemacias em
gilthead seabream (Sparus aurata) submetidos
ao estresse por alta densidade durante 15
semanas. Wells et al. (2005) relataram
aumento da concentracdo da hemoglobina e
VG e diminuicilo do CHGM de peixes
tropicais da Australia submetidos a hipoxia.
Quando o estresse aplicado ¢ agudo, parece
ndo ocorrer muita variagdo na hematologia de
peixes. Sadler et al. (2000) ndo encontraram
diferenga na hematologia do salmdo do
atlantico confinado em 4agua salgada por 2,5h.
Da mesma forma, Martins et al. (2004) e
Biswas et al. (2004), trabalhando com tilapias
nildticas, submetidas aos estimulos Unicos e
consecutivos de estresse de captura e a
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diferentes  regimes de fotoperiodos,
respectivamente, ndo notaram variagdo do VG.

No presente trabalho os peixes do grupo estressado
apresentaram leucocitose. Este aumento foi devido
ao aumento no valor relativo de linfécitos no grupo
dos machos. Tavares-Dias e Faustino (1998)
analisando os parametros hematologicos de tilapia
nilética sob cultivo extensivo, ndo encontraram
influéncia do sexo na contagem de linfocitos,
mondcitos e neutrofilos. Tavares-Dias et al. (2004)
analisando o estresse gerado pelo periodo de
desova em carpa comum (Cyprinus carpio),
observaram valores maiores no total de leucocitos,
linfocitos e neutrofilos em fémeas. LeaMaster et al.
(1990), observaram valores maiores de total de
leucocitos, linfocitos, neutrofilos e monocitos para
machos de tilapias de dgua doce quando expostas a
agua salgada. Segundo Harris e Bird, (2000) o
hormoénio feminino estradiol causa inibigdo da
proliferag@o de linfocitos em peixes. Silva -Souza
et al. (2000) também observaram linfocitose e
neutropenia em mandis-amarelos estressados
devido a maturacdo gonadal. Resultados
semelhantes foram observados por Biswas et al.
(2004) em tilapias nildticas submetidas ao estresse
cronico por diferentes regimes de fotoperiodo.
Segundo Ellis (1981), em peixes o estresse causa
linfocitopenia, monocitopenia e neutrofilia. Estes
dados estdao de acordo com as observagdes de
Martins et al. (2000 e 2004) em pacu e tilapia,
respectivamente. FEllis (1981) observou que o
estresse em killifish (Fundulus heteroclitus) causou
aumento ou diminui¢do de linfécitos dependendo
do estado de maturidade e do sexo. Segundo
Wedemeyer e Mcleay (1981), salmonideos
expostos a estressores agudos ou cronicos podem
preferencialmente aumentar o total de leucocitos
circulantes, ao invés de diminuir.

Tanto no grupo controle quanto no grupo
estressado, as células leucocitarias mais freqiientes
foram os linfécitos, seguidos pelos neutréfilos,
monocitos € uma pequena porcentagem de
eosinofilos. Esses dados estdo de acordo com os
encontrados por Silva-Souza et al. (2000) em
mandi-amarelo, Tavares-Dias et al. (2000b, 2002b)
em tilapias nilticas cultivadas em pesque-pague e
do jundia. Tavares-Dias et al. (2000a) encontraram
uma maior porcentagem de neutrdfilos, seguidos
de linfocitos e monocitos em hibridos de tilapias
criados em sistema intensivo. O mesmo resultado
foi observado por Ueda et al. (1997) em tilapias
niloticas sob condi¢oes ideais de cultivo.

A concentracdo de proteina total aumentou no
grupo estressado somente no grupo dos machos,



para as fémeas foi contrario. A determinacao da
taxa de proteina total no plasma ¢é de grande
importancia clinica, pois sua concentragdo
plasmatica ¢  responsavel pela  pressdo
coloidosmética desse liquido corporal. LeaMaster
et al. (1990) observaram niveis séricos de proteina
total maiores em fémeas de tilapias de agua doce
expostas a agua salgada, quando comparadas aos
machos. Tavares-Dias et al. (2004) pesquisando a
influéncia de varios parametros sangiiineos na
primeira  maturacdo  gonadal de  carpa
comum(Cyprinus  carpio), ndo encontraram
diferenca nos niveis séricos de proteina total entre
machos e fémeas. Em experimento realizado por
Johnson et al. (2006) a proteina total também
aumentou 48h apods injecdo de triamcinolone, um
glicocorticoide sintético em atlantic menhaden
(Brevoortia tyrannus). A proteina total ¢ alterada
principalmente por mudangas no volume
plasmatico. O aumento ¢ causado por uma
mudanca de fluido do plasma para o
compartimento intracelular e uma diminui¢ao pode
ser causada por uma hidratagdo do plasma. A saida
dos fluidos do plasma ¢é causada por um
desbalango osmdtico entre os compartimentos
extracelular e intracelular, e qualquer estresse que
induz tal desbalanco pode levar a um aumento de
proteina no plasma (Mcdonald e Milligan, 1992).
O total da proteina plasmatica aumentou de truta
arco-iris em resposta a exercicio intenso e exposto
a ambiente com baixo pH (Milligam e Wood,
1982), e também em hibridos de tilapia
(Oreochromis niloticus x O. Mossambicus x O.
aureus) (Hrubec et al., 2000) criados em alta
densidade em relagdo ao grupo de baixa densidade.
Fernandes et al. (2007) também observou um
aumento de proteina total em Lisa saliens,
procedentes do lago Esmoriz-Paramos poluido,
devido a atividade humana, industrial e da
agricultura, no noroeste de Portugal.

Sdo poucos os trabalhos que correlacionam os
pardmetros hematologicos entre os sexos de peixes
da mesma espécie. Neste trabalho, os indices
hematimétricos VGM, HGM e CHGM
apresentaram diferencas significativas entre os
sexos, onde VGM foi maior nos machos € HGM e
CHGM maior no grupo das fémeas. Segundo
Tavares-Dias et al. (2004), em teledsteos, o
dimorfismo sexual que ocorre em relagdo as
caracteristicas hematoldgicas pode estar associado
a presenga de androgenos. LeaMaster et al. (1990),
observaram valores maiores de VGM e HGM para
fémeas de tilapias de dgua doce quando expostas a
agua salgada.

CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste trabalho indicam
que tilapias da linhagem chitralada apds estresse
por hipoxia tiveram aumento no numero de
plaquetas e aumento do VG, das hemacias ¢ de
hemoglobina devido o aumento no grupo das
fémeas, alteracdo nos niveis de proteina total
relativo ao aumento no grupo dos machos,
leucocitose devido ao aumento no valor relativo de
linfocitos no grupo dos machos e diminuigdo nos
valores relativos de eosinofilos que ocorreu em
ambos os sexos. As fémeas apresentaram valores
maiores de HGM ¢ CHGM em relac¢do aos machos
e estes apresentaram maiores valores de VGM do
que as fémeas.
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PERFIL PROTEICO ELETROFORETICO DE TILAPIA NILOTICA (Oreochromis
niloticus), LINHAGEM CHITRALADA, SUBMETIDAS AO ESTRESSE CRONICO POR
HIPOXIA

Proteic eletrophoretic profile of tilapia nilotic (Oreochromis nildticus), strain chitralada,
exposed to hypoxia chronic stress

Resumo

Neste trabalho avaliou-se a varia¢do da resposta secundaria ao estresse causado por hipdxia durante 18 dias,
em sistema de recirculagdo, em uma linhagem de tilapia nilotica (Oreochromis niloticus), chitralada,
refletida no perfil protéico eletroforético do peixe e avaliou-se a diferenga entre sexos para essa resposta.
Foram utilizados 126 peixes, sendo 60 machos e 66 fémeas, ambos com média de peso de 800g. O estresse
cronico por hipoxia alterou (P<0,05) os valores médios relativos de albumina, a+p-globulinas e de y-
globulina. Os niveis de proteina total aumentaram (P<0,05) no grupo dos machos; houve diminui¢do
significativa dos valores absolutos de albumina nas fémeas e a diminui¢do da fragdo de y-globulina nos
machos. As variantes protéicas, albumina e y-globulina tiveram influéncia do sexo.

Palavras chave: perfil eletroforético, tilapia, estresse, hipoxia

Abstract

This study was aimed at evaluating the secundary response variation to hypoxia stress during 18 days, in
recirculation system, in a strain of nilotic tilapia (Oreochromis niloticus), chitralada, measured by proteic
eletrophoretic profile and evaluating the difference between gender. One hundred twenty six fish were used,
60 male and 66 female, both averaging 800g. The chronoc hypoxia atress, the relative valours of albumin,
a+B-globulins and of y-globulin, alterated (P<0,05) the levels of total protein due to increase in the male
group, significative decrease of the absolute valour of albumin due to decrease in the female group and
decrease y-globulin in males. The proteic profile, albumin, and y-globulin were influenced by gender.

Keywords: electrophoresis profile, tilapia, stress, hypoxia

INTRODUCAO

As proteinas sdo compostos indispensaveis a vida,
representando a base da estrutura de células,
tecidos e orgdos. Funcionam como catalisadores
enzimaticos nas reagdes bioquimicas, carreadores
de muitos constituintes do plasma e na defesa do
organismo como anticorpos. Na area de patologia
de peixes, ocorrem muitas vezes dificuldades de se
estabelecer um diagnoéstico rapido e de baixo custo
aos produtores. O perfil protéico eletroforético nao
fornece informagdes especificas, mas ¢ util no
diagnodstico quando seus valores sdo analisados e
associados ao quadro clinico, sendo importantes
para o diagndstico e prognéstico de algumas
enfermidades (Kaneko et al., 1997).

O amplo uso da eletroforese ¢ justificado pela
variabilidade de alteragdes que ocorrem nas
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fragdes protéicas nos varios estados fisiologicos e
nas diversas enfermidades. Trata-se de técnica
fundamentada na migrag¢ao de particulas protéicas,
eletricamente carregadas, em um campo elétrico e,
no caso do soro sangiliineo, possibilita o
fracionamento eletroforético de proteinas séricas
em suas diferentes fragdes (Thrall, 2007).

Os dois principais tipos de proteinas do plasma sdo
albumina e globulinas. @ A albumina é uma
lipoproteina de alta densidade, sintetizada no
figado e catabolizada por varios tecidos, onde sua
sintese ¢ influenciada pela nutricdo, balango
hormonal, estado geral do figado e estresse
(Hasegawa et al., 2002). Suas fungdes estdo
relacionadas com o transporte de substincias e
com a regulagdo e manutengdo da pressdo
coloidosmotica sangiiinea (Leite, 1995; Kaneko et
al., 1997; Thrall, 2007).



As globulinas representam um grupo heterogéneo
de proteinas de tamanho variavel. Abrangem
proteinas que atuam no sistema imune, fatores de
coagulagdo, enzimas e proteinas transportadoras.
Geralmente, sdo classificadas em alfa, beta e
gamaglobulinas (também denominadas
imunoglobulinas), em fun¢do de sua mobilidade
eletroforética (Gershwin, 1989; Kaneko et al.,
1997; Godoy, et al., 2006; Thrall, 2007). As
imunoglobulinas sdo produzidas pelos plasmécitos
e linfocitos B, presentes nos tecidos linfoides, e sdo
conhecidas como anticorpos. Ao contrario dos
mamiferos e das aves que apresentam cinco tipos
de imunoglobulinas (IgA, IgE, IgD, IgG e IgM), os
peixes apresentam apenas um tipo, a IgM.

H4 wum grande nUmero de variaveis que
influenciam o padrao eletroforético das proteinas
tais como: espécie, sexo e condi¢cdes ambientais
(Canavessi et al., 2000).

Em sistemas intensivos de criagdo de peixes a
ocorréncia de situagdes estressantes € inevitavel.
Durante o periodo de criagdo, os animais sdo
submetidos a inimeros manejos ¢ variagdes
ambientais. As conseqiiéncias s3o geralmente,
redugdes do crescimento e ganho de peso, do
desempenho reprodutivo e da resisténcia a
patogenos. O somatorio dessas mudangas ¢€
comumente referido como resposta ao estresse
(Barton e Iwana, 1991).

Virios estudos tém mostrado que estresse tem
depressivos  efeitos em  varias  respostas
imunoldgicas em peixes, como 0 aumento nas
proteinas totais séricas (Milligam e Wood, 1982;
Mcdonald e Milligan, 1992) e diminui¢do na
produgdo de anticorpos (IgM) e no numero de
células produtoras de anticorpos (Carlson et al,
1993).

Tilapias sdo amplamente criadas através do
mundo, especialmente na Africa, Oriente Médio e
Asia. No Brasil, a tilapia vem sendo cultivada ha
mais de quatro décadas. Hoje sdo os peixes de
cultivo mais importantes nas regides tropicais no
mundo. Os mesmos sdo rusticos, de crescimento
rapido, ndo requerem tecnologia sofisticada,
possuem alta prolificidade, aceitagdo de uma
grande variedade de alimentos, boa conversdao
alimentar, sdo resistentes a muitas doencas e
desovam durante todo o ano além de possuirem
excelente sabor e textura. Sua importincia como
fonte de proteina animal nos  paises
subdesenvolvidos ¢é amplamente reconhecida
(McConnell et al, 2000).

Muitos estudos tém sido realizados com
determinacdo das proteinas e seu valor no
diagnostico e prognéstico das doencas em
mamiferos e aves (Canavessi et al., 2000;
Hasegawa, et al., 2002; Godoy, et al., 2006). Os
poucos trabalhos existentes sobre perfil protéico
eletroforético de peixes sdo referentes a
administragdo de imunoestimulantes ou
comparacdo entre espécies (Tinman et al., 2000;
Palti et al., 2000). Porém, ndo existem estudos
sobre a influéncia do estresse por hipdxia no perfil
protéico eletroforético de tilapias.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o perfil protéico eletroforético de tilapias da
linhagem chitralada, submetidas ao estresse por
hipdxia.

MATERIAL E METODOS
Animais
Foram utilizados 126 peixes do género

Oreochromis, denominada linhagem chitralada,
sendo 60 machos ¢ 66 fémeas, ambos com peso
médio de 800g oriundos da Fazenda Geneforte,
localizada no municipio de Pedro Leopoldo, MG.
Cada animal foi anestesiado com quinaldina
(Merck) (1ml/10l) e identificado por um piercing
numerado no opérculo. Posteriormente, os peixes
foram transportados vivos da Fazenda Geneforte
para o Laboratério de Aquacultura (Laqua) da
Escola de Veterinaria - UFMG, e mantidos em
tanques de 0,4m’ em sistema de recirculagio com
uma troca de agua por hora (4001/h), durante duas
semanas em periodo de aclimatagao, recebendo 1%
do peso vivo de ragdo comercial, por dia para
manuteng¢do do peso.

Aplicacao do estresse

Apds o periodo de aclimatacdo de duas semanas,
as tilapias fémeas e machos foram separadas (10 e
11 animais por tanque, respectivamente, de modo
que essa estocagem ndo provocasse estresse nos
animais devido a densidade), pesadas e divididas
através de sorteio da seguinte maneira: trés tanques
de tilapias machos submetidas ao estresse € outros
trés sem estresse (controle); trés tanques de tilapias
fémeas submetidas ao estresse e outros trés sem
estresse (controle).

O estresse aplicado ao experimento foi por redugéo
da taxa de oxigénio dissolvido na agua para
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aproximadamente 1,5mg/l durante 18 dias. Para
isso os fluxos dos tanques contendo os animais
submetidos ao estresse foram ajustados para 0,415
litros de agua por minuto para cada quilo de peixe
e os registros de ar foram deixados ligeiramente
abertos. Ja os tanques contendo os animais controle
foram ajustados para 1,25 litros de agua por
minuto para cada quilo de peixe e os registros de ar

foram deixados abertos totalmente (Tab 1). O
monitoramento do oxigénio e¢ a temperatura da
agua nos tanques eram feitos quatro vezes ao dia
(9:00, 13:00, 17:00 e 21:00hs, utilizando o
oximetro modelo YSI 55 e o pH e o nitrito foram
medidos a cada dois dias por método
colorimétrico.

Tabela 1- Fluxo das caixas regulados de acordo com o peso dos peixes em cada caixa: I/min/kg

Estressados
Machos Peso Fluxo (I/min) Fémeas Peso Fluxo (I/min)
Caixa 12 8.2 kg 3,40 Caixa 1 9.2 kg 3,82
Caixa 13 5.0 kg 2,07 Caixa 4 9.0 kg 3,73
Caixa 5 9.5 kg 3,94 Caixa 6 9.0 kg 3,73
Controle
Machos Peso Fluxo (I/min) Fémeas Peso Fluxo (I/min)
Caixa 11 9.5kg 11,87 Caixa 2 9.0 kg 11,25
Caixal4 7.4 kg 9,25 Caixa 3 8.0 kg 10,0
Caixa 15 8.0 kg 10,0 Caixa 19 8.6 kg 10,75

* O calculo do consumo de oxigénio (CO) foi baseado na equagio: CO = (1000/peso) x (peso)”™

sendo o peso em gramas, segundo Kubitza, (1998).

Perfil protéico eletroforético

Apds 18 dias de estresse, cada individuo foi
anestesiado com quinaldina (Merck) (1ml/10l) e
foram coletados 3ml de sangue por pungdo
cardiaca utilizando seringas descartaveis de 3ml e
agulhas descartaveis 25x8. Deste volume de
sangue, 250ul foram acondicionados em
microtubos sem anticoagulante para produgdo de
soro e posterior determinacdes dos valores de
proteina total por refratometria e perfil protéico
eletroforético, segundo técnica descrita por Naoum
(1990) modificada (fitas de gel de agarose, tampao
TRIS ¢ 45 minutos de corrida) em cuba de fonte
para eletroforese'. As fitas foram lidas, utilizando o
softwer CELM (Mddulo de leitura SE 250) para
determinacdo dos valores relativos e absolutos de
albumina e globulinas.

Analise estatistica

O ensaio foi conduzido no delineamento
inteiramente casual em arranjo fatorial 2x2 (duas
condi¢des de estresse e dois sexos). Foi aplicado
teste de normalidade para verificar a distribuigao
das variaveis e para aquelas que nado tiveram

! Cuba Fonte para Eletroforese ARGOS 12 — Techow
Instrumentos Cientificos Ltda — Sdo Paulo / Brasil; 110v
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distribuicdo normal (albumina%, y-globulina e y-
globulina%) foi feito um ajuste de transformagéo
utilizando log x+1. Os valores médios foram
comparados pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Foi calculada também a correlagdo
das variaveis analisadas. Para isto empregou-se o
programa SAS 6.12 (1994).

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, a temperatura da
agua dos tanques variou de 26,8 a 28,1°C com
média de 27,7°C; o pH teve média de 7,6 variando
entre 7,4 a 7,8; o nitrito se manteve < 0,3 e o
oxigénio dissolvido no tanque do grupo dos
estressados de 1,05 a 2,63mg/l e nos tanques do
grupo controle variou de 4,15 a 4,96mg/| (Tab 2).

A corrida de eletroforese utilizada neste estudo,
para analise dos perfil protéico das tilapias,
identificou albumina, o e B-globulinas juntas e y-
globulina (Fig.1).



Tabela 2 — Média dos valores de oxigénio (mg/L) medidos para cada trés dias de medigdo

Caixas/dias 1,2.3 4,5,6 7,8,9 10,11,12 13,14,15 16,17,18
Controle
2 4,88 4,77 4,96 4,83 4,70 4,74
3 4,68 4,83 4,89 4,89 4,89 4,83
11 4,61 4,89 4,76 4,75 4,90 4,89
14 4,95 4,65 4,88 4,95 4,89 4,71
15 4,58 4,65 4,78 4,82 4,86 4,81
19 4,68 4,79 4,90 4,88 4,74 4,86
Estressados
1 2,11 1,63 1,64 1,83 1,77 1,72
4 2,29 1,85 1,76 1,86 1,76 1,71
5 2,31 1,84 1,62 1,89 1,69 1,64
6 2,32 1,87 1,65 1,79 1,61 1,69
12 2,15 1,86 1,73 1,82 1,72 1,74
13 2,36 1,68 1,65 1,78 1,75 1,74

Os valores absolutos e relativos de a+f3-globulinas
e os valores relativos de albumina e y-globulina
ndo apresentaram interagdo significativa entre
tratamento e sexo. Ja os valores de proteina total e
valores absolutos de albumina, e v-globulina
apresentaram.

1 3 4 5 6 7 8 9 10
G—
A+B
A —>
Figura 1 — Fita de gel de agarose apods a corrida de
eletroforese da distribuigdo das fragdes de proteina do

soro de tilapia. (1 a 10 = individuos, A = albumina,
A+B = a e B-globulinas juntas, G = y-globulina)

Apods o estresse por hipoxia, os valores médios
relativos obtidos para nivel sérico de albumina e y-
globulina das tilapias diminuiram
significativamente e o valor médio relativo de
o+pB-globulinas aumentou (P<0,05) (Tab 3).

Os componentes do perfil protéico eletroforético
que apresentaram diferenca significativa para sexo
sao demonstradas na Tabela 4. Verificou-se que as
fémeas apresentaram valores maiores (P<0,05) nos
niveis relativos de albumina em rela¢do aos
machos. Porém os machos apresentaram valores
superiores no nivel relativo de y-globulina do que
as fémeas.

Os resultados expressos nas tabelas 5 e 6
demonstram comparagdes dos valores médios do
perfil protéico -eletroforético entre machos e
fémeas dentro de cada grupo que apresentaram
interagdo significativa entre tratamento e sexo.

Tabela 3- Comparacdo das médias e desvio padrdo (SD) do perfil protéico
eletroforético entre as tilapias do grupo controle (N=62) e estressado (N-64).

Variaveis/Grupos Controle Estressado
Albumina% 15,38 £ 0,65" 12,16 £ 0,47°
o + B-globulina (g/dl) 3,37+0,07° 3,98 +£0,11*
o + B-globulina% 67,34 +1,23° 74,10 £ 0,52°
v-globulina% 16,43 £ 0,74" 13,74 £ 0,38"

Médias seguidas de letras distintas indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey

(P<0,05).



Tabela 4 - Comparacdo das médias e desvio padrdo (SD) das variaveis bioquimicas
do sangue, entre as tilapias fémeas (N=66) e machos (N=60)

Variaveis/Grupos Fémeas Machos
Albumina% 14,75+ 0,56" 12,64 + 0,62°
o + B-globulina (g/dl) 3,79 +£0,07* 3,13 +£0,09*
o + B-globulina% 71,02 +0,55° 70,50 + 1,39*
y-globulina% 14,19 + 0,43° 16,02 + 0,759°

Meédias seguidas de letras distintas indicam diferenga significativa pelo teste de

Tukey (P<0,05).

Verificou-se que os machos estressados
apresentaram valor superior significativo de
proteina total em relagdo as fémeas e estas valores
maiores de albumina e y-globulina do que os machos

(Tab 5). Ja no grupo controle, as fémeas
apresentaram maiores valores (P<0,05) de proteina
total e albumina do que os machos (Tab. 6).

Tabela 5 - Compara¢do das médias e desvio padrdo (SD) do perfil protéico
eletroforético entre fémeas (N = 34) e macho (N = 30) do grupo estressado

Variaveis/Sexos Fémeas Machos
Proteina total (g/dl) 4,25+0,61° 5,56 +0,55°
Albumina (g/dl) 0,679 + 0,033° 0,515 + 0,036"
y-globulina (g/dl) 0,717 +0,031° 0,619 + 0,023°

Meédias seguidas de letras distintas indicam diferenga significativa pelo teste de

Tukey (P<0,05).

Tabela 6 - Comparagdo das médias e desvio padrdo (SD) do perfil protéico
eletroforético entre fémeas (N = 32) e macho (N = 30) do grupo controle.

Variaveis/Sexos Fémeas Machos
Proteina total (g/dl) 5,35+0,58" 4,50 + 0,47
Albumina (g/dl) 0,890 + 0,050° 0,626 + 0,042°
y-globulina (g/dl) 0,792 + 0,03* 0,824 + 0,05°

Meédias seguidas de letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(P<0,05).

A figura 2 mostra o desdobramento da condigdo de
estresse/sexo comparando entre os grupos controle
e estressado dentro de cada sexo para o perfil
protéico eletroforético estudado. O estresse por
hipoxia provocou diminuigdo significativa de

B Fémea estressada [0 Fémea controle

|

Proteina total albumina (g/dl) gama-
(g/dl) globulina (g/dl)

0- |

proteina total e dos valores médios absolutos de
albumina nas fémeas, o aumento de proteina total
e a diminui¢do de y-globulina nos machos.

B Macho estressado OO Macho controle

6 %

5

4

3

2 ES

1 B

0 — o) m ]
Proteina total albumina (g/dl) gama-

globulina (g/dl)

Figura 2 — Comparacgdo entre f€émeas do grupo controle e estressado e machos do grupo controle e estressado para os
parametros estudados. * Diferenca significativa (P<0,05) pelo teste de Tukey entre os grupos.
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DISCUSSAO

A tilapia é o segundo peixe mais produzido no
mundo ¢ estd tornando-se popular através do
aumento da aquacultura (LeaMaster et al., 1990).
Com o crescimento da aquacultura, métodos de
produgdo intensiva geram ambientes estressantes,
afetando de certa forma a satde dos peixes.

O estresse devido a hipoxia reduz a taxa de
crescimento ¢  desenvolvimento,  promove
mudancas morfologicas, alteracdes
comportamentais ¢ uma variedade de ajustes
metabolicos e fisiologicos em varias etapas da vida
do peixe (Adolph, 1983). Segundo Smart (1981),
para salmonideos, o minimo de oxigénio
dissolvido requerido é 5-6mg/l, ao passo que para
bagre americano (Ictalurus pumctatus) e espécies
de tilapia, o minimo é de 3mg/l. Valores menores
que estes seriam considerados estressantes.
Durante o periodo do experimento nenhum animal
morreu devido ao tratamento imposto. Isso sugere
que essa linhagem de tilapia utilizada é capaz de
resistir bem a ambientes com baixos niveis de
oxigénio dissolvido.

Neste trabalho, a concentragdo de proteina total
aumentou no grupo estressado somente no grupo
dos machos, para as fémeas foi contrario. A
determinacgdo da concentragdo de proteina total no
plasma e de suas fragcdes ¢ de grande importancia
clinica, pois sua concentracdo plasmatica ¢é
responsavel pela pressdo coloidosmotica desse
liquido corporal. LeaMaster et al. (1990)
observaram niveis séricos de proteina total maiores
em fémeas de tilapias de agua doce expostas a
agua salgada, quando comparadas aos machos.
Tavares-Dias et al. (2004) pesquisando a influéncia
de varios parametros sangiiineos na primeira
maturacdo gonadal de carpa comum(Cyprinus
carpio), ndo encontraram diferenca nos niveis
séricos de proteina total entre machos e fémeas. A
proteina total ¢ alterada principalmente por
mudangas no volume plasmatico. Um aumento ¢
causado por uma mudanga de fluido do plasma
para o compartimento intracelular e uma
diminui¢cdo pode ser causada por uma hidratagdo
do plasma. A saida dos fluidos do plasma ¢
causada por um desequilibrio osmoético entre os
compartimentos extracelular e intracelular, e
qualquer estresse que induz tal desequilibrio pode
levar a um aumento de proteina no plasma
(Mcdonald e Milligan, 1992). Segundo Milligam e
Wood (1982), as proteinas plasmaticas totais
aumentaram na truta arco-iris em resposta a
exercicio intenso e exposto a ambiente com baixo
pH. Hrubec et al. (2000) e Montero et al. (2001)

também observaram o aumento das proteinas totais
de hibridos de tilapia (Oreochromis niloticus x O.
Mossambicus x O. aureus) e de dourada (Sparus
aurata), respectivamente, criados em alta densidade
em relacdo ao grupo de baixa densidade.
Dobsikova et al. (2006) estudando o efeito do
piretroide cypermethrina, em carpa comum por
96h, observaram que esse piretrdéide diminuiu os
niveis de proteina total, albumina e globulinas no
plasma sanguineo. Khalaf-Allah (1999), observou
um aumento de proteina total, globulinas e IgM em
tilapias nildticas ndo imunizadas com antigeno de
Staphylococcus aureus expostas a varios tipos de
pesticida por 30 dias.

Os valores médios das a+f-globulinas
aumentaram no grupo estressado. De acordo com
Thrall (2007), o aumento no teor de a-globulinas ¢é
inespecifico e de importancia diagndstica limitada;
inflamagdo aguda ¢ a causa mais comum.

No presente trabalho, a y-globulina diminuiu apods
o estresse por hipoxia. Essa diminuigdo foi devido
a diminuicdo desta proteina no grupo dos machos.
Segundo Harris e Bird, (2000) o hormoénio sexual
testosterona reduz o nimero de células produtoras
de anticorpos, isso pode explicar porque os niveis
desta proteina foram menores nos machos. De
acordo com observacdes feitas por Hoeger et al.
(2005), machos de truta arco-iris expostos a
efluentes de esgoto e injetados com Aeromonas
salmonicida apresentaram maiores titulos de IgM
em relacdo as fémeas. Dentre as proteinas do
plasma, as imunoglobulinas destacam-se por suas
funcdes na  imunidade. Essas  proteinas
desempenham papel importante nos mecanismos
de defesa imune humoral por suas caracteristicas
de reconhecer e interagir com componentes
estranhos no organismo. De acordo Wechsler et al,
(1986) uma dose de 100mg/kg de triamcinolone,
um glicocorticoide sintético diminuiu os niveis de
anticorpos circulantes em striped bass (Morone
saxatilis) exposto ao virus da infec¢do necrose
pancreatica (IPNV). Maule e Schreck (1990)
observaram a diminui¢do da atividade de células
produtoras de anticorpos e o titulo de IgM
circulante de coho salmon ap6s estresse agudo por
hipoxia. Chen et al. (2002) observaram uma
supressdo do nivel plasmatico de IgM apds
exposicdo de tilapias a baixa temperatura (12°C)
por periodos de 30 minutos e 2 horas.

No presente estudo o estresse por hipdxia
provocou alteragdes no nivel de albumina.
Segundo Hasegawa et al. (2002) sua sintese ¢
influenciada pela nutricdo, balanco hormonal,
estado geral do figado e estresse. Um fator que
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pode ter contribuido para a diminuicdo da
albumina do grupo estressado foi o consumo
reduzido de ragdo pelos animais deste grupo. Este
fato foi observado no grupo estressado, onde
poucos minutos apos a alimentagdo encontravam-
se sobras de ragdo boiando no tanque desses
animais. Segundo Smart (1981), um dos primeiro
indicios de que o peixe esta estressado devido a
reducdo da concentragdo de oxigé€nio dissolvido é
quando ele rejeita o alimento. De acordo com Leite
(1995), Uma das fungbes da albumina ¢ servir
como reservatorio movel de aminoacidos do figado
para os tecidos periféricos. Nestes tecidos, a
albumina pode ser quebrada intracelularmente para
fornecer aminoacidos necessarios 4 sintese de
novas proteinas.

Embora a tilapia seja o segundo peixe mais criado
no mundo, existem poucos relatos da diferenca do
perfil eletroforético e estresse entre os sexos. No
presente trabalho a porcentagem de albumina e o
nivel relativo de y-globulina sofreram influéncia do
sexo. Segundo Tavares-Dias et al. (2004), em
teledsteos, o dimorfismo sexual que ocorre em
relacdo as caracteristicas hematoldgicas pode estar
associado a presenga de androgenos. LeaMaster et
al. (1990) também observaram niveis séricos de
albumina e globulinas maiores em fémeas de
tilapias quando expostas a agua salgada, quando
comparadas aos machos.

CONCLUSOES

Conclui-se que tildpias da linhagem chitralada
apos estresse por hipdxia apresentaram
alteracoes no valor médio relativos de
albumina, o + B-globulinas e de y-globulina.
Houve aumento dos niveis de proteina totais
nos machos; diminuicdo significativa dos
valores absolutos de albumina nas fémeas e de
y-globulina nos machos. As variantes
protéicas, albumina e v-globulina tiveram
influéncia do sexo.
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Conclui-se que, o estresse cronico por hipdxia
aplicado em tilapias da linhagem chitralada leva a
seguintes alteracdes nos parametros bioquimicos
do sangue: nos niveis de glicose devido ao
aumento no grupo das fémeas, nos niveis de
proteina total relativo ao aumento no grupo dos
machos e nos niveis de fosforo e creatinina devido
a diminuicdo em ambos os sexos. As fémeas
apresentaram valores maiores de cortisol, fosfatase
alcalina e colesterol em relagdo aos machos.

Houve aumento no numero de plaquetas e aumento
do VG, das hemacias ¢ de hemoglobina devido o
aumento no grupo das fémeas, alteragdo nos niveis
de proteina total relativo ao aumento no grupo dos
machos, leucocitose devido ao aumento no valor
relativo de linfocitos no grupo dos machos e
diminui¢do nos valores relativos de eosinofilos que
ocorreu em ambos o0s sexos. As fémeas
apresentaram valores maiores de HGM ¢ CHGM
em relagdo aos machos e estes apresentaram
maiores valores de VGM do que as fémeas.

A variagdo da resposta secundaria ao estresse
cronico por hipdéxia medida por perfil protéico
eletroforético mostrou que houve alteragdes nos
valores médios relativos de albumina, o+B-
globulinas e de y-globulina, provocou alteragdo nos
niveis de proteina total relativo ao aumento no
grupo dos machos, diminui¢do significativa dos
valores médios absolutos de albumina devido a
diminuicdo nas fémeas ¢ a diminuigdo de v-
globulina nos machos. As variantes protéicas,
albumina e y-globulina tiveram influéncia do sexo.

Assim, as informag¢des obtidas neste estudo
corroboram para identificar e controlar situagdes
de estresse assegurando a criacdo saudavel e um
melhor desempenho dos peixes.
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