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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos letais e subletais de diferentes salinidades da
agua em juvenis de pacama. No experimento 1, juvenis com 28,6 £+ 1,3 ge 12,8 £ 1,8 cm,
foram transferidos diretamente da agua doce para as salinidades: agua doce; 2,5; 5,0; 7,5;
10,0; 12,5 e 15,0 g de sal/L, em delineamento inteiramente casualizado com sete tratamentos
e trés repeticdes e observados por 96 horas. No experimento 2, juvenis com 155+ 0,8 g e
11,0 £ 1,0 cm foram submetidos aos tratamentos: &gua doce; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 g de sal/L,
com trés repeticOes cada, em delineamento inteiramente casualizado, durante 28 dias. No
experimento 1, apds 24 horas do choque osmotico, a CLsp24h ficou em 11,67 g de sal/L,
sendo que ao final de 96 horas, a sobrevivéncia foi de 100% até a salinidade de 7,5 g de sal/L,
enquanto a 10,0 g de sal/L foi de 58,3%. ApGs 24 horas, alteracdes significativas na glicose,
hemoglobina, osmolaridade, hematdcrito, cortisol, alanina transaminase e ions CI* foram
registrados. Porém, sem diferenca significativa na proteina plasmatica total, triglicérides,
colesterol e albumina (P>0,05). Comparando os dados de 24 horas e 96 horas, as respostas
hematoldgicas e bioquimicas apresentaram diferentes resultados em funcdo da variavel
analisada. No experimento 2, mortalidade total a 10 g de sal/L foi registrada no 21° dia de
criacdo. Apds 28 dias, a sobrevivéncia foi 100% entre agua doce e 5 g de sal/lLe 18% a7,5g
de sal/L. Com relacdo ao ganho de biomassa e conversdo alimentar foi registrada resposta
quadratica com maior valor estimado, pela derivada das equacbes a 2,01 e 2,45 g de sal/L,
respectivamente. O ganho de peso, ganho de peso diario e a taxa de crescimento especifico
apresentaram valores constantes até a salinidade estimada de 2,64, 2,63 e 2,83 g de sal/L,
respectivamente, com reducdo dos valores em salinidades superiores. Na composicao do peixe
inteiro para fésforo foi registrada resposta quadratica com maior nivel estimado a 3,24 g de
sal/L e menor nivel estimado para pela derivada da equacdo a 0,98 g de sal/L, para proteina.
Para a energia foram encontrados valores constantes até 2,15 g de sal/L. Comparando 0s
dados hematoldgicos e bioquimicos com 24 horas e 28 dias, foram verificadas varias
alteraces em funcdo do tempo de experimento, da salinidade e também da interacdo entres
estes fatores, dependendo da variavel analisada. A salinidade da 4gua tem implicacdes diretas
nas variaveis hematologicas, bioquimicas, desempenho e composicao de carcaca de juvenis de
pacamd, podendo ser empregada a salinidade de até 7,5 g de sal/L em banhos curtos e a 2,5 ¢
de sal/L para longos periodos.

Palavras chave: desempenho, hematologia, bioquimica sanguinea, estresse
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ABSTRACT

This work aims to evaluate the lethal and sub-lethal effect of different water salinities in
pacama juvenile. In experiment 1, juveniles of weight 28.6 + 1.3 g and length 12.8 £ 1.8 cm
were transferred directly from freshwater to salinities: O (freshwater), 2.5, 5.0 , 7.5, 10, 12.5
and 15.0 g of salt/L, in a completely randomized design with seven treatments and three
replications and observed for 96 hours. In experiment 2, juveniles of weight 15.5 + 0.8 g and
length 11.0 = 1.0 cm were subjected to treatments: (0) freshwater, 2.5, 5.0, 7.5 and 10 g of
salt/L with three random replications for 28 days. In experiment 1, after 24 hours of osmotic
shock, the CLsp-24h was estimated at 11.67 g of salt/L and at the end of 96 hours, the survival
rate was 100% up to salinity 7.5 g of salt/L, while at 10 g of salt/L was 58.3%. After 24 hours
changes in glucose, hemoglobin, osmolarity, hematocrit, cortisol, ALT and CI" ions were
recorded. However, no significant difference was found in total plasmatic protein,
triglycerides, cholesterol and albumin (P>0.05). Comparing the data of 24 and 96 hours,
hematological and biochemical responses showed mixed results depending on the variable
analyzed. In experiment 2, overall mortality at 10 g of salt/L was recorded in the 21" day of
experiment. After 28 days, the survival rate was 100% between freshwater and 5 g of salt/L
and 18% at 7.5 g of salt/L. In terms of biomass gain and feed conversion were measured
quadratic response with higher estimated level at 2.01 and 2.45 g of salt/L, respectively. The
weight gain, daily weight gain and specific growth rate showed constants until the estimated
values of 2.64, 2.63 and 2.83 g of salt/L, respectively, with reduced values in higher salinity.
In whole fish composition, for phosphorus was recorded quadratic response with the highest
level estimated for this variables at 3.24 g of salt/L and lower estimate level for the derivative
of equation at 0.98 g of salt/L for protein. For energy constant values were found to 2.15 g of
salt/L. Comparing the hematological and biochemical data of 24 hours and 28 days, several
changes were found considering time of experiment, salinity and also the interaction among
these factors, depending on the variable analyzed. Water salinity has direct implications in
following variables of L. alexandri juvenile: hematological, biochemical, performance and
carcass composition and salinity up to 7.5 g salt/L in short bath period and 2.5 g/L in long
period can be used.

Keywords: performance, hematology, blood biochemistry, stress
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1. INTRODUCAO

A aquicultura é conceituada como sendo o cultivo de organismos cujo ciclo de vida se
da total ou parcialmente em meio aquético. E neste contexto que esta inserida a piscicultura,
que € um dos segmentos da producdo animal que mais cresce no cenario mundial. De acordo
com a FAO (2013), é previsto que até 2030 a demanda internacional de pescado aumente em
mais 100 milhdes de toneladas por ano.

O potencial brasileiro é promissor em relagdo ao panorama mundial, podendo se tornar
um dos maiores produtores mundiais de pescado. Segundo o ultimo levantamento estatistico
divulgado pelo MPA em 2012, essa atividade ja apresentou significativo crescimento nos
ultimos anos, passando de 278 mil toneladas em 2003 para 480 mil em 2010, o que equivale a
42% de incremento em menos de uma década. J4, a producdo da piscicultura atingiu 60,2% de
crescimento apenas entre 2007 e 2010. Em conjunto, a aquicultura cresceu 46,8%, entre 2007
e 2010, tornando a producdo de pescado a que mais cresceu ho mercado nacional de carnes no
periodo.

A producdo de peixes com qualidade € uma das principais exigéncias do mercado
consumidor. Para isso, boas praticas de manejo precisam ser adotadas, visando atender os
limites ambientais, o controle da qualidade da agua, a adequacédo da racdo ofertada, a limpeza
e manutencdo das estruturas, implementos de cultivo e a sanidade dos animais. Todos estes
aspectos sdo fundamentais para que a atividade seja economicamente e ambientalmente
viavel.

Vaérias espécies de peixes podem se adaptar a condicdes ambientais desfavoraveis
temporéarias. No entanto, a alteracdo da salinidade para além da concentracdo corporal das
diferentes espécies, principalmente as de agua doce, pode fazer com que essas percam ou
ganhem &gua ou sais de maneira irregular. Para estabilizar esse mecanismo de adaptacdo e
manter a quantidade de sais do organismo em um determinado gradiente, 0s peixes gastam
energia (Kurbel et al., 2008). Este gasto de energia pode acarretar em perdas econdmicas, por
estar diretamente ligado ao crescimento e ganho de peso do animal, o que ndo é desejado na
cadeia produtiva.

Estudos tém analisado a influéncia da salinidade da agua sobre o desenvolvimento dos
peixes e 0 grau de concentracdo que afeta seu crescimento a partir de anélises hematoldgicas,
bioquimicas e comportamentais (Maciel, 2007). Desta forma, os perfis bioguimicos e as

analises hematoldgicas fornecem informacgdes importantes em relacdo ao estado clinico e
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metabdlico energético, proteico e mineral dos peixes (Santos et al., 2009). Além disso,
oferecem subsidios na interpretacdo do funcionamento hepatico, renal, pancreatico, 6sseo e
muscular, podendo ser utilizados, ndo apenas para a avaliacdo clinica individual, mas também
para a avaliacdo de lotes ou grupos de animais (Gonzalez & Silva, 2006). Nesta perspectiva, 0
estudo sanguineo atua como ferramenta que permite a avaliagdo das condicGes de defesa
organica, permitindo ao pesquisador e/ou criador identificar as respostas dos peixes frente aos
desafios de criacdo de forma eficaz e sem recursos em excesso, sugerindo a importancia deste

tipo de estudo.

2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposi¢do aguda e cronica de diferentes salinidades da agua em

juvenis de pacama.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a tolerancia de juvenis de pacama ao choque osmético em diferentes gradientes de
salinidade da agua;

- Avaliar alteracdes hematoldgicas em juvenis de pacama submetidos ao choque osmético em
diferentes gradientes de salinidade da agua;

- Avaliar alteracfes bioquimicas em juvenis de pacama submetidos ao choque osmético em
diferentes gradientes de salinidade da agua;

- Avaliar o desempenho de juvenis de pacama criados em diferentes gradientes de salinidade
da agua;

- Avaliar alteracdes hematoldgicas e bioquimicas em juvenis de pacama criados em diferentes
salinidades da agua;

- Avaliar o efeito de diferentes salinidades da dgua na composi¢do bromatoldgica de juvenis

de pacama.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. PACAMA

O pacamd, Lophiosilurus alexandri (Steindachner, 1876), pertencente a familia
Pseudopimelodidae (ordem Siluriformes) e também ¢é conhecido popularmente como
pacaméo, cururu, peixe sapo (Figura 1), sendo nativo da bacia do rio Sdo Francisco, Minas
Gerais (Shibata, 2003).

Figura 1 - Pacama Lophiosilurus alexandri. Fonte: Arquivo pessoal.

E considerada uma espécie carnivora, de comportamento sedentario que habita
ambientes Iénticos (Travassos, 1959) e que podem atingir mais de 8 kg de peso corporal na
natureza. As fémeas liberam seus ovos de forma parcelada no substrato arenoso e 0 macho os
fecunda, manifestando cuidado parental ao manter-se apoiado sobre o ninho (Sato et al.,
2003).

Meurer et al. (2010) relataram que a espécie possui potencial de comercializacéo
devido ao elevado valor de mercado pela carne saborosa e sem espinhos intramusculares, com
rendimento de carcaca em torno de 84%. Mas sabe-se que prioritariamente, 0 pacama vem
sendo criado para fins de repovoamento, em funcdo da forte pressdo dos pescadores em
capturar esta espécie em seu habitat natural. Por esses motivos, estudos tém sido direcionados
para o desenvolvimento de sua reproducdo, larvicultura, alevinagem e producéo de juvenis em
cativeiro (Sato et al., 2007; Luz & Santos, 2008a; Pedreira et al., 2008; Guimaraes-Cruz et al.,



16

2009; Santos & Luz, 2009; Jomori et al., 2012; Luz et al., 2013; Santos et al., 2013). Porém,
pouco se sabe sobre os efeitos da salinidade na fisiologia, hematologia, bioquimica sanguinea

e metabolismo de juvenis de pacama e peixes de agua doce.

3.2. SALINIDADE DA AGUA

A piscicultura vem passando por um processo de intensificacdo 0 que,
consequentemente, pode levar ao aparecimento de doencas e enfermidades. Dessa forma,
produtos terapéuticos vém sendo empregados. Dentre eles destaca-se 0 uso do sal comum por
apresentar a vantagem de ndo ser tdxico aos peixes e ao ambiente quando utilizado
corretamente (Altinok & Grizzle, 2001; Garcia et al., 2007).

Na larvicultura de peixes neotropicais, 0 uso do sal tem possibilitado resultados de
sobrevivéncia e crescimento semelhantes e/ou superiores aos registrados em larvas cultivadas
em agua doce (Luz & Santos, 2008a; Santos & Luz, 2009; Jomori et al., 2012; Luz et al.,
2013; Jomori et al., 2013), sendo a tolerdncia aos diferentes gradientes de salinidade
dependente da espécie.

A salinizacdo da agua vem sendo utilizada, também, para o transporte e manejo de
peixes de dgua doce como mitigadora do estresse (Wurts, 1995; Carneiro & Urbinati, 2001;
Tsuzuki et al., 2001; Gomes et al., 2003). Para juvenis de peixes de agua doce, a salinidade
pode afetar a excrecdo de nitrogénio (Altinok & Grizzle, 2004), influenciar a atividade de
enzimas digestivas pela presenca do sal no contetido do trato intestinal e, consequentemente, a
digestibilidade (Wang et al., 1997).

A variacdo de salinidade pode ainda induzir elevacBes no consumo de oxigénio
(Maceina et al., 1980; Wang et al., 1997; Altinok & Grizzle, 2003) e alterar a atividade
locomotora e ingestdo de alimento afetando, assim, o crescimento do animal (Luz et al.,
2008).

Entretanto, para que o sal possa ser usado na melhoria de praticas de manejo e
transporte, é preciso conhecer o seu efeito agudo e crbnico para as diferentes espécies e

estagios de desenvolvimento.
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3.2.1. TESTE AGUDO EM PEIXES DE AGUA DOCE

O conhecimento da sensibilidade dos peixes ao sal, com base em uma diversidade de
interacbes osmorregulatorias, € um dos principios basicos para a escolha de uma espécie a ser
utilizada em ambientes susceptiveis a mudancas salinas (Niu et al., 2008; Tipsmark et al.,
2008). Muitas espécies de agua doce podem sofrer forte estresse e ameaca devido a sua
incapacidade fisioldgica de lidar com o estresse osmatico extremo. Constituintes bioquimicos
e enzimas tém sido exploradas como potenciais marcadores para as inimeras espéecies de
peixes, por serem considerados como parametros altamente sensiveis e confidveis (Agrahari
& Gopal, 2009). Porém, estudos sobre a sensibilidade de juvenis de peixes nativos produzidos
no Brasil, ainda sdo escassos.

Estudos em laboratério, de tolerancia a diferentes espécies de peixes a salinidade da
agua sdo realizados utilizando-se diluicdes do sal comum ndo iodado com &gua local néo
clorada, para avaliacdo dos efeitos agudos da salinidade, em ensaios de 96 horas de duracao
(Fashina-Bombata & Busari, 2003; Bringolf et al., 2005). Através destes testes agudos, 0s
limites letais de salinidade podem sofrer variagdes a niveis inferiores, quando determinados,
ja que os peixes ndo sdo aclimatados previamente. Apesar de, no ambiente natural, as
variacBes de salinidade possam ocorrer de maneira réapida, elas nunca séo instantaneas como
em testes de choque osmatico realizado em laboratério (Wu & Woo, 1983).

Portanto, sabe-se a importancia de demonstrar as concentracdes letais medianas (em
termos da CLso; 96 h) para espécies de peixes nativos e comerciais, com varios gradientes
salinos, em condic6es idénticas quanto a qualidade da agua de diluicdo, de modo a comparar a

sensibilidade dos mesmos de maneira inequivoca (Morgan et al., 1997; Howland et al., 2001).

3.2.2. TESTE CRONICO EM PEIXES DE AGUA DOCE

O cloreto de sbdio é o produto mais utilizado para profilaxia e tratamento de varias
enfermidades que afetam os organismos aquaticos (Stoskopf, 1993; Carnevia, 2001). Os
efeitos deste produto nos peixes sdo: estimulo da secrecdo de muco, tanto na pele como nas
branquias, reducdo dos niveis de amonia no sangue e constricdo dos filamentos branquiais
(Kubitza & Kubitza, 1999). Mas também € considerado eficaz, quando utilizado em niveis

ndo prejudiciais, por um periodo prolongado de tempo, para o controle de Cichlidogyrus
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sclerosus (Vera & Véasquez, 1995), Gyrodactylus sp, Trichodina sp e Ichthyophthirius sp.
(Silva, 2007). Entretanto, a tolerancia a salinidade da &gua varia entre espécies, tendo como
um dos principais fatores o tempo de exposicdo dos peixes e temperatura da agua. Dessa
forma, a avaliacdo da tolerancia a salinidade da agua para peixes é fundamental para permitir
a utilizacdo do sal comum com seguranca (Saoud et al., 2007).

Diversas espécies de peixes possuem a capacidade de se adaptar permanentemente, a
condicdes variadas de salinidade no ambiente de cultivo, j& que conseguem regular sua
pressdo osmotica (Jobling, 1994). No entanto, esse controle constante dos sais do organismo
por meio da osmoregulacdo, representa um gasto de energia para animal (Boeuf & Payan,
2001). Estima-se que 0 gasto energético durante a osmorregulacdo pode representar uma
perda de cerca de 10% a 50% no metabolismo dos peixes (Marshall & Bryson, 1998).
Tsuzuki et al. (2006) ressaltaram, ainda, que se houver um controle desse gasto energético, o
metabolismo do animal ird direcionar suas reservas para outras fungGes metabolicas
principais, como o crescimento. De acordo com Gracia-Ldpez et al. (2004) e Freitas (2005), o
estudo dos efeitos salinidade, por um periodo prolongado no ambiente de cultivo, serve como
uma importante ferramenta para a producéo de alevinos de peixes, onde a compreensdo destes
efeitos no meio, esta diretamente relacionado a maximizagdo do crescimento e sobrevivéncia,

além do gerenciamento e lucratividade da producéo.

3.3. HEMATOLOGIA

A hematologia estuda as alteraces dos padrdes e dos distirbios morfol6gicos das
células do sangue (Blaxhall & Daisley, 1973). Analises hematoldgicas em peixes sdo
consideradas de dificil interpretacdo devido as variacBGes intra e interespecificas. Estas
diferencas podem ser atribuidas a varias causas que envolvam, principalmente, as seguintes
caracteristicas: procedimentos de amostragem de sangue e de laboratorio (Dacie & Lewis,
1995; Fontainhas-Fernandes et al., 2003), oscila¢cbes sazonais (Jer6bnimo et al., 2011),
tamanho e ontogenia (Kirschbaum et al., 2009), determinantes genéticos (Ranzani-Paiva et
al., 2005), sexo (Atkinson & Judd, 1978), densidade populacional (Tavares-Dias et al., 2000),
distribuicdo geografica (Claver & Quaglia, 2009), habitat (Blaxhall & Daisley, 1973),
comportamento alimentar da espécie (Bartlouni et al., 2006; Andrade et al., 2007) e estresse
(Bolasina, 2006; Borges et al., 2007).
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Entende-se que o sangue é um tecido conectivo de propriedades especiais, sendo
assim, sua matriz extracelular é liquida (plasma), composta aproximadamente por 90% de
agua, 7% de proteinas (globulinas e albumina) que sdo imprescindiveis para manutencao da
pressdo sanguinea, além de hormonios, enzimas e eletrdlitos variados (Ranzani-Paiva, 2007).
A porcao figurada do sangue é composta por eritrocitos, leucécitos e trombacitos cuja origem,
desenvolvimento e funcdo, principalmente dos leucécitos, ndo sdo conhecidas por completo
nos peixes, causando controvérsias entre diferentes estudos (Tavares-Dias & Moraes, 2004).

As variaveis sanguineas dos peixes auxiliam na avaliacdo dos efeitos da contaminacao
ambiental, disfungdes alimentares, interaces medicamentosas e acdo de fatores ambientais
estressores (Oliveira-Ribeiro et al., 2000). A andlise do sangue facilita a deteccdo de
alteracdes patoldgicas nos organismos e 0s desvios das condi¢cbes normais do sangue
observadas (Lopes, 2007). A hematopoiese sofre influéncia de diversos fatores bioldgicos e
ambientais (Lombardi, 2004). Tais influéncias séo capazes de produzir estresse e interferem
na atividade da producdo sanguinea (Branddo et al., 2006). A alteracdo na composi¢do do
plasma sanguineo interfere no metabolismo animal, tornando possivel a avaliacdo das
alteracdes fisiologicas, a partir da adaptacdo do animal diante de desafios nutricionais e
ambientais (Sheheridan & Mommsen, 1991).

3.3.1. HEMOGRAMA

Morfologicamente os eritrocitos maduros de peixes variam de ovais a elipsoidais com
nacleo central. Este nlcleo pode ocupar até um quarto do volume da célula e o eixo
longitudinal do nucleo € paralelo ao da célula, exceto em algumas espécies, que possuem
nacleo redondo (Mahoney & Macnulty, 1992). O citoplasma do eritrocito apresenta-se
eosinofilico claro, homogéneo, podendo conter quantidade variavel de pontos claros rarefeitos
ou vacuolos associados a degeneracédo de organelas celulares (Thrall et al., 2007).

Os leucdcitos sdo as células responsaveis pela defesa do organismo. Estes utilizam as
vias sanguineas para realizar o monitoramento de possiveis infec¢es ou injurias teciduais
(Tavares-Dias & Moraes, 2004). Integram diferentes linhagens celulares nas quais sdo
diferenciados morfologicamente pela presenca ou auséncia de granulagdes, assim como pelas
suas caracteristicas morfologicas (Satake et al., 2009). De acordo com Tavares-Dias &
Moraes (2004), ndo existe diferenca na formacdo das células sanguineas de peixes teledsteos

dulcicolas e marinhos, e os leucdécitos ou células brancas podem variar de tamanho, podendo
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ser pequenos tanto quanto os linfocitos ou grandes conforme os mondcitos. Linfdcitos,
neutrofilos, mondcitos, eosindfilos e basofilos sdo os leucdcitos normalmente observados na
circulacédo dos peixes (Hrubec et al., 2000).

As células vermelhas do sangue transportam oxigénio e gas carb6nico por meio da
hemoglobina (Tocidlowski et al., 1997). O hematdcrito, a concentragdo de hemoglobina e a
contagem total do nimero hemacias podem ser indicadores da capacidade de transporte de
oxigénio dos peixes, relacionando-se, dessa forma, a concentracdo de oxigénio disponivel no
habitat de origem do animal (Wintrobe, 1934).

De acordo com Vosyliené (1999), a contagem de hemécias e o hematdcrito quando
decrescem sdo indicativos de anemia e de agravamento do estado de saide do peixe. A
concentracdo de hemoglobina diminui podendo também ser ocasionada por intoxicacfes que
afetam as lamelas branquiais (Al-Dohail et al., 2009). Dessa forma, a concentracao livre para
transportar o oxigénio diminui com a intoxicagdo de substancias e também pode diminuir a
absorcdo de oxigénio devido ao processo inflamatorio das lamelas (EI-Rhman et al., 2009).

O estresse leva ainda a acdo dos glicocorticoides no organismo dos peixes, cujos
niveis de cortisol no sangue sdo elevados e com isso ocorrem as modificaces bioquimicas,
fisiologicas e metabdlicas observadas por meio de alteragdes dos padrbes de colesterol,
albumina, proteinas totais e da queda no controle osmorregulatorio (Vosyliené, 1999).

3.3.2. ANALISE BIOQUIMICA

A avaliacdo da bioguimica do sangue na aquicultura também é promissora, uma vez
que expressa correlacdo com a qualidade da agua, doencas infecciosas e exposicdo a
poluentes (Chen et al., 2003). Para esta correta interpretacdo dos resultados bioquimicos é
necessario conhecer a especificidade e sensibilidade do método escolhido para a medicao, 0s
valores de normalidade para a espécie estudada e possuir uma lista de efeitos negativos que
possam induzir as alteragBes bioquimicas em questdo (Ritchie et al., 1994).

As caracteristicas bioquimicas do sangue estdo entre as mais importantes do meio
interno dos peixes (Edsall, 1999). As mudancas no perfil bioquimico refletem no metabolismo
e em processos celulares do organismo, resultantes dos efeitos de varios poluentes, agentes
estressores e patdgenos, tornando possivel estudar os mecanismos dos efeitos destas

influéncias externas (Luskova et al,. 2002).
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As aminotransferases (ALT) estdo incluidas num grupo de enzimas que catalisam a
conversdo de aminoacidos em oxiacidos pela transferéncia e um grupamento amina. Esta
cascata € realizada por véarias enzimas, mas a ALT é uma das de maior relevancia (Fudge,
2000). Em algumas espécies de animais a atividade da ALT é tdo baixa que ndo pode ser
detectada pelos analisadores usados rotineiramente. O processo de hemolise pode alterar os
niveis desta enzima, ja que a sua atividade dentro dos eritrocitos é 1,6 vezes a encontrada no
plasma (Franson et al., 1985).

Os metabolitos (colesterol, glicose, proteinas totais, triglicerideos) estdo relacionados
com a capacidade funcional dos 6rgaos, por isso os testes sdo direcionados para produtos de
metabolismo final (El-Sayed et al., 2007). Estes metabdlitos de alta influéncia estressora
podem ser utilizados em conjunto com a analise de enzimas para avaliar o estado clinico e
produtivo do animal.

A &gua salinizada, ao contréario da &gua do doce, apresenta um conteido de solutos
muito elevado e variavel. Como os ions sddio e cloreto sdo 0s mais abundantes no plasma da
maioria dos animais, medidas de suas concentracdes podem indicar as condi¢fes osméticas do
plasma dos peixes (Schmidt-Nielsen, 1996). Os peixes em condi¢Ges de estresse osmatico
precisam enfrentar o efluxo osmatico de &gua e o distarbio de ions, controlando-os ativamente
pelas branquias, e eliminando o excesso através da urina (Bagni et al., 2005). A poluicdo
aquatica pode interferir nestes processos de osmorregulacdo, fazendo com que ions cloreto
sofram variagBes em suas concentracdes, interferindo na atividade da bomba de sodio (Na*-
K*-ATPase) ou ainda aumentar a producéo de urina, o que pode prejudicar a captacdo de ions
pelas brénquias ou entdo aumentar a concentragdo i6nica do animal (Borghetti & Canzi,
1993).

A literatura é escassa de dados sobre a avaliacdo bioquimica total de peixes, porém,

analises menos complexas podem ser utilizadas para tal fim (Cubas, 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Peixes

Para os experimentos, juvenis de Lophiosilurus alexandri, previamente condicionados
a aceitar dietas formuladas, foram mantidos no Laboratério de Aquacultura (LAQUA) da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais em caixas de 400 L, montadas
em sistema de recirculacdo de dgua com temperatura média de 29°C e oxigénio dissolvido
superior a 5 mg/L. A alimentacdo consistiu-se no fornecimento de dieta extrusada comercial
(2,6 mm de diametro, 45% méaximo de proteina bruta, 4% maximo de fibra bruta, 15%
maximo de material mineral, 8% minimo de extrato etéreo, 2% minimo de calcio, 1% minimo
de fésforo, dados do fabricante), as 9:00 e 16:00 horas, a vontade. O fotoperiodo foi mantido

em 10 horas de luz.

4.2. Experimento 1. Efeito do choque osmoético e determinacdo da CL50 em juvenis de
Lophiosilurus alexandri

Juvenis de pacama com 28,6 + 1,3 g e 12,8 + 1,8 cm, foram submetidos a jejum de 13
horas. Apds este periodo, os juvenis foram transferidos para 21 tanques circulares brancos
com 8L de volume util. Cada tanque recebeu 8 animais, na densidade de 1 juvenil/L. Os
tanques foram montados em sistema de banho-termostatizado com temperatura da agua de
28,5+ 0,5°C e aeracdo suplementar por meio de pedra porosa que manteve o oxigénio em 6,6
+0,7 mg/L.

Os tanques foram previamente preparados com as salinidades: agua doce; 2,5; 5,0; 7,5;
10,0; 12,5 e 15,0 g de sal/L, em delineamento inteiramente casualizado com sete tratamentos
e trés repeticOes cada. Desta forma, os juvenis foram transferidos diretamente da agua doce
para os diferentes gradientes de salinidade. Os tanques foram sifonados duas vezes ao dia (as
8:00 e 16:00 horas) em 50% do volume total a cada periodo, somando 100% do volume ao
fim do dia.

Para salinizar a agua, foi utilizado sal ndo iodado (empresa MARISAL LTDA -

ingredientes: cloreto de sodio e antiumectante INS 535 ferrocianeto de sodio). Para cada
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gradiente de salinidade foi preparada uma caixa estoque de 200 L que foi utilizada para as
renovacOes didrias. Nestas caixas, as salinidades, condutividade e pH da &4gua foram aferidas
diariamente (Tabela 1) com sonda multiparametro YSI (Modelo 6920 V2). Amostras de cada
caixa foram utilizadas para a medida da osmolaridade através de equipamento Osmomat
030® (Gonotec Gmbh, Berlim, Alemanha).

Tabela 1. Parametros de agua das caixas estoques utilizada para as renovacdes diarias nas
diferentes salinidades testadas.

Salinidade (g de sal/L)

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0

Osmolaridade  7.3%6,7 78,8+9,4 149,1+12,5  221,4+156 2784214 356,2+23,8 433,7t154
(mOsmol/L)

Condutividade 0,2+0,2  4,6%0,3 8,910,1 13,5¢0,2 18,7#0,3 22,1+0,0  26,9+0,8
(mS/cm)

pH 7,0£0,8  7,4%0,2 7,3+0,1 7,4+0,2 7,5+0,1 7,5+0,3 8,1+0,2

Durante o periodo experimental (96 horas), os juvenis ndo foram alimentados. O
fotoperiodo foi mantido em 10 horas de luz. As concentracdes de amonia total, utilizando
metodologia Standard Methods (APHA, 1998), foram medidas diariamente antes da primeira
troca de agua e permaneceram inferiores a 1,0 mg/L.

Apbs o chogue osmético, os animais foram monitorados constantemente para

identificar quais foram afetados pelo teste e retirada de animais mortos.

4.3. Experimento 2. Efeitos da salinidade no desempenho, fisiologia e parametros sanguineos

de Lophiosilurus alexandri

Juvenis de pacamd de tamanho homogéneo foram transferidos para 15 tanques
circulares brancos de 9L de volume util na densidade de 1 juvenil/L. Os animais foram
aclimatados por trés semanas antes de iniciar o experimento. Os tanques foram mantidos em
sistema de banho-termostatizado com temperatura da agua de 27,5+0,5°C. Cada tanque teve
aeracdo suplementar por meio de pedra porosa que manteve o oxigénio acima de 5,0 mg/L. O
fotoperiodo foi de 10 horas de luz. Os juvenis foram alimentados com racéo extrusada como

descrito anteriormente. Apds 30 minutos as sobras eram recolhidas.
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Ap0s este periodo de aclimatagdo, juvenis com 15,5 + 0,8 g e 11,0 £ 1,0 cm foram
submetidos aos tratamentos, baseado nos resultados do experimento 1: agua doce; 2,5; 5,0;
7,5 e 10,0 g de sal/L, com trés repeticdes cada, em delineamento inteiramente casualizado.
Porém, neste experimento, para as diferentes salinidades, foi realizada adicéo de sal de forma
gradativa, sendo distribuida de 6 em 6 horas, de maneira que as salinidades desejadas fossem
atingidas ao final de 24 horas. Para salinizar a agua e os procedimentos de renovacdo diéria de
agua nos tanques, procedeu-se como descrito no experimento 1.

Ao atingir as salinidades desejadas, ap0s 24 horas, trés animais de cada unidade
experimental (n = 9 por tratamento) foram utilizados para coletas de sangue e estes
descartados do experimento. Desta forma a parte de desempenho foi realizada utilizando-se
seis juvenis por tanque de 9 L.

Os manejos de alimentacdo e racdo usados foram os mesmos descritos anteriormente.
A alimentacgéo a ser fornecida e as sobras, foram quantificadas diariamente em cada tanque,
para a determinacdo do consumo de alimento. Para tal, foram quantificados os péletes
fornecidos e os recolhidos apds 30 minutos da alimentacao.

As concentracdes de amonia total foram medidas a cada trés dias antes da primeira
troca de agua e permaneceram inferiores a 0,5 mg/L. Diariamente, durante a limpeza dos
tanques, os juvenis mortos foram retirados e quantificados.

Ao final do experimento, 28 dias, foi determinada a sobrevivéncia por contagem
direta dos individuos e todos os animais foram pesados em balanca analitica (precisdo de

0,01g) e medidos com paquimetro digital (Starret).

4.4. Desempenho

Com os dados de peso, comprimento e consumo de racdo do experimento 2 foram
calculados:

- Ganho de peso médio (g) (GP) = peso médio final — peso médio inicial,

Ganho de peso diario (g/dia) (GPD) = Ganho de peso / dias de experimento

Ganho médio de comprimento (cm) (GC) = comprimento medio final — comprimento
médio inicial;

Converséo alimentar (CA) = consumo de rac¢do / ganho de biomassa

Taxa de crescimento especifico diaria (%/dia) (TCE) = TCE = 100 (In Pf — In Pi)/At

Onde: Pi é o Peso Inicial, Pf é o Peso Final e At é a duracdo de dias entre as amostragens.
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4.5. Hematologia, hemograma e bioquimica sanguinea

No experimento 1, coletas de sangue foram realizadas apds 24 e 96 horas de realizado
0 choque osmotico. Em cada tempo foram utilizados quatro animais de cada unidade
experimental (totalizando 12 animais por tratamento). Os animais utilizados para a coleta de
sangue no tempo de 24 horas foram retirados do experimento, sendo mantidos os quatro
restantes para a avaliacdo apds 96 horas. As amostras foram analisadas no Laboratério de
Patologia Clinica do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria (DCCV) da EV-UFMG.

No experimento 2, coletas de sangue foram realizadas de 9 animais de cada tratamento
apos 24 horas de iniciado o experimento (nas diferentes salinidades) e de 18 animais ou
sobreviventes do tratamento ao final do experimento.

Para as coletas, os peixes foram contidos utilizando-se pano Umido. A coleta foi
realizada por venopunc¢do na artéria vertebral caudal, com acesso ventral. De cada animal
foram realizadas duas coletas sanguineas. Na primeira foram coletados cerca de 300 pL de
sangue utilizado como anticoagulante heparina sodica (0,1 - 0,2 % mg/mL de sangue). Destas
amostras foram determinados valores de hematdcrito, a partir de tubos capilares, preenchidos
com aproximadamente 2/3 de sangue previamente homogeneizados e centrifugados durante
10 min. a 10000 rpm. A leitura foi realizada no cartdo apropriado, igualando o menisco do
plasma com a linha superior da régua (linha 100) e igualada a extremidade inferior da por¢éao
eritrocitaria com a linha inferior da régua (linha 0), de modo que o resultado indicasse o valor
da linha, baseada na técnica do microhematocrito, validada por Goldenfarb et al. (1971). De
todas as amostras individuais também foi determinada a concentracdo de hemoglobina, a
partir da técnica estabelecida por Tonks (1983), baseando-se na homogeneizacdo de 4 pL de
sangue total em 1 mL de Reagente de Cor de Trabalho do kit de Hemoglobina Bioclin,
reservado por 5 minutos a temperatura ambiente e processado no espectrofotébmetro Termo
Plate Analizer Basic.

Ao término das analises hematoldgicas, as aliquotas restantes de sangue total foram
centrifugadas por 5 min, sendo a 1000 rpm por 1 minuto e 3000 rpm e por 4 minutos para
separacdo da fracdo liquida. O perfil bioquimico foi realizado em aparelho automatico
(Cobas-Mira Plus) utilizando-se as amostras de plasma. Os analitos pesquisados foram:
albumina, proteinas totais, glicose, alanina transaminase (ALT), colesterol, triglicerideas e

fons cloreto (CI) utilizando Kits comerciais - Synermed®. Amostras também foram



26

mensuradas em osmoémetro (Osmomat 030®, Gonotec Gmbh, Berlim, Alemanha), com a
utilizacdo de 50 pL de cada amostra dispostos em eppendorfs de 0,5 mL.

Na segunda coleta do mesmo animal, outra aliquota de cerca 200 pL de sangue foi
coletada sem anticoagulante, e centrifugadas por 5 min, sendo a 1000 rpm por 1 minuto e
3000 rpm por 4 minutos para separacdo da fracdo liquida. Em seguida foram congeladas a -
80° C, para posterior analise dos niveis plasmaticos de cortisol, que foram determinados com
kit comercial de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay Kit - cortisol test), conforme
procedimentos validados para peixes (Yu et al., 2010; Barcellos et al., 2010).

No experimento 2, além das andlises descritas anteriormente, realizou-se a contagem
de eritrdcitos (RBC) e a contagem de leucdécitos (WBC), sendo esta, mensurada a partir do seu
diferencial de células em um esfregaco sanguineo, que € analisado em conjunto com a
contagem de plaquetas. Imediatamente ap0s a coleta, foram confeccionados esfregacos
sanguineos. A contagem das células hemaéticas foi realizada manualmente utilizando solucéo
Natt-Herrik em hemocitémetro. A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada em

esfregacos corados com corante da classe dos Romanovsky, avaliando 100 células.

4.6. Andlise da composicao do peixe inteiro

A analise da composicdo do peixe inteiro foi realizada somente com os animais do
experimento 2. Ao final do experimento, 28 dias, ap6s a coleta de sangue, trés animais de
cada unidade experimental (n = 9 animais por tratamento) foram sacrificados (eutanasiados
em solucéo de eugenol 285 mg/L, de acordo com Protocolo CETEA 396/2012) e congelados
em freezer a -20°C para posteriores analises laboratoriais. Os peixes foram picados em
pequenos pedagos, desidratados em estufa a 55°C, moidos em peneira de 1 mm,
homogeneizados e analisados separadamente. Para todas as amostras foram realizadas
analises de teor de materia seca (em estufa, 105°C), extrato etereo (Extrator de Soxhlet),
proteina bruta (método de Kjedal), cinzas (Mufla, 600°C), energia bruta (Bomba

Calorimétrica), calcio e fosforo de acordo com a AOAC (2005).
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4.7. Estatistica

Nos experimentos 1 e 2, os dados obtidos apds 24 horas de iniciado os testes e 0s
dados de desempenho e composicdo dos animais inteiros ao final de 28 dias de criacdo nas
diferentes salinidades, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), analise de
regressao e a analise de Linear Response Platd (LRP) para a definicdo do melhor modelo a ser
utilizado. A equacdo da analise de regressdo e LRP foram usadas para estimar a salinidade
Otima através do célculo do ponto de inflexdo. Devido a mortalidade nas altas salinidades nos
dois experimentos, os dados dos animais nos tratamentos sobreviventes, 24 horas ap0s
adicionado o sal, foram utilizados novamente para comparar os dados de 24 e 96 horas
(experimento 1) e de 24 horas e 28 dias (experimento 2). Para esta comparacao foi utilizada a
analise de parcelas subdividida considerando salinidade como tratamento e tempo como
subparcela. Posterior teste de tukey a 5% foi aplicado em caso de diferencas significativas. Os
dados de sobrevivéncia e glicose (experimento 1) foram analisados pela estatistica nédo
paramétrica de Kruskal Wallis. Os dados de mortalidade do experimento 1 foram submetidos
ao programa “Trimmed Sperman-Karber” para a estimativa da concentragdo letal mediana
(CLsp).

5. RESULTADOS

5.1. Experimento 1

Na tabela 2 sdo apresentados os dados de sobrevivéncia e glicose, durante o
experimento. Apés 24 horas do choque osmético, a sobrevivéncia foi inferior nas salinidades
acima de 12,5 g de sal/L (P<0,05). A mortalidade iniciou-se 16 horas apds o choque osmético
nas salinidades de 12,5 e 15,0 g de sal/L. Ao final de 24 horas, CLso.24h foi estimada em
11,67 g de sal/L (Intervalo de confianca de 10,90 — 12,51 g de sal/L). A mortalidade total
ocorreu 28 horas ap6s o contato com as salinidades de 12,5 e 15,0 g de sal/L. Ao final de 96
horas, a sobrevivéncia foi de 100% até a salinidade de 7,5 g de sal/L, enquanto a 10,0 g de

sal/L a sobrevivéncia foi de 58,33%, ndo sendo possivel estimar a CLs(.96h.
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A glicose apresentou os maiores valores na maior salinidade testada, seguida pela
salinidade de 12,5 g de sal/L apds 24 horas (Tabela 2). Apos 96 horas a glicose apresentou
valores semelhantes para os animais mantidos entre agua doce e a 10,0 g de sal/L.

Apls 24 horas de realizado o choque osmotico, ndo foi verificada diferenca
significativa na proteina plasmaética total, triglicérides, colesterol e albumina (P>0,05) (Tabela
3). Porém, relacdo direta com aumento da salinidade foi verificada para hemoglobina,
osmolaridade e ions CI" (Figura 2). Com relacdo ao hematocrito, valores constantes foram
verificados para a salinidade de até 3,23 g de sal/L com reducdo a partir destes. O cortisol
apresentou resposta quadratica com menor valor estimado, pela derivada da equacéo, a 0,41 g
de sal/L; enquanto a ALT apresentou valores constantes até a salinidade estimada de 7,78 g de
sal/L com aumento a partir deste valor.

Devido a mortalidade total nas duas maiores salinidades, analise entre os dois tempos
de coleta foi realizada para as salinidades de até 10,0 g de sal/L. A hemoglobina apresentou
efeito da salinidade (P=0,0001), mas sem efeito do tempo e da interagdo salinidade x tempo
(P>0,05). A salinidade de 10,0 g de sal/L apresentou os maiores valores (Tabela 4). Estes
foram seguidos pelos da salinidade de 7,5 g de sal/L que, por sua vez, foram semelhante aos
valores registrados na salinidade de 5,0 g de sal/L. Valores inferiores e semelhantes entre si
foram verificados para agua doce e 2,5 g de sal/L.

O hematdcrito e proteinas plasmaticas totais apresentaram efeito somente do tempo
(P=0,0013 e P=0,01, respectivamente), sem efeito da salinidade e da interacdo (P>0,05). Os
maiores valores de hematdcrito e proteinas plasmaticas totais foram verificados nas primeiras
24 horas, com reducdo apds 96 horas (Tabela 4).

O cortisol apresentou efeito da salinidade (P=0,0000), sem efeito do tempo e da
interacdo (P>0,05). Os menores valores foram registrados para agua doce e 2,0 g de sal/L e os
maiores para a salinidade de 10,0 g de sal/L (Tabela 4). Valores intermediarios foram
verificados para as salinidades de 5,0 e 7,5 g de sal/L.

A osmolaridade apresentou efeito da salinidade (P=0,0001), do tempo (P=0,0066) e da
interacdo salinidade x tempo (P=0,0155). Tanto a 24 com a 96 horas, verifica-se um aumento
nos niveis de osmolaridade com o aumento da salinidade, sendo os menores e maiores valores
verificados para agua doce e 10,0 g de sal/L, respectivamente (Tabela 4). Dentro de cada
salinidade, registrou diferenca somente a 10,0 g de sal/L com maiores valores a 24 horas e

reducdo destes a 96 horas.
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Tabela 2. Valores médios (x desvio padréo) da sobrevivéncia (%) e glicose (mg/dL) de juvenis de Lophiosilurus alexandri apds 24 e 96 horas de
iniciado o choque osmotico (experimento 1).

Salinidade (g de sal/L)

Sobrevivéncia 0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0

24 horas 100a 100a 100a 100a 100a 25,0+0,0b 20,8+7,2b
96 horas 100a 100a 100a 100a 58,3+14,4b - -
Glicose

24 horas 0,0+0,0c 0,0+0,0c 0,05+0,08chb  0,0+0,0c 0,8+1,4abc 21,045,9ba 33,4+11,9a
96 horas 0,01+0,01a 0,2+0,3a 0,4+0,8a 0,1+0,2a 0,0+0,0a - -

Médias seguidas de letras diferentes em linha s&o estatisticamente diferentes (P<0,05) pelo Teste de Kruskal Wallis.

Tabela 3. Valores médios (x desvio padréo) das variaveis sanguineas (hematoldgicas e bioquimicas) de juvenis de Lophiosilurus alexandri apos
24 horas de submetidos ao choque osmdtico (experimento 1).

Variaveis Salinidade (g de sal/L)
sanguineas 0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0
Proteinas totais 2,4+0,2 2,4+0,1 2,6%0,1 2,5+0,2 2,4+0,05 2,2+0,02 2,2+0,019
(g/dL)
Triglicerideos 238,7+48,0 24431649 250,5+6,0 376,4+455 323,7+23)5 277,0£19,3 294,3+53,9
(mg/dL)
Colesterol 120,0+16,8 110,9+12,8 120,4+12,4  132,0+7,7 127,1+16,9 104,345,8 106,2+1,9
(mg/dL)
Albumina 0,7+0,08 0,6+0,1 0,7+0,08 0,7£0,1 0,7+0,03 0,6+0,03 0,6+0,04

(g/dL)
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Tabela 4. Valores médios (x desvio padréo) de dados hematoldgicos, cortisol e osmolaridade de juvenis Lophiosilurus alexandri apos 24 e 96
horas de iniciado o choque osmotico (experimento 1).

Salinidade g de sal/I

Tempo 0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
(horas)
Hemoglobina (mg/dL) Média
24 5,7£1,5 5,940,7 6,1+0,2 8,310,1 8,8+0,5 7,0£1,5A
96 5,0£0,7 5,310,3 6,3£1,9 7,2£1,0 9,6+0,4 6,7+1,9A
Média 5,311,1c 5,6+0,5¢c 6,2+1,2bc 7,7+0,9ab 9,2+0,6a
Hematdcrito (%)
24 20,1+2,5 20,217 19,515 15,8+6,8 14,4141 18,0+4,1A
96 17,1+1,3 15,343,2 13,8+4,0 11,3£2,7 8,74£3,2 13,3+3,9B
Média 18,6+2,4a 17,7+3,5a 16,6+4,1a 13,545,2a 11,6+4,5a
Proteinas totais (g/dL)
24 2,4+0,2 2,4+0,1 2,610,1 2,5+0,2 2,4+0,05 2,4+0,1A
96 2,310,1 2,310,1 2,1+0,1 2,2+0,1 1,9+0,2 2,1+0,2B
Média 2,310,1a 2,310,1a 2,4+0,2a 2,310,2a 2,1+0,2a
Cortisol (ng/mL)
24 16,3+2,0 13,9+2,3 19,6+1,0 21,442,6 33,4175 20,7£7,7A
96 8,6+2,3 11,1419 17,9+1,0 24,5+3,0 33,6124 19,14+9,6A
Média 12,4+4,6¢ 12,542,4c 18,2+1,0bc 23,0£3,0b 33,5+5,0a
Osmolaridade (mOsmol/L)
24 262,5+3,0Ac 269,1+0,8Abc 278,2+0,9Abc 286,9+9,2Ab 330,7+18,8Aa 285,5+26,1
96 264,1+4,4Ab 268,1+5,3Aab 269,0+3,6Aab 278,9+13,1Aab  288,7+16,2Ba 273,8+12,5
Média 263,3+3,5 268,6+3,4 273,615,5 282,9+11,0 309,7+27,8

Letras diferentes (maitsculas em coluna e mintsculas em linha) indicam diferenga significativa (P<0,05) pelo Teste Tukey.
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O triglicérides apresentou efeito da salinidade (P=0,0245), do tempo (P=0,0000) e da
interacdo salinidade x tempo (P=0,0292). Para todas as salinidades testadas, com 24 horas 0s
valores foram sempre superiores aos registrados em 96 horas (Tabela 5). Analisando o0s
tempos, em 24 horas, o maior valor de triglicérides foi verificado na salinidade de 7,5 g de
sal/L, valores intermediarios a 10,0 g de sal/L e valores inferiores nas demais salinidades. A
96 horas, foram registrados valores semelhantes entre as diferentes salinidades.

O colesterol apresentou efeito do tempo (P=0,0014), sem efeito da salinidade e da
interacdo (P>0,05). Os maiores valores de colesterol foram verificados nas primeiras 24
horas, com reducdo apds 96 horas (Tabela 5).

A albumina, a ALT e ions CI" ndo sofreram efeito da salinidade, do tempo e da
interacdo (P>0,05) (Tabela 5).

5.2. Experimento 2

Apbs 24 horas de aclimatacéo, a sobrevivéncia foi de 100% em todas as salinidades da
agua. Porém, com o decorrer do experimento verificou-se inicio da mortalidade a 10 g de
sal/L e a 7 g de sal/L no 16° e 21° dia de criacdo, respectivamente (Figura 3). A mortalidade
total a 10 g de sal/L foi registrada no 21° dia de criacdo. Ao final, apos 28 dias, a
sobrevivéncia foi de 100% entre agua doce e 5 g de sal/L e 18% na salinidade de 7,5 g de
sal/L.

Ao final da aclimatacéo gradual aos diferentes gradientes de salinidade (24 horas), ndo
foram registrados efeitos da salinidade (P>0,05) para a contagem de leucdcitos, eritrdcitos e
colesterol (Tabela 6). Porém, foi verificada relacdo direta com aumento da salinidade para
osmolaridade e ions cloro (CI); enquanto, relacdo inversamente proporcional ao aumento da

salinidade foi verificada para triglicérides, ALT e glicose (Figura 4).



Tabela 5. Valores médios (x desvio padréo) de variaveis bioquimicas do sangue de juvenis de Lophiosilurus alexandri apds 24 e 96 horas de
iniciado o choque osmotico (experimento 1).

Salinidade g de sal/L

Tempo 0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
(horas)
Triglicerideos (mg/dL) Media
24 238,7+48,0Ab 244,3+64,9Ab 250,5+6,0Ab 376,4+455Aa  323,7+23,5Aab 286,7+67,0
96 156,3+3,6Ba 149,7+12,2Ba 149,8+29,9Ba 145,5+19,3Ba 165,6+48,3Ba 153,4+24,2
Média 197,5455,1 197,0+66,5 200,2+58,4 260,9+130,2 244,6+93,0
Colesterol (mg/dL)
24 120,0+16,8 110,9+12,8 120,4+12,4 132,0+7,7 127,1+16,9 122,1+13,8A
96 106,2+7,7 102,0+£11,9 97,1+16,1 104,7+4.,4 106,916,7 103,4+9,4B
Média 113,1+13,9a 106,4+12,1a 108,7+18,1a 118,41+16,0a  117,0+15,9a
Albumina (g/dL)
24 0,740,1 0,6+0,1 0,7+0,08 0,740,1 0,7+0,03 0,7+0,08A
96 0,6+0,03 0,6+0,04 0,6+0,07 0,6+0,05 0,6+0,07 0,6£0,05A
Média 0,6+0,05a 0,6+0,09a 0,6+0,07a 0,7+0,08a 0,6+0,07a
Alanina aminotransferase (ALT) (U/L)
24 43,2+£3,0 42,4176 42,716,1 51,5+8,9 64,4+27,9 49,4+15,3A
96 71,7+19,3 64,7+6,4 58,6+7,7 57,6+2,5 202,3+159,1 91,0+83,8A
Média 57,4+19,9a 53,5+13,7a 50,6+10,6a 56,6+6,7a 134,8+126,1a
fon CI" (mmol/L)
24 94,5+2,6 95,8+2,1 97,242,2 96,1+3,0 106,9+4,9 98,1+5,3A
96 95,1+2,8 95,9+2,0 98,7+1,6 96,7+3,2 91,0+28,6 95,5+11,3A
Média 94,8+2,4a 95,8+1,8a 97,9+1,9a 96,4+2,8a 99,0+20,3a

Letras diferentes (maiusculas em coluna e minusculas em linha) indicam diferenca significativa (P<0,05) pelo Teste Tukey.
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Figura 3 - Valores de sobrevivéncia de juvenis de pacama em diferentes salinidades (experimento 2).
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Tabela 6. Valores médios (+ desvio padréo) das variaveis sanguineas (hematoldgicas, hemograma e bioquimicas) de juvenis de Lophiosilurus
alexandri apds 24 horas de aclimatacdo a diferentes salinidades da dgua (experimento 2).

Variaveis sanguineas Salinidade (g de sal/L)

0,0 2,5 50 7,5 10,0
Leucécitos (10%) (uL™) 8,3+2,4 5,9+0,6 8,5+3,2 4,8+1,5 5,1+1,1
Eritrocitos (10%) (uL?) 7,63,0 6,3+2,7 7,62,6 5,9+0,2 5,9+0,8

Colesterol (mg/dl) 104,1+17,3 114,1+15,8 120,7+8,8 106,4+17,9 108,6+11,0
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A hemoglobina, hematdcrito e proteinas plasmaticas totais apresentaram resposta
quadratica com maior gradiente de salinidade estimado pela derivada das equacdes a 6,23;
5,86 e 4,41 g de sal/L, respectivamente (Figura 5). Ao contrario, para o cortisol o menor valor
estimado foi para a salinidade 2,26 g de sal/L. Para a albumina, valores constantes foram
verificados até a salinidade estimada de 4,11 g de sal/L com reducdo a partir desta salinidade.

Devido a mortalidade total na salinidade de 10 g de sal/L, e morte parcial dos peixes
na salinidade de 7,5 g de sal/L, as analises entre os dois tempos de coleta foi realizada para as
salinidades de até 7,5 g de sal/L. A hemoglobina apresentou efeito do tempo (P=0,0001) e da
interacdo salinidade x tempo (P=0,0008), mas sem efeito da salinidade (P>0,05). Apds 24
horas, maiores valores de hemoglobina foram verificados na salinidade de 5 g de sal/L,
intermediarios para 2,5 e 7,5 g de sal/L e inferiores para agua doce (Tabela 7). Decorridos 28
dias, a salinidade de 7,5 g de sal/L apresentou os maiores valores, seguido pela salinidade 0 g
de sal/L e com valores inferiores para as salinidades de 2,5 e 5 g de sal/L. Em relacdo a
salinidade, para 0, 2,5 e 7,5 g de sal/L, os maiores valores foram verificados ao final do
experimento, ao passo que para 5 g de sal/L, ndo houve alteracdo durante o experimento

O hematdcrito apresentou efeito significativo para salinidade (P=0,0414) e interacdo
salinidade x tempo (P=0,0278), sem efeito para tempo (P>0,05). Decorridas 24 horas, 0
hematdcrito foi semelhante entre as diferentes salinidades. Apo6s 28 dias, 0os maiores valores
foram registrados para 7,5 g de sal/L, intermediario para 0 g de sal/L e inferiores para 2,5 e 5
g de sal/L (Tabela 7). Dentro das diferentes salinidades, foram verificados valores
semelhantes ap06s 24 horas e 28 dias para 0, 2,5 e 7,5 g de sal/L, ao passo que a 5 g de sal/L os
menores valores foram apds 28 dias.

Para proteinas plasmaticas totais foi verificado efeito significativo somente para tempo
(P=0,0045), sem efeito da salinidade e da interacdo salinidade x tempo (P>0,05), com maiores
valores apds 24 horas de aclimatacao (Tabela 7).

N&o foram registrados efeitos da salinidade, tempo e interacdo (P>0,05), para a
contagem de leucdcitos (Tabela 7). A contagem de eritrocitos apresentou efeito somente do
tempo (P=0,0026), sem efeito para salinidade e interacdo salinidade x tempo (P>0,05),
ocorrendo maiores valores 24 horas apds a aclimatacdo em comparacéo aos 28 dias (Tabela
7).
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Tabela 7. Valores médios (z desvio padrao) de variaveis hematoldgicas de juvenis de Lophiosilurus alexandri apds 24 horas e 28 dias de criacdo

nas diferentes salinidades da agua (experimento 2).

Salinidade g de sal/L

Tempo 0,0 2,5 5,0 7,5
Hemoglobina (mg/dL) Média
24 horas 2,9+0,6Bb 3,8+0,3Bab 4,3+0,2Aa 3,9+0,2Bab 3,8+0,6
28 dias 5,5+0,4Aab 5,5+0,9Ab 4,7+0,1Ab 5,5+0,5Aa 5,3+0,6
Média 42+15 4,7+1,1 4,5+0,2 4,6+0,9
Hematdcrito (%) Meédia
24 horas 16,6+1,3Aa 20,1+1,0Aa 19,6+1,3Aa 19,5+1,2Aa 19,0+1,7
28 dias 18,0+1,5Aab 17,3£1,7Ab 15,4+2,0Bb 21,2+3,1Aa 17,7+2,6
Média 17,3+1,4 18,719 17,5127 20,2+2,0
Proteinas plasméticas totais (g/dL) Média
24 horas 2,4+0,4 2,610,1 2,610,1 2,5%0,03 2,520,2A
28 dias 2,1+0,8 2,3x0,2 1,9+0,2 2,0£0,7 2,1+0,4B
Média 2,30,6a 2,510,2a 2,3+0,3a 2,3%0,4a
Leucécitos (10°) (uL) Média
24 horas 8,3x2,4 5,9+0,6 8,5%3,2 4,815 6,912 4A
28 dias 8,1+0,1 9,124 53124 9,4+1,3 7,8+2,3A
Média 8,2+1,5a 7,5+2,3a 6,9+3,0a 6,6+2,7a
Eritrocitos (10%) (uL™") Média
24 horas 7,6x3,0 6,3x2,7 7,6£2,6 5,9+0,2 6,912,2A
28 dias 2,7+0,1 2,2+0,1 2,8+1,6 4,9+0,9 3,0£1,2B
Média 5,1+3,2a 4,3+2 8a 5,2+3,2a 5,5+0,7a

Letras diferentes (maiusculas em coluna e minusculas em linha) indicam diferenca significativa (P<0,05) pelo Teste Tukey.
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Para a glicose (Tabela 8), nédo foi registrado efeito da salinidade, tempo e da interacéo
salinidade x tempo (P>0,05). Para o cortisol foi verificado efeito da salinidade, tempo e da
interacdo salinidade x tempo (P=0,0000). Apos 24 horas, o cortisol foi superiora5e 7,5 g de
sal/L e inferior a 0 e 2,5 g de sal/L. Decorridos 28 dias, a salinidade de 7,5 g de sal/L
apresentou os maiores valores, seguido pela salinidade de 5 g de sal/L e com valores
inferiores a 0 e 2,5 g de sal/L. Dentro das diferentes salinidades, os menores valores foram
registrados sempre 24 horas depois da aclimatacdo. A osmolaridade apresentou efeito da
salinidade (P=0,0002) e do tempo (P=0,0217), mas sem efeito da interacdo salinidade x tempo
(P>0,05). Maiores valores foram registrados apds 28 dias comparado a 24 horas de
aclimatacdo. Com relacéo as diferentes salinidades, os menores valores foram a 0 g de sal/L e
as demais salinidades apresentaram valores superiores e semelhantes entre si.

O triglicérides apresentou efeito da salinidade (P=0,0227), do tempo (P=0,0316) e
sem efeito da interacdo entre estes fatores (P>0,05). Maiores valores foram verificados ap6s o
periodo de aclimatacdo. Para a salinidade O g de sal/L foi registrado os maiores valores, com
valores intermediarios para 2,5 e 5 g de sal/L e inferiores para 7,5 g de sal/L (Tabela 8).

O colesterol, albumina e ALT apresentaram efeito do tempo (P=0,0057, P=0,0014 e
P=0,0006, respectivamente), sem efeito para salinidade e da interacdo salinidade x tempo
(P>0,05), com menores valores para colesterol e maiores valores para albumina e ALT apds
28 dias de criacdo (Tabela 8).

Com relacdo ao ion CI, verificou-se efeito da salinidade (P=0,0000), do tempo
(P=0,0006) e da interacdo salinidade x tempo (P=0,0000). Ap6s 24 horas da aclimatacdo,
maiores valores foram para 5 e 7,5 g de sal/L, com valores intermediarios para 2,5 g de sal/L e
inferiores para 0 g de sal/L (Tabela 8). Para as diferentes salinidades, valores superiores foram
verificados ap6s 28 dias de criacdo para 0, 2,5 e 5 g de sal/L, ao passo que para 7,5 g de sal/L

foram registrados os menores valores ao final do experimento.



Tabela 8. Valores médios (x desvio padréo) de variaveis hematoldgicas e bioquimicas de
juvenis de Lophiosilurus alexandri ap6s 24 horas e 28 dias de criagdo nas diferentes
salinidades da dgua (experimento 2).

Salinidade g de sal/L

Tempo 0,0 2,5 5,0 7,5
Cortisol (ng/mL) Média
24 horas 15,0+0,6Bb 15,3+0,5Bb 18,1+0,9Ba 19,1+1,7Ba 16,9+2,0
28 dias 18,8+0,9Ac 19,6+1,2Ac 25,9+2,0Ab 41,5+1,3Aa 25,1+8,7
Média 16,9+2,1 17,5+2,4 22,044 28,1+12.3
Osmolaridade (mOsmol/L) Meédia
24 horas 236,615,4 272,248,0 277,0£19,5 283,449,0 267,3+21,4B
28 dias 238,4+11,1 281,1+6,2 276,0+11,2 309,2+1,0 273,2+26,4A
Média 237,5+7,9b 276,6+8,0a 276,5+14,2a  293,7+15,5a
Glicose (mg/dL) Média
24 horas 7,746,5 6,5+3,0 5,9+0,2 54429 6,5+3,4A
28 dias 8,1+3,4 5,1+0,1 5,8+3,7 3,3+0,5 5,8+2,8A
Média 7,9+4,7a 5,8+2,0a 5,942 3a 4,612 4a
Triglicerideos (mg/dL) Meédia
24 horas 399,9+39,5 420,7469,2 308,8+86,9 260,5+13,0  347,54#85,1A
28 dias 361,4+80,8 284,3+120,7 232,2+52,6 180,8+137,9  272,3+106,1B
Média 380,7460,6a 352,5+1154ab 270,5+76,7ab  228,6+82,1b
Colesterol (mg/dL) Média
24 horas 104,1+17,3 114,1+15,8 120,7+8,8 106,4+17,9 111,3+14,8A
28 dias 107,4+6,1 98,9+29 4 77,2112 62,7+19,3 88,7+23,5B
Média 105,8+11,8a 106,5+22,7a 99,0+25,4a 88,9+28,7a
Albumina (g/dL) Meédia
24 horas 0,6+0,09 0,6+0,06 0,6+0,05 0,4+0,1 0,6+0,1B
28 dias 0,7+0,2 0,8+0,09 0,6+0,08 0,7+0,1 0,7+0,1A
Média 0,7+0,1a 0,7+0,09a 0,6+0,06a 0,5+0,20a
ALT (Alanina aminotransferase) (U/L) Meédia
24 horas 24,4+8,0 21,0+8,6 19,0+9,4 14,1+6,4 19,6+8,0B
28 dias 37,6115 35,1+4,2 47,4+28,0 47,7¢1,1 41,4+14 9A
Média 31,0+11,4a 28,1+9,8a 33,2+24,3a 27,5+18,9a
ion CI' (mmol/L) Média
24 horas 95,4+0,7Bb 97,8+1,8Bab 102,1+1,7Ba  102,3+0,4Aa 99,4+3,2
28 dias 101,8+2,1Ab 113,2+2,2Aa 109,6+4,4Aa 49,6+0,8Bc 97,5+24,2
Média 98,5+3,7 105,5+8,6 105,8+5,1 81,2+28,8

Letras diferentes (maiusculas em coluna e minusculas em linha) indicam diferenca significativa
(P<0,05) pelo Teste Tukey.
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Ap0s 28 dias de criacdo nas diferentes salinidades, para o ganho em comprimento ndo
foi verificado efeito das salinidades da agua (P>0,05) com valores médios variando de 0,8 a
1,3 cm. Com relacdo ao ganho de biomassa e conversdo alimentar foi registrado resposta
quadratica com maior valor estimado pela derivada das equacfes a 2,01 e 2,45 g de sal/L,
respectivamente (Figura 6). Para o ganho de peso, ganho de peso diario e TCE foram
registrados valores constantes até as salinidades estimadas de 2,64, 2,63 e 2,83 g de sal/L,
respectivamente, com reducdo destas variaveis em salinidades superiores (Figura 6).

Na Tabela 9 séo apresentados os dados de composi¢cdo dos animais inteiros ao final de
28 dias de cria¢do nas diferentes salinidades. Para umidade, proteina, cinzas, extrato etéreo e
Ca ndo foram verificados efeito das salinidades da agua (P>0,05). Com relacdo a fosforo foi
registrado resposta quadratica com maior valor estimado pela derivada da equacédo a 3,24 g de
sal/L. A energia apresentou valores constantes até a salinidade estimada de 2,15 g de sal/L

com reducdo a salinidades superiores.
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Tabela 9. Valores médios (+ desvio padrdo) da composicdo de peixe inteiro de juvenis
Lophiosilurus alexandri ap6s 28 dias de criagdo em diferentes salinidades da agua

(Experimento 2).

Carcaca

Salinidade (g de sal/L)

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
Umidade (%) 73,87+0,17 74,461,388  72,68+2,61 73,63+1,23 -
Proteina bruta (%) 14,03+0,15  13,98+0,96  14,83+1,48 14,78+0,35 -
Cinzas (%) 2,27+0,12 1,52+1,31 2,34+0,24  1,94+0,12 -
Extrato etereo (%) 8,19+0,32 8,02+0,72 8,29+0,56  8,34+0,02 -
Calcio (%) 2,11+0,23a  2,05+0,28a  2,05+0,14a 1,42+0,84a -
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6. DISCUSSAO

O estresse em peixes, desencadeado por agentes diversos, compreende uma série de
alteraces fisioldgicas que sdo classificadas em respostas primérias, secundarias e terciarias.
Entre as respostas primarias, destacam-se 0 aumento na secre¢do de catecolaminas, adrenalina
e noradrenalina, e cortisol no plasma (Almazan-Rueda et al., 2005). Engquanto entre as
respostas secundarias estdo as metabolicas, como a alteracdo na glicemia, no acido latico, no
glicogénio hepéatico e muscular e atraves das respostas hematologicas, como alteracdo no
hematdcrito e no nuimero de linfécitos, e ainda as respostas que afetam o balango
hidromineral, como alteracdo nas concentracdes de cloreto, sddio, potassio, proteinas e na
osmolaridade do plasma (Legras et al., 2000). As respostas terciarias sao alteracdes que levam
a queda de desempenho produtivo e a diminuicdo da resisténcia a doencgas (Wendelaar Bonga,
1997). Desta forma, no presente estudo os efeitos estressantes da salinidade da &gua e suas
repostas primarias, secundarias e terciarias serdo apresentadas e discutidas.

Os juvenis de pacama apresentaram tolerancia até a salinidade de 7,5 g de sal/L ap0s
96 horas de choque osmoético, sendo mais sensiveis a salinidades superiores. Luz & Santos
(2008a) verificaram em testes agudos a diferentes salinidades, para larvas de pacama recém-
eclodidas, com 8 e 12 dias de vida, que tolerancia a salinidade da agua foi de até 4, 8 e 10 g de
sal/L, respectivamente. Segundo os autores, a sobrevivéncia para larvas com 12 dias de vida a
10 g de sal/L foi de 59,9%, ndo sendo possivel calcular a CLso.g6n, Semelhante a do presente
estudo.

Para os juvenis de pacamé, foi verificado o valor de 11,67 g de sal/L de salinidade
letal mediana- 24 horas. Em larvas desta mesma espécie, com oito dias pos-eclosdo a CLsg-gsh
foi de 8,9 g de sal/L (Luz & Santos, 2008a), confirmando o efeito do tamanho dos animais na
tolerancia a salinidade. Este efeito do tamanho na tolerncia a salinidade também foi
registrado para Heterobranchus longifilis (Fashina-Bombata & Busari, 2003). Além disso, a
tolerancia a salinidade pode ser espécie-especifico, pois juvenis de Pylodictis olivaris toleram
até 10 g de sal/L (Bringolf et al., 2005), enquanto para juvenis de carpa cabeca-grande
Aristichthys nobilis, Garcia et al. (1999) obtiveram o valor de 7,6 de CL-gs.

Em relacdo ao choque osmético (experimento 1) e a aclimatacdo (experimento 2), foi
verificado que a adicdo do sal de forma gradual durante 24 horas proporcionou maior tempo
de sobrevivéncia dos juvenis de pacamd a salinidade de 10 g de sal/L com inicio da

mortalidade ap0s o 16° dia de experimento comparado a mortalidade verificada em 96 horas
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apos o choque osmatico (experimento 1). Provavelmente, a aclimatagdo proporcionou uma
melhor adaptacdo dos animais ao ambiente, o que também foi observado para a espécie
Pterophyllum scalare (Moreira et al., 2011). De acordo com Luz et al. (2008) o aumento
gradual da salinidade da agua reduz o estresse osmético e facilita a aclimatacdo de goldfish
Carassius auratus.

A osmolaridade plasmatica apresentou relagdo direta com o aumento da salinidade
apos o choque osmotico e a aclimatagdo (experimento 1 e 2), fato que se manteve apos 96
horas entre as diferentes salinidades (experimento 1). Contudo, quando comparado as
salinidades entre os tempos no experimento 1, esta permaneceu semelhante entre 0 e 7,5 g de
sal/L e apresentou reducdo a 10 g de sal/L em 96 horas comparado a 24 horas, sugerindo uma
aclimatacao dos animais sobreviventes nesta salinidade. No experimento 2, considerando até a
salinidade de 7,5 g de sal/L ndo hé alteragdes entre 24 horas e 28 dias. Os resultados dos dois
experimentos indicam que até a salinidade de 7,5 g de sal/L, os juvenis de pacama sao
capazes de manter estaveis a osmolaridade sanguinea. Em juvenis de goldfish C. auratus, a
osmolaridade também se manteve estavel entre 0 e 6 g de sal/L, com maiores valores a 8 g de
sal/L apo6s 21 dias de exposicdo (Luz et al., 2008), sugerindo limites parecidos para estas duas
espécies. Dentre essas caracteristicas de adaptacdo, pode-se explicar a interacdo cortisol com
a osmolaridade, destacando-se o aumento da afinidade por ions so6dio na (Na+,K+)-ATPase,
que é importante para a ativa captura e controle desses ions em ambientes salinizados (Lucu
& Towle, 2003).

A salinidade inadequada pode ser considerada um manejo estressante (Martins et al.,
2004; Ghiraldelli et al., 2006) e os indicadores mais utilizados para avaliacdo do estresse sdo 0
cortisol e a glicose, que produzem alteracdes metabdlicas em todo organismo do animal
(Robertson et al., 1987). Apdés 24 horas do choque osmoético, o menor nivel de cortisol
estimado seria a 0,48 g de sal/L, sendo que, ap6s 24 horas e 96 horas do choque osmético, 0s
menores niveis foram para agua doce e 2,5 g de sal/L e os maiores para a salinidade de 10 g
de sal/L, fato que evidencia o estresse dos juvenis de pacamd. Durante o estresse, 0 peixe
apresenta aumento no fluxo sanguineo e na permeabilidade das branquias, principalmente por
acdo de catecolaminas e cortisol, o que facilita o transporte de oxigénio para atender a
demanda bioldgica dos tecidos (Lemarié et al., 2004). Entretanto, a mudanca brusca da
permeabilidade branquial, ocasionada pelo estresse agudo, leva a perda de eletrolitos
sanguineos e disturbios osmorregulatorios nos peixes de dgua doce (McDonald & Milligan
1997), fato que pode ter reflexo na osmolaridade como apresentado anteriormente. Porém, no

experimento 2, apos a aclimatacéo, a salinidade estimada para o menor nivel de cortisol seria
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de 2,26 g de sal/L, ressaltando a importancia da aclimatacdo gradual. Quando comparado no
tempo, o cortisol sempre foi inferior a 0 e 2,5 g de sal/L e superior nas demais salinidades,
sugerindo que, esta variavel se mantém elevada indicando situacéo constante de estresse dos
animais, como também observado por Barton & Zitzow (1995). Este resultado reflete a piora
no desempenho dos animais como sera discutido adiante.

Ap0s 24 horas do choque osmotico, a glicose foi superior acima de 12,5 g de sal/L,
onde foi verificada mortalidade dos animais logo em seguida. Apds 96 horas, a glicose foi
semelhante entre 4gua doce e a 10,0 g de sal/L. O estresse agudo causado pelas mudancas
bruscas de salinidade, resulta em um rapido aumento dos niveis de lactato plasmatico e
muscular, diminuicdo do pH e da concentracdo de oxigénio sanguineo e da adrenalina e
noradrenalina (Castro & Fernandes, 2009). Estas catecolaminas estimulam a glicogenolise,
resultando na liberacdo de glicose do figado para o sangue, levando a uma hiperglicemia
(Nolan, 2000), fato que pode ter contribuido para o estresse e morte dos animais nas altas
salinidades no experimento 1. Contudo, no experimento 2, apds a aclimatacdo dos animais a
diferentes salinidades, verificou-se reducdo com o aumento da salinidade, sendo este efeito
perdido ao longo do experimento, sugerindo que até a salinidade de 7,5 g de sal/L esta
variavel se mantém estabilizada, quando da realizagcdo de um processo de aclimatacdo, fato
ndo verificado quando do choque osmotico. A partir destes resultados, sabendo-se que o
cortisol apresenta efeitos sobre o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, dentro de
sua funcdo glicocorticoide, provavelmente, o cortisol contribua com a maior acédo de disturbio
sobre a producdo de glicose hepética (Wendelaar Bonga, 1997). Este fato pode favorecer a
perda de peso corporal durante o estresse crénico (De Boeck et al., 2000), como sera
apresentado adiante. Também cabe destacar os baixos valores de glicose verificados para esta
espécie, principalmente no experimento 1, fato que deve ser melhor estudado para entender a
fisiologia desta espécie de habito benténico e que permanece a maior parte do tempo parada
no fundo dos tanques.

A hemoglobina apresentou relagdo direta com o aumento da salinidade apos 24 horas
do choque osmético, se mantendo elevada a 10 g de sal/L e com menores valores para agua
doce e 2,5 g de sal/L quando comparado no tempo (24 e 96 horas) (experimento 1), resultados
semelhantes aos registrados para o cortisol. Esta resposta ao estresse em peixes inclui um
aumento da taxa de captacdo de oxigénio pelas branquias, como resultado dos aumentos da
taxa ventilatéria, do fluxo sanguineo branquial, da capacidade de difusdo e do transporte de
oxigénio pelo sangue (Chen & Chen, 2000). Muitos destes efeitos ocorrem pela presenca das

catecolaminas circulantes, através dos mecanismos b ou B-adrenérgicos (Randall & Perry,



49

1992). Desta forma, é comum a elevacdo da concentracdo de hemoglobina circulante
(Mariano, 2006). No experimento 2, a hemoglobina apresentou maior valor estimado a 6,23 ¢
de sal/L, fato que se manteve ao longo do tempo, com maiores valores a 7,5 de sal/L.
Também cabe destacar o aumento na hemoglobina ao longo do tempo para 0, 2,5e 7,5 g de
sal/L, e que a 5 g de sal/L, esta se manteve constante durante o experimento, comprovando
claramente que a liberacdo de catecolaminas promove a elevacdo dos valores sanguineos, a
partir da acdo estressora do sal no sistema endécrino do animal (Wurts, 1995).

Em peixes estressados, as alteracbes hematoldgicas, geralmente sdo acompanhadas de
hiperglicemia e aumento de hemoglobina, decorrente da liberacdo aumentada de cortisol, que
induz incremento da gliconeogénese hepética (Carneiro, 2001). Nas andlises realizadas, o
hematocrito apresentou valores constantes até a salinidade estimada de 3,23 g de sal/L e
diminuiram com o aumento da salinidade apds o choque osmotico, sendo, também,
verificados 0s maiores valores nas primeiras 24 horas, com redugdo apds 96 horas
(experimento 1). Segundo Morgan & Iwama (1997), as mudangas no hematocrito durante
respostas de estresse indicam hemoconcentragdo ou hemodiluicdo devido aos distdrbios
osmorregulatdrios. Apos a aclimatacdo (experimento 2), o maior valor estimado foi a 5,86.
Comparando os dados de 0 a 7,5 g de sal/l no tempo, ap6s 28 dias, os maiores valores foram
registrados para 7,5 g de sal/L, e os memores para 2,5 € 5 g de sal/L. Os resultados
apresentados indicam que as salinidades de 2,5 e 5 g de sal/L poderiam estar proporcionando
aos peixes uma menor demanda de oxigénio, comparado aos animais mantidos na salinidade
de 0e 7.5 gde sal/L, indicando um ambiente menos estressante. Em tilapias do Nilo criadas
em sistema intensivo, também foi observado aumento do hematdcrito em condicdes
estressantes (Ueda et al., 1997; Tavares Dias & Faustino, 1998), reforgando o conceito de ser
considerado como um auxiliar hematoldgico importante na indicacdo da resposta ao estresse
em peixes (Carneiro & Urbinati, 1998).

O choque osmotico ndo afetou a proteina plasmatica total, sendo esta variavel, maior
nas primeiras 24 horas, com reducdo ap0s 96 horas (experimento 1). Fato semelhante foi
registrado no experimento 2 com maiores valores ap6s 24 de aclimatacdo comparado ao final
do experimento (28 dias). A concentracdo de proteinas plasmaticas totais reflete um
equilibrio entre as concentracfes extra e intravascular de proteinas (Pierson, 2000). Entre as
suas funcdes fisiologicas, que podem ser alteradas pelo cortisol, balan¢o hidrico e doencas,
estdo a concentracdo de aminoacidos nos tecidos, regulacdo do equilibrio &cido-bésico,
transporte de moléculas, hemostasia, resposta inflamatdria e resisténcia a infecgdes (Thomas

et al., 2000). Tsuzuki et al. (2007) obtiveram valores elevados de proteinas totais plasmaticas
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para juvenis de Centropomus parallelus criados por 50 dias em salinidade 15 g de sal/L em
relacdo as salinidades 5 e 35 g de sal/L, indicando que o procedimento de aclimatacdo para
esta espécie a diferentes salinidades & necessario, visando melhores indices de sobrevivéncia e
que a tolerancia aumenta com o aumento da idade. Centeno et al. (2007) relacionaram o
aumento da concentracdo de proteinas totais plasmaticas durante os periodos de estresse e
adaptacdo com o reflexo do movimento compensatério de fluidos dos tecidos para os vasos
sanguineos, diminuindo a viscosidade do plasma. Porém, apesar da salinidade ter afetado
outras variaveis sanguineas, para 0 pacama, este manejo ndo tem efeito na proteina plasmatica
total.

As atividades das enzimas do plasma sanguineo servem como indicadores de estresse,
sendo uma das principais enzimas, a alanina aminotransferase (ALT), onde o0 aumento da sua
atividade indica a origem dos danos teciduais (Velisek et al., 2009). A ALT apresentou
valores constantes até a salinidade estimada de 7,78 g de sal/L, apds o choque osmotico,
chegando a valores superiores para as maiores salinidades. Porém, quando comparado até a
salinidade de 10 g de sal/l, esta varidvel ndo apresentou diferencas entre as salinidades e
tempo de experimento (experimento 1). Este efeito estd possivelmente relacionado com a
ocorréncia, numa fase inicial, a elevadas concentracdes de cortisol sanguineo, onde essa
interacdo foi detectada. No experimento 2, ap6s a aclimatacdo, foi verificado diminuicéo da
ALT com o aumento da salinidade, além de ser verificado maiores valores ao final de 28 dias
para as diferentes salinidades. Apds a decorréncia do choque osmotico, a determinacdo da
ALT no sangue demonstrou a ocorréncia do estresse crénico que é seguido de hiperglicemia
em funcdo do aproveitamento do lactato e da alanina liberados principalmente a partir de
musculos esqueléticos, na formacdo da glicose (Arguello et al., 1999), justificando os
resultados encontrados neste experimento.

A albumina ndo foi afetada pelo choque osmotico e nem pelo tempo de experimento
(experimento 1). Porém, apds aclimatagdo, foi verificado valores constantes até a salinidade
estimada de 4,11 g de sal/L, sendo verificado também, assim como para a ALT maiores
valores ao final do experimento (28 dias) sem diferenga para as diferentes salinidades
(experimento 2). A partir destes resultados, autores como White & Fletcher (1985), presumem
a hipdtese da ocorréncia de uma acao cronica do cortisol sobre o efeito enzimatico, reforgando
a subsequente interagéo entre as enzimas transaminases e a albumina plasmatica, podendo ser
explicados por uma adaptagdo progressiva dos peixes e a manutencdo dos niveis de sais
dissolvidos na agua com repercussao nos niveis teciduais. Assim, os resultados apontam para

uma influéncia do aumento da atividade enzimatica em funcao do tempo de exposicao.
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Para as salinidades entre 0 e 10 g de sal/L, o triglicérides apresentou, com 24 horas,
valores superiores aos registrados em 96 horas (experimento 1), sendo que apds as 24 horas, 0
maior valor foi verificado na salinidade de 7,5 g de sal/L e inferiores entre 0 e 5 g de sal/L. Ja,
a 96 horas, foram registrados valores semelhantes entre as diferentes salinidades. A partir
destes niveis metabdlicos, considerados como outra via de producdo de energia, estima-se que
a concentracdo plasmatica de triglicérides no plasma do animal sofre interferéncia do cortisol.
Segundo Peters et al. (1980) e Vijayan et al. (1991), as catecolaminas e o cortisol, por meio da
ativacdo da lipase, facilitam a utilizacdo de triglicérides, aumentando a concentracdo de
acidos graxos livres, sendo uma possivel fonte energética em condi¢bes de aumento de
demanda fisioldgica em peixes submetidos ao estresse. No experimento 2, os menores valores
foram verificados a 10 g de sal/L apdés a aclimatacdo. Contudo, sem considerar esta
salinidade, semelhante ao experimento 1, os maiores valores foram verificados apds a
aclimatacdo, comparado ao final do experimento, sendo que, ap6s 28 dias, 0 menor e maior
valor foram para 7,5 e 0 g de sal/L, respectivamente. Estas altera¢cdes ao longo do tempo,
provavelmente, ocorreram devido ao comportamento alimentar alterado e da possivel
manutencdo da producdo de glicose em meio estressante crbnico, proveniente da
gliconeogénese de substratos, incluindo o lactato e aminoacidos, que interferem diretamente
na producdo de triglicérides (Vijayan et al., 1997). Desta forma, um estresse prolongado seria
capaz de mobilizar triglicerideos plasmaticos em animais subalimentados, devido a influéncia
do estresse.

Tanto o choque osmotico, quanto a aclimatacdo, ndo alteraram os niveis de colesterol.
Porém, no experimento 1, o colesterol foi maior apds o choque osmético quando comparado a
96 horas, sendo o contrario verificado no experimento 2 ap6s 28 dias, principalmente, devido
as médias nas salinidades de 5 e 7,5 g de sal/L. Estes niveis plasmaticos de colesterol
aumentaram em 24 horas devido a uma de suas principais caracteristicas, que € estar
associado ao aumento do cortisol, ja que o colesterol é precursor para a sintese dos horménios
esteroides (Wedemeyer, 1985). Porém no experimento 2, nas maiores salinidades de 5e 7,5 g
de sal/L, a ocorréncia da queda dos niveis de colesterol plasmatico, sugere a influencia do seu
esgotamento hepatico e muscular do peixe, devido a reducgdo da ingestdo de ragdo ocasionada
pelo estresse crénico, 0 que ndo ocorreu na concentracdo 0 e 2,5 g de sal/L.

Quando avaliado até a salinidade de 15 g de sal/L ha um aumento na concentracdo de
ions CI" com o aumento da salinidade, fato ndo verificado quando avaliados a concentracéo
deste ion até a salinidade de 10 g de sal/L durante as 24 e 96 horas do experimento 1,

mostrando que salinidade acima de 12 g de sal/L afeta significativamente esta variavel.
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Distarbios osmorregulatérios podem ser induzidos pelo estresse e cada espécie de peixe tem a
capacidade de regular as concentragdes internas de seus fluidos dentro de certos limites, sendo
uma caracteristica do estresse a extrapolacéo destes limites (McDonald & Milligan, 1997). A
elevacdo nos niveis de adrenalina induz o aumento da permeabilidade do epitélio das
branquias a passagem da agua, levando a mudanca nos niveis de eletrolitos sanguineos em
ambientes hiper ou hipotdnicos (Cech et al., 1996). No experimento 2, ap6s a aclimatac&o,
maiores valores foram para 5 e 7,5 g de sal/L, e menores para 0 g de sal/L, enquanto, ao final
do experimento, para 7,5 g de sal/L foram registrados os menores valores, onde houve
mortalidade. Esta pode ter relacdo direta com os maiores valores de cortisol, sugerindo perda
ibnica plasmatica do sangue para o meio externo hipertdnico, possivelmente por efeito do
aumento da perfusdo nas branquias ocasionada por acao adrenérgica na circulacdo sanguinea
(Eddy, 1981; Cech et al., 1996; McDonald & Milligan, 1997). Isso comprova que o cortisol
tem acdo sobre a regulacdo i6nica em teledsteos, juntamente com outros horménios, como as
catecolaminas e a prolactina (Eddy, 1981).

A contagem de leucdctitos e eritrdcitos foi realizada somente no experimento 2, sem
diferencas significativas ap0s 24 horas da aclimatacao, se mantendo assim ao longo do tempo
para leucdcitos, sugerindo que a salinidade ndo afeta estas células. Porém, a contagem de
eritrécitos apresentou efeito do tempo de permanéncia nas diferentes salinidades ocorrendo
reducdo destas células ao final do experimento comparado ao periodo pos-aclimatacdo
(experimento 2). Distarbios osmoticos e ibnicos podem ocorrer como resultado da diurese e
da perda de eletrdlitos sanguineos (Nussey et al., 1995). Podem também ocorrer mudancas
hematoldgicas nos eritrécitos induzindo o animal a leucopenia (Aradjo et al., 2009). As
catecolaminas apresentam grande influéncia sobre o sistema cardiovascular, ocasionando
estas alteracdes sanguineas (Joshi et al., 2002). Estes efeitos sdo acentuados durante o periodo
de recuperacdo do estresse, quando o peixe procura manter o suprimento de oxigénio para 0s
tecidos e recuperar o equilibrio osmético e idnico (Pottinger et al., 2000).

No experimento 2, ap0s 28 dias de criagdo nas diferentes salinidades, verificou-se que
entre 0 e 2,5 g de sal/L, ocorrem os melhores valores de desempenho, sendo este afetado
negativamente em salinidades superiores. Esta resposta terciaria ao estresse fica evidente em
funcdo das varidveis sanguineas discutidas anteriormente, mostrando que salinidades
inadequadas e acima do limite ideal para a espécie podem afetar diretamente o desempenho.
Esta espécie se mostrou menos tolerante, quando comparado a goldfsih C. auratus, que
apresentou desempenho semelhante em salinidades de até 6 g de sal/L (Luz et al., 2008).

Porém, resposta positiva ao uso de 2 g de sal/L ja foi registrada durante a larvicultura de
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pacamd, com piora no desempenho das larvas em salinidades de 4 g de sal/L (Luz & Santos,
2008b; Santos & Luz 2009), confirmando a possibilidade de usar baixas salinidades na
producdo desta espécie visando melhor desempenho e bem estar animal em diferentes fases de
crescimento. O uso de baixas salinidades também vem sendo comprovado para varias
espécies de &gua doce, durante a larvicultura, onde resultados superiores e/ou semelhantes
para 0 uso de 2 g de sal/L foram verificados para: trairdo Hoplias lacerdae (Luz & Portella,
2005), pintado Pseudopaltystoma corruscnas e curimbatd Prochilodus costatus (Santos &
Luz, 2009), cascudo Rhinelepis aspera (Luz & Santos, 2010), pacu Piaractus mesopotamicus
(Jomori et al., 2012), tilapia Oreochromis niloticus (Luz et al., 2013), tambaqui Colossoma
macropomum, matrinxd@ Brycon amazonicus, apaiari Astronotus ocellatus e piau Leporinus
macrocephalus (Jomori et al., 2013). Salinidades adequadas podem levar a menor gasto
osmorregulatdrio, permitindo que a energia economizada seja direcionada para o crescimento
(Tsuzuki et al., 2007).

Os minerais estdo envolvidos no funcionamento dos processos vitais de todos 0s
animais incluindo os peixes. Geralmente, o célcio, sddio, potassio sdo obtidos pela agua para
satisfazer parte das necessidades nutricionais dos peixes, enquanto o fosforo e sulfatos sdo
obtidos mais eficientemente pela dieta (NRC, 1993). Desta forma, o adequado nivel de
fésforo disponivel em dietas para peixes pode melhorar o crescimento, utilizacdo de nutrientes
e deposicdo de minerais nos ossos (Furuya et al., 2008). Na analise da composicdo dos
animais inteiros, o fosforo apresentou maior valor estimado a 3,24 g de sal/L, sugerindo
melhor aproveitamento deste mineral em baixa salinidade.

A energia apresentou valores constantes até a salinidade estimada de 2,15 g de sal/L
com reducdo a salinidades superiores. Estes resultados encontrados nos peixes expostos ao
ambiente salino por 28 dias mostraram uma tendéncia estavel de conforto a baixas salinidades
e o decréscimo neste indice com o aumento da salinidade da agua, sugerindo o consumo das
reservas energéticas e um possivel processo de exaustdo devido ao estresse (De Boeck et al.,
1997; Parsons, 2005; Parsons, 2007), como discutido fisiologicamente pelas variaveis

hematoldgicas e bioquimicas.
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7. CONCLUSOES

Juvenis de pacama, na faixa de tamanho do presente estudo, toleram salinidades de até
7,5 g de sal/L em banhos curtos de 96 horas.

O desempenho de juvenis de pacamé criados em diferentes gradientes de salinidade da
agua mostrou-se vantajoso até a salinidade 2,5 g de sal/L, por ndo interferir no desempenho
do animal e beneficia-lo com as propriedades do sal.

AlteracBes hematoldgicas e bioquimicas, principalmente, para as varidveis cortisol,
glicose, hematdcrito, osmolaridade e ions CI, podem ser utilizadas como indicativo de
estresse a0 manejo de salinizar a &gua em juvenis de pacama submetidos ao choque osmotico
e a longos periodos de criacdo em ambientes salinos.

O efeito de diferentes salinidades da 4gua na composicao de peixe inteiro de juvenis
de pacama pode ser um reflexo da condicao estressora para esta espécie.
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