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RESUMO

A exposicdo ao ar é uma situacao estressante para os peixes, embora inevitavel em
praticas de rotina em pisciculturas. O presente trabalho teve como objetivo avaliar
alguns parametros sanguineos e frequéncia respiratdria de exemplares juvenis de
Caranha (Piaractus brachypomus) submetidos ao estresse de exposi¢cdo ao ar por
um periodo de uma hora e 24 horas apés o retorno ao meio aquatico. Foram
analisados a glicose sanguinea, contagem diferencial de leucdcitos, contagem total
de eritrécitos e frequéncia respiratoria. Os resultados revelaram um aumento
significativo nos niveis de glicose e na frequéncia respiratoria. Em relacdo a
contagem diferencial de leucdcitos, observou-se aumento do nimero de linfécitos e
monocitos e diminuicdo no numero de neutréfilos. Houve homogeneidade nos
valores de contagem total de eritrocitos, niumero de eosindfilos e leucdcitos
granulares PAS-positivos (LG-PAS). A hiperglicemia constituiu um bom indicador de
estresse fisioldgico, pois indica mobilizacdo de uma fonte de energia extra para o
animal superar o estresse. O aumento no numero de alguns tipos de leucdcitos
circulantes como mondcitos e linfécitos pode estar relacionado a possiveis lesdes ou
injurias no tegumento ou epitélio branquial, provocados pela agitacdo ou pela propria
exposicao ao ar. O estresse por exposi¢cao ao ar no intervalo de 1h constituiu-se em
um fator estressante para juvenis de P.brachyomus. No entanto, o periodo de 24
horas apds a exposicdo ao ar ndo foi suficiente para a completa recuperagédo e
retorno total & homeostasia dos animais, uma vez que os valores de alguns
parametros analisados ndo retornaram ao seu nivel basal.

PALAVRAS-CHAVE : Estresse em peixes, exposicdo ao ar, hematologia, Piaractus
brachypomus
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EFFECTS OF AIR EXPOSITION STRESS ON JUVENILE Piaractus
brachypomus BLOOD PARAMETERS

ABSTRACT

Air Exposure is a stressful situation for fish, although unavoidable in routine practice
in fish cultures. This study aimed to evaluate some blood parameters and respiratory
frequency in juvenile specimens of Carranha (Piaractus brachypomus C.) subjected
to air exposure stress for a period of one hour and 24 hours after returning to the
aguatic environment. Blood glucose, differential leukocyte count, erythrocyte count,
and respiratory frequency were analyzed. The results revealed a significant increase
in blood glucose levels and respiratory frequency. In relation to differential leukocyte
count, there was an increase in the number of lymphocytes and monocytes and a
decrease in the number of neutrophils. There was homogeneity in the values of
erythrocyte count, eosinophil count and PAS-positive granular leukocytes (LG-PAS).
Hyperglycemia is a good indicator of physiological stress and it points to the
mobilization of an extra power source for fish to overcome the stress. The increase in
the number of some types of circulating leukocytes, including monocytes and
lymphocytes, may be related to possible injury to the integument or gill epithelium
caused by moviments or by the air exposure itself. The air exposure for 1h showed to
be stressfull for P. brachyomus juveniles. However, 24h after air exposure were not
enough for the complete recovery and return to animal homeostasis, once the values
of some parameters analyzed did not return to basal levels.

KEYWORDS: Stress in fish. Air exposure. Hematology. Piaractus brachypomus

INTRODUCAO

A aquicultura no Brasil € uma atividade que vem se destacando nos ultimos
anos gracas ao potencial hidrico do pais, a riqueza de espécies e ao aumento do
mercado neste setor. Um dos requisitos mais importantes para 0 bom
desenvolvimento da atividade de aquicultura é o conhecimento adequado da biologia
das espécies utilizadas para cultivo, onde a fisiologia das espécies, o funcionamento
dos sistemas e as interacdes e respostas permitem melhores condi¢bes de cultivo.
Em piscicultura intensiva, a situacdo de estresse esta constantemente presente e
pode afetar o desempenho produtivo dos peixes, prejudicando o estado de salde e
aumentando a suscetibilidade a doencas. Desde meados de 1970 estudos
envolvendo estresse tém sido frequentemente realizados no campo da fisiologia de
peixes, com enfoque em peixes de cultivo (SILVEIRA et al., 2009).

Entre os varios autores que o definem, WENDELAAR BONGA (1997) aponta
estresse como sendo uma condicdo em que a homeostase (estado estacionario) de
um organismo animal € ameacado ou perturbado, como resultado das acbes de
estimulos intrinsecos e/ou extrinsecos, definidos como estressores. Os agentes de
estresse em peixes podem ser de varios tipos, entre 0s quais estdo: os de natureza
quimica como contaminantes, pH da agua ou baixo teor de oxigénio, os de natureza
fisica como transporte, confinamento e manuseio e ainda os perceptiveis pelo peixe,
como a presenca de predadores (DINIZ & HONORATO, 2012).

Os estressores também podem ser de curta ou de longa duracdo e podem
possuir intensidades distintas. A exposicdo moderada a estes agentes é capaz de
produzir uma resposta adaptativa nos peixes, que restitui a homeostase ao
organismo, no entanto, se estes estiverem sujeitos aos agentes de estresse intensos
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ou prolongados, a resposta pode tornar-se mal adaptativa, com consequéncias
negativas para o seu estado de saude (GALHARDO & OLIVEIRA, 2006).

De acordo com a literatura, a resposta ao estresse em peixes apresenta trés
niveis, sendo eles, primario, secundario e terciario, que se iniciam no sistema
endocrino e apresentam um aumento sucessivo até atingir o nivel do organismo
como um todo (OBA, et al., 2009). A resposta primaria é compreendida como a
ativacdo dos centros cerebrais, resultando em liberacdo de catecolaminas e
corticosterodides; a resposta secundaria é entendida como a canalizacao das acdes e
dos efeitos imediatos desses hormoénios em nivel sanguineo e tecidual, incluindo o
aumento da frequéncia cardiaca e da tomada de oxigénio, a mobilizacdo de
substratos de energia e, ainda, a perturbacdo do balanco hidromineral; e a resposta
tercidria manifesta-se em nivel de populacdo, traduzindo-se em inibicdo do
crescimento, da reproducdo e da resposta imunoldgica. A limitacdo da capacidade
do animal em tolerar estressores subsequentes ou adicionais também ¢é atribuida a
uma manifestacao da resposta terciaria (LIMA et al., 2006).

As respostas aos estressores sdo evidenciadas primeiramente em nivel
molecular (ou bioquimico), seguida por respostas fisiologicas e, finalmente, se
manifestando em nivel morfolégico. Desse modo, alteragcbes em todos estes niveis
sdo indicativos de estresse e, portanto, parametros como cortisol e glicose
plasmatica sdo importantes indicadores fisiolégicos de niveis de estresse em peixes
e mamiferos, em geral (WENDELAAR BONGA, 1997). As variacdes nos parametros
sanguineos sdo também amplamente utilizadas para a mesma finalidade. E o caso,
por exemplo, de alteracbes nos valores de hematdcrito e na concentracdo de
hemoglobina, que podem aumentar ou diminuir, dependendo do tipo de agente
estressor aos quais as espécies ictias sdo submetidas. Devido as conexdes do
sistema imunolégico com o enddcrino, condi¢cdes de estresse podem levar a uma
imunossupressao, que por sua vez, pode ser refletida nos valores numéricos de
leucdcitos circulantes. Assim, variacdes nos valores absolutos ou relativos destas
células de defesa podem indicar a influéncia do estresse sobre o sistema
imunolégico (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

Com o auxilio das branquias, os peixes realizam as trocas gasosas por
difusdo direta entre o sangue e a agua. Quanto maior a pressao parcial de oxigénio
e menor a de gas carbdnico na agua, mais facilmente se processa a respiragdo nos
peixes (KUBITZA, 2009). Um dos estressores diretamente ligados a respiragcdo em
peixes é a exposi¢cao ao ar, situacdo que ocorre com grande frequéncia em peixes
de cultivo. BILLER e colaboradores (2008) apontam que no transporte de peixes, por
exemplo, estes sdo submetidos a repetidas exposi¢cdes ao ar, inicialmente por serem
retirados do tanque, durante a captura, e depois ao serem acondicionados de volta.
Embora haja vasta literatura sobre os varios tipos de estressores, pouco ainda se
sabe sobre os efeitos da exposicdo aérea em peixes juvenis, uma vez que estudos
com estressores em peixes adultos sdo mais comuns em vista dos poucos trabalhos
que descrevem as repostas ao estresse em peixes jovens.

A espécie Piaractus Brachypomus, conhecido popularmente como Pirapitinga
ou Caranha, ocorre nas bacias Amazoénica e Araguaia-Tocantins, podendo atingir 80
centimetros e pesar até 20 quilos. Esta espécie possui escamas e alimenta-se
principalmente de frutas e plantas aquaticas, mas come também peixes menores e
apresenta grande importancia na pesca comercial, como peixe ornamental e na
gastronomia (PESSOA, 2009). Apesar de ser comum em piscicultura, ainda nédo ha
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estudos que relacionem estresse e exposicao area nesta espécie.

Sabendo-se que os parédmetros sanguineos sdo eficientes indicadores de
niveis de estresse em peixes, e de que ainda ha caréncia de estudos relatando o
estresse por exposi¢cdo ao ar, principalmente em peixes juvenis, o presente trabalho
teve como objetivo investigar as respostas de estresse induzido pela exposicédo ao
ar na espécie Amazonica Piaractus brachypomus, através de andlises de alguns
parametros sanguineos em animais experimentais.

MATERIAL E METODOS

Manutencéo dos Espécimes Bioldgicos em Laboratoério

Para o desenvolvimento dos experimentos, exemplares juvenis de Piaractus
brachypomus pertencente a familia Characidae (Figura 1) pesando em média 3,39
(comprimento padrdo = 4,4 cm; comprimento total = 5,7 cm), foram adquiridos em
uma piscicultura local e mantidos no Laboratorio de Biologia EaD da Universidade
Federal do Tocantins, Campus Universitario de Araguaina - Cimba. Os peixes foram
acomodados em dois aquarios de vidro de 42 cm de altura e capacidade de 100L,
com sistema de filtros para manutencédo da qualidade de agua e aeracao constante.

A temperatura ambiente foi mantida em torno de 25, através de sistema de
climatizacdo de ar, e o fotoperiodo foi regulado para 12L:12D. Os animais foram
diariamente alimentados com ragdo comercial. Os experimentos tiveram inicio apos
o periodo de aproximadamente 15 dias de aclimatacdo a estas condicbes. Os
parametros de qualidade de agua foram constantemente monitorados durante este
periodo e a dieta foi suspensa 12 horas antes do inicio do experimento.
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FIGURA 1: Exemplar juvenil de P. brachypomus.
(Imagem: Beatriz Cardoso Roriz)

Protocolo Experimental
Apbs o periodo de aclimatacdo as condicdes laboratoriais, os peixes foram
submetidos a exposicdo ao ar. Um grupo de animais (N=8) foi amostrado

imediatamente ao inicio do experimento (grupo controle), sendo os exemplares
retirados do aquario N° 1. Outro grupo (N=8) foi exposto ao ar, onde cerca de 40
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animais foram colocados em um balde, deixando-se apenas uma fina camada de
agua para evitar a dessecacdo dos mesmos durante o periodo de uma hora (grupo
exposicdo, Figura 2). Apos a amostragem de oito animais deste grupo, 0s animais
restantes foram colocados em um segundo aquério (aquério N° 2), retornando as
condicbes iniciais do experimento, sendo entdo amostrados 24 horas apos a
eXxposi¢cdo ao ar, como grupo recuperacdo em meio aquatico (N=8).

Para amostragem, o sangue foi imediatamente coletado por puncédo da veia
caudal, em seringas heparinizadas. Amostras de sangue foram utilizadas para
analises dos parametros sanguineos, conforme descritos abaixo. Também foi
estimada a frequéncia respiratéria de todos os grupos amostrados, através da
contagem dos batimentos operculares em um intervalo de 30 segundos, sendo o0s
valores depois multiplicados por dois, para que os resultados fossem expressos em
batimentos por minuto (bpm).

FIGURA 2: Exemplares de P. brachypomus expostos
ao ar atmosférico. (Imagem: Beatriz
Cardoso Roriz)

Analises Sanguineas

Foram determinados 0s seguintes parametros sanguineos:

» Glicose Sanguinea . O nivel de glicose sanguinea foi determinado através de
um glicosimetro, em amostras de sangue imediatamente coletadas dos
animais experimentais. Os valores de glicose sanguinea foram expressos em
mg/dL.

* Numero de Eritrocitos (RBC) . Para determinagdo do numero de eritrocitos
(RBC), o sangue foi diluido na proporcao de 1:200 em solucdo salina 0,7% e
a contagem efetuada em camara hematimétrica de Neubauer, sob
microscoépio de luz. A contagem foi realizada nos dois reticulos e o resultado
expresso em nimero de células x 108/mm? de sangue.
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» Contagem Diferencial de Leucdcitos . Extensdes sanguineas em laminas
histologicas foram preparadas imediatamente apds a coleta de sangue, secas
a temperatura ambiente, fixadas e coradas com o corante panoético rapido
(Laborclin), que se constitui numa coloragdo baseada em solucdes de
corantes eosina e azul de metileno. Os diferentes tipos celulares de leucdcitos
foram identificados e contados (FIGURA 3). As contagens foram efetuadas
sob microscopio de luz e os valores expressos em porcentagem dos
diferentes tipos celulares em relacdo ao numero total de células contadas
(contagem relativa). Foi contado um total de 100 células por lamina.

FIGURA 3: Contagem diferencial de células. N =
Neutrdéfilo, M = Mondcito, PAS=LGPAS, L
= Linfécito (Imagem: Beatriz Cardoso
Roriz)

Andlises Estatisticas

Os resultados foram expressos como média * erro padréo da média, para n =
8 peixes em cada tratamento ou tempo de amostragem. Os resultados foram
expressos como media *+ erro padrdo da média para n =8. Foi aplicado teste
paramétrico one-way ANOVA com poés-teste de Tukey. O programa utilizado foi
GraphPad Instat.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Nenhuma morte foi registrada durante a execucdo dos experimentos.
MARIANO e colaboradores (2009; 2011) descreveram que em seus trabalhos que
foram observadas mudancas comportamentais nos animais expostos ao ar, como
agitacdo inicial, seguida por posterior reducdo na movimentagdo. Os peixes
utilizados no presente estudo nao possuiam respiragcdo aérea, no entanto
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apresentaram o mesmo comportamento de peixes como o0 jeju (Hoplerythrinus
unitaeniatus) que possuem respiracdo aéerea facultativa (MARIANO et al., 2009).
Sugere-se que tal comportamento de diminuicdo da movimentacao dos peixes deve-
se a uma estratégia para economia de energia, € que ocorre tanto em peixes que
possuem apenas respiracao aquatica quanto em peixes que apresentam respiracao
aérea facultativa. Em aguas normalmente aeradas, peixes de respiracdo aérea nao-
obrigatoria podem utilizar tanto as branquias como seus 6rgaos de respiracao aérea,
em proporcdes varidveis (BALDISSEROTO, 2002)

Além das mudancas comportamentais, foi verificado também alteracdes na
frequéncia respiratéria (fR) de Piaractus brachypomus apds a exposicdo ao ar
(grupo recuperacao). Houve uma tendéncia a elevacédo na fR do grupo exposto ao
ar, no entanto, aumento significativo deste parametro foi evidenciado no grupo
recuperacédo, em relacdo ao controle (Figura 3).
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FIGURA 4: Valores médios de frequéncia respiratoria (bpm
+ EPM) em P. Brachypomus expostos ao ar
(Exposicdo) e apOs este procedimento
(Recuperacédo): ** indica diferenca estatistica
tanto em relagéo ao grupo Controle, quanto ao
grupo Exposicéo.

Gracgas as suas adaptacdes a vida aquatica, os peixes apresentam dificuldade
em aproveitar o maior teor de oxigénio existente no ar, fazendo com que a maioria
dos peixes morra fora d’agua devido ao colapso das branquias. Uma das
alternativas dos peixes para adaptar-se a pressao parcial de oxigénio na agua é o
aumento da ventilacdo branquial, no intuito de elevar a frequéncia respiratoria do
animal. Desse modo, sugere-se que 0 aumento da frequéncia respiratéria em razao
da exposicdo ao ar se dé pela tentativa do animal de ampliar a respiracao,
aumentando assim a ventilacdo branquial (BALDISSEROTTO, 2002). Uma possivel
explicacdo para a elevacao significativa na fR nos animais do grupo recuperacao,
seria uma provavel manutencdo nos niveis elevados de catecolaminas, mesmo apos
a exposicdo ao ar. Segundo WENDELAAR-BONGA (1997), estes hormoénios
desencadeiam as respostas secundarias ao estresse, como 0S ajustes no sistema
cardiorrespiratorio, resultando em bradicardia (reducdo na frequéncia cardiaca) e
hiperventilacdo branquial (aumentos na freqiiéncia e volume respiratorios). Por outro
lado, estes resultados podem também indicar que o periodo de 24 horas nédo seja
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suficiente para a completa recuperacado e retorno total a homeostasia dos animais
apos o estresse de exposicao ao ar.

Em relacédo a glicemia, houve um aumento significativo no nivel de glicose
dos animais expostos ao ar em relacdo ao grupo controle. No entanto, 24 horas
apos a exposicao ao ar, os valores da glicemia retornaram ao nivel basal, sugerindo
a recuperacgao dos animais (Figura 5).
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FIGURA 5: Valores médios de glicose plasméatica (mg/dL + EPM)
em P. brachypomus expostos ao ar (Exposicdo) e
apos este procedimento (Recuperacgdo): *** indica
diferenca estatistica tanto em relacdo ao grupo
Controle, quanto ao grupo Recuperagéo.

A elevacdo nos niveis de glicose € uma das respostas tipicas aos estressores
em peixes e demais vertebrados (WENDELAAR-BONGA, 1997). A (glicose
sanguinea constitui-se em uma fonte extra de energia que possibilita ao animal
superar os distarbios causados pelo agente estressor (MARIANO et al., 2011). A
hiperglicemia relacionada ao estresse € principalmente mediada pelo efeito das
catecolaminas que estimulam a glicogendlise, liberando glicose do figado para o
sangue ja que o glicogénio € uma das muitas formas de armazenamento da energia
consumida como alimento pelo peixe e € encontrado em grande quantidade nos
tecidos do figado e musculo dos peixes (CYRINO et al., 2000). Desse modo, a
concentracdo de glicose sanguinea pode ser utilizada como parametro para
determinar niveis de estresse em peixes (LIMA et al., 2006; CASTRO, 2006). Assim,
os resultados apresentados no presente trabalho mostram que a exposicdo ao ar
provocou respostas de estresse em P. brachypomus, evidenciada pela hiperglicemia
provocada pela ativacdo do sistema nervoso simpatico.

Em relacéo aos parametros hematologicos, ndo foram observadas mudancas
significativas no nimero de eritrocitos (RBC) de P. brachypomus expostos ao ar,
havendo apenas uma tendéncia a elevacdo no numero destas células circulantes
nos animais sob esta condicéo estressora (FIGURA 6). Os eritrocitos sdo as células
mais numerosas do sangue, e sua funcdo consiste no transporte de oxigénio e gas
carbonico, desempenhado pelo seu componente principal, a hemoglobina
(TAVARES-DIAS & MORAES 2004). Esse resultado corrobora com ABREU et al.,
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(2009), que expds exemplares juvenis de Pacu (Piaractus mesopotamicus) ao ar
atmosférico.
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FIGURA 6: Valores médios da contagem de eritrécitos (RBC),
expressos em nimero de células X 10%mm? +
EPM, em P. brachypomus expostos ao ar
(Exposicdo) e apos este  procedimento
(Recuperacéo).

Além de glicose e cortisol, os parametros hematol6gicos também podem ser
usados como indicadores biolégicos no monitoramento da saude dos peixes e do
ambiente, como uma ferramenta rapida na identificacdo do estresse que o ambiente
pode impor a eles. Essas informacdes podem ser utilizadas para avaliar o estado
fisiologico de peixes auxiliando no diagnéstico de desequilibrio da homeostasia
(TAVARES-DIAS et al., 2009). Entre os parametros hematologicos utilizados como
indicadores de estresse em peixes esta a contagem diferencial ou absoluta de
leucdcitos circulantes.

De fato, os resultados da contagem diferencial de células leucocitarias obtidos
no presente trabalho mostram alteracdes significativas no numero relativo destas
células em animais expostos ao ar, quando comparados ao do grupo controle. O
namero de linfécitos aumentou significativamente no grupo recuperacdo em relacao
ao grupo controle, o que pode indicar um aumento na producdo de anticorpos,
caracterizando uma resposta humoral (SILVA et al., 2012).

A contagem diferencial de leucécitos também apontou um aumento significativo
no numero de mondcitos e reducdo no de neutrofilos em P. brachypomus expostos
ao ar (FIGURA 6). Os mondcitos sdo considerados células em transito do sangue
periférico, que migram para os tecidos e focos inflamatérios e se diferenciam em
macrofagos, enquanto que os neutréfilos sdo células fagocitarias que possuem
importante papel na defesa contra infeccbes (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).
Estas células séo relacionadas mais diretamente ao sistema imune nao-especifico e
sdo as primeiras a serem recrutadas frente a infestacdo com parasitos e outros
estressores (CASTRO, 2006). O numero de Neutréfilos e mondcitos nao foi
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recuperado apos a exposicao ao ar (FIGURA 7). Os leucdcitos granulécitos PAS-
positivos (LG-PAS) e eosindfilos ndo apresentaram valores significativos para a
estatistica (FIGURA 6), e apesar de estarem relacionados a atividade fagocitaria sua
funcdo ainda ndo é bem esclarecida.
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FIGURA 7 - Valores médios de das porcentagens de
linfécitos, neutrofilos e mondcitos em exemplares
de P. brachypomus expostos ao ar (Exposicao) e
apos este procedimento (Recuperacdo). Em
linfécitos, * indica diferenca estatistica em
relacdo ao grupo Controle; em neutréfilos, **
indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo
Controle; Em mondcitos, ** indica diferenca
estatistica em relagdo aos grupos Controle e
Recuperacéo.

O aumento no numero de alguns tipos de leucocitos circulantes em P.
brachypomus expostos ao ar, como monacitos e linfécitos, pode estar relacionado a
possivel lesdes ou injarias no tegumento ou epitélio branquial provocados pela
agitacdo ou pela propria exposicdo ao ar. Tais lesbes poderiam entdo provocar o
recrutamento de certos leucocitos, refletindo-se em aumento no numero destas
células circulantes que posteriormente migrardo para os focos de lesoes.

A exposicdo ao ar € inevitavel em préaticas de rotina em pisciculturas, entre
elas o transporte. O transporte de peixes vivos € uma das operacdes mais delicadas
do sistema de cultivo, principalmente no transporte de juvenis, ja que a
comercializacdo destes tem aumentado consideravelmente (GOMES et al., 2003).
Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que a exposicdo ao ar foi
estressante para os juvenis de P. brachypomus, ao ponto de causar alteracbes no
status fisioldgico dos animais, incluindo alteracbes em elementos do sistema
imunologico (leucécitos) e que o periodo de 24 horas nao foi suficiente para a total
recuperacédo de alguns parametros mensurados.

No entanto, algumas medidas podem ser adotadas para minimizar tais impactos
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estressantes em peixes de cultivo, auxiliando no sistema imunoldgico de peixes,
conforme sugerem alguns autores. DINIZ & HONORATO (2012) recomendam, por
exemplo, a utilizacdo de dieta suplementada com niveis adequados de vitamina C,
suplementacdo de cromo para preparacdo dos peixes para manejo e utilizacao de
sal ou anestésico para diminuir os efeitos estressores de transporte em peixes.

CONCLUSOES

O estresse por exposicao ao ar no intervalo de uma hora constituiu-se em um
fator estressante para juvenis de P.brachyomus, com alteragbes nos niveis de
glicose, numero de linfécitos, neutrofilos e mondécitos e ainda na frequéncia
respiratéria dos peixes. Os resultados também mostram que o periodo de 24 horas
nao promoveu a completa recuperacao e o retorno total & homeostasia nos animais
expostos a esta condigdo estressante. Essas informagdes tornam-se relevantes ao
passo que o conhecimento sobre as condi¢cdes de Estresse e suas consequéncias
na fisiologia das espécies auxilia no manejo de peixes, facilitando a escolha de
medidas que minimizem tais impactos no cultivo, sendo portanto importantes para o
piscicultor e para o desenvolvimento da aquicultura.
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