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Resumo

A tildpia é uma das espécies comercialmente mais importantes para aquicultura
devido ao crescimento rapido, rusticidade, boa conversdo alimentar,
adaptabilidade aos diferentes sistemas de criacdo e boa aceitacao pelo mercado
consumidor. A deficiéncia em qualquer aspecto do manejo causa situacdes de
estresse resultando em baixa eficiéncia do sistema imunolégico, reducdo da
sobrevivéncia, do crescimento e da capacidade reprodutiva. Por outro lado, os
organismos respondem, também, a determinados ritmos bioldgicos, como 0s
circadianos, aos quais o0s animais de adaptam naturalmente. Devido a
importancia dos efeitos do estresse e do ciclo circadiano no cultivo de peixes,
com este trabalho pretendeu-se monitorar as variaveis plasmaticas (lactato e
proteinas totais), soroldgicas (cortisol e colesterol) e do sangue total (glicose)
em tilapia do Nilo no ciclo de 24 horas. Para o experimento foi utilizada uma
bateria de 49 aquarios com 5 individuos cada. Todos eles sofreram, no inicio
do experimento, 0 mesmo estresse de captura e manipulacdo. Em seguida, as
amostras de sangue dos individuos de cada aquario foram sequencialmente
retiradas com intervalos de 30 minutos até completar as 24h de observacéo.
Somente os individuos do primeiro aquario tiveram a amostra de sangue retirada
apos 15 minutos da aplicacdo do estresse. Para visualizar o andamento semi-
horério das variaveis medidas, gréaficos circulares foram elaborados. A auséncia
de diferencas significativas entre as variaveis medidas e as fases do ciclo
circadiano (intervalos luz-escuro e manha-tarde-noite-madrugada), foi verificada
através dos testes de hipétese de Mann-Whithey e de Kruskal-Wallis
respectivamente. Os resultados obtidos permitiram concluir que as variaveis:
cortisol, glicose, lactato e proteinas nédo séo afetadas pelo ciclo circadiano nem
pelo efeito do estresse de manejo. A diferenca entre os periodos de luz e
escuro nao foi significativa e a intensidade e freqiéncia dos picos observados
ndo foram prejudiciais para os individuos. Somente o colesterol mostrou
relacdo com o ciclo circadiano de 12/12h (luz-escuro) apresentando valores
maiores no periodo de luz. Isto pode estar relacionado com o fato de que os
peixes nado foram alimentados durante o experimento.

Palavras-chave: Peixe, Estresse, Ciclo circadiano, Manejo.



Abstract

Tilapia is one of the most commercially important species for aquaculture due to
rapid growth, rusticity, good feed conversion, adaptability to different breeding
systems and good acceptance by the consumer market. Deficiency in any
aspect of management causes stresses resulting in poor immune system
efficiency, reduced survival, growth and reproductive capacity. On the other
hand, organisms also respond to certain biological rhythms, such as circadians,
to which animals naturally adapt. Due to the importance of the effects of stress
and the circadian cycle in fish culture, this work was intended to monitor the
plasma (lactate and total proteins), serological (cortisol and cholesterol) and
total blood (glucose) variables in Nile tilapia in the 24 hour cycle. For the
experiment, a battery of 49 aquariums with 5 individuals each was used. All of
them suffered, at the beginning of the experiment, the same stress of capture
and manipulation. Then the blood samples of individuals from each aquarium
were sequentially removed at 30-minute intervals until completion of 24 h
observation. Only individuals from the first aguarium had the blood sample
withdrawn after 15 minutes of stress application. In order to visualize the semi-
clockwise movement of the measured variables, circular charts were
elaborated. The absence of significant differences between the measured
variables and the phases of the circadian cycle (light-dark intervals and
morning-afternoon-night-dawn) was verified through the Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis hypothesis tests, respectively. From the observes results we
concluded that the variables cortisol, glucose, lactate and proteins are not
affected by the circadian cycle nor by the effect of management stress. The
difference between light and dark periods was not significant and the intensity
and frequency of the observed peaks were not detrimental to the individuals.
Only cholesterol showed a relation with the circadian cycle of 12/12h (dark
light), presenting higher values in the light period. This may be related to the
fact that the fish were not fed during the experiment.

Key words: Fish, Stress, Circadian cycle, Management.



Introducao geral

O Brasil tem um grande potencial para a producdo de pescado, pois além da
abundancia em agua, conta com condic¢des climaticas favoraveis para a criacao de
peixes de agua-doce (PAVANELLI et al., 2002).

Na ultima década a aquicultura passou por um intenso processo de
desenvolvimento. No Brasil, a atividade cresceu 56% nos ultimos 12 anos e
tem se firmado cada vez mais em decorréncia dos recursos hidricos
disponiveis, clima favoravel, mdo de obra relativamente barata e crescente
mercado interno, além de possuir cerca de 5,5 milhdes de hectares de agua,
aproximadamente 208 reservatérios potenciais para a atividade e uma costa
maritima de 8.000 km (BUENO, 2015). Nesta década (MPA, 2010), o pais
chegou ao sexto lugar como produtor de tilapia cultivada no mundo e a Tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) representou aproximadamente 47% da
producéo total de pescados em aquicultura de agua doce.

A tilapia do Nilo é considerada uma espécie exotica por ser procedente da
Africa e foi introduzida inicialmente no Brasil pelo Departamento Nacional de
Obras Contra as Secas (DNOCS) em 1971.

Oreochromis niloticus, apresenta 6tima adaptacdo as condi¢cbes pluviais e
climaticas do nosso pais, mostrando rapida taxa de crescimento, adaptabilidade
aos diferentes sistemas de criacdo e boa aceitacdo pelo mercado consumidor
(MELLO, 2012).Entre as espécies com interesse potencial para aquicultura, a
tilapia do Nilo, (APPLEYARD et al., 2001) destaca-se, também, por apresentar
crescimento rapido, rusticidade (HAYASHI et al., 1999), boa converséo
alimentar e carne com caracteristicas sensoriais desejaveis, sendo os filés sem
espinhos intramusculares, o que facilita sua comercializacdo nos mercados
interno e externo (SCHWARZ et al, 2010). Além destas caracteristicas, esta
espécie apresenta elevado valor comercial e custos de producao relativamente
baixos (MORAES et al., 2009).

Para LOVSHIN (1997), a disseminacdo destes peixes pelo mundo, foi
inicialmente, promovida com o objetivo de subsisténcia em paises em
desenvolvimento.

Para a aquicultura, a sua viabilidade se ampara em razdo do
desenvolvimento de tecnologias e manejo apropriados (TEIXEIRA, 1991). O

manejo adequado, em particular, se torna fundamental para o sucesso da



aquicultura e consiste no monitoramento de aspectos como: qualidade da
agua, alimentacédo, densidade de estocagem e sanidade. O controle adequado
destes aspectos tem como finalidade proporcionar o bem-estar dos peixes no
cultivo assim que possam expressar seu melhor potencial de crescimento
(OLIVEIRA e GALHARDO, 2007).

Entretanto, a variabilidade das condigcbes no ambiente de cultivo como,
por exemplo, queda de temperatura, chuvas e outros fatores da natureza
podem alterar o equilibrio do animal podendo leva-lo a morte. Também as
intervencgdes no sistema de cultivo como, por exemplo, a técnica de captura, as
manipulagbes dos peixes para biometria e o transporte podem alterar a
homeostasia dos individuos (INOUE et al., 2004).

Segundo WENDEELAR-BONGA (1997) o estresse pode ser definido
como uma condicdo em que o equilibrio dindmico do organismo, ou
homeostase, é ameacado ou perturbado em decorréncia da acéo de estimulos
intrinsecos denominados estressores.

As respostas ao estresse correspondem a uma seérie de alteracdes
fisiol6gicas sendo divididas em trés categorias: primaria, secundaria e terciaria.
As primérias sdo hormonais, as secundarias comportam mudangas nos
parametros fisioldgicos e bioguimicos apresentando alteracfes na glicemia, no
acido lactico, no glicogénio hepatico e muscular, além dos efeitos
hidrominerais, como altera¢cdes na concentracdo plasmatica de cloro, sodio,
potdssio, proteinas e na osmolaridade do plasma (ADAMANTE, 2005).
Finalmente, as terciarias, sao relacionadas ao comprometimento do
crescimento, mudancas no comportamento e aumento da susceptibilidade a
doencas (MAZEAUD et al., 1977).

Segundo IWAMA (1993) o estresse ocorre de duas maneiras, sendo
importante diferencia-las: o estresse agudo e o0 estresse cronico. O primeiro
geralmente acontece durante o manejo dos animais, como no transporte ou
durante a realizacdo de biometrias. O segundo tipo de estresse € o crbnico,
que ocorre quando os peixes sdo permanentemente estressados, por agentes
estressores de natureza quimica, como pH incorreto, baixo nivel de oxigénio
dissolvido na agua, concentracdo elevada de aménia (MORAES et al., 2004),
poluentes organicos e inorganicos (CARVALHO e FERNANDES, 2006) ou de

natureza fisica, como alta densidade populacional, confinamento e captura



(COSTA et al.,, 2004). Nestas condicdes as consequéncias geralmente s&o:
reducdo do crescimento, ganho ou perda de peso e queda da resisténcia a
patogenos devido a resposta imunologica deprimida.

O aspecto central da adaptacédo ao estresse € a realocacdo de energia
para longe das atividades de alta demanda energética, como crescimento e
reproducdo e em direcdo a atividades que requerem intensificagcdo para
restaurar a homeostase, tais como respiracdo, locomocao, balanco
hidromineral e reparacdo de tecidos. Tal dinamica pode reduzir
consideravelmente a capacidade de desempenho do peixe tanto durante a fase
de restabelecimento frente a um estresse agudo quanto no estresse cronico
(MOMMSEN et al., 1999).

Quando a homeostasia estd ameacada por um estimulo potencialmente
nocivo (estressor), observa-se alguns ajustes fisiologicos comuns aos
vertebrados para lidar com essa situagado e restaurar total ou parcialmente as
condic@es iniciais. Por exemplo, um estressor pode aumentar a atividade do
sistema nervoso auténomo simpatico, culminando com o aumento dos niveis
das catecolaminas e rapidos ajustes cardiorrespiratérios. Persistindo os efeitos
do estressor, € comum observar a ativacédo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal
(tecido inter-renal em peixes) levando ao aumento dos niveis de
glicocorticéides, como o cortisol (BARRETO et al., 2010).

O estresse envolvido com a despesca e o confinamento dos peixes durante
a depuracao e transporte promove elevagéo de cortisol no sangue dos animais. O
cortisol € um hormdnio que aumenta a permeabilidade das membranas branquiais
0 que, nos peixes de agua doce, resulta em excessiva entrada de agua e perda de
minerais, principalmente sodio e cloreto através das branquias, levando o peixe ao
desequilibrio osmorregulatério (GIBSON e MATHIS, 2006).

O cortisol € amplamente reconhecido e utilizado para caracterizar a
resposta primaria (NOLAN et al., 1999). Imediatamente ap0s a percepcao do
estimulo adverso pelo sistema nervoso central, catecolaminas e cortisol sé&o
liberados na corrente sanguinea. Nestas condi¢cdes, o cortisol é o principal
mediador dos mecanismos bioquimicos para disponibilizar energia adicional ao

organismo em condi¢Ges adversas (MOMMSEN et al., 1999).



Se um animal estd submetido a estresse intenso e constante, a resposta
fisiolégica pode perder seu valor adaptativo e tornar-se disfuncional, acarretando
danos permanentes a sua saude e bem-estar (CARMICHAEL, 1984).

Dentre os indicadores de estresse animal, o cortisol plasmatico/sorolégico
€ o indicador mais largamente utilizado em peixes, qualquer que seja o seu
estagio de desenvolvimento (WENDEELAR-BONGA, 1997).

A liberacdo do cortisol tem como consequéncia alteracdes que incluem
hiperglicemia, deplecdo das reservas glicogénicas, lipdlises e inibicdo da
sintese protéica. Um aumento do catabolismo de proteinas musculares e
alteracdes nos niveis plasméticos de aminoacidos, acidos graxos livres,
colesterol podem também ocorrer. Dessa forma, quando o0 peixe € exposto a
agentes estressores uma série de repostas € iniciada, sendo que se o estresse
é severo ou duradouro, 0s niveis mais altos da organizagéo biolégica ficam
afetados (OBA et al., 2006).

O cortisol apresenta funcdo glicocorticéide, que ira estimular a
glicogendlise e a gliconeogénse hepatica e dessa forma, a glicose sera
indicador de estresse de resposta secundaria, € 0s niveis basais de peixes
teledsteos podem ser facilmente detectados (SILVA et al., 2009) para
diagnosticar a ocorréncia de estresse fisiolégico ( WEDEMEYER et al., 1990).

Pode-se dizer também que a hiperglicemia resultante do estresse,
relatada em varios teledsteos (BARTON e IWAMA, 1991), é mediada
principalmente por acdo das catecolaminas e da liberacdo de glicose hepéatica
e/ou mobilizacdo de acidos graxos livres, também por acdo das catecolaminas
(PICKERING, 1998).

O lactato também é um bom indicador de estresse porque indica o
acumulo de acido lactico decorrente do esforco fisico & medida que os animais
sao expostos a agentes estressores (PICKERING, 1993).

Os picos de colesterol, ao contrario, sdo atribuidos ao consumo de
pregnenolona, precursora de cortisol, que por sua vez, estaria promovendo
alteracdes metabdlicas (OBA et al. (2009)

Finalmente, as altera¢cbes nas concentracbes de proteinas totais estdo
relacionadas ao aumento de cortisol que resulta no aumento da gliconeogénese e
da atividade do catabolismo das proteinas (MOMMSEN et al., 1999).



Cabe destacar que as causas do estresse em peixes sdo praticamente
inevitaveis quando se trata do manejo rotineiro e por razbes operacionais
intrinsecas a atividade de cultivo (CARNEIRO e URBINATI, 1999).

Por outro lado, além de estresse nao periodicos ou irregulares
relacionados com a atividade de cultivo, os organismos respondem, também, a
determinados ritmos bioldgicos. Estes sao definidos como qualgquer evento que
se repete de maneira regular em um organismo. Os ritmos mais estudados séo
agueles relacionados as mudancas ambientais, como 0s eventos ciclicos
(exemplo: luz-escuro) presentes num determinado ambiente aos quais o0 animal
deve se adaptar (MORGAN, 2004).

Os ciclos geofisicos criados pelos movimentos da terra sdo responsaveis
por recorrentes ciclos periodicos vivenciados pelos organismos vivos. Sob tais
ciclos, os animais tém desenvolvido comportamentos e mecanismos
fisiologicos para antecipar previsiveis mudancas no ambiente, conseguindo,
portanto, otimizar os processos bioldgicos (ASCHOFF, 1981; VERA et al.,
2009). As mudancas ambientais atuam como um Zeitgeber, ou seja, um
sincronizador sobre o qual os ritmos biolégicos sdo moldados em relacdo a
periodicidade, amplitude e fase do evento natural (RENSING e RUOFF, 2002;
VERA et al., 2009). Vérias condi¢cdes devem ser atendidas para que um fator
ambiental possa ser considerado como um valido Zeitgeber. Portanto, quando
o animal é exposto a um determinado fator externo deve haver uma relagéo
entre a fase estavel e o sincronizador do ritmo. Uma vez que o sincronizador é
suprimido, o ritmo biolégico de funcionamento € chamado de livre curso e a
fase é levemente alterada daquela previamente determinada pelo Zeitgeber
(VERA et al., 2009).

Os ciclos circadianos sao ciclos que se repetem em intervalos de 20 até 28
horas e sobre eles se baseia o ciclo biolégico de quase todos 0s seres Vvivos
(VERA et al., 2009) sendo, portanto, um dos mais estudados (VERA et al., 2007,
2009).

O periodo desses ritmos biolégicos equivale quase aos ciclos diarios de
claro/escuro (SHEEBA et al., 1999; ROENNEBERG e MERROW, 2002), mas
ha organismos que apresentam ritmos com periodos inferiores ha 20 horas,
como os ritmos ultradianos (respiracdo, batimentos cardiacos, disparos de

neurdnios, etc.) e outros cujo periodo é superior a 28 horas, chamados de



ritmos infradianos (ciclo menstrual, ciclo sazonal climatico, reproducédo, etc.)
(CAPERL et al., 2003; MARQUES et al., 2003).

Os peixes, quando submetidos a um ciclo diario de luz/escuro
demonstram um padrdo de atividade locomotora que os podem classificar
como diurnos, noturnos e crepusculares (MADRID et al., 2001; HERRERO et
al., 2003; SCHULZ e LEUCHTENBERGER, 2006; BLANCO-VIVES e
SANCHEZ-VAZQUEZ, 2009).

Pode-se concluir que o ciclo luz/escuro tem sido considerado um dos mais
importantes fatores ambientais sincronizadores do ritmo biolégico (VERA et al.,
2007), sendo o fator chave para sincronizagao do ritmo de atividade em peixes
(LIGO e TABATA, 1996). Sendo assim, o efeito do ciclo circadiano deve ser
levado em consideracao para o sucesso da criacdo de determinadas espécies.

No entanto, em algumas espécies de peixes teledsteos a caracterizacao
do padrdao diario de atividade ndo é tdo expressiva, sendo que dentro da
mesma espécie pode haver variabilidade em seu padrdo de atividade
(HELFMAN, 1993; VERA et al., 2009). Geralmente, é aceito que o padrao de
atividade em peixes demonstre forte plasticidade (ALIl, 1992; MADRID et al.,
2001; REEBS, 2002; VERA et al.,, 2009). Essa variabilidade do padrdao de
atividade foi também observada em alguns estudos com adultos de tilapia do
Nilo (VERA et al., 2009). Essa diferenca na organizagéo circadiana seria, em
grande parte, por consequéncia da variacdo do padrdo de comportamento
individual do peixe (VERA et al., 2009), ou devido a uma rapida adaptacao a
determinados ambientes (MIGAUD et al., 2007). Assim, a variacdo de atividade
pode ser atribuida a grande variacdo nas preferéncias dos regimes de luz,
podendo ser espécie especifica, aléem de depender da fase de desenvolvimento
do peixe (FORTES-SILVA et al., 2010).

Apesar das diferencas observadas nas distintas espécies de peixes, que
reforcam a hipotese da plasticidade nos ritmos bioldégicos em peixes, parece
que é fundamental a presenca ou auséncia de luz para a caracterizacdo do
ritmo circadiano, sendo este menos influenciado pela disponibilidade de
alimento (BARAS, 2000). Portanto, o ciclo luz/escuro, pode ser considerado um
fator importante no controle dos ritmos biolégicos em peixes (LOPEZ-OLMEDA
et al.,, 2009; MONTOYA et al., 2010).



Devido a importancia dos efeitos do estresse e do ciclo circadiano no
cultivo de peixes, com este trabalho nos pretendemos monitorar as variaveis
plasmaticas (lactato e proteinas totais), sorolégicas (cortisol e colesterol) e do
sangue total (glicose) em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetida a
estresse de manejo no ciclo de 24 horas.

As informacgbes obtidas contribuem a individuacdo de valores de
referéncia para as variaveis analisadas voltadas a otimizacdo das praticas de

manejo nas implantacdes de tilapicultura.
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RESUMO

A tilapia é uma das espécies comercialmente mais importantes para aquicultura
devido ao crescimento rapido, rusticidade, boa conversdo alimentar,
adaptabilidade aos diferentes sistemas de criacdo e boa aceitacdo pelo mercado
consumidor. A deficiéncia em qualquer aspecto do manejo causa situacdes de
estresse resultando em baixa eficiéncia do sistema imunologico, reducédo da
sobrevivéncia, do crescimento e da capacidade reprodutiva. Por outro lado, os
organismos respondem, também, a determinados ritmos biolégicos, como os
circadianos, aos quais 0s animais de adaptam naturalmente. Devido a
importancia dos efeitos do estresse e do ciclo circadiano no cultivo de peixes,
com este trabalho pretendeu-se monitorar as variaveis plasmaticas (lactato e
proteinas totais), soroldgicas (cortisol e colesterol) e do sangue total (glicose)
em tilapia do Nilo no ciclo de 24 horas. Para o experimento foi utilizada uma
bateria de 49 aquarios com 5 individuos cada. Todos eles sofreram, no inicio
do experimento, 0 mesmo estresse de captura e manipulacdo. Em seguida, as
amostras de sangue dos individuos de cada aquario foram sequencialmente
retiradas com intervalos de 30 minutos até completar as 24h de observacao.
Somente os individuos do primeiro aquario tiveram a amostra de sangue retirada
apods 15 minutos da aplicacdo do estresse. Para visualizar o andamento semi-
horario das variaveis medidas, gréaficos circulares foram elaborados. A auséncia
de diferengas significativas entre as varidveis medidas e as fases do ciclo
circadiano (intervalos luz-escuro e manha-tarde-noite-madrugada), foi verificada
através dos testes de hipétese de Mann-Whithey e de Kruskal-Wallis
respectivamente. Os resultados obtidos permitiram concluir que as variaveis:
cortisol, glicose, lactato e proteinas néo séo afetadas pelo ciclo circadiano nem
pelo efeito do estresse de manejo. A diferenca entre os periodos de luz e
escuro nao foi significativa e a intensidade e frequéncia dos picos observados
ndo foram prejudiciais para os individuos. Somente o colesterol mostrou
relacdo com o ciclo circadiano de 12/12h (luz-escuro) apresentando valores
maiores no periodo de luz. Isto pode estar relacionado com o fato de que os
peixes ndo foram alimentados durante o experimento.

Palavras-chave: Peixe, Estresse, Ciclo circadiano, Manejo.
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ABSTRACT

Tilapia is one of the most commercially important species for aquaculture due to
rapid growth, rusticity, good feed conversion, adaptability to different breeding
systems and good acceptance by the consumer market. Deficiency in any
aspect of management causes stresses resulting in poor immune system
efficiency, reduced survival, growth and reproductive capacity. On the other
hand, organisms also respond to certain biological rhythms, such as circadians,
to which animals naturally adapt. Due to the importance of the effects of stress
and the circadian cycle in fish culture, this work was intended to monitor the
plasma (lactate and total proteins), serological (cortisol and cholesterol) and
total blood (glucose) variables in Nile tilapia in the 24 hour cycle. For the
experiment, a battery of 49 aquariums with 5 individuals each was used. All of
them suffered, at the beginning of the experiment, the same stress of capture
and manipulation. Then the blood samples of individuals from each aquarium
were sequentially removed at 30-minute intervals until completion of 24 h
observation. Only individuals from the first agquarium had the blood sample
withdrawn after 15 minutes of stress application. In order to visualize the semi-
clockwise movement of the measured variables, circular charts were
elaborated. The absence of significant differences between the measured
variables and the phases of the circadian cycle (light-dark intervals and
morning-afternoon-night-dawn) was verified through the Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis hypothesis tests, respectively. From the observes results we
concluded that the variables cortisol, glucose, lactate and proteins are not
affected by the circadian cycle nor by the effect of management stress. The
difference between light and dark periods was not significant and the intensity
and frequency of the observed peaks were not detrimental to the individuals.
Only cholesterol showed a relation with the circadian cycle of 12/12h (dark
light), presenting higher values in the light period. This may be related to the
fact that the fish were not fed during the experiment.

Key words: Fish, Stress, Circadian cycle, Management.
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Introducao

As tilapias estdo entre os grupos de peixes que mais crescem em termos
de comercializagdo no mundo especialmente devido ao aumento de sua
producdo na China e em outros paises em desenvolvimento como o Brasil. As
tilapias sdo nativas da Africa, Israel e Jordania e a partir dos Ultimos 50 anos
estdo se espalhando pelo mundo, sendo produzidas em mais de 100 paises,
nos mais diversos climas, sistemas de producéo e salinidades de agua. Entre
as diversas espécies, as do género Oreochromis, sdo as mais utilizadas na
aquicultura (HEMPEL, 2002).

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), a tildpia mossambica
(Oreochromis mossambicus) e a tilapia azul (Oreochromis aureus), sdo as que
atingiram maiores destague em termos de produc¢do. No Brasil, a tilapicultura
segue a tendéncia mundial, com producdo de 80% de tilapia do Nilo e 20% de
outras tilapias (FAO, 2007).

Segundo CYRINO e CONTE (2006) a tilapia do Nilo é uma espécie
tropical cuja temperatura ideal de desenvolvimento varia entre 25 e 30 °C,
tendo seu crescimento afetado com temperatura de 15 °C e néo resistindo a
temperaturas por volta de 9 °C.

A viabilidade da espécie para aquicultura se ampara em razdo do
desenvolvimento de tecnologias e manejos apropriados (TEIXEIRA, 1991). O
manejo adequado, em particular, se torna fundamental para o sucesso da
aguicultura e consiste no monitoramento de aspectos como: qualidade da
agua, alimentacao, densidade de estocagem e sanidade. O controle adequado
destes aspectos tem como finalidade proporcionar o bem-estar dos peixes no
cultivo assim que possam expressar seu melhor potencial de crescimento
(OLIVEIRA e GALHARDO, 2007). Entretanto, a variabilidade das condi¢cdes no
ambiente de cultivo como exposicdo a fatores ambientais naturais (por
exemplo: variacbes diarias de luz/escuro e de temperatura e
presenca/auséncia de chuvas), ou as intervencdes de rotina no sistema de
cultivo (por exemplo: as técnicas de captura, a manipulacdo dos peixes para
biometria e o transporte) podem alterar a homeostasia dos individuos (INOUE

et al., 2004) desencadeando respostas de estresse.

17



CARNEIRO e URBINATI (1999) afirmam, neste propdsito, que as causas
do estresse em peixes sao praticamente inevitaveis quando se trata do manejo
rotineiro e por razdes operacionais intrinsecas a atividade de cultivo. Neste
caso, os individuos sdo submetidos a uma condicdo de estresse agudo ou
cronico onde as respostas desencadeadas, segundo IWAMA (1993),
correspondem a uma série de alteragfes fisiologicas que podem ser de tipo
primario (alteracbes hormonais — exemplo: cortisol), secundario (alteracdes na
glicemia, no acido lactico, no glicogénio hepatico e muscular) ou terciario
(alteracdes relacionadas ao comprometimento do crescimento, mudangas no
comportamento e aumento da susceptibilidade a doencas) (ADAMANTE, 2005;
MAZEAUD et al., 1977). Em geral, quando determinados limites sao
ultrapassados, a capacidade de recuperacéo e o desempenho do peixe durante
a sucessiva fase de reestabelecimento podem ser comprometidos (MOMMSEN
et al., 1999). Estas observacfes justificam a necessidade de monitorar o
comportamento de algumas variaveis do sangue para compreender melhor as
consequéncias de operacdes de manipulacdo na fisiologia dos individuos de
forma que condi¢des de estresse possam ser rapidamente detectadas.

De acordo com MENNA-BARRETO (2003) e ROTENBERG et al. (2003)
importantes efeitos na homeostasia podem, também, derivar de alteragdes nos
ritmos enddgenos de um ser vivo em respostas a determinados estimulos
ambientais. De fato, muitos processos fisiolégicos e comportamentais nos
organismos sao ritmicos ocorrendo no periodo de 24 horas e sao referidos
como circadianos ou nictemerais (SHEEBA et al., 1999; ROENNEBERG e
MERROW, 2002).

Os ritmos biolégicos, em geral, sdo definidos como qualquer evento que
se repete de maneira regular em um organismo relacionado as mudancgas
ambientais ciclicas (exemplo: luz-escuro) ao qual o animal deve se adaptar
(MORGAN, 2004).

Os circadianos em peixes sao estratégias de sobrevivéncia que buscam o
melhor ajuste possivel entre a fisiologia do animal e alguns eventos previsiveis,
como o nascer do sol (MADRID et al., 2001).

Entende-se hoje que os ritmos biologicos, que observamos na natureza,
sdo os resultados da interacdo entre relogios bioldgicos enddgenos e fatores

ambientais externos aos quais 0s organismos estdo submetidos ou adaptados.

18



O processo que faz essa interacdo € conhecido como sincronizagdo ou
arrastamento, e o0s ciclos ambientais capazes de promové-la em uma
determinada espécie sao identificados como agentes sincronizadores ou
arrastadores (zeitgebers) (MENNA-BARRETO e MARQUES, 2002).

Relégios circadianos aumentam a habilidade inata a sobrevivéncia dos
organismos as constantes modificacdes ambientais possibilitando-os antecipar
eficientemente eventos periodicos tais como disponibilidade de alimento, luz,
reproducdo entre outros. Um individuo que é simplesmente dirigido por
mudancas externas € desvantajoso em relagdo a um que € regulado por um
relégio enddgeno flexivel e antecipatério. Os organismos dotados dessa
propriedade de antecipacéo a eventos periodicos se mostraram evolutivamente
viaveis e sobreviveram, conservando-a até hoje nas diversas formas que os
relogios bioldgicos tém assumido nas diferentes espécies (SHEEBA et al.,
1999; PANDA et al, 2002; ROENNEBERG e MERROW, 2002;
BRASNDSTATTER, 2003; MARKUS et al., 2003; MENNA-BARRETO, 2003;
PARANJPE e SHARMA, 2005).

A habilidade de responder a luz é um aspecto universal dos rel6gios em
todos os organismos, sobre o qual é ajustado o ciclo de atividade/repouso
(RANDALL et al., 2000). Este ciclo de claro e escuro pode variar de acordo
com as estacdes do ano de tal forma que a duracdo do fotoperiodo € maior no
verdo do que no inverno (MARKUS et al., 2003).

Todos os sistemas circadianos se constituem, em pelo menos trés
elementos: (1) uma via aferente que transmite informacdes do meio ambiente;
(2) um ou mais osciladores capazes de gerar a oscilacdo, e (3) vias eferentes,
através do qual o oscilador regula a expressdo de diversos ritmos. Pode-se
dizer que os fotorreceptores sdo a primeira via de captacao e identificacdo do
ciclo ambiental (MARQUES, 2003).

Em peixes, anfibios e répteis identificam-se osciladores circadianos
oculares, com as propriedades descritas para invertebrados, como moluscos e
crustaceos. Mesmo sem tentar qualquer interpretagcdo de carater evolutivo,
percebe-se que as modificagbes dos padrdes anatdbmicos tomaram rumos
bastante paralelos nos dois grupos zoologicos. Em ambos observa-se uma
tendéncia a interiorizacdo dos osciladores, que em grupos anteriores ocupam

uma posicdo bastante periférica, em geral, junto aos olhos, ou entdo séo
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estruturas visuais, como ceélulas retinianas, que adquiriram as funcdes de
osciladores. Neste nivel da escala filogenética aparece a funcdo da glandula
pineal como marcapasso circadiano. Além da funcéo da retina e da pineal, em
certos peixes, anfibios e répteis (especialmente nos lagartos) apresentou se,
um conjunto de neurénios hipotalamicos osciladores, que pode ser considerado
como precursor dos neurdnios supraquiasmaticos de mamiferos (GOLOMBEK
e AGUILAR-ROBLERO, 2003).

O ciclo circadiano se destaca como o mais estudado dentre os ciclos
(VERA et al., 2009). Pesquisas vém sendo desenvolvidas sobre as
manifestacdes desse ritmo, buscando confirmar e entender melhor os ritmos
locomotor, reprodutivo e alimentar (SANCHEZ-VAZQUEZ, et al.,, 1996;
OLIVEIRA et al.,, 2009; KULCZYKOWSKA e SANCHEZ-VAZQUEZ, 2010).
Estas pesquisas evidenciam a importancia do ciclo claro-escuro como
sincronizador do ritmo biolégico. Entre estas, o conhecimento do padrdo de
atividade locomotora das espécies é fundamental para fins de criacdo em
cativeiro, contribuindo a direcionar a escolha da espécie mais adequada para
uma determinada regido de cultivo, assim como auxiliando nas formas de
manejo (como por exemplo, estabelecimento dos horérios de alimentacao),
sendo estes aspectos que podem resultar em fatores determinantes para o
alcance do sucesso do empreendimento. Neste contexto, ha registros de
variacdes didrias nos niveis de glicose, cortisol, enzimas digestivas, lactato,
colesterol e proteinas associadas a sincronizagcdo pelo ciclo de alimentagéo
(SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 1998; VERA et al., 2007; LOPEZ-OLMEDA et al.,
2009; MONTOYA et al., 2010; DEL POZO et al., 2012).

Em relacdo ao efeito do estresse de manejo, ao contrario, nota-se certa
caréncia de informacgé&o. Por isto, com este trabalho nos pretendemos monitorar
as variaveis plasmaticas, sorolégicas e do sangue em tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) submetida a estresse de manejo no ciclo de 24 horas.
Em particular procuramos responder as seguintes perguntas: como variam, ao
longo de 24 horas, as variaveis do sangue total, plasmaticas e sorolégicas em
individuos de tilapia submetidos a estresse de manejo? Quais variaveis sao
mais afetadas pelo efeito do estresse? As variacbes observadas podem ser
reconduzidas a influéncia do ciclo circadiano? Qual parte do ciclo tem mais

influéncia sobre as concentra¢gfes das variaveis do sangue

20



Material e métodos

No presente estudo foram utilizados machos de tilapia revertidos, num
total de 600 individuos. O experimento foi realizado no Polo Centro Leste, UPD
de Pirassununga da APTA/SAA, no més de abril de 2015.

No dia do experimento, apresentavam média de comprimento de 15,02 +
1,20 cm e peso médio de 66,60 + 16,20 g. O ensaio experimental iniciou as 7:00
h e terminou as 7:00 h do dia seguinte, totalizando 24 horas.

Para o experimento foi utilizada uma bateria de 49 aquarios, com fluxo de
adgua e aeracao constante, temperatura de 25°C e densidade de 5 individuos
por aquario, totalizando 245 peixes. Todos eles sofreram 0 mesmo estresse de
captura (realizado com pucd) e foram manipulados para registro das biometrias
(comprimento total e peso) permanecendo por um minuto fora da agua. Este
protocolo foi considerado representativo de uma condicédo de estresse de manejo
normalmente presente no ambito do cultivo. Considerando que os peixes foram
aclimatados em trés tanques durante 6 meses e mantidos com ciclo de 12h de
luz (07:00-18:00h) e 12 de escuro (18:00-07:00h), o monitoramento das variaveis
do sangue ao longo das 24h, além da resposta do organismo ao estresse de
manipulacao incorporam também o efeito do ciclo circadiano.

Cada individuo pertencente ao experimento foi aleatoriamente
selecionado entre os 600 disponiveis. Durante o periodo do experimento os
animais ndo receberam alimentagdo e foram mantidos em luz constante. NOs
julgamos que estas condicdes ndo afetaram os resultados observados porque: i) a
duracdo do experimento foi limitada no tempo (24h) e ii) porque é demonstrado
gue os ritmos biolégicos continuam a se expressar durante dias, meses ou anos
apds a supressao do agente sincronizador (zeitgebers) (MENNA-BARRETO e
MARQUES, 2002) dependendo da espécie e das condi¢bes experimentais. Estes
ritmos, obtidos apds a supressao do agente sincronizador, sédo conhecidos como
ritmos em livre-curso e sdo expressbes de reldgios bioldégicos enddgenos
(MARQUES et al., 2003; ROTENBERG et al., 2003).

Cada peixe foi retirado do aquario, anestesiado com 6leo de cravo (25 mg L™
em balde de 40 L de a4gua) e o sangue colhido por puncédo caudal. A primeira
amostra de sangue ocorreu apos 15 minutos da aplicacdo do agente estressor e,

posteriormente, ha 30 minutos, 1:00 h, 1:30 h e assim por diante até 24:00 h. Para
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a colheita do sangue foram utilizadas duas seringas, uma heparinizada e outra
nado heparinizada. A primeira é recomendada quando se pretende fazer a analise
do sangue total (glicose) ou plasma (lactato e proteinas totais) sendo que a
heparina inibe a formacéo dos coagulos. A seringa sem heparina € recomendada
para as andlises do soro (cortisol, colesterol) onde, ao contrario, o processo de
coagulacédo é esperado. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 2.000 rpm (72
xg) durante 10 minutos para obtencdo da separacao do plasma/soro. As duas
amostras foram armazenadas em microtubos de polietileno, separadas e
posteriormente analisadas.

As concentracbes soroldgicas do cortisol (ug dL™) e do colesterol (mg dL™)
foram, respectivamente, determinadas com o kit Elisa — DBC e com o sistema
enzimatico colorimétrico —Trinder.

As concentracdes plasmaticas do lactato (mmol L™) e das proteinas totais
(g L") foram, respectivamente, realizadas com o sistema enzimatico oxidase—
Trinder e com o Reagente de biureto — colorimétrico.

As concentracdes da glicose (mg dL™?) foram analisadas através do

sangue total utilizando o Sistema Accu-Check Activ Performa.

Analise de dados

Os valores das variaveis do sangue, plasmaticas e sorologicas medidas
nos individuos pertencentes a cada intervalo horario considerado para o
experimento foram inicialmente submetidos a andlise descritiva sendo calculadas
as seguintes estatisticas: média + erro padréo, mediana, minimo e maximo.

Em seguida, graficos circulares foram elaborados utilizando a média dos
individuos de cada aquario, para visualizar o andamento semi-horario dos
parametros plasmaticos (lactato e proteinas totais), soroldgicos (cortisol,
colesterol) e de sangue total (glicose) ao longo do periodo de observacdo. Os
valores medidos foram analisados em relacdo ao ciclo circadiano luz/escuro
(ciclo de 12/12h) e, dentro deste, entre os periodos manha-tarde e noite-
madrugada (ciclo de 6/6h). Isto se justifica pelo fato de que o efeito fisioldgico
desencadeado pelo ciclo circadiano também influéncia as variaveis do sangue.

Enfim, para verificar a auséncia de diferencas significativas entre as
variaveis medidas e as faixas horarias de 12/12h e de 6/6h, os testes de

hipotese de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis foram respectivamente
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aplicados. O uso da alternativa nao-paramétrica foi justificado pela auséncia
dos requisitos de normalidade e homogeneidade das variancias, indispensaveis
para a aplicacdo do teste t assim como da ANOVA, que também permaneceram
apos transformacao logaritmica dos dados.

A agregacdo dos dados por faixa horaria, relacionadas com as fases do
ciclo circadiano, permitiu evidenciar de forma mais clara e sintética a dinamica
das variaveis do sangue total, plasmaticas e sorologicas ao longo do periodo
observado. Quando o resultado do teste de hipdtese de Kruskal-Wallis foi
significativo (p< 0,05), o teste a posteriori de comparacdo multipla foi aplicado
para individualizar quais faixas horarias eram diferentes entre eles.

Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando o software Statistica
(StatSoft, versédo 7).

Resultados

Os resultados do monitoramento de 24 horas das variaveis: cortisol, glicose,
lactato, colesterol e proteinas totais sdo apresentados separadamente para cada
uma delas. Os valores foram organizados em relacdo ao ciclo circadiano
representado pelas fases de luz-escuro (12/12h) e pelos intervalos manha-tarde e

noite-madrugada (6/6h).

Monitoramento do cortisol nas 24h

A média e o erro padrdo da média do cortisol entre todos os 49 intervalos
horéarios considerados foi de 5,75 + 0,44 pg dL™ e variou entre um minimo de
1,38 pg dL™* e um maximo de 14,93 pg dL*, com mediana de 4,93 pg dL™.

Na Figura l1a, pode-se observar que no periodo de luz ocorreram dois picos,
respectivamente a 11:00h (13,396 pg dL') e a 18:00h (14,934 pg dL™).
Também, no periodo escuro ocorreram dois picos: as 18:30h (13,934 pg dL™?) e
as 22:00h (11,377 pg dL™) mostrando que o cortisol apresenta flutuacées dentro
do ciclo circadiano. Em particular, os picos das 18:00h e 18:30h podem estar
relacionados com a passagem da luz para o escuro assim como o das 22:00h,

enquanto que o da 11:00h pode ser a expresséao do efeito do estresse de manejo.
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Analisando os valores em relacdo ao ciclo de 6/6h (Figura 1b), é possivel
evidenciar uma clara diminuicdo dos valores na parte da madrugada, indicando
gue nesta faixa horaria os valores tendem a estabilizar, ou seja, diminui a
frequéncia e a intensidade dos picos, indicando a recuperacdo da resposta

fisioldgica ao estresse aplicado.
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Figura 1: Médias do cortisol (g dL™) no ciclo de 12/12h (a) e no ciclo de 6/6h
(b) de tildpia do Nilo (O. niloticus). Ciclo de 12/12h: luz (7:15-18:00h), escuro
(18:30-7:00h); ciclo de 6/6h: manha (7:15-12:00h), tarde (12:30-18:00h), noite
(18:30-24:00h), madrugada (00:30-7:00h).

O teste de Mann-Whitney relativo ao ciclo de 12/12h ndo mostrou
diferencas significativas entre luz e escuro (n=245; U=7463; p=0,983), assim
como o teste de Kruskal-Wallis aplicado aos intervalos de 6/6h (n=245; H=5,89;
p=0,12), indicando que apesar dos picos observados em correspondéncia da
passagem luz/escuro e da estabilizagdo em volta de valores minimos na parte
da madrugada, as flutuagbes observadas do cortisol ndo mostraram alteracdes

substanciais ao longo do experimento.

Monitoramento da glicose nas 24h
A média e o erro padrao da média da glicose entre todos os 49 intervalos
horarios considerados foi de 86,66 + 6,65 mg dL™ e variou entre um minimo de
39,40mg dL™ e um méximo de 207,80 mg dL™, com mediana de 66,80 mg dL™.
Na Figura 2a, pode-se observar que no periodo de luz ocorreu um pico as
13:30h (201,8 mg dL™), enquanto que no periodo escuro ocorreram trés picos
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respectivamente as 20:00h (207,8 mg dL™?), as 22:30 (197 mg dL™) e as 01:00h
(206,4 mg dL™). Este achado estd de acordo com o fato de que os picos da
glicose ocorreram sempre apos os do cortisol com um atraso de cerca duas horas.

Analisando os valores em relacédo ao ciclo de 6/6h (Figura 2b), é possivel
evidenciar a menor flutuacao dos valores da glicose somente na parte da manha,
mostrando que a resposta da glicose ao estresse de manipulacdo ndo é imediata.
Uma tendéncia a diminuicdo dos valores da glicose pode também ser observada

na parte da madrugada a partir de 5:00h.
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Figura 2: Médias da glicose no ciclo de 12/12h (a) e no ciclo de 6/6h (b) em
tildpia do Nilo (O. niloticus). Ciclo de 12/12h: luz (7:15-18:00h), escuro (18:30-
7:00h); ciclo de 6/6h: manha (7:15-12:00h), tarde (12:30-18:00h), noite (18:30-
24.:00h), madrugada (00:30-7:00h).

O teste de Mann-Whitney aplicado ao ciclo de 12/12h (n=245; U=
7230,50; p=0,66), assim como o teste de Kruskal-Wallis (n=245; H=3,80;
p=0,28) aplicado aos intervalos de 6/6h ndo mostraram diferencas significativas
indicando que as flutuagdes observadas ndo sao representativas de alteracdes
consistentes devidas ao estresse de manipulagéo aplicado.

Como mostrado na Figura 3, a correlacdo entre cortisol e glicose resultou
positiva com coeficiente de correlagcdo r=0,36 e significativa por p<0,05,

confirmando o padrao observado.
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Correlation: r = ,36660
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Figura 3: Correlagéo entre cortisol e glicose.

Monitoramento do lactato nas 24h

A média e o erro padrdao da meédia do lactato entre todos os 49 intervalos
horarios considerados foram de 0,04 + 0,00 mmol L™ e variou entre um minimo
de 0,02mmol L™* e um méximo de 0,08mmol L™, com mediana de 0,03mmol L™,

Na Figura 4a, pode-se observar que o0s picos mais intensos ocorreram no
inicio do periodo de luz, as 7:30h (0,075 mmol L) e no final do escuro a 6:30h
(0,064 mmol L") e a 7:00h (0,0836 mmol L), mostrando que a resposta do
lactato pode estar mais associada ao ciclo circadiano em correspondéncia da
passagem do escuro para luz do que ao estresse de manipulagédo. Analisando
os valores em relacdo ao ciclo de 6/6h (Figura 4b), observa-se que flutuacdes

na resposta do lactato ocorreram em todas as faixas.
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Figura 4: Médias do lactato no ciclo de 12/12h (a) e no ciclo de 6/6h (b) na
tilapia do Nilo (O. niloticus). Ciclo de 12/12h: luz (7:15-18:00h), escuro (18:30-
7:00h); ciclo de 6/6h: manha (7:15-12:00h), tarde (12:30-18:00h), noite (18:30-
24:00h), madrugada (00:30-7:00h).
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O teste de Mann-Whitney aplicado ao ciclo de 12/12h, todavia, né&o
mostrou diferenca significativa entre luz e escuro (n=245; U=6476,50; p=0,07),
mas o teste de Kruskal-Wallis, ao contrario, mostrou diferenca significativa
entre os intervalos de 6/6h (n=245; H=20,77; p=0,00). O teste a posteriori de
comparacao multipla (Tabela 1) revelou que o periodo da manha é diferente da
tarde e da noite e que o da madrugada é diferente da noite. As flutuacdes
apresentadas ao longo das 24 horas raramente ultrapassam os 0,05 mmol L' e
0s menores valores foram observados no fim da tarte entre 16:00 e 18:00h. Em
geral, observamos que o lactato respondeu rapidamente aos estimulos, e
apresentou flutuagbes ao longo das 24h, provavelmente dependendo das

condi¢cbes de estocagem.

Tabela 1: Teste a posteriori de comparacdo multipla para os periodos de 6/6h.
Os valores que mostraram diferencas estatisticamente significativas estéo
sublinhados.

Lactato (6/6h) Manhd Tarde Noite Madrugada

Manha 0,02 0,00 0,70
Tarde 0,02 1,00 0,72
Noite 0,00 1,00 0,02
Madrugada 0,70 0,72 0,02

Monitoramento do colesterol nas 24h

A média e o erro padrdo da média do colesterol entre todos os 49
intervalos horéarios considerados foi de 0,04 + 0,00 mg dL™ e variou entre um
minimo de 0,02 mg dL™ e um méaximo de 0,08 mg dL™ , com mediana de 0,04
mg dL™. Em geral, a resposta do colesterol apresentou flutuacdes ao longo do
periodo de observacdo e comecou a normalizar por volta de 17:30h.

Na Figura 5a pode-se observar que no periodo de luz ocorreram dois picos
respectivamente as 07:30h (0,0642 mg dL™) e 16:30h (0,0772 mg dL™Y) e no
periodo escuro ocorreram varias flutuacbes, mas raramente o0s valores
ultrapassaram 0,04 mg dL™. O pico da 7:30h pode ter sido influenciado pelo ciclo
circadiano devido a passagem do escuro para luz, enquanto que o pico das
16:30h pode estar relacionado ao efeito do estresse de manipulagéo.
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Analisando os valores em relagdo ao ciclo de 6/6h (Figura 5b), todavia, &
possivel evidenciar uma clara diminuicdo dos valores na parte da noite e da
madrugada, indicando que nesta faixa horaria os valores tendem a estabilizar, ou

seja, diminui a frequéncia e a intensidade dos picos.
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Figura 5: Médias do colesterol no ciclo de 12/12h (a) e no ciclo de 6/6h (b) da
tilapia do Nilo (O. niloticus). Ciclo de 12/12h: luz (7:15-18:00h), escuro (18:30-
7:00h); ciclo de 6/6h: manha (7:15-12:00h), tarde (12:30-18:00h), noite (18:30-
24:00h), madrugada (00:30-7:00h).

O teste de Mann-Whitney aplicado ao ciclo de 12/12h mostrou diferenca
significativa entre luz e escuro (n=245; U= 5387,50; p= 0,00), assim como o teste
de Kruskal-Wallis aplicado aos intervalos de 6/6h (n=245; H= 36,26; p=0,00).
Neste caso, o teste a posteriori de comparacédo multipla (Tabela 2) revelou que o
periodo da tarde é diferente de todos. Nesta faixa, de fato, ocorreram os maiores

valores do colesterol.

Tabela 2: Teste a posteriori de comparacdo multipla para os periodos de 6/6h.
Os valores que mostraram diferencas estatisticamente significativas estéo
sublinhados.

Colesterol (6/6h) Manha Tarde Noite Madrugada

Manha 0,00 1,00 1,00
Tarde 0,00 0,00 0,00
Noite 1,00 0,00 1,00
Madrugada 1,00 0,00 1,00
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Monitoramento das proteinas totais nas 24h

A média e o erro padrdo da média das proteinas totais entre todos os 49
intervalos horérios considerados foi de 0,03+0,00 g dL™ e variou entre um minimo
de 0,02 g dL™ e um méximo de 0,05 g dL™*, com mediana de 0,03 g dL-1.

Na Figura 6a, pode-se observar que no periodo de luz ocorreram 2 picos
respectivamente a 8:00h (0,048 g dL™) e 16:00h (0,043 g dL™) e durante o
periodo escuro ocorreu um pico as 18:30h (0,040 g dL™), mas em geral as
proteinas tiveram um comportamento parecido nas duas partes do ciclo. O pico
das 8:00h poderia estar relacionado com a passagem de escuro para luz, assim
como o das 18:30h a passagem da luz para o escuro, enquanto que o das 16:30h
poderia estar relacionado com o efeito da manipulagdo. De alguma forma, a
variabilidade das proteinas foi limitada indicando que elas ndo foram afetadas pelo
ciclo circadiano nem para a manipulagéo. Esta conclusao foi confirmada pelo teste
de Mann-Whitney que nao mostrou diferenga significativa entre luz-escuro
(n=245; U= 7415,50; p=0,91).

Analisando os valores em relacédo ao ciclo de 6/6h (Figura 6b) é possivel
evidenciar uma clara diminuicdo dos valores na parte da noite e madrugada,
indicando que nesta faixa horaria os valores tendem a estabilizar, ou seja, diminui
a frequéncia e a intensidade dos picos. Também neste caso, o teste de Kruskal-
Wallis aplicado aos intervalos de 6/6h (n=245; H=1,13; p=0,78) ndo mostrou
diferenca significativa entre as faixas, indicando que os valores das proteinas

permaneceram similares dentro do periodo de observacgéao.
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Figura 6: Médias das proteinas totais no ciclo de 12/12h (a) e no ciclo de 6/6h
(b) da tildpia do Nilo (O. niloticus). Ciclo de 12/12h: luz (7:15-18:00h), escuro
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(18:30-7:00h); ciclo de 6/6h: manha (7:15-12:00h), tarde (12:30-18:00h), noite
(18:30-24:00h), madrugada (00:30-7:00h).

Discussao

O cortisol, principal corticosterdide em peixes, é considerado um bom
indicador para a avaliagdo de estresse primario (BARTON, 2002). O nivel basal
de cortisol varia entre as diversas espécies de peixes, sendo que, para tilapia do Nilo
(O. niloticus) estes se encontram entre 2,2-7,8 ug dL™ (BARRETO, 2002), entretanto,
em situacOes de estresse agudo, como manipulagdo do animal, pode ocorrer um
rapido aumento do cortisol, chegando a valores entre 4-20 pg dL™. Estes niveis de
cortisol podem retornar aos valores basais em 24 h (ROCHA et al., 2004) indicando
gue a tilapia do Nilo € um peixe rustico e bem adaptado as condicbes de manejo.
No nosso experimento, o cortisol mostrou flutuagdes ao longo das 24h que podem
estar relacionados tanto com o ciclo circadiano quanto com o estresse de
manipulacdo, mas a auséncia de diferencas significativas entre as varias partes do
ciclo, indicam que as variagcbes do cortisol sdo independentes do ciclo e do
estresse e 0s picos observados ndo afetaram o bem estar dos individuos sendo a
maioria dos valores inferiores a 8 pg dL™. Também observamos que a resposta do
cortisol ndo foi imediata, ocorrendo apés quatro horas da aplicagdo do agente
estressor e da passagem de escuro para luz. Ao contrario a reacdo foi mais rapida
no caso da passagem de luz para escuro, mas perdurou por mais tempo voltando
a estabilizar somente na parte da madrugada.

Em relacdo ao tempo de resposta, ha relatos na literatura demonstrando
diferencas quanto ao tempo de liberacédo do cortisol entre diferentes espécies de
peixes (STRANGE et al., 1977; SMART, 1981; SCHRECK, 1981; PICKERING,
1984; VIJAYAN e MOON, 1994; EINARSDOTTIR e NILSSEN, 1996;
WENDEELAR-BONGA, 1997). Em relacdo a tildpia STRANGE et al., (1978),
BARTON et al., (1980), BYRON e BENFEY (1994), observaram diminui¢do da
concentracdo do cortisol ap0s o0 estresse, 0 que também ocorreu Nno NOSSO
experimento.

O padrado observado no nosso experimento mostrou que o manejo de

captura, representado pela manipulacéo e transferéncia dos individuos de um
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tanque para o outro, deve ser considerado como o principal agente estressor,
mas que também as condicdes de manutencdo apds a transferéncia ou a
transicédo de luz para escuro, podem gerar condi¢cdes de estresse.

A glicose é reconhecida para caracterizar a resposta secundaria ao estresse
em peixes (NOLAN et al., 1999). As reac0es fisiologicas (secundarias) ocorrem
naturalmente no ambiente aquatico e, em geral, sdo positivas para 0s organismos
permitindo reacdes rapidas no caso de estimulos improvisos como, por exemplo,
reacdo de fuga a predadores ou auxiliando na adaptacdo a novas condicbes
ambientais (DAVIS et al, 2006).

O aumento dos niveis de glicose no sangue (hiperglicemia) é induzido
pelo cortisol que atua como glicocorticoide. Esta atividade ocorre com os
seguintes dois mecanismos: 1) o estimulo da hidrélise das reservas de
glicogénio no figado (glicogendlise) e 2) a indugdo do organismo a sintetizar
glicose a partir de precursores ndo-carboidratos, além de estimular a reposi¢ao
do glicogénio hepatico (gliconeogénese) (PICKERING, 1993; VIJAYAN et al.,
1991; WENDEELAR-BONGA, 1997, URBINATI e CARNEIRO, 2004).

Segundo a literatura, apds o aumento da concentracdo dos horménios de
emergéncia no sangue causado pelo agente estressor, hd aumento significativo
da concentracdo da glicose, preparando o animal para enfrentar uma situacéo
de emergéncia (ROTLLAND e TORT, 1997; OLIVEIRA et al., (2010).

Em situacBes de estresse, as concentracdes de glicose sanguinea nos
peixes aumentam rapidamente como mecanismo fisiolégico de defesa, uma
vez que 0 organismo se prepara para uma fuga ou combate, necessitando de
uma fonte de energia de facil metabolizacdo e imediata utilizacdo. As
responsaveis pela hiperglicemia em teledsteos estressados sdo as
catecolaminas adrenalina e noradrenalina (BARTON e IWAMA, 1991). Essas
substancias induzem o organismo a quebrar o glicogénio do figado
(glicogendolise) disponibilizando a glicose no sangue (NOLAN, 2000; CASTRO e
FERNANDES, 2009).

O glicogénio é uma das muitas formas de armazenamento de energia
obtida através da ragdo que é fornecida aos peixes. Ele é encontrado em
grande quantidade no figado e no musculo do peixe. As quantidades de
glicogénio armazenadas no figado e a capacidade de mobilizacdo desta

reserva energética variam entre as espécies de peixe, quando submetidos ao
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periodo de jejum (BARTON e IWAMA, 1991; ENES et al., 2009; OLIVEIRA et
al., 2010).

VIJAYAN et al. (1997), observaram que a tilapia mossambica (Oreochormis
mossambicus) estressadas durante 2 ou 24 horas apresentaram maior
concentragéo de cortisol e glicose, comparativamente a peixes ndo estressados.
Para esses autores, a glicose pode surgir de forma rapida da glicogendlise,
enguanto sua manutencado por periodos longos é resultado da gliconeogénese de
substratos como lactato e aminoacidos.

No nosso trabalho verificamos que o pico da glicose ocorre sempre apos
o do cortisol como confirmado da correlacdo positiva e significativa entre as
duas variaveis. A glicose apresentou maiores flutuacdes no periodo escuro
como resposta aos picos de cortisol, mas nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi observada entre as varias partes do ciclo circadiano indicando
gue os niveis da glicose se mantiveram similares dentro do periodo observado.
A maioria deles mostrou valores menores de 130 mg dL™.

O lactato, segundo PICKERING (1993), é um indicador de estresse
porque através dele ocorre o acumulo de &cido lactico que é o resultado do
esforco fisico a medida que os animais sdo expostos a agentes estressores.
Nestas condi¢des, ocorre o aumento do metabolismo anaerdbico para atender
a demanda energética imposta pelo manejo devido a movimentacao excessiva
do cortisol dos animais (IWAMA et al., 2004).

Todas as células do organismo necessitam de energia para realizar 0s
processos metabdlicos basicos a sua sobrevivéncia (tipicamente sob a forma
de adenosina-trifosfato, ATP). Esta energia celular é produzida por trés
grandes processos: a glicolise, o ciclo de Krebs e a fosforilacdo oxidativa
(GUYTON e HALL, 2003; ACIERNO e MITCHELL, 2007). O lactato é um
produto final da glicolise anaerdbica que ocorre em tecidos hipoxicos (POLI et
al., 2005).

Em geral, o aumento das concentracfes do lactato é observado como
resposta ao estresse em consequéncia da elevacéo do cortisol (MOMMSEN et
al., 1999). Animais sob estresse apresentam aumento das concentracdes de
cortisol e catecolaminas. O cortisol, ao agir sobre o figado, aumenta a

glicogendlise e a liberagdo de glicose, enquanto que as catecolaminas
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aumentam a liberacdo de lactato pelos tecidos periféricos (CARNEIRO et al.,
2002; INOUE et al., 2005).

Sob condicbes de estresse prolongado, havera degradacéao intensa do
glicogénio muscular, formando grandes quantidades de &cido latico (BARTON
et al., 2002). A conversdo de piruvato em lactato ocorre de forma mais ou
menos continua e, em situages de hipoxia tecidual, a concentracdo de lactato
que sera liberado na corrente sanguinea aumenta ainda mais (BOLTON, 2007).
Caso as condicbes anaerdbias persistam, ocorre sobrecarga generalizada e os
tecidos que anteriormente eram capazes de reciclar este produto deixam de ser
e o lactato serd acumulado. Em consequéncia disso, situagbes de estresse
intenso podem levar a exaustdo muscular (BARTON et al., 2002). Em
condicbes normais, 0 reuso do lactato, produzido no muasculo durante o
exercicio, € induzido pelos baixos niveis de cortisol e nos processos oxidativos,
uma maior utilizacdo de lactato (MILLIGAN e FARREL, 1991) é estimulada
para fornecer energia aerobica ao peixe para as suas funcdes locomotoras
(natacdo). Neste propésito, IVERSEN et al., (1998), no experimento com o
pirarucu, observou valores iniciais de lactato altos quando comparados a outros
peixes. Os autores interpretaram este resultado como decorrente da intensa
natacdo do cardume no tanque de criacdo. Desta forma, o alto valor
encontrado pelos autores no momento apés o estimulo (0,075 mmol L™)
demonstra que 0s peixes estavam sob situacdo de estresse como resposta
direta ao pouco espaco disponivel e a incapacidade de natacgéo.

O salméo do Atlantico (Salmo salar) apresentou resposta diferente; os
valores de lactato aumentaram apds o estimulo e permaneceram altos por até
48 horas apds o manejo (IVERSEN et al., 1998).

Os valores encontrados no presente trabalho mostraram que o lactato
varia ao longo do periodo provavelmente como resposta as condi¢des de
estocagem devido ao pouco espaco disponivel e a incapacidade de natacao no
aguario utilizado para o experimento. Também mostraram que a resposta é
ativada rapidamente apds o estresse e em correspondéncia da passagem de
escuro para luz, mesmo que a diferenca entre as duas partes do ciclo
circadiano nao foi significativa. Durante o periodo observado o lactato variou
entre 0,02-0,04 mmol L™ evidenciando valores estatisticamente maiores do

periodo da manh& em relagdo aos da tarde e da noite, confirmando o efeito da
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aplicacdo do agente estressor e do ciclo circadiano na parte da manha. Em
geral, os valores observados néo foram prejudiciais para 0os animais mostrando
que o lactato varia ao longo do periodo de 24h provavelmente como resposta
as condic¢des de estocagem.

Relativamente ao colesterol, OBA et al.,, (2009) afirmam que os picos
nesta variavel, podem estar relacionados ao consumo de pregnenolona
(precursora do cortisol) que por sua vez, promove alteracdes metabdlicas.

Segundo alguns autores, os niveis de colesterol em membranas plasmaticas de
teledsteos ndo mudam (ROBERTSON e HAZEL, 1995), entretanto, para outros,
podem diminuir (GABBIANELLI et al., 1996) de acordo com a temperatura em que 0
peixe é mantido.

Outros trabalhos demonstram que o nivel sanguineo de colesterol
(UMMINGER, 1969; MCCARTNEY, 1965b), bem como das proteina plasmatica
(GLUTH e HANK, 1983) variam conforme a temperatura da agua. Além disso,
sexo (MCCARTNEY, 1965a), dieta, estado nutricional (MCCARTNEY, 1965b) e
estresse (WENDEMEYER, 1972) também podem levar alteracbes nessas
variaveis. Apesar de algumas dietas dos peixes teledsteos ndo conterem
colesterol, frequentemente esses animais possuem altas taxas desses lipideos
no sangue, demonstrando sua capacidade de sintetiza-lo e transporta-lo
(HILDITCH, 1956).

Os resultados obtidos no nosso trabalho mostraram que o colesterol flutua
ao longo do periodo observado variando entre 0,02-0,05 mg dL™. A analise dos
dados em relacdo ao ciclo circadiano mostraram maiores valores em
correspondéncia da parte de luz, indicando que esta substancia € mais
disponibilizada nesta condicdo. Observamos também que os valores mais altos
ocorreram na parte da tarde indicando que a resposta do colesterol ndo é
rapida em relacdo a aplicagdo do estresse de manipulagéo e da passagem de
escuro para luz. Outro aspecto que pode ser ressaltado para explicacado deste
resultado € que durante o experimento os peixes nao foram alimentados e,
portanto, eles podem ter ativado as reservas lipidicas para suprir a esta falta.

AlteracBes na concentracdo das proteinas plasmaticas totais podem estar
relacionadas com o aumento de cortisol, ja que sua elevacdo causa aumento da
gliconeogénese e da atividade do catabolismo das proteinas (MOMMSEN et al.,
1999).
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Nos trabalhos de CARNEIRO e URBINATI (2001) e URBINATI e
CARNEIRO (2001) ndo ocorreram diferencas estatisticas entre as médias de
proteinas totais por amostra, sugerindo que animais jovens apresentam maior
resisténcia ao estresse de manejo.

PETERS et al., (1980) também nédo encontraram diferencas em relacao
aos niveis de proteinas totais em peixes submetidos a estresse nao intenso,
afirmando que a mobilizacdo de proteinas como fonte energética é dependente
da intensidade do estresse ao qual o animal foi submetido. Os nossos
resultados estdo de acordo com os autores citados visto que quase todos 0s
valores encontrados variaram entre 0,02-0,04 g dL*? ndo apresentando
flutuacbes marcadas. Isto também concorda com o fato de que todos os
individuos utilizados eram jovens e que o estresse aplicado nao foi suficiente

para desencadear a resposta desta variavel.

Conclusao

A deficiéncia do manejo em aquicultura leva ao estresse, que resulta em
reducdo das respostas imunologicas com consequente queda da
sobrevivéncia, do crescimento e diminuicdo da capacidade reprodutiva dos
peixes. Da mesma forma, importantes efeitos na homeostasia podem, também,
derivar de alteracdes nos ritmos enddgenos em respostas a determinados
estimulos ambientais. De fato, o ciclo luz/escuro tem sido considerado um dos
mais importantes fatores ambientais na regulacdo do ritmo biolégico (VERA et
al., 2007) cujo padrao deve ser levado em conta para o sucesso da criagao de
determinadas espécies em cativeiro (LIGO e TABATA, 1996).

Os resultados deste trabalho fornecem informacdes originais e relevantes
sobre o comportamento de algumas variaveis do sangue total, plasmaticas e
sorologicas da tilapia do Nilo que podem ser utilizadas para avaliar o efeito do
estresse causado pela manipulacdo durante o manejo de rotina do cultivo da
espécie.

As variaveis examinadas séo facilmente obtidas no ambito do processo de
cultivo e representativas dos fatores de estresse aos quais 0S animais s&o
submetidos. Os resultados mostraram como Sao 0s ajustes corporeos quando

0S peixes estdo expostos a substancia de alarme. Nossos resultados indicam
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gue o estresse aplicado nédo foi elevado e que os individuos se recuperaram ao
longo das 24 h monitoradas.

Com base nas perguntas formuladas nos objetivos, nos podemos concluir
que as variaveis: cortisol, glicose, lactato e proteinas ndo sao afetadas pelo
ciclo circadiano nem pelo efeito do estresse de manejo, ndo mostrando
diferenca significativa entre os periodos de luz e escuro. Também podemos
concluir que a intensidade e frequéncia dos picos nédo foram prejudiciais para
os individuos. Somente o colesterol mostrou relacdo com o ciclo circadiano
apresentando valores maiores no periodo de luz. Isto pode estar relacionado
com o fato de que os peixes ndo foram alimentados durante o experimento.

Em relacdo a parte do ciclo de 6/6h que apresentou mais influéncia sobre
as concentracoes das variaveis consideradas, vimos que o colesterol mostrou
valores mais altos na parte da tarde ao contrario do lactato que teve os maiores
picos na parte da manha. Este ultimo resultado indica que o acumulo desta
substancia ocorreu em decorréncia da proximidade do agente estressor
aplicado e da passagem de escuro para luz.

As informagdes obtidas contribuem a individuacdo de valores de referéncia
das variaveis do sangue, plasméaticas e soroldgicas voltadas a otimizagdo das

praticas de manejo nas implantacdes de tilapicultura.
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