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Resumo

A avaliacdo dos parametros fisiolégicos de anfibios anuros permite que,
através de seus resultados, sejam diagnosticados problemas de manejo que
podem ser oriundos de efeitos estressores de diversas origens. Este trabalho
teve como objetivo utilizar os marcadores biologicos de cortisol, glicemia e
dados hematolégicos (numero de eritrocitos (Er), hematocrito (Ht), taxa de
hemoglobina (Hb), contagem total e diferencial dos leucdécitos e os indices
hematimétricos absolutos: VCM, HCM e CHCM), para avaliar a resposta de
girinos de ra-touro (Rana catesbeiana), no estagio de pré-metamorfose, aos
mecanismos estressores de captura, hipéxia e transporte. No 1° experimento
0os animais foram submetidos a trés tratamentos: estresse por captura
individual com pucd; estresse por captura em massa com puga e estresse por
captura por escoamento, que sao 0s manejos tradicionalmente empregados na
criagdo de rds (ranicultura). Cada tratamento foi conduzido com trés réplicas
simultdneas, dispostas de maneira aleatéria, e de cada réplica foram
analisados 4 organismos (2 normoéxia — coleta imediata de sangue, e 2 hipdxia
— coleta de sangue apds exposicdo aerea por 15 minutos). Foram realizadas
duas coletas com intervalo de 5 dias. Para avaliar o estresse causado por
transporte colocaram-se 0s girin0s em sacos plasticos com agua que foram
transportados por um periodo de 4 horas. Ap6s a chegada, os animais foram
aclimatados e divididos em aquarios (1girino/L) de acordo com os diferentes
tempos a serem testados. Os tempos definidos para as coletas de sangue
(grupos) foram: MO (coleta de sangue antes do transporte), 0T, 15, 30, 45, 60,
90 minutos e 24 horas apés a chegada dos animais. Nos experimentos de
captura, hipoxia e transporte a analise estatistica demostrou n&o haver
diferencas significativas entre os parametros avaliados quando comparou-se 0s
tratamentos e a exposicdo ou ndo ao ar (hipdxia e normoxia). Os dados médios
variaram de 2,1 a 5,0 ng/mL de cortisol plasmatico; 49,3 a 104,3 mg/dL de
glicose plasmatica; Er: 49,66 + 5,01 10%/mm? Ht: 30,22+ 3,41 %; Hb: 5,79 +
0,36 g/100 mL; VCM: 732,10 + 238,69 fL; HCM: 147,87 £+ 47,52 pg/cel; CHCM:
18,88 + 1,47 %; Lf: 91,85 + 1,40 % ; Nt: 1,36 + 0,94 % ; Bs: 5,18 + 1,17 %; Es:
1,65 £ 0,50 % e Mn: ndo detectados. Atraves destes resultados pode-se
concluir que os marcadores biologicos de estresse utilizados (cortisol e glicose)
nao foram alterados pelos manejos de captura testados, pela exposicao aerea
e pelo procedimento de transporte. Recomenda-se que outros marcadores
sejam testados para quantificar o estresse causado por estas situacoes.

Palavras-chave: ra, estresse, cortisol, glicose, hipoxia, transporte
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Abstract

The evaluation of physiological parameters of anuran amphibians allows the
diagnosis of problems in their culture that can be due to stressor effects of
diverse origin. The aim of this work was to utilize the biological markers plasma
cortisol and glucose levels and hematological parameters (erythrocyte number
(Er), hematocrit (Ht), hemoglobin level (Hb), total and differential leukocyte
count and the RBC indices: MCV, MCH and MCHC), to evaluate the response
of bullfrog tadpoles (Rana catesbeiana), in the stage of pro-metamorphosis, to
stressor conditions of capture, hypoxia and transport. On the first part to
evaluate capture and hypoxia’s stressor, the animals were submitted the three
treatments: stress due to individual capture with a hand net; stress due to batch
capture with a hand net; and stress due to capture by emptying, traditional
handling methods used | in raising bullfrogs (frog farming). Each treatment was
carried out in triplicate in a random manner, and 4 organisms were analyzed for
each replicate (2 animals were sampled on normoxia — blood collected
immediately, and 2 animals were sampled on hypoxia — blood collected after 15
min exposure to air). Two samplings were performed with an interval of 5 days.
On the second part to evaluate transport’s stressor tadpoles were placed into
the plastic bags with water and carried out for 4 hours. After the arrival, the
animals had been acclimatized and distributed in aquariums (1 tadpole L™) in
accordance with the different blood collection times to be tested: MO (collection
of blood before the transport), OT (immediately collection after arrived), 15, 30,
45, 60, 90 minutes and 24 hours after arrived. In the capture, hipoxia and
transport experiment the statistic analisys demostrated that were no differences.
The means for the physiological parameters varied of 2,1 a 5,0 ng mL™ for
plasma cortisol and 49,3 a 104,3 mg dL™ for plasma glucose, while the
hematological parameters were as follows: RBC, 49.66 + 5.01 10%/mm?; Ht,
30.22+ 3.41 %:; Hb, 5.79 + 0.36 g 100 mL™; MCV, 732.10 + 238.69 fL; MCH,
147.87 + 47.52 pg/cell; MCHC, 18.88 + 1.47 %; Lf: 91.85 + 1.40 % ; Nt, 1.36 *
0.94 % ; Bs, 5.18 £ 1.17 %; Es, 1.65 + 0.50 %; and Mn, not detected. Through
of these results can be concluded that the biological markers of stress used
(cortisol and glucose) had not been modified by the tested handling of capture,
for air exposition until 15 minutes and for the transport procedure. One sends
regards that other markers are tested to quantify stress for these situations.

Key words: frog, stress, cortisol, glucose, hypoxia, transport
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A maior parte da carne de r& consumida no mundo é ainda proveniente
de caca, com consequiente diminuicdo dos estoques naturais. Devido a
consciéncia ecolégica atual e pressdo de ambientalistas foram desenvolvidas
leis para proteger as espécies ameagadas (TEIXEIRA et al., 2001). O controle
sobre a caca incentivou o consumo de carne provinda de animais criados em
cativeiro, e um dos favorecidos com esse consumo e pioneiro na tecnologia de
criacdo de ras em cativeiro € o Brasil (FONTANELLO, 1994).

Segundo FERREIRA et al. (2002) a ranicultura no Brasil tem como
principal espécie de criacdo a ra-touro (Rana catesbeiana). Outras espécies,
nativas de nosso pais, como a ra-pimenta, a ra-manteiga e a paulistinha,
também podem ser criadas, mas em comparacdo a ra-touro apresentam um
menor desempenho produtivo (baixa prolificidade), maiores dificuldades

técnicas (poucos estudos) e burocraticas (grande numero de autorizagdes).

Praticamente toda a producéo brasileira (400 ton/ano) é consumida pelo
mercado interno, apenas uma pequena parcela é exportada, tendo como
principal mercado os EUA (TEIXEIRA et al., 2001; FERREIRA et al., 2003).

Popularmente conhecida como ré-touro, a espécie R. catesbeiana,
natural do Canada, apos excelente adaptacdo ao clima predominante existente
no Brasil e aos diferentes manejos fisicos e alimentares, foi adotada
nacionalmente pela ranicultura comercial. Os fatores predominantes desta
escolha foram suas caracteristicas zootécnicas, tais como: rusticidade
(facilidade de manejo), precocidade (crescimento rapido) e prolificidade (alto
numero de ovos por postura) e o fato de raramente serem acometidas por
patologias causadoras de morte em carater epidémico (FONTANELLO, 1994;
FERREIRA et al., 2002).

Ainda de acordo com os autores anteriormente citados, a producéo e

desenvolvimento dessa espécie no Brasil apresentam-se superior a do seu

pais de origem (EUA), ou seja, em média ndo ultrapassam sete meses de
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duracéo para as fases de girino e engorda. Em algumas regides da América do

Norte, este mesmo desempenho chega a durar cerca de quatro anos.

Com base nessas informagdes entendemos que estudos relacionados a
fisiologia de R. catesbeiana sdo necessarios para dar subsidios as pesquisas
gue produzam informagdes importantes e Uteis, tanto para o meio académico,
guanto para profissionais que trabalham com o cultivo comercial dessa

espécie.

1.1 - Revisao Bibliogréfica
1.1.1 - Sangue dos Anfibios

O sangue dos anfibios é composto por plasma e elementos figurados
conhecidos como eritrgcitos, leucdcitos e trombdcitos (DUELLMAN e TRUEB,
1986). Nos anfibios anuros a volemia € de aproximadamente 9% do seu peso
corporal (WILSON, 1989), e existe uma diferenciacdo hematoldgica conforme o
sexo, espécie, fases da metamorfose, estado nutricional, estagcdo sazonal e
temperatura (HARRIS, 1972). Em anfibios, na fase larval, o eritrocito mede
aproximadamente 14 por 23 um com 400.000 ou mais por mm? de sangue. Séo
células elipticas, achatadas e nucleadas (DUELLMAN e TRUEB, 1986).

Especificamente em ras-touro os eritrocitos de girinos apresentam uma
vida mais curta do que a dos adultos; e durante a metamorfose, sdo capturados
por macrofagos do figado e baco para serem destruidos (HASEBE et al.,
1999). Segundo DUELLMAN e TRUEB (1986) existem diferencas morfoldgicas
entre os globulos vermelhos de formas adultas e larvais de anuros.
Singularmente, os eritrocitos dos girinos sao maiores que 0s de ras
metamorfoseadas. Um dos fatores que contribui para esse processo € o fato
dessas células em girinos possuirem maior quantidade de reticulo
endoplasmatico. A sequiéncia de amadurecimento destes eritrocitos ocorre da

seguinte forma: eritroide precursor ou rubrocito — eritroblasto — eritroblasto
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policromatico — reticulocito — eritrocito normocromético (TURNER, 1988).
Segundo FORMAN e JUST (1976), o tempo de vida dos eritrocitos de girinos
de R. catesheiana é de aproximadamente 100 dias. A hemoglobina (pigmento
respiratorio) contida nos glébulos vermelhos desta espécie semi-aquatica tem
menor afinidade pelo oxigénio que em outras espécies (aquaticas) como
Necturus sp (HILL, 1980). O clima (mudangas estacionais), por sua vez,
provoca respostas de acomodacao cardio—respiratéria nos anfibios (BICEGO e
BRANCO, 1999). A concentragdo de hemoglobina diminui durante a letargia
invernal e a hipoxia resultante induz hipotermia, provavelmente como
mecanismo de defesa (HILL, 1980).

DUELLMAN e TRUEB (1986) e TURNER (1988) citam que s&o
encontrados cerca de 7.000 leucdcitos por mm?®, divididos nas seguintes

categorias:

Linfécitos - com nucleo redondo, cromatina densa e citoplasma basofilico;

mais numerosos no sangue periférico de girinos do que de rds adultas.

Neutréfilos — sdo as células de defesa primaria e possuem ndcleo quase

sempre segmentado.

Basdfilos - também comumente encontrado no sangue periférico de
anuros larvais, inclusive em R. catesbeiana, mostram nulcleo sem

segmentacao e citoplasma com exuberantes granulos basofilicos.

Eosinofilos - apresentam nucleo segmentado e numerosos granulos

ovalados ou esféricos, fracamente acidofilos no citoplasma.
Mondcitos - raramente encontrados, possuem um nucleo que ocupa

guase que totalmente a célula, possuindo um citoplasma levemente

vacuolado e fracamente basofilico.
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Os anuros possuem ainda trombdcitos nucleados, com funcéo

semelhante as plaquetas dos mamiferos.

E observando quali e quantitativamente estes elementos que se pode ter
idéia do estado de saude dos animais, refletindo através de seu aumento ou
diminuicdo, problemas nutricionais (caréncias por alimentacéo inadequada em
guantidade e/ou qualidade), ma absorcéo intestinal, parasitoses, infecgdes,
inflamacdes, estresse, disturbios metabdlicos, intoxicacdes, desidratacdes,
hipoxia e outras anomalias (RANZANI-PAIVA e SILVA SOUZA, 2004; COPPO
et al., 2005).

As variaveis da série vermelha, eritrograma, sdo de grande valia na
identificacdo de processos anemiantes (MAHONEY e McNULTY, 1992),
enquanto o leucograma pode ser empregado como auxilio no diagnoéstico dos
processos infecciosos (RANZANI-PAIVA e EIRAS, 1992) e outros estados de

desequilibrio homeostético.

Assim, 0 sangue constitui-se em uma excelente ferramenta biologica
dentro da patologia, e o estudo de sua morfologia e bioquimica pode fornecer
subsidios essenciais para elucidagdo do comportamento de diversos

horménios, entre eles, aqueles ligados ao estresse (TEIXEIRA, 2007).
1.1.2 - Estresse

O estresse pode ser definido como uma condi¢cdo na qual o equilibrio
dindmico do organismo do animal (homeostase) é quebrado, como resultado
de acdes de um estimulo intrinseco e/ou extrinseco, chamado estressor
(PICKERING, 1981). Animais submetidos a condi¢cOes estressantes sofrem
adaptacbes a quebra da homeostase (ADAMS, 1990). Mudancas fisiologicas
compensatorias e/ou adaptativas foram observadas por BONGA (1997) quando

0s animais tém sua homeostase ameacada.
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Segundo relato de VAL et al. (2004) os estressores podem ser de origem
guimica, fisica, biolégica ou mesmo do manejo dos animais. Diversos fatores
podem levar a uma resposta fisiolégica de estresse, como por exemplo,
temperatura e qualidade da agua, idade, condi¢des fisiologicas, fatores sociais,
caracteristicas herdaveis ou adquiridas, linhagem e espécies diferentes,
mudancas abruptas ou extremas no ambiente fisico, interagcdes sociais
(predacao, parasitismo, competicao intensiva por alimento, espago ou parceiros
sexuais) e interferéncia humana (incluindo o manejo) (BONGA, 1997). Esses
fatores individualmente ou em conjunto podem oferecer estresse ao sistema
fisioldgico dos animais (ADAMS, 1990).

A resposta ao estresse em organismos aquaticos tem a participacdo do
sistema nervoso (nervos simpaticos e células cromafins) e do sistema
endacrino (eixo hipotalamo-hipofise-celulas inter-renais) e, segundo SUMPTER
(1993) e BONGA (1997) podem ser divididos em trés etapas. Na 12 etapa
ocorre a ativacdo dos centros cerebrais, o que culmina em uma intensa
liberacdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e corticoides
(principalmente cortisol). Na 22 etapa ha acgbes imediatas e efeitos destes
horménios que foram liberados no sangue e nos tecidos como, por exemplo,
aumento dos batimentos cardiacos, consumo de oxigénio, alteracdes na
glicemia, no hematocrito e no numero de leucocitos. A 32 etapa € caracterizada
por ser um estagio de exaustdo, que causa a queda de desempenho e a
diminuicdo da resisténcia a doengas e consequiente contaminacdo dos animais
por bactérias e fungos oportunistas podendo leva-los a morte (IRWIN et al.,
1999; GOMES et al., 2003).

Corroborando os autores citados acima, MOBERG (2000) propde um
modelo de resposta do animal ao estresse. Esse modelo sugere que a resposta
bioldgica ao estresse se da a partir de trés estagios gerais: 1° reconhecimento
de um estimulo estressante; 2° a defesa bioldgica contra o estimulo

estressante e 3°, as consequéncias das respostas ao estresse.
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A principal fungdo do eixo que forma a resposta ao estresse em
mamiferos (eixo hipotalamo — glandulas pituitarias — supra-renais (adrenais)), e
em particular a resposta adrenocortical ao estresse agudo, € reduzir o impacto
causado pelo agente estressor ao animal e esta reducéo é feita através de
respostas comportamentais ou fisiologicas (BALM, 1999).

3

Nos vertebrados, uma resposta classica ao estresse agudo é a liberacéo
de uma classe de horménios, os glicocorticéides (principalmente cortisol).
Estes hormbnios promovem mudancas fisiologicas e comportamentais tais
como uma rapida producéo de glicose e a cessacgao provisoria da reproducéo
(SAPOLSKY et al., 2000).

De acordo com GOMES et al. (2003) e SUMPTER (1993) o cortisol
plasmatico e a glicose sdao os marcadores biologicos mais utilizados e

apresentam uma boa resposta na avaliacdo de estresse.

O cortisol ou hidrocortisona € um glicocorticoide que esta relacionado ao
metabolismo alimentar, as inflamacdes e ao estresse. Seu efeito mais
importante é estimular a conversdao das proteinas em glicose e seu
armazenamento sob forma de glicogénio. Sua liberacdo ocorre quando ha o
estimulo estressor e este estimulo leva a ativacdo da triade CRH — ACTH —
Cortisol. O CRH (Hormonio Liberador de Corticotropina) € produzido e liberado
pelo hipotdlamo, apos sua liberacéo, atua sobre a glandula pituitaria anterior,
estimulando a producéo e liberacdo de ACTH (Corticotropina), o efeito que o
ACTH vai gerar sobre o cortex adrenal é a liberagdo de cortisol. O controle da
liberacdo de cortisol é realizado principalmente através de feedback negativo
(podendo ser um feedback de alca curta ou de alca longa), mas também possui
outras formas de regulacdo tais como: ciclo circadiano (diarios),
ultracircadianos (dentro de um mesmo dia), estagios do sono, variagdo
sazonal, etapas de desenvolvimento (fetal, neonatal, puberal, etc.) e estresse

(VOET etal., 2000; GUYTON e HALL, 2002; HICKMAN et al., 2003).
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As mudancas nas func¢des bioldgicas durante o estresse culminam em
uma troca de recursos biologicos, como por exemplo, a energia que seria
utilizada no crescimento do animal jovem vai ser utilizada no combate ao
estresse. Essa mudanca na funcédo biolégica durante o estresse é definida por
MOBERG (1996) como “custo biologico de estresse”. Quando o estresse €
muito intenso, 0 custo biolégico é significativo, e diante de um custo
significativo o animal pode apresentar 0s estagios pré-patolégicos e

patolégicos.

O cortisol exerce efeito em diversas funcdes do organismo, dentre elas
estdo os efeitos sobre o metabolismo dos carboidratos, proteinas e gorduras e
processos inflamatérios. Segundo SUMPTER (1993) existem muitas
consequéncias de uma elevada taxa do mesmo, e apenas uma parte delas é
conhecida, portanto, representam uma luz para guiar as pesquisas. Algumas

dessas consequéncias em vertebrados (CELIS, 1998) sao:

Mdusculos — niveis basais de cortisol sGo necessarios para manter a
contratiidade e o trabalho maximo do musculo esquelético e do
cardiaco. O excesso provoca atrofia e fraqueza por causa do consumo

protéico.

Ossos — o principal efeito do cortisol é diminuir a formacgéo 0ssea, em
casos de excesso, ha uma grande reducdo da massa 0ssea e redugéo

do crescimento.

Tecidos Conjuntivos - torna a pele e a parede capilar mais delgada e em

consequéncia pode haver o rompimento facilmente.

Sistema Vascular — o cortisol € necessério para a manutencdo da
pressdo sanguinea normal e consequentemente alteracdes nos niveis

deste hormoénio prejudicam a manutencao deste processo.
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Rins — o cortisol aumenta a filtracdo glomerular. Também é essencial

para a rapida excrecdo de uma carga de agua.

Sistema Nervoso Central - ele modula de algum modo as func¢des de
percepcdo e de emocdo. Sua falta ou excesso prejudica esses

processos. O excesso de cortisol interfere no sono normal.

A glicose é um composto organico, e tem como principal fungéo
biologica servir de substrato energético para as células. A glicose também
participa da composicdo das glicoproteinas, dos glicopeptidos e glicolipidios
gue desempenham fung¢des estruturais e funcionais. Alguns destes compostos
sdo: coldgeno da membrana basal, mucopolissacaridios, mielina das células

nervosas, hormonios e receptores hormonais (BERG et al., 2004).

Na forma de glicogénio, a glicose é armazenada no figado e musculos
apo6s a ocorréncia da glicogénese (conversao de glicose em glicogénio). Em
situacdes que os niveis de cortisol estdo altos, ocorre a gliconeogénese, ou
seja, as células hepéaticas convertem proteinas e glicerol em glicose (FEDER e
BURGGREN, 1992; SCHMIDT-NIELSEN, 2002). O aumento (causado pelas
catecolaminas) e a manuten¢ao do aumento (causado pelo cortisol) da glicemia
sdo importantes para proporcionar energia para a fuga ou enfrentamento de
uma situacado adversa (BONGA, 1997) e segundo MOMMSEN et al. (1999)

para a resposta secundaria ao estresse.

A glicose tem sido utilizada também para determinar o estresse por
hipoxia ja que estudos demonstram que ha um rapido aumento da glicose
qguando o animal & submetido a hipoxia, como no caso de peixes (BARTON e
IWAMA, 1991; MCDONALD e MILLIGAN, 1992; RANDALL e PERRY, 1992;
ARENDS et al., 1999).

Em relagdo a manutencdo dos niveis glicémicos o cortisol € um

antagonista da insulina. O cortisol inibe a captacao de glicose estimulada pela

insulina nos tecidos musculares e adiposos e bloqueia o efeito supressor da
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insulina sobre a producéo hepatica de glicose. Os dois hormdnios (cortisol e
insulina) favorecem o armazenamento hepatico de glicogénio. O antagonismo
ocorre em relacdo a expressdo dos genes para enzima gliconeogénica
(fosfoenolpiruvato carboxiquinase) e para a enzima de liberagdo da glicose
(glicose-6-fosfatase) e em consequéncia desses fatores, o cortisol favorece a
secrecdo de glicose pelo figado enquanto a insulina a inibe. O resultado final
da exposicao prolongada a excesso do cortisol consiste em elevagdo da
concentragdo plasmatica e um aumento compensador dos niveis plasméaticos

de insulina. (HILL e WYSE, 1989; GUYTON e HALL, 2002).

1.1.3 - Estresse em Anfibios

Em qualquer sistema de criacdo € inevitavel o estresse aos animais e do
mesmo modo ocorre na aquicultura. Geralmente as consequiéncias sdo a
reducdes do crescimento e ganho de peso, do desempenho reprodutivo e da

resisténcia a patégenos (IWAMA, 1993).

No gue se refere ao estresse em anfibios como a R. catesbeiana, nao
existem muitos relatos cientificos a este respeito, mas variacdes fisiologicas

como estas provavelmente também ocorrem com esta classe de animais.

Nos trabalhos experimentais de observacdo comportamental, realizados
por DUELLMAN e TRUEB (1986) relatou-se que rds sao animais que

facilmente se estressam.

Segundo FERREIRA et al. (2001) o estresse pode ser a causa de um
dos principais problemas da ranicultura, as patologias. Os agentes estressores
neste caso podem ser resultantes de sistemas de criagdo nédo apropriados,
manejos inadequados (fisico, profilatico, sanitario e alimentar), alteracfes
ambientais como temperatura e luminosidade, problemas na qualidade fisica e
guimica da agua, bem como presenca de outros animais, pessoas, dentre

outros.
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Nas diversas fases de desenvolvimento das ras, sdo observadas
caracteristicas em consequéncia da exposicdo a fatores estressantes. Em
girinos destaca-se a falta de apetite, apatia e nado desnorteado, entre outras
caracteristicas. Na fase de pré-engorda e engorda os animais se empilham nos
cantos das baias, saltam de forma irregular, nas areas umidas séo observados
excesso de pele, por vezes foi observado muco na forma de espuma. No
periodo reprodutivo, fémeas estressadas abortam e produzem gritos
caracteristicos enquanto os machos deixam de coaxar. Neste periodo os
animais tendem a ficarem escondidos tanto embaixo da agua, quanto nos
abrigos (LIMA e AGOSTINHO, 1992; FERREIRA et al., 2001).

Os corticoides ou corticosterdides regulam processos metabdlicos nos
anfibios e se elevam em resposta a estresses agudos como manipulacao e/ou
confinamento (LICHT et al., 1983; ZERANI et al., 1991).

O efeito do cortisol em relacdo aos hormonios tireoidianos € dependente
do estagio de desenvolvimento do girino e também muda durante a
metamorfose. Na pré-metamorfose ha uma inibicdo da tiredide e na pro-
metamorfose ha um estimulo. No climax o efeito estimulador do cortisol sob a
tiredide diminui e o cortisol contribui para o declinio de tiroxina (T4) no plasma
dos girinos (WRIGHT et al., 1999).

Alguns dos momentos em que esses hormdnios atuam sao: na
regulacdo hormonal da metamorfose, antagonizando com as mudancas
induzidas pelos horménios tireoidianos durante alguns estagios do
desenvolvimento, e mais tarde junto com os niveis elevados desses hormoénios
aceleram a metamorfose (HAYES et al., 1993; KIKUYAMA et al., 1993;
WRIGHT et al.,, 1994); o crescimento dos membros em girinos de R.
catesbeiana € inibido pelo cortisol, assim como por outros corticoides, e
estimulado mais tarde na metamorfose quando os corticoides sinergizam com
niveis do climax ou proximo aos niveis do climax de T4 (WRIGHT et al., 1994).
O cortisol em sinergia com hormdnios tireoidianos induz a queratinizacdo da

pele das larvas (MILLER, 1996). Os glicocorticoides induzem apoptoses em
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linfocitos larvais para efetuar uma reorganizagcédo do sistema imune dos girinos
na metamorfose (ROLLINS-SMITH et al., 1997).

O desenvolvimento, comportamento, e a morfologia de girinos podem
ser alterados em funcdo de respostas as circunstancias ambientais. Por
exemplo, o retardo do desenvolvimento de girinos na presenca de concorrentes
(espacgo e alimento) e a alteragédo do comportamento e da morfologia da cauda
na presenca de predadores (BERVEN e CHADRA, 1988; SCOTT, 1990;
SMITH e VAN BUSKIRK, 1995; MCCOLLUM e VAN BUSKIRK, 1996).

Exemplos de alteracdes fisiolégicas em funcdo de circunstancias
ambientais puderam ser observados por DENVER (1998) quando as taxas de
corticosteronas aumentaram em girinos de Scaphiopus hammondii quando o
nivel da agua em que os animais eram mantidos diminuiu. Da mesma forma
GLENNEMEIER e DENVER (2002) observaram estas alteracdes em Rana
pipiens quando os girinos foram expostos & concorrentes de intra-espécie.
Esses estudos demonstram a corticosterona como sendo um potencial

mediador fisioldgico de respostas de girinos a variagdes em seus ambientes.
1.1.4 - Hipo6xia

A hipdxia pode ser definida como a diminuicdo da pressédo de oxigénio
(PO,) disponivel, diferente do termo andxia que significa “sem oxigénio”
(SWENSON e REECE, 1993).
Quatro tipos de hipoxia sao descritos pelos autores citados acima:
- Hipoxia ambiental: o sangue arterial é insuficientemente saturado com

oxigénio por causa de uma PO, baixa no ambiente onde

se respira.

- Hipéxia anémica: ha um decréscimo no volume de oxigénio do sangue por

causa da diminuicdo do funcionamento da hemoglobina.
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- Hipdxia estagnante ou hipoxia isquémica: o fluxo de sangue esta diminuido,
seja no corpo todo ou somente em

um tecido.

- Hipodxia histotoxica: as células sdo incapazes de utilizar o oxigénio que é

fornecido.

Observou-se que os peixes sofrem ajustes hematoldgicos a hipéxia tais
como: aumento do hematocrito (Ht), hemoglobina (Hb) e células vermelhas no
sangue (VAL et al., 1990; VAL e ALMEIDA VAL, 1995; VAL, 2000). Estes
valores resultam no aumento da capacidade de captar O, nas branquias e
maior contetudo de O, no sangue em peixes expostos a hipoxia (WEBER et al.,
1975; JENSEN et al., 1993). A utilizacdo de variaveis hematologicas com Hb e
Ht pode indicar respostas dos peixes frente a situacdes de estresse como, por
exemplo, a hip6xia ambiental (DETHLOFF e BAIMAIER, 2001).

1.1.5 - Transporte

O transporte gera um conjunto de agentes estressores aos organismos
aquaticos que podem causar injurias aos animais, tais como: manipulacdo
direta, vigorosa atividade muscular (o que pode diminuir o oxigénio das
células), exposicdo a baixa qualidade de agua durante o transporte e a
movimentagdo constante das embalagens (MCDONALD e MILLIGAN, 1997;
BARTON et al., 1998).

O transporte € de extrema severidade aos animais como foi constatado
em matrinxas (Brycon cephalus) em estudo realizado por INOUE (2003) que
observou uma excessiva perda de muco e escamas e agressdes entre 0s

peixes durante o transporte.

Durante o transporte, o principal precursor do estresse é a abrasao
mecanica causada pelo inevitdvel contato entre 0s animais quando a
densidade é elevada (ROSS e ROSS, 1999).
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GOMES (2002) cita que embora o transporte seja uma das operacoes
mais importantes da aquicultura, pouca atencdo tem sido dada ao assunto no
Brasil. O transporte como pratica de manejo em piscicultura intensiva pode ter
duracéo variada dependendo da finalidade. Os peixes vivos sao transportados
para diversos destinos, incluindo a industria e os estabelecimentos voltados a
pesca esportiva, no caso de peixes adultos, e estabelecimentos de criacdo de
engorda, no caso de larvas e juvenis. Em todos os casos, 0s animais devem
chegar apresentando boas condic¢des fisiologicas para satisfazer os critérios
exigidos pelo comprador (URBINATI e CARNEIRO, 2004).

KUBITZA (1997) descreve como sendo comum a mortalidade de peixes
devido a manipulagdo e ao transporte. Estes procedimentos rotineiros na
aquicultura podem ser uma fonte importante de estresse & muitas espécies
(WEIRICH e TOMASSO, 1993; CARNEIRO e URBINATI, 2001). A resposta
dos peixes é parecida com a dos vertebrados terrestres, tendo como principal
caracteristica a liberacdo de adrenalina e cortisol em um primeiro instante,
seguida por um quadro de hiperglicemia, diminuicdo de ions no sangue e
aumento dos niveis de agua nos tecidos, assim como aumento da taxa
metabdlica em peixes de agua doce (MAZEAUD et al.,, 1977; EDDY, 1981).
Esse aumento da taxa metabdlica é induzido por duas necessidades dos
animais, a primeira € uma requisicdo por uma demanda maior de energia para
lidar com o disturbio, e a segunda € para corrigir o desequilibro idnico que

acompanha essa maior liberagao de energia (BARTON e IWAMA, 1991).

Os efeitos deste tipo de estresse agudo prejudicam o desempenho dos
animais trazendo alteragbes no sistema imune, na osmoregulacdo, no
metabolismo e na reproducdo (PICKERING, 1981; BONGA, 1997; IWAMA et
al., 1997).
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1.2 - Justificativa e Objetivos

Diante do fato de que o Brasil € um produtor potencial de carne de ra em
cativeiro, existe a necessidade de se adequar ao maximo o confinamento as

necessidades dos animais.

RIBEIRO FILHO (1998) afirma que problemas de manejo, deficiéncia
alimentar, instalacbes inadequadas, ma& qualidade da &gua e doencas
provocadas por fungos causa a morte de girinos. Este acontecimento nesta
fase interfere negativamente na criagcdo e pode ser decisivo no insucesso de
um empreendimento comercial (CASTRO e PINTO, 2000).

Com base nestas e outras bibliografias consultadas, que se referem a
produtividade dos ranarios comerciais, entende-se que seria de grande
importancia o estudo da resposta de girinos de ra touro (R. catesbeiana),
submetidos a tipos comuns de estresse que acontecem neste segmento da

aquicultura (hipdxia, captura e transporte).

Uma das maneiras de alcancar esse objetivo e conseqientemente maior
producéo é conhecer os mecanismos de combate ao estresse e suas respostas
biologicas, que sédo importantes para a manutencao da saude e bem-estar dos

animais.
Para tanto, analisou-se os seguintes marcadores bioldgicos:

v Cortisol

v' Glicemia

v' Respostas hematologicas (Er, Ht, Hb, contagem total e diferencial dos
leucécitos, total de trombdcitos e os indices hematimétricos absolutos:
VCM, HCM e CHCM)
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Através da mensuracdo destes marcadores biologicos pretendeu-se
avaliar o nivel de estresse desenvolvido pelos animais diante de estressores

como hipéxia, diferentes métodos de captura e transporte.
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2.1 - Experimento 1 — Captura e Hipo6xia
2.1.1 - Amostragem Bioldgica e Local de Experimentacéo

Foram utilizados 2.700 girinos de ra-touro, R. catesbeiana (Figura 1), no

estagio 31 a 39 de GOSNER (1960), pro-metamorfose, dos quais 72 foram

amostrados para a coleta de sangue. Os animais foram provenientes do

Ranario Experimental do Centro de Aquicultura da UNESP de Jaboticabal
(CAUNESP).

FIGURA 1 - Girino de ra-touro (Rana catesbeiana) utilizado na experimentagéo

Os animais foram aclimatados por 7 dias em tanques de polipropileno
(500 litros), na densidade de 1 girino/litro no Ranéario Experimental do Pdlo
Regional de Desenvolvimento Tecnoldgico dos Agronegécios do Vale do
Paraiba, em Pindamonhangaba-SP (PRDTAVP). Tais tanques contendo 300
girinos cada, foram acondicionados sob protecédo de uma estufa agricola, tendo
sua superficie coberta com plastico polietileno e suas laterais com sombrite
50% (Figura 2).
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FIGURA 2 - Tanques de polipropileno (500 litros) adaptados com sistema hidraulico
para entrada e escoamento da agua em fluxo continuo (A). Estufa
agricola coberta com polietileno e tela sombrite 50% (B)

2.1.2 - Alimentagao e Manejo

Os animais foram alimentados com racdo comercial marca Polinutri®
(45% de proteina bruta, 6% FB e 9% EE), uma vez ao dia, na quantidade de
1% do peso vivo. A agua dos tanques foi trocada, em sua totalidade, véarias
vezes ao dia (sistema de fluxo continuo). A temperatura ambiente, a umidade
relativa do ar e os parametros fisicos e quimicos da agua (temperatura,
condutividade elétrica, pH, oxigénio) foram monitorados diariamente. A amonia
total e o nitrito foram medidos semanalmente com o uso de kit MERCK®, e a
amonia nao ionizada (NH3) foi estimada através de férmula (APHA, 1998). Os
eventuais animais mortos durante o periodo de experimentagdo foram retirados
diariamente dos tanques (periodo da manha) para que ndo prejudicassem a

gualidade da agua.
2.1.3 - Tratamentos

O experimento teve como controle, dados obtidos do sangue de animais
(n = 10) que nao sofreram nenhum tipo de tratamento. Foram retirados do
tanque e imediatamente houve a coleta de sangue, este procedimento ocorreu
em Jaboticabal antes mesmo do transporte dos animais a Pindamonhangaba.
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Os tratamentos conduzidos foram: estresse por captura individual com
puca (Tratamento 1); estresse por captura em massa com puca (Tratamento 2)
e, estresse por captura por escoamento (Tratamento 3), que Sao 0S manejos
tradicionalmente empregados na ranicultura. Cada tratamento foi conduzido

com trés réplicas simultaneas, ordenadas de maneira aleatéria’.

Apds o periodo de aclimatacdo os animais foram sorteados para compor
os tratamentos de forma que cada tanque (réplica) abrigou 300 girinos. De
cada réplica foram analisados 4 individuos (2 normoOxia — coleta imediata de
sangue, e 2 hipoxia — coleta de sangue apés 15 minutos de exposicéo aérea).
Foram realizadas duas coletas com intervalo de 5 dias entre as mesmas
(totalizando 72 girinos em todo o experimento). Apés serem submetidos aos
mecanismos estressores e antes da coleta de sangue os animais voltaram a

agua por 30 minutos (Figura 3).

O tempo de 15 minutos para hipoxia foi escolhido apds realizacdo de
testes preliminares. ApOs este periodo fora da agua o0s animais nhao

sobreviviam quando retornavam ao meio aquatico (Figura 4, Anexo 2).

! Pucé utilizado no tratamento 1 = 15 x 12 cm
Pucé utilizado no tratamento 2 = 30 x 24 cm
Cano de escoamento do tratamento 3 = 2 polegadas
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Tratamento 1 (T1) Tratamento 2 (T2) Tratamento 3 (T3)
Captura individual com Captura em massa com Captura por escoamento
puca puca
11 11 11 11 11 11 11 11 11
& & T & & T & & &
E8 ES E8 E8 ES E2 EB E& EB
cF g= B=E| gF 9= BE= | E2F 2F g5
11 11 11 11 11 11 11 11 11
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
12 animais 12 animais 12 animais

FIGURA 3 - Esquema do delineamento amostral dos tanques contendo girinos de R.
catesbeiana, submetidos aos mecanismos estressores de captura e

hipoxia
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FIGURA 4 — Bandejas plasticas utilizadas para exposicao aérea dos animais

2.1.4 - Coleta de sangue

Para a coleta de sangue os animais eram retirados dos tanques e
submetidos a hipdxia em bandejas plasticas secas por 15 minutos (Figura 4) e,
em seguida, retornavam a agua por mais 30 minutos. Os animais em normoéxia
tinham o sangue coletado logo ap6s a captura. Independente do método de
captura (individual com puca, em massa com puca ou por escoamento) o
procedimento apds a saida do tanque era o0 mesmo. Uma aliquota de sangue
foi retirada por puncdo do vaso caudal com auxilio de agulhas descartaveis e
micropipetas com ponteiras heparinizadas. As coletas foram realizadas sempre
no periodo da manha, respeitando-se o ritmo circadiano dos animais. O sangue
foi utilizado imediatamente apos a coleta para a realizacdo da avaliacdo dos
parametros hematoldgicos, o restante foi armazenado em microtubos de
polipropileno heparinizados e mantido sob resfriamento até a centrifugacao
para a obtencdo do plasma para a realizacdo dos testes de quantificacdo de

cortisol e glicose.
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2.1.5 - Avaliagao dos Parametros Fisiologicos

As aliquotas de sangue (cerca de 100 ulL/animal) utilizadas para as
analises fisiologicas de dosagem dos marcadores biol6gicos foram
centrifugadas a 5.000 rpm, por 5 minutos para a obtencdo do plasma que foi
congelado (-20 °C) até a realizacdo das analises. Parte do plasma obtido foi
destinada aos testes para determinacdo do cortisol plasmatico através do
meétodo Elisa (Active — Cortisol EIA DSL10 — Diagnostic System Labs USA) e, a
outra parte, foi destinada aos testes de glicemia, determinados com kit
LABTEST®.

Cortisol

O procedimento seguiu o principio basico do imunoensaio enzimatico,
onde existe competicdo entre um antigeno ndo marcado e um antigeno
marcado com enzima por um numero fixo de sitios de ligagdo no anticorpo. A
guantidade de antigeno marcado com enzima ligada ao anticorpo é
inversamente proporcional a concentragdo da substancia ndo marcada que
estd sendo analisada na amostra. O material ndo ligado é removido por

decantacgéo e lavagem das cavidades (Principio do Ensaio).

Inicialmente foi aguardado até que todos o0s reagentes e amostras
atingissem a temperatura ambiente (aprox. 25 °C). Preparou-se entdo a
Solucéo de Conjugado Enzimatico diluindo o Concentrado de Conjugado com o
Diluente de Conjugado (1 parte de Concentrado: 50 partes de Diluente). Em
seguida pipetou-se 25 uL de Padrdes, Controles e Amostras nas cavidades
apropriadas e adicionou 100 uL de Solucdo de Conjugado Enzimatico diluido a
cada cavidade utilizando um dispensador semi-automatico. Bateu-se
suavemente no suporte de cavidades por 5-10 segundos. Adicionaram-se
ainda 100 uL de Anti-soro de Cortisol a cada cavidade utilizando dispensador

semi-automatico.
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Apds um periodo de incubacdo a temperatura ambiente (aprox. 25 °C)
por um periodo de 45 minutos com auxilio de agitador ajustado para 500-700
rpm, aspirou-se e lavou-se cada cavidade 5 vezes com a solugéo de lavagem
diluida utilizando uma lavadora de microplacas semi-automatica e em seguida
drenou-se a placa invertendo-a sobre material absorvente. Adicionou-se entao
100 pL de Solugdo de Cromogeno TMB a cada cavidade, incubando
novamente as cavidades por mais 10 a 15 minutos a temperatura ambiente no

mesmo agitador.

Por final adicionou-se 100 uL de Solucdo de Interrupcdo a cada
cavidade, agitou-se suavemente com as maos por 5-10 segundos e realizou-se
a leitura de absorbancia da solucdo presente nas cavidades (30 minutos)
utilizando-se um leitor de microplacas ajustado para 450nm (Figura 5).

O resultado foi expresso em ug/dL e posteriormente transformado em

ng/mL.
Glicose

Da mesma forma aguardou-se até que todos os reagentes e amostras
atingissem a temperatura ambiente (aprox. 25°C). Tomou-se entdo um tubo
como “branco”, um como “padrdo” e outros como “teste”. No branco foi
adicionado 1,0 mL do “Reagente 1", no “padréo” foi adicionado 1 mL de
“Reagente 1” mais 10,0 uL de “Solucdo Padrédo”, e nos tubos testes foram

adicionados 1,0 mL de “Reagente 1” mais 10,0 uL de soro.

Misturou-se vigorosamente o contetdo dos tubos e em seguida estes
foram levados para o banho-maria a 37 °C, durante 15 minutos, tomando-se o
cuidado de manter o nivel da agua acima do conteudo dos tubos. Apds o
tempo de incubacéo procedeu-se a leitura em absorbancia das amostras em

espectrofotometro a 505 nm acertando o zero com o branco (Figura 5). A
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glicose foi estimada pela férmula: Glicose (mg/dL) = absorbancia do teste x
100/absorbéancia do padréo.

ISP e e

| s.

FIGURA 5 - Material e Equipamentos utilizados para leitura de placas de Elisa e
glicemia, kit de cortisol e agitador (A), lavadora (B) e leitora placas de
Elisa (C); kit de glicemia (D), banho Maria (E) e espectrofotbmetro para
leitura de glicemia(F)

2.1.6 - Avaliacao dos Parametros Hematoldgicos

Os parametros hematologicos avaliados e a metodologia seguiram as
recomendacdes internacionais, a saber: numero total de eritrécitos (Er),
contados em camera de Neubauer, utilizando-se a solucdo de Hayem como
diluente; hematdcrito (Ht), pelo método do microhematdcrito, segundo
GOLDENFARB et al. (1971); hemoglobina (Hb), pelo método da

cianometahemoglobina, segundo COLLIER (1944); contagem total e diferencial
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dos leucocitos e total de trombocitos, em extensdes sanglineas coradas por
método de ROSENFELD (1947). Ainda, com os resultados do numero de
eritrocitos, hematdcrito e taxa de hemoglobina foram calculados os indices
hematimétricos absolutos: Volume Corpuscular Médio (VCM = Ht x 10/Er em
fentonlitros), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM = Hb x 100/Er em
picogramas/célula), e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM = Hb x 100/Ht em gramas/dL), segundo WINTROBE (1934). A
metodologia utilizada nestas analises encontra-se descrita no Anexo 1 e o

material utilizado pode ser visualizado na Figura 6.
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FIGURA 6 - Camara de Neubauer (A), esquema do reticulo (B) para a contagem de
glébulos vermelhos (R) e leucdcitos (W); detalhe do reticulo central (C);
microhematocrito e leitor (D), centrifuga de hematécrito (E);
cianometahemoglobina (F), centrifuga de tubos (G) e espectrofotdbmetro
para leitura da hemoglobina (H); confeccdo das extens@es sanguineas
(I), esquema do procedimento da Contagem Diferencial e Total de
Leucécitos e Total de Trombdécitos (J)
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2.2 - Experimento 2 - Transporte
2.2.1 - Procedimentos Experimentais

Foram utilizados girinos de ra-touro, R. catesbeiana, no estagio de pré-
metamorfose, estagio 31 a 39 da tabela de GOSNER (1960), provenientes do
Ranéario Experimental do Centro de Aquicultura da UNESP de Jaboticabal
(CAUNESP).

Inicialmente coletou-se sangue de 9 girinos logo apos a retirada dos
animais dos tanques (momento zero). Em seguida os animais foram
acondicionados em sacos plasticos de polietileno (1,00 X 0,60 m) na densidade
de 3 girinos/litro, preenchidos com 2/3 de agua oriunda de caixas d’agua de
abastecimento do setor de aquicultura e 1/3 de oxigénio. Estes sacos foram
transportados de carro de Jaboticabal a S&o Paulo, em uma viagem com
duracéo de 4 horas. Todo o procedimento (captura, embalagem e transporte)
teve a duracdo de 6 horas (02:00 as 08:00h). Apdés a chegada, os animais
foram aclimatados e divididos em aquarios (1girino/L) de acordo com os
diferentes tempos a serem testados. Os tempos definidos para as coletas de
sangue (grupos) foram: 15, 30, 45, 60, 90 minutos e 24 horas ap0s a chegada

dos animais do ponto de partida.
2.2.2 - Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada no Laboratério de Patologia de
Organismos Aquaticos do Instituto de Pesca em S&o Paulo. Dez animais de
cada grupo foram retirados dos aquarios, respeitando-se 0s tempos amostrais.
De cada individuo extraiu-se uma aliquota que foi armazenada em microtubos
de polipropileno heparinizados e mantidos sob resfriamento até a centrifugacao
para a obtencado do plasma e realizacédo dos testes de quantificacdo de cortisol,

gue seguiram a mesma metodologia descrita anteriormente.
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2.3 - Andlise dos Resultados

Para verificar as diferencas entre os resultados dos dados das variagbes
ambientais, dos parametros fisiolégicos e hematolégicos e dos diferentes
tratamentos, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Tukey. Os resultados foram considerados significativos quando p< 0,05 (ZAR,
1996).
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3.1 - Experimento 1 - Captura e Hipdxia
3.1.1 - Dados bioldgicos e variagcdes ambientais

Durante toda a experimentacdo a mortalidade foi minima representando
1,57% dos animais (41 dos 2.700 girinos). Os organismos utilizados nas
coletas apresentaram peso médio de 9,5 + 1,05 g e comprimento médio de
11,96 £ 1,31 cm.

Em relacdo a temperatura ambiente, podemos observar, com termémetros
de méxima e minima, uma variacdo de 17,0 a 35,9 °C e a umidade relativa do

ar, apresentou média de 75%.

Os resultados referentes ao monitoramento dos parametros fisicos e
quimicos da agua ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa
entre 0s tanques dos diversos tratamentos, que pudessem interferir na

experimentacao. Esses resultados estéo dispostos na Tabela 1.

TABELA 1 - Valores médios e desvio padrdo da temperatura da agua, oxigénio
dissolvido, pH e condutividade elétrica, obtidos nos tanques durante
realizacdo do experimento

T 0. D. pH C.E.

T1 24,03 + 0,70 3,18+ 0,89 6,85+ 0,12 54,97 + 4,48
T2 23,98 + 0,78 3,09 0,83 6,89 + 0,17 55,03 + 4,07
T3 24,07 + 0,79 3,31+ 0,81 6,86 + 0,10 53,71 + 3,55

T1 - tratamento 1 (captura individual com puca)

T2 - tratamento 2 (captura em massa com pucd)

T3 - tratamento 3 (captura por escoamento)

T - temperatura (°C); O.D. - oxigénio dissolvido (mg/L); pH — potencial hidrogenidnico e
C.E. - condutividade elétrica (uS/cm)

Os parametros medidos semanalmente apresentaram resultados
semelhantes (sem diferenca estatisticamente significante), em todos os

tanques independentemente do tratamento aplicado aos animais. A analise da
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amoOnia total teve como resultado meédio 0,05 mg/L, enquanto nitrito ndo foi
detectado em nenhum dos tanques. Com os resultados de amonia total,
temperatura e pH estimou-se a amdnia ndo ionozavel (NH3) que apresentou

resultado médio de 0,19 pg/L.

A presencga de altas quantidades de amdnia seria extremamente maléfica
aos animais do experimento, tendo em vista que, ela se transforma em nitrito e
em nitrato por acéo de bactérias nitrificantes. Esse processo de transformacgao:
amoénia (NHs - toxica) - nitrito (NO - toxico) - nitrato (NO3 - tOxico somente em
altas quantidades) é uma das causas mais comuns de mortalidade em tanques
de girinos (FERREIRA, 2003).

Os parametros fisicos e quimicos da agua apresentados durante o
presente experimento satisfazem os padrdes minimos exigidos para criacdo de
organismos aquaticos, exceto o baixo nivel de oxigénio dissolvido, que
segundo SAMPLE (1994) nao deveria ser (para piscicultura) inferior a 5 mg/L,

fato que, aparentemente, ndo causou mortalidade nos tanques experimentais.
3.1.2 - Anélise de Cortisol

Os valores médios de cortisol plasmatico do grupo controle e dos

diferentes tratamentos durante a 12 e 22 coleta encontram-se na Tabela 2.
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TABELA 2 - Valores médios (X) de cortisol plasmatico (ng/mL) e desvio padréo (DP) de
girinos de ra-touro, R. catesbeiana, submetidos aos mecanismos
estressores de captura e hipoxia, nos diferentes tratamentos e periodos de
coleta (n = 82)

T1 T2 T3
Coleta N H N H N H
Controle
1a 2,20+ 0,50(3,00 £ 2,70|3,20 + 1,90(3,80 = 2,20(3,30 + 1,30|2,50 + 1,10
3,71+ 1,46
a 2,35+1,20|3,60 + 1,20|5,00 + 2,30(2,50 + 2,20(3,10 + 1,60|2,14 + 1,32

T1 — captura individual com pugd; T2 — captura em massa com puc¢é e T3 — captura por
escoamento

(N) Normoxia — coleta de sangue imediata; (H) Hipdxia — coleta de sangue apés 15
minutos de exposicdo ao ar

N&o foi constatada diferenca estatisticamente significativa entre os
distintos tratamentos testados, na 12 e 22 coleta (Tabela 3). Quando os dados
foram ordenados (estabelecimento de postos) estas diferencas significativas

nao foram evidenciadas (Figuras 7 e 8).

TABELA 3 — Anadlise de Variancia (ANOVA) realizada com resultados da
guantificacdo de cortisol plasmatico em girinos de ra-touro.

Fonte de Grau de Soma dos Quadrado Médio
Variacéo Liberdade Quadrados
Tratamentos 5 19,964 3,327
Residuais 50 140,64 2,813
Total 56 160,61
F=1,183
p = 0,330
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Valores de cortisol plasmatico (ng/mL) nos distintos tratamentos e
coletas realizadas durante a experimentacdo com girinos de R.
catesbeiana. O grafico é expresso em Box-plot onde as barras
representam as medianas, as bases e os topos dos retangulos 25 e
75% da amostra, respectivamente

T1 - tratamento 1 (captura individual com puca)

T2 - tratamento 2 (captura em massa com pucd)

T3 - tratamento 3 (captura por escoamento)
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FIGURA 8 - Valores de cortisol plasmatico (ng/mL) obtidos a partir de animais que
foram privados (H) ou ndo (N) de oxigénio nas coletas realizadas
durante a experimentacao com girinos de R. catesbeiana. O gréfico é
expresso em Box-plot onde as barras representam as medianas, as
bases e o0s topos dos retangulos 25 e 75% da amostra,
respectivamente
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O cortisol € um hormbénio necessario para a sobrevivéncia de
organismos estressados (HILL e WYSE, 1989). GUYTON e HALL (2002)
afirmam que estresses significativos estimulam acentuadamente a triade de
liberacdo sequencial de hormonio liberador de corticotropina (CRH), horménio
adrenocorticotropico (ACTH) e cortisol. Fisiologicamente o CRH liberado no
hipotalamo estimula a producédo de ACTH, que por sua vez estimula a liberacéo
de cortisol no coértex-supra-renal. No presente trabalho, valores de cortisol
obtidos ndo evidenciaram quaisquer diferencas entre os trés métodos de
manejo testados, (captura individual com puca, captura em massa com puca ou
captura por escoamento). Em outras palavras, sob este ponto de vista, todos
estes métodos poderiam ser utilizados sem causar substanciais alteragfes na
concentragdo de cortisol circulante e, consequentes danos a saude dos girinos
de R. catesbeiana. Como o método de captura por escoamento é mais rapido e

eficiente ele seria 0 mais indicado para as criagcbes comerciais de ras.

Na literatura, encontram-se valores de cortisol com grande variagéo, fato
gue pode ser atribuido a eventos que afetam a liberacdo do mesmo pelo
organismo, tais como o0 estagio de desenvolvimento e maturacdo sexual,
estacdo do ano, temperatura, ritmo circadiano e o método utilizado para a
coleta do plasma (PANKHURST e SHARPLES, 1992; IWAMA, 1993).

Os valores médios de cortisol plasmatico para girinos de ra-touro obtidos
durante esta experimentagéo variaram de 2,1 a 5,0 ng/mL, mais altos dos que 0s
encontrados por WRIGHT et al. (2003) que variam de 0,8 a 1,08 ng/mL.
Provavelmente nossos resultados foram influenciados pela baixa quantidade de
oxigénio dissolvido nos tanques, e os reportados pelos autores acima, sao
provenientes de experimentos realizados em laboratorio, com fotoperiodo e
condicdes fisicas e quimicas da agua controladas, além de suas determinacdes
terem sido feitas por radioimunoensaio. Ja os valores detectados por KRUG et
al. (1983) variaram de 12 e 22,3 ng/mL, no periodo de pré-metamorfose e
climax, respectivamente. Entretanto, eles reportaram incertezas qualitativas
sobre o material mensurado denominando estas substancias quantificadas de

“material cortisol-like”.
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BARTON e IWAMA (1991) atestam que o padrao de resposta do cortisol,
na maioria das espécies de peixes, apos disturbios agudos consiste em rapida
elevacdo (minutos) seguida de declinio lento (horas ou dias). Além dos
diferentes tipos de captura testados neste estudo, 0 mecanismo estressor
empregado foi, 15 minutos de hipdxia, seguido de 30 minutos de repouso na
agua, antes da extracdo de sangue, com a intencdo de seguir-se 0 modelo
padréo de liberacdo de cortisol em vertebrados, que € de 30 minutos apos o
evento estressor (BARCELLOS et al., 2000; SLOMAN et al., 2001). Contudo,
este tempo para a amostragem néo foi suficiente para evidenciar uma elevacéo
nos valores plasmaticos deste hormonio, sugerindo que estudos adicionais com
guantificacbes em série temporal de cortisol em R. catesbeiana fossem

realizados.

Com base nesta necessidade TEIXEIRA (2007) trabalhando com girinos da
mesma espécie e fase de desenvolvimento, quantificou os valores de cortisol
plasmatico em diferentes tempos (0, 15, 30, 45, 60, 90 minutos), ap0s exposi¢ao
aérea de 15 minutos. Seus resultados indicaram nao haver diferencas
estaticamente significativas entre os valores de cortisol encontrados, sendo que

o valor médio desse hormonio obtido nessa experimentacgéo foi de 3,38 ng/mL.

Entretanto, estudos realizados com peixes (Oncorhynchus mykiss)
submetidos a estresse por exposi¢cao ao ar durante 30 segundos e com coleta
de sangue 30 minutos apos este procedimento, evidenciaram que 0s niveis de
cortisol foram significantemente maiores nos animais que foram expostos ao ar
guando comparados aos niveis dos individuos ndo expostos (SLOMAN et al.,
2001). Ja BARCELLOS et al. (2000) observaram que exemplares de Rhamdia
guelen submetidos a procedimentos de captura e transferéncia de tanque,
apresentaram um pico de cortisol uma hora apds o procedimento. POTTINGER
(1998) em seus estudos simulou disturbios naturais que ocorrem durante a
pesca (captura e exposicdo aérea) de Cyprinus carpio, provocando aumento
nos niveis plasmaticos de cortisol e retorno aos valores basais 24 horas mais

tarde.
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3.1.3 — Analise da Glicemia

Os valores de glicemia dos diferentes tratamentos durante s 12 e 22

coleta encontram-se na Tabela 4.

TABELA 4 - Valores médios (X) de glicose plasmética (mg/dL) e desvio padréo (DP) de
girinos de ré-touro, R. catesbeiana, submetidos aos efeitos estressores de
captura e hipdxia, nos diferentes tempos de coleta

T1 T2 T3

Coleta N H N H N H

18 67,67 + 24,16| 99,80 + 19,46 | 62,00 + 30,82 | 55,80 + 42,58 | 68,50 + 43,04 | 49,33 + 7,61

22 80,00 + 34,42 92,40 £ 19,71 | 56,67 + 32,72 | 89,00 + 17,35 |104,33 + 22,30| 87,33 + 35,35

T1 —captura individual com puca; T2 — captura em massa com puca e T3 — captura por
escoamento(N) Normodxia — coleta de sangue imediata; (H) Hipdxia — coleta de sangue
apos 15 minutos de exposicao ao ar

Assim como nos resultados das determinagcbes de cortisol ndo foram
constatadas diferencas estatisticamente significativas entre os distintos
tratamentos testados, entre os dados da 12 e 22 coleta (Tabela 5). Quando os
dados foram ordenados (estabelecimento de postos) estas diferencas néao
evidenciadas (Figura 9 e 10).

TABELA 5 - Valores de significancia (F e P) dos resultados estatisticos obtidos pela
analise de variancia (ANOVA) nos distintos tratamentos, coletas e
animais que foram ou nao privados de oxigénio

F p
Tratamentos 12 coleta 1,73 0,16
Tratamentos 22 coleta 0,93 0,48
12 coleta e 22 coleta 1,52 0,20
Normoéxia e Hipoxia 1,03 0,44

p — nivel de significancia
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FIGURA 9 - Valores de glicose plasmatica (mg/dL) nos distintos tratamentos e
coletas realizadas durante a experimentacdo com girinos de R.
catesbeiana. O grafico é expresso em Box-plot onde as barras
representam as medianas, as bases e os topos dos retangulos 25 e
75% da amostra, respectivamente
T1 - tratamento 1 (captura individual com puca)

T2 - tratamento 2 (captura em massa com pucd)
T3 - tratamento 3 (captura por escoamento)
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FIGURA 10 - Valores de glicose plasmatica (mg/dL) obtidos a partir de animais que
foram privados (H) ou ndo (N) de oxigénio nas coletas realizadas
durante a experimentacdo com girinos de R. catesbeiana. O gréafico
€ expresso em Box-plot onde as barras representam as medianas,
as bases e os topos dos retangulos 25 e 75% da amostra,
respectivamente
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WIJAYAN et al. (1991; 1994) afirmam que a elevacdo da glicemia em
peixes, como resposta ao estresse, deve-se a acdo das catecolaminas que
estimulam a glicogendlise, enquanto que a manutencdo destes altos niveis de

glicemia € mantida pelo cortisol, que age ap6s a adrenalina.

A hiperglicemia &, em geral, observada em animais expostos a algum
tipo de estimulo adverso (POTTINGER et al.,, 1999). Entretanto, da mesma
maneira que o0 cortisol, ndo se sabe ao certo em quanto tempo ocorreria um

pico de glicose, ap6s um estimulo de estresse, para R. catesbeiana.

Os valores médios encontrados para este parametro na literatura séao

bem distintos e encontram-se resumidos na Tabela 6.

TABELA 6 - Valores médios (X) de glicose plasmatica de anuros do género Rana

Autor / Espécie Variacao de glicemia
Presente trabalho / R. catesbeiana 49,33 a 104,33 mg/dL
SMITH (1954) / R. temporaria 38+ 1,4 mg%
WRIGHT (1959) / R. catesbeiana 13,51 mg%
BYRNE e WHITE (1975) / R. catesbeiana 40 e 50 mg%
HUTCHISON e TURKEY (1975) / R. pipiens 24,5 + 3,0 mg%
WANG e CHANG (1994) / R. catesbeiana 20 a 64 mg/dL
STEFANI (1996) / R. catesbeiana 48,97 a 55,86 mg%
COPPO et al., 2005/ R. catesbeiana 50 + 12 mg/dL
TEIXEIRA 2007 / R. catesbeiana 9,31 a 30,87 mg/dL

Segundo HERMAN (1977) as diferencas nos niveis de glicose
sangilinea, entre as espécies, podem ser atribuidas as diferencas de manejo,
procedimento de amostragem e/ou método analitico utilizado. A mesma
hipbétese pode ser aplicada aos distintos valores encontrados dentro da espécie

em estudo, devendo-se levar em consideracdo ainda, a questdo do estagio de
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desenvolvimento (girino X rd adulta) e a presenca ou ndo de um estimulo

estressor.
3.1.4 - Parametros hematoldgicos

Os resultados dos parametros hematologicos (Ht, Hb e Er) obtidos nas
duas coletas estdo descritos na Tabela 7. Com os resultados do numero de
eritrocitos, hematdécrito e taxa de hemoglobina foram calculados os indices
hematimeétricos absolutos: Volume Corpuscular Médio (VCM = Ht x 10/Er em
fentonlitros), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM = Hb x 100/Er em
picogramas/célula), e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM = Hb x 100/Ht em gramas/dL) (Tabela 8).

TABELA 7 - Valores médios (X) e erro padrdo da média (EPM) dos parametros
hematolégicos (Ht, Hb e Er) de girinos de ré-touro, R. catesbeiana,
submetidos aos efeitos estressores de captura e hipoxia

Ht Hb Er

X + EPM X + EPM X + EPM
12 coleta
T1(N) 22,70+6,03 6,52+0,45 44,42+3,38
T1(H) 29,70+1,69 5,43+0,37 55,00+7,07
T2 (N) 33,82+2,88 6,25+0,45 53,00+4,05
T2(H) 30,15+2,56 5,76x0,38 55,50+8,62
T3(N) 32,74£1,71 6,17+0,32 46,92+12,6
T3(H) 25,94+2,66 5,40+0,04 46,9215,33
22 coleta
T1(N) 34,83+0,96 5,75+0,29 50,33+6,69
T1(H) 32,13+0,76 5,35+0,36 44,33+9,79
T2 (N) 30,78+2,19 5,65+0,46 58,17+11,4
T2(H) 32,18+2,13 5,92+0,42 42,25+12,2
T3(N) 28,60+4,23 5,62+0,53 48,17+7,60
T3(H) 29,03£1,96 5,70+0,36 50,92+6,59
F 1,06™ 0,55™° 0,33™
Ht - hematdcrito (%); Hb — taxa de hemoglobina (g/100 mL); Er — nimero de eritrocitos
(10*/mm3)

T1- Tratamento 1 — captura individual com puca; T2- Tratamento 2 — captura em massa
com pucd; T3- Tratamento 3 — captura por escoamento

(N) Normoxia - coleta de sangue imediata; (H) Hipdxia — coleta de sangue no tempo de
15 minutos de exposicdo ao ar ° — néo significativo

42 Dissertacéo



Guilherme Casoni da Rocha Resultados e Discussao

TABELA 8 - Valores médios (X) e erro padrdo da média (EPM) dos os indices
hematimétricos absolutos (VCM, HCM e CHCM) de girinos de ré-touro,
R. catesbeiana, submetidos aos efeitos estressores de captura e hipdxia

VCM HCM CHCM
X + EPM X + EPM X + EPM

12 coleta
T1(N) 529,04+156,24 152,94+10,38 19,69+0,42
T1(H) 564,18+94,40 102,35+7,70 19,39+2,28
T2 (N) 658,55+85,42 120,41+14,09 17,75%0,28
T2(H) 573,94+36,59 110,5948,38 19,89+1,82
T3(N) 988,56+248,27 242 77451,17 19,32+0,15
T3(H) 599,14+80,27 130,81+18,17 21,86+2,27
22 coleta
T1 (N) 694,69+55,99 106,62+7,13 16,99+1,00
T1(H) 1158,61+402,04 197,17+71,46 16,62+1,05
T2 (N) 750,37+278,25 150,38+50,29 18,44+2,36
T2(H) 1273,65+365,5 220,44+72,30 17,84+1,00
T3(N) 757,87+236,79 133,10+£29,46 20,13+2,27
T3(H) 651,14+129,14 106,90+15,20 18,67+0,74
F 0,93™ 0,97™ 0,53"°

VCM- volume corpuscular médio (ft); HCM — hemoglobina corpuscular média (pg/cel);
CHCM - concentracdo de hemoglobina corpuscular média (%)

T1- Tratamento 1 — captura individual com puca; T2- Tratamento 2 — captura em massa
com puga; T3- Tratamento 3 — captura por escoamento

(N) Normoxia - coleta de sangue imediata; (H) Hipoxia — coleta de sangue no tempo de
15 minutos de exposicdo ao ar

NS _ ndo significativo

Apd6s a andlise de variancia ndo foram evidenciadas diferencas
significativas entre os parametros hematolégicos dos animais submetidos ao

estresse dos distintos tratamentos testados, da 12 e 22 coletas e entre os

animais que foram ou nao privados de oxigénio.

Os resultados da contagem diferencial de leucdcitos (linfocitos,
neutrofilos, basofilos, eosindfilos e mondcitos) realizada nas extensdes

sangliineas em microscopio de luz sdo representados pelas Figuras 11 e 12.
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FIGURA 11 - Valores médios (X) e erro padrdo da média (EPM) dos parametros
hematoldgicos de girinos de ré-touro, R. catesbeiana, submetidos aos
efeitos estressores de captura e hipoxia. T1 —captura individual com
pucd; T2 — captura em massa com pucd e T3 — captura por
escoamento. (N) Normoxia — coleta de sangue imediata; (H) Hipdxia
— coleta de sangue apés 15 minutos de exposicdo ao ar; Lf% -
porcentagem de linfocitos; Nt% - porcentagem de neutréfilos; Lf abs -
namero absoluto de linfécitos e Nt abs - numero absoluto de
neutrofilos
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FIGURA 12 - Valores médios (X) e erro padrdo da média (EPM) dos parametros
hematoldgicos de girinos de ré-touro, R. catesbeiana, submetidos aos
efeitos estressores de captura e hipoxia. T1 —captura individual com
pucd; T2 — captura em massa com pucd e T3 — captura por
escoamento. (N) Normoxia — coleta de sangue imediata; (H) Hipdxia
— coleta de sangue apés 15 minutos de exposicdo ao ar; Bs% -
porcentagem de basdfilos; Es% - porcentagem de eosindfilos; Bs abs
- numero absoluto de baséfilos e Es abs - ndmero absoluto de
eosindfilos

A analise de variancia nao evidenciou diferencas significativas entre os
paradmetros hematologicos dos animais submetidos ao estresse dos distintos
tratamentos testados, da 12 e 22 coletas e entre os animais que foram ou nao

privados de oxigénio.

Trabalhos na mesma linha realizados por PICKERING et al. (1982)
utilizando truta (Salmo trutta) e ELLSAESSER e CLEM (1986) utilizando catfish
(Ictalurus punctalus), também n&o observaram diferengas significativas quanto
ao numero de eritrocitos e demais parametros hematologicos. Entretanto,
KEBUS et al. (1992) e IWAMA (1993) afirmam que a imunodeficiéncia
resultante da resposta ao estresse apresenta correlacdo negativa com a
elevacao do cortisol plasmético, levando a diminuicdo do nimero de linfocitos

circulantes. Ainda, PICKERING et al. (1982) observaram que um simples
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estresse de manejo de 2 animais causou linfopenia em Salmo trutta apos 8

horas e que foram necessarias 72 horas para recuperacao aos niveis basais.

FERREIRA (2002) e MARCANTONIO (2005) relatam que os leucdcitos
mais abundantes no sangue de girinos de R. catesbeiana sdo os linfocitos.
Este mesmo resultado foi encontrado no presente trabalho: Lf = 91,85 + 0,57%.
Os demais leucécitos quantificados foram: NT = 1,36 + 0,38 %; Bs = 5,18 +
0,48 % e Es = 1,65 £+ 0,20 %, ndo foram detectados mondcitos. Os resultados
obtidos na contagem de leucécitos estdo muito proximos aos de FERREIRA
(2002): Lf = 88,0 £ 1,4%; NT = 3,8 + 0,9%; Bs =5,8 + 0,7%; Es =2,0+£0,3% e
Mn = 0,4 + 0,1% e também se assemelham com os de FRANCA (2007) que
trabalhou com imagos recém metamorfoseados: Lf = 82,64 + 2,86%; Nt = 8,61
+1,98%; Bs = 6,38 £ 1,45%; Es = 1,82 £ 0,41% e Mn = 0,56 £ 0,24%.

Para efeitos comparativos os resultados de FRANCA (2007), DIAS
(2006) e COPPO (2003) relatando valores médios encontrados em individuos
de R. catesbeiana em diferentes estagios de desenvolvimento sé&o

apresentados na Tabela 9.
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TABELA 9 - Valores médios (X) e erro padrdo (EPM) de parametros hematoldgicos de
ra-touro, R. catesbeiana

AUTOR/ESTAGIO DE PARAMETRO HEMATOLOGICO
DESENVOLVIMENTO
Ht Hb Er VCM HCM CHCM
PRESENTE 30,22 + 5,92 + 49,66 + 732,1+ 147,87 + 18,88 +
TRABALHO (girino) 1,39 0,15 2,05 97,44 19,40 0,60
COPPO (2003) 30,10 6,80 + 42,00 709,00 157,00 23,30
(adulto) 1,48
DIAS (2006) (adulto) 30,17 + 9,73 + 47,67 + 713,59 + 234,77 + 32,72 +
1,92 0,34 8,96 9,46 0,33 1,72
FRANCA (2007) 15,94 + 3,20 + 29,53 + 5845+ |[117,0+14,0| 20,23+
(girino) 1,87 0,43 6,02 87,4 2,93
FRANCA (2007) 19,76 + 5,33 + 28,38 + 688,2 + 191,24 + 28,01 +
. 1,93 0,25 3,09 49,9 10,0 2,80
(imago)
TEIXEIRA (2007) 18,33 + 3,67 + 25,43 + 816,05 + 158,89 + 2281+
. 2,51 0,49 3,68 111,71 23,99 3,76
(girino)

Ht - hematdcrito (%); Hb — taxa de hemoglobina (g/100 mL); Er — nimero de eritrocitos
(10*/mm?®); VCM — volume corpuscular médio (fL); HCM — hemoglobina corpuscular
média (pg/cel); CHCM — concentracao de hemoglobina corpuscular média (%)

Comparando-se os valores de hematécrito e hemoglobina encontrados
no presente trabalho (Ht = 30,22 £ 1,39 % e Hb = £ 0,15 g/dL) com o de outros
trabalhos podemos observar que nossos valores sdo semelhantes aos
encontrados por CATHERS (1997) e COPPO (2003) em R. catesbeiana (Ht =
22,00 + 5,00 % e Hb = 4,7+0,9 g/dL) e (Ht = 30,10 % e Hb = 6,80 + 1,48 g/dL)
respectivamente.
espécies, Rana tigrina (Ht = 19,5 — 31,8 % e Hb = 3,87-6,22 g/dL) estudado
por SINGH (1978) e Bufo sp. (Ht = 36 — 44 %) por COPPO (2001) também

apresentam resultados préximos.

Quando comparamos nossos resultados com outras
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Ja TEIXEIRA (2007) trabalhando com girinos da mesma espécie e do
mesmo estagio de desenvolvimento, e submetendo estes organismos ao
estresse por densidade (1, 5 e 10 girinos/L) e hipoxia, reportou uma reducao no
namero de linfécitos, neutrofilos e eosindfilos aos 12 dias de experimentacéo,

mas sem prejuizo a saude dos animais.

Mesmo nao tendo sido modificada pelos mecanismos estressores
testados as informagdes coletadas séo valiosas para analise e composigéo dos
valores hematoldgicos basais, ou considerados normais, para organismos
desta espécie. Trata-se de um ponto de partida para futuras comparacdes com
animais submetidos a condi¢cdes adversas. Entretanto, a partir destes dados
pouco se pode inferir sobre animais em situacado de estresse, pois trabalhos

nesta linha de pesquisa ainda sdo escassos.

3.2 - Experimento 2- Transporte

Os valores médios de cortisol plasmatico dos animais submetidos ao
estresse causados por transporte (4 horas), nos diferentes tempos de coleta

estao apresentados na Tabela 10 e na Figura 13.

TABELA 10 — Valores médios (X) de cortisol plasmatico (ng/mL) e desvio padrédo (DP)
de girinos de ra-touro, R. catesbeiana, submetidos ao mecanismo
estressor de transporte, nos diferentes tempos de coleta

Mz oT 15T 30T 45T 60T 90T 24h

Cortisol 3,71+ | 267+ | 471+ | 453+ | 295+ | 2,35+ | 289+ | 229+

(ngimL) | 146 | 140 | 215 | 245 | 129 | 240 | 045 | 059

MZ- antes do transporte; OT- momento zero apdés transporte; 15T- 15 minutos apoés
transporte; 30T- 30 minutos apods transporte; 45T- 45 minutos apés transporte; 60T- 60
minutos apos transporte; 90T- 90 minutos apds transporte; 24T- 24 horas apdés
transporte
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FIGURA 13 - Valores médios (X) e desvio padrao da média (EPM) da
quantificac@o de cortisol plasmético (ng/mL) de girinos de
ré-touro, R. catesbeiana, submetidos ao efeito estressor
de transporte. MZ - antes do transporte; OT - momento
zero apos transporte; 15T - 15 minutos apos transporte;
30T - 30 minutos apos transporte; 45T - 45 minutos apos
transporte; 60T - 60 minutos apds transporte; 90T - 90
minutos apds transporte; 24T - 24 horas apoés transporte

A analise estatistica indicou ndo haver diferencas significativas nos
valores de cortisol plasmético dos animais expostos ao estresse por transporte
nos diferentes tempos de coleta, nem mesmo quando comparados aos de

animais que néo sofreram esse tipo de estresse.

Apesar de o transporte representar um grande problema a piscicultura,
onde sdo observadas alteracdes na liberagéo de cortisol e glicose (ARENDS et
al., 1999; GOMES et al., 2003; BRANDAO et al., 2006), esse fato ndo ocorreu
com girinos de ré-touro, submetidos a esta situacdo de estresse neste ultimo

experimento.

Singularmente, para estes organismos € provavel que, as diferencas
entre a 0os parametros fisicos e quimicos da agua (pH, condutividade elétrica,
alcalinidade e dureza total, amonia, nitrito, nitrato, fosforo, cloretos, ferro, entre

outros), do ponto de origem e o destino, e condi¢cdes inadequadas de
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aclimatacdo representem maiores prejuizos aos animais do que o proprio
transporte (FERREIRA, 2003).

Dados de qualidade de 4gua de ranarios comerciais analisadas por este
mesmo autor demonstram que girinos de ra-touro sédo mais resistentes do que
a maioria dos peixes, em relacdo as condi¢cdes da agua em que vivem. Essa
condicao fisiologica faz com que alguns anfibios sejam conhecidos como
"homebodies", termo que faz referéncia a grande capacidade adaptativa
desses animais a condi¢cbes adversas (SCHUYTEMA et al., 1991; BUENO-
GUIMARAES, 1999 e FERREIRA, 2002). Essa capacidade de adaptacéo foi
observada no decorrer dos experimentos, durante todo o tempo em que 0sS
animais foram mantidos nos tanques de polipropileno no Ranéario Experimental,
pois o nivel de oxigénio dissolvido da agua (3,20 + 0,20 mg/L) foi abaixo do
recomendado (5,00 mg/L) para criacdo de organismos aquaticos e nao foi

observada mortalidade.

3.3 - Consideracgfes Finais

A maior parte dos anfibios e répteis reage aos agentes estressores com
um aumento dos niveis dos horménios corticosteréides no plasma (LANCE,
1990; GUILLETTE JR. et al., 1995; TYRRELL e CREE, 1998). Contudo, uma
variacdo de reagfes ao mesmo estimulo pode ocorrer em relacdo ao tipo de
resposta, as taxas apresentadas e ao tempo de duracdo dessas respostas.
Essas variagO0es da ativacdo adrenocortical demonstram uma sensibilidade
diferente no eixo hipotdlamo — glandulas pituitarias — supra-renais (adrenais)
aos estressores e sdo denominadas modulacdo adrenocortical (WINGFIELD e
ROMERO, 2001).

Diferencgas fisiologicas entre individuos, sexo, idade, estado reprodutivo,
doencas, status social podem interferir na modulacdo adrenocortical dos
animais (GRASSMEN e HESS, 1992; DUNLAP e SCHALL, 1995; KNAPP e
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MOORE, 1996). O efeito do estresse pode variar também de acordo com a

carga genética do animal.

VariacOes de temperatura, umidade (diferentes nas estagdes do ano),
disponibilidade de alimento, qualidade da agua, e condi¢cdes gerais podem
resultar em diferencas na modulac&o adrenocortical em populagdes distintas de
uma mesma espécie (DUNLAP e WINGFIELD, 1995; MOORE e JESSOP,
2003). Em relacdo a minimizacdo dos efeitos das variantes acima citadas,
desenvolveu-se o experimento do presente estudo, sob a protecdo de uma
estufa agricola, tendo sua superficie coberta com plastico polietileno e suas
laterais com sombrite, a fim de evitar grandes variacbes de temperatura e
umidade relativa do ar. Nao houve diferengas na oferta de alimento entre os
tanques, e a qualidade da agua se manteve semelhante entre todos os
tratamentos e suas réplicas. Dessa forma, tentou-se reduzir alguns dos fatores

ambientais que poderiam interferir nos resultados.

VariacOes significativas nos valores de cortisol e glicose, que foram
observados em outros estudos com organismos aquaticos (peixes), ndo foram
observadas neste trabalho, o que seria esperado como reacgfes frente as

situacdes estressantes de captura, hipoxia e transporte.

Estes estimulos estressores ja foram testados em outros trabalhos
(BARTON e IWAMA, 1991; WIJAYAN et al. 1991; 1994; BARCELLOS et al.,
2000; SLOMAN et al., 2001), e os animais submetidos a eles apresentaram
diferencas significativas em relagdo aos parametros analisados, mostrando-os
eficientes em provocar estresse com consequente liberagéo de cortisol seguido
de hiperglicemia. Em girinos de R. catesbeiana nenhum experimento testando
estes estressores havia sido realizado. A maior parte das conclusdes relativas
a modulacao adrenocortical nestes organismos sdo baseados em observagfes
comportamentais (DUELLMAN e TRUEB, 1986; LIMA e AGOSTINHO, 1992;
FERREIRA et al., 2001) e, por esse motivo, utilizou-se outras classes de
vertebrados (peixes, répteis), além de outras espécies de anfibios para

comparacao de resultados.
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Uma possivel causa para a falta de aumento dos parametros testados
seria uma opcéao fisioldégica do organismo (“recurso”) que ao invés de promover
uma resposta adrenocortical imediata, mantém os niveis hormonais estaveis,
como no exemplo estudado por JESSOP et al. (1999; 2000) com tartarugas
verdes (Chelonia mydas); e VALVERDE et al. (1999a), que observou em
tartarugas marinhas (Lepidochelys olivacea) em periodo reprodutivo essa falta
de resposta. Os animais em periodo de desova morriam sem apresentar
respostas adrenocorticais ao agente estressor a que estavam sendo
submetidos (superaguecimento). Uma resposta adrenocortical imediata iria
promover sua sobrevivéncia naquele momento, mas provavelmente iria
prejudicar a reproducao, e por esse motivo a resposta adrenocortical foi inibida
nao permitindo uma maior sobrevida ao animal, mas permitindo que ele
pudesse reproduzir-se mesmo na presenca do superaquecimento (VALVERDE
et al., 1999h).

Ainda, VALVERDE et al. (1999a; 1999b) verificaram que tartarugas
verde-oliva (Lepidochelys olivacea) apresentaram uma resposta adrenocortical
baixa quando o agente estressor foi a captura e exibiram niveis muito altos de
corticosterona quando foram expostas a um desafio com ACTH evidenciando

rotas fisiol0gicas distintas para estas situagdes.

Os girinos do experimento ndo apresentaram a resposta adrenocortical
classica, talvez em fungcdo dos prejuizos que essas respostas poderiam lhe
trazer durante o desenvolvimento, jA& que o0s produtos desta resposta
interfeririam diretamente nos processos de crescimento e metamorfose, como

citado anteriormente.

Um exemplo da atuacdo fisiologica do estresse em anfibios & a
possibilidade de alteracdes na formacdo cutanea dos girinos, tendo em vista
gue, os corticéides atuam em antagonismo com os horménios tireoidianos nos
estagios larvais iniciais, mas depois sinergizam com estes mesmos hormoénios
na aceleracdo da metamorfose e em especial na queratinizacdo, e nas ultimas

fases, na diferenciacao da pele dos girinos (MILLER, 1996). Outras acdes que
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se destacam e que poderiam sofrer interferéncia dos produtos do estresse
seriam: a capacidade dos glicocorticoides destes animais em induzir apoptose
em linfécitos larvais durante a reorganizacdo do sistema imune proximo a
metamorfose (ROLLINS-SMITH et al.,, 1997) e o fato de terem sua
metamorfose adiantada em casos de estresse causados por privacdo de
alimento e grande manipulacdo (ROSENKILDE, 1985). Este ultimo processo
também apresenta relagdo direta com o custo beneficio e a produtividade das

criacdes comerciais.
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De acordo com os resultados do presente trabalho pode-se concluir que:

A quantificacdo de cortisol plasmatico por Elisa (DSL10) é apropriada

para anuros da espécie Rana catesbeiana.

Os marcadores biolégicos de estresse avaliados (cortisol, glicemia e
parametros hematoldgicos) ndo apresentaram alteracfes estatisticamente
significativas em seus valores, tanto para o estresse provocado por captura e
hipéxia quanto por transporte, 0 que seria esperado para outras classes de

organismos aquaticos.

Entretanto, deve-se ressaltar, que o fato de nao haver diferengas
significativas nos parametros avaliados pode indicar: que os estimulos
estressores testados nao foram adequados para elevar os valores plasmaticos
dos marcadores biolégicos (cortisol e glicose), ou talvez que o padrdo de
resposta a estes estimulos estejam expressos tissularmente (cortisol tecidual),
pois 0 aumento extremo do hormoénio cortisol ou em outro nivel hormonal

(corticosterona) interfere diretamente na metamorfose destes animais.

Devido a falta de pesquisas definindo quais os niveis basais de cortisol e
glicose nas diferentes fases de vida de girinos de R. catesbeiana, o presente
trabalho contribui também neste sentido, sendo importante para futuras
comparacoes. Ratifica-se que outros estudos mensurando estes e outros
marcadores biolégicos devam ser realizados para complementar as
informacdes sobre estresse ligado ao manejo fisico em criagdes comerciais de

ra-touro.
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Anexo 1
Contagem de Eritrécitos (Er)

O método utilizado para a contagem dos eritrécitos foi o visual, em
camara hematimétrica de Neubauer. Esta camara consiste em uma lamina
retangular de vidro espesso contendo dois reticulos na porgcdo central,
separados longitudinalmente por um sulco profundo sobre a lamina.
Transversalmente, quatro sulcos limitam trés plataformas. A central, onde estdo
os reticulos, encontram-se deprimida 0,1mm em relacdo as laterais, dando a
profundidade da camara, limitada superiormente por uma laminula especial
adaptada firmemente sobre as plataformas laterais. O reticulo, na camara
melhorada de Neubauer, é um quadrado de 3mm de lado e 9mm? de
superficie, dividido em 9 &reas de 1mm?, exceto quatro laterais e o da area
central, esta dividida em 25 quadrados de 1/25mm?, sendo cada um destes
subdividido em dezesseis quadradinhos de 1/400mm? totalizando 400

quadradinhos e 0,1mm?® na &rea central.

Inicialmente foram colocados 400 pL do diluente Hayen em tubo
eppendorf. A este contetdo foram adicionados 2 pL de sangue, resultando em
uma diluicdo final de 1:200. Em seguida agitou-se por dois minutos e, entéo,
com auxilio de micropipeta, preencheu-se cada reticulo da camara de
Neubauer. A contagem foi feita no aumento de 40x. Apds a contagem em cada
reticulo, foi calculada a média do numero de células e o resultado foi expresso

em n° células x 10mm? de sangue.

Obs. Solucéo de Hayen

0,6 g de bicloreto de mercurio
5,0 g de sulfato de sadio

1,0 g de cloreto de sédio
200,0 mL de agua destilada
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*Conservar em geladeira a 4°C
Determinacdo do Hematdcrito (Ht)

A determinacdo do hematdcrito (Ht) foi feita através da técnica de
microhematocrito, segundo GOLDENFARB et al. (1971). Foi preenchido um
tubo capilar com sangue, em seguida vedado em uma das extremidades com
massa de modelar e levado a centrifuga a 12.500 rpm, durante cinco minutos.
Na centrifugacao, os eritrocitos foram compactados na parte inferior do tubo e
mostrados o volume por eles ocupado em relacédo ao sangue total. A seguir, foi
feita a leitura com auxilio do cartdo padrdo. O resultado foi dado em

porcentagem ou volume.
Determinacdo da Taxa de Hemoglobina (Hb)

A determinagdo da taxa da hemoglobina (Hb) € uma dos meios mais
simples e usual como indicador de anemias e foi realizada pelo método da
cianometahemoglobina, segundo COLLIER (1944). Com pipeta automatica
foram colocados 5 mL de cianometahemoglobina em tubo de ensaio e em
seguida adicionou-se 20 yuL de sangue. Depois de homogeneizado, aguardou-
se por um periodo de 15 minutos. A amostra foi entdo levada a centrifuga a
3.500 rpm, durante 5 minutos. Em seguida, a amostra foi colocada em cubetas
de cristal e levada ao espectrofotbmetro (a 540 nm), para ser realizada a
leitura. O aparelho foi previamente calibrado com solugéo padréo (branco). O
valor encontrado em transmitancia foi transformado em absorbancia pela

seguinte féormula:

2-logX x fator de correcéo, onde:

X=valor encontrado por espectrofotometria

Fator de correcdo= 40,86 previamente calculado pela curva de
calibragao

O resultado final foi dado em g/dL
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indices Hematimétricos Absolutos

Em hematologia existem trés indices hematimétricos absolutos que
servem para avaliar e classificar morfologicamente o sangue dos animais em
geral. Com os valores do numero de eritrécitos, hematocrito e taxa de
hemoglobina foram calculados os seguintes indices hematimétricos, segundo
WINTROBE (1934):

- Volume Corpuscular Médio (VCM) permite avaliar o volume dos

eritrocitos;

VCM = Hematdcrito x 10 = fL

n° Eritrocitos

Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) permite medir o peso da

hemoglobina existente nos eritrécitos;

HCM = taxa de hemoglobina x 10 = pg/célula

n° Eritrocitos

Concentracado de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) permite

medir o peso da hemoglobina em100 ml de sangue;

CHCM = Taxa de hemoglobina x 100 = %
Hematocrito

Obs. Solucéao de Cianometahemoglobina
0,2 g de fericianeto de potassio

1,0 mg de bicarbonato de sédio

0,05 g de cianeto de potassio

1000,0 mL de agua destilada
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*Conservar em geladeira a 4°C

Confeccédo das extensdes sanguineas

Para cada animal foram feitas duas laminas de extensdes sangiineas.
Previamente, as laminas foram lavadas com agua e sab&do, enxaguadas com
agua e colocadas em alcool/éter (1:1). Procedeu-se em seguida a secagem

dessas laminas com papel absorvente.

As primeiras aliguotas de sangue destinadas a avaliagdo dos
parametros hematolégicos foram colocadas em uma das extremidades da
lamina, em seguida com outra lamina, com os cantos recortados, colocada em
frente a goticula e em angulo de 45° sobre a lamina inferior, fez-se um
movimento para frente de modo a deslizar e espalhar a goticula de sangue
(Figura 5). Depois de prontas, as extensdes foram coradas com o corante de
ROSENFELD (1947), sendo cobertas por 10 gotas deste corante, ficando de
trés a cinco minutos em repouso. Em seguida, foi colocada a mesma
guantidade de agua destilada e homogeneizado com um bastdo. Apds 10
minutos as laminas foram lavadas com agua corrente, e secas a temperatura

ambiente.

Contagem Total de Leucécitos (CTL) e Contagem Total de Trombdcitos
(CTT)

A Contagem Total de Leucécitos (CTL) e a Contagem Total de
Trombdcitos (CTT) foi realizada nas extensdes sanguineas, em microscopio de
luz comum, com obijetiva de imersao (100x) onde foram contadas 2.000 células
(englobando eritrocitos, leucdcitos e trombocitos) das quais marcou-se a
guantidade de leucécitos e trombadcitos. A contagem foi feita em todo o corpo
da extensdo, movimentando-se a lamina em “zig-zag”, contando um campo e

em seguida o campo aleatério seguinte. Através de uma regra de trés,

73 Dissertacéo



Guilherme Casoni da Rocha Anexo

considerando-se o numero total de células contado na camara de Neubauer,
calculou-se o numero total de leucdcitos e de trombocitos. A partir deste
célculo, calculou-se os valores absolutos de cada leucécito, baseado em sua
porcentagem (HRUEB e SMITH, 1998).

Contagem Diferencial de Leucé6citos (CDL)

A Contagem Diferencial de Leucdcitos (CDL) foi realizada nas extensdes
sanguineas em microscopio de luz comum, com objetiva de imersao (100X)
onde foram contados 200 leucdcitos (neutréfilos, eosindfilos, basofilos,
linfécitos e mondcitos) dos quais marcou-se a propor¢cao existente entre as
distintas variedades de leucdcitos. A contagem foi feita em todo o corpo da
extensdo, movimentando-se a lamina em “zig-zag”, contando um campo e em
seguida o campo logo seguinte. O numero de cada elemento foi expresso em
porcentagem, obtendo-se, desta forma, o valor relativo. O valor absoluto foi
calculado por uma regra de trés, partindo-se da contagem total de leucécitos e

do valor relativo de cada elemento.

Obs. Corante Rosenfeld

A técnica de coloracdo ROSENFELD (1947) € uma mistura de corantes:
0,97 g Giemsa em po

0,53 g May-Griunwald em pé

1.000 mL Metanol

Obs. Solugéo de heparina:
1,0 mL de solugao de heparina (5.000 Ul) ( Liquemini ®)
50,0 mL de solucéo salina 0,7%

* Conservar em geladeira a 4°C
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Anexo 2

Ensaios Preliminares para determinagcdo do tempo da exposicao aérea

Segundo BARCELLOS et al. (2000) 60 segundos de hip6xia sé&o
suficientes para a liberacdo de cortisol em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), organismos cuja respiracdo da-se por via branquial. Para girinos de
R. catesbeiana que além da respiracdo branquial apresentam 30% de
respiracdo cutanea, houve a necessidade de se trabalhar com um intervalo
maior. Este intervalo de tempo foi definido a partir de testes preliminares
realizados pela equipe de trabalho, onde se avaliou a sobrevivéncia e
performance dos animais (grupos de 10 girinos) submetidos a hipoxia em
intervalos de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. Cada grupo de animal era
colocado sobre uma superficie imida (plastico com uma lamina d’agua) e seca
(folha de papel). Ap6s os intervalos de tempo pré-estabelecidos, os animais
eram reconduzidos aos aquarios para recuperacdo. Observou-se que 0s girinos
colocados em superficie seca quando submetidos a 5 minutos de hipoxia ja
nao mais respondiam quando recolocados na agua, ou seja, apresentavam-se
moribundos e/ou com movimentos natatérios lentos. Quanto aos animais
colocados em superficie imida a recuperagdo passou a nao ocorrer a partir de
20 minutos de hipdxia, com o6bito de 70% apdés 1 hora de recuperacgao.
Baseado nos resultados deste ensaio estabeleceu-se 15 minutos de hipoxia
para 0s girinos a serem testados, acreditando-se que este intervalo seja
suficiente para a liberagédo de cortisol mediante o estimulo agudo estabelecido,
e posterior recuperacdo do animal para a retirada de sangue e processamento

das analises.
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