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1. Resumo

AlteracOes ambientais de curta ou longa duracdo causam modificacbes comportamentais e
fisioldgicas com as quais os animais tém de conviver. A luminosidade, por exemplo, € uma
condicdo ambiental essencial para a sobrevivéncia dos peixes, pois regula muitas atividades e
padrbes fisiologicos desses animais. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi testar o efeito da
intensidade luminosa sobre o perfil hematolégico no ciclideo ornamental amazénico,
Aequidens pallidus. Para isso, 0s espécimes foram mantidos sob condicédo de isolamento por
oito dias e submetidos a dois niveis de intensidade luminosa- menor: 271 + 100 Ix e maior:
1.628 + 113 Ix (n=7 / cada). Antes e ap0s o periodo de isolamento, os animais foram
anestesiados por imersdo em eugenol (64 pL/L) para a realizacdo das medidas biométricas e
coleta de sangue. Foi analisado o perfil hematologico por meio do hematdcrito, concentragdo
de hemoglobina, nimero de eritrocitos (RBC) e indices hematimétricos (VCM, HCM e
CHCM). Os valores médios para hematécrito, hemoglobina, RBC, VCM, HCM e CHCM
foram semelhantes aos encontrados para outros ciclideos. Além disso, ndo houve diferenca
significativa nos parametros hematoldgicos entre a maior e menor intensidades luminosas, 0
que indica que a condicdo ambiental ndo atuou como um agente estressor. Foi encontrada uma
diminuicdo nos valores de hematdcrito e HCM entre o primeiro e o oitavo dia para ambos 0s
tratamentos experimentais. Este resultado pode ser atribuido ao isolamento social que, em
peixes territoriais, atua como um estressor. Assim, conclui-se que a maior intensidade
luminosa ndo atingiu o nivel critico para espécie, podendo ser utilizada na aquariofilia, pois

ndo afeta os parametros hematoldgicos dos animais.

Palavras-chave: luminosidade, hematologia, peixes.



2. Introducéo

A avaliacdo de indices hematoldgicos permite 0 monitoramento das respostas dos
organismos frente a diferentes agentes estressores, tais como, deficiéncia nutricional, infeccédo
por agentes patogénicos, poluicdo e alteracdo de parametros fisicos ambientais (Conte 2004).
O ambiente aquatico, por exemplo, tem sofrido continuas modifica¢Oes estruturais (Barrella et
al. 2000) que podem atuar como um estressor, afetando variaveis fisioldgicas e
comportamentais dos peixes, particularmente os parametros sanguineos (Sloman et al. 2002;
Sneddon et al. 2006, Carvalho et al. 2012; Obemeata et al. 2012). Isso é sugerido devido a
relacdo da hematologia com o metabolismo energético, a respiracdo e 0s mecanismos de
defesa (Caruso et al. 2005).

O aumento nas variaveis hematoldgicas, tais como, hematdcrito, concentracdo de
hemoglobina e nimero de eritrécitos indica maior capacidade de transporte de oxigénio pelo
sangue, na tentativa de suprir o aumento da demanda energética, sendo este um indicador
importante do estresse (Tavares-Dias e Moraes 2004). Ja a reducdo, sugere que a capacidade
de transportar oxigénio esta comprometida, podendo diagnosticar anemia e gravidade no
estado de saude do peixe (Chagas e Val 2003; Silva et al. 2012). Além disso, esses
parametros estdo relacionados ao bem estar dos organismos que pode ser manifestado na sua
taxa de crescimento (Yaji e Auta 2007).

Atualmente, pode-se notar uma gradativa perda da qualidade ambiental aquatica
causada por acdo humana, que se reflete também em outros grupos animais. Por exemplo, a
destruicdo das matas ciliares pode causar reducdo do nivel de 4gua, aumento da produtividade
primaria (biomassa perifitica), da temperatura e da luminosidade (Barrella et al. 2000; Bojsen
e Barriga 2002). Os fatores ambientais também sdo essenciais em préaticas de aquicultura,
podendo expor os animais a baixa qualidade de agua, variacbes de luminosidade e de
temperatura (Baldisserotto 2002; Livengood e Chapman 2007). As condi¢bes ambientais de
estocagem e comercializacdo de espécies ornamentais também devem ser consideradas, pois
0s peixes sao submetidos a uma série de situacdes que atuam como potenciais estressores (ex.
Waichman et al. 2001), podendo gerar uma reducdo na produtividade com o aumento na
ocorréncia de doencas e mortalidade (Conte 2004).

A luminosidade é uma condicdo ambiental essencial para a sobrevivéncia dos peixes,
pois regula muitas atividades e padrdes fisiolégicos desses animais (Helfman 1993; Biswas et
al. 2002; Reynalte-Tataje et al. 2002; Almazan-Rueda et al. 2005; Rick e Bakker 2008). A luz

também é o principal fator responsavel pelo controle do ritmo bioldgico dos organismos



(Volpato e Trajano 2006; Zhdanova e Reebs 2006), mas quando muito intensa e/ou
prolongada pode ser irritante e prejudicial para os peixes, tornando-se um potencial estressor
(Boeuf e Le Bail 1999; Stefansson et al. 2002). De fato, Almazan-Rueda et al. (2005) e Cruz
e Brown (2009) mostraram que diferentes fotoperiodos afetam variaveis indicadoras de
estresse em Clarias gariepinus e Oreochromis niloticus. No entanto, estudos avaliando a
intensidade luminosa como um agente estressor séo incipientes.

Diante do exposto, a manutencdo da luminosidade em condi¢Ges adequadas pode
reduzir o estresse dos animais em cativeiro, propiciando maior qualidade no processo de
manejo animal e melhorias no sistema de criacdo de peixes com um maior rendimento e bem
estar dos individuos. Estudos que relacionem fatores ambientais ao bem estar dos peixes sdo
necessarios para adequacdo de condicdes de criacdo e estocagem, pois esse conhecimento
vem para moldar normas de boas praticas, linhas de orientacdo e legislacdo (Galhardo e
Oliveira 2006).

Apesar da grande importancia comercial, estudos relacionando o efeito de fatores
abioticos sobre indicadores de estresse em espécies ornamentais sdo escassos. Aequidens
pallidus Heckel 1840 foi escolhida, pois € uma epécie muito comum no entorno da cidade de
Manaus, principalmente em igarapés (Buhrnheim 2002; Claro-Jr 2002; Sousa 2002). Além
disso, 0 género Aequidens apresenta espécies com captura permitida para fins ornamentais
(Brasil 2012), sendo assim, muito apreciada na aquariofilia devido ao seu padréo de coloracéo
que apresenta manchas e linhas caracteristicas. Diante disso, o presente estudo busca
colaborar com o conhecimento de respostas a alteracbes ambientais e determinacdo de
condicdo de cultivo adequada para a espécie, tendo como objetivo avaliar o efeito da
intensidade luminosa sobre o perfil hematoldgico no ciclideo amazdnico, A. pallidus.

3. Objetivos
3.1 Geral

- Testar se a intensidade luminosa atua como um agente estressor em juvenis de
Aequidens pallidus.
3.2 Especificos

- Analisar se a maior intensidade luminosa afeta os pardmetros hematoldgicos
(hematocrito, concentracdo de hemoglobina, nimero de eritrdcitos e indices hematimétricos)

em juvenis de A. pallidus.



- Testar o efeito da intensidade luminosa na taxa de crescimento especifico em juvenis de

A. pallidus.

4. Material e Métodos
4.1 Aclimatacéo e Manutencdo dos Animais

Os exemplares de Aequidens pallidus foram coletados em corpos d’ agua no km 25 da
Estrada Manoel Urbano (AM 070), proximo ao municipio de Iranduba. Apds isso, 0s
espéecimes foram aclimatados e mantidos no laboratorio de Fisiologia (UFAM) em caixa de
polietileno de 310 L (1 animal/5L). Durante esse periodo, a temperatura foi mantida em média
+ 28 °C, a intensidade luminosa em 182 + 10,3 Ix e o fotoperiodo em 12L:12D (07:00 h as
19:00 h). Filtros bioldgicos permitiram que a qualidade da agua permanecesse em niveis
adequados e os animais foram alimentados com racdo comercial (32% de proteina) oferecida
até a saciacao duas vezes ao dia (inicio da manha e final da tarde).

Inicialmente foi sugerido o estudo com a espécie Laetacara fulvipinnis, no entanto, a
coleta dos individuos desta espécie foi inviavel. Dessa maneira, exemplares de mesma familia
(Cichlidae) foram coletados. Assim, foi realizada a identificacdo para confirmacdo do género
e espécie do animal. As atividades experimentais foram realizadas com individuos da espécie
Aequidens pallidus (Figura 1) sustentando a proposta inicial de avaliar parametros
hematoldgicos diante de diferentes niveis de intensidade luminosa em um representante da

familia Cichlidae.

Figura 1. Espécimes de Aequidens pallidus.

3.2 Delineamento experimental
Foi avaliado o perfil hematol6gico por meio da analise do hematdcrito, concentracao
de hemoglobina, numero de eritrocitos e parametros hematimétricos em juvenis de A.

pallidus. Para isso, os espécimes foram mantidos sob condicéo de isolamento por oito dias e



submetidos a dois niveis de intensidade luminosa: menor: 271+100 Ix e maior: 1.628 + 113 Ix
(n=7/ cada).

A meédia da intensidade luminosa em cada condicdo experimental foi obtida a partir de
15 pontos amostrados no aquario. A maior intensidade de luz foi emitida por duas lampadas
fluorescentes de 15 W fixadas a 7,5 cm da superficie da dgua do aquario (Figura 2A).
Enquanto a menor intensidade a partir da iluminacdo convencional do laboratério (Figura
2B). A intensidade luminosa foi mensurada com o auxilio de um luximetro digital portatil

para averiguacao da constancia de luz emitida pelas lampadas.
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Figura 2. Tratamento de maior (A) e de menor (B) intensidade luminosa.

Os aquarios (50 X 40 X 30 cm ~ 60L) foram revestidos externamente por plastico azul
opaco em trés laterais para evitar contato visual com animais de aquarios vizinhos no
laboratdrio. A cor azul sera utilizada porque reduz o estresse em outra espécie de ciclideo,
Oreochromis niloticus (Volpato e Barreto 2001).

A qualidade da &gua foi mantida por meio de filtro biolégico, aeracdo constante e
controle de pH, am6nia e nitrito. A temperatura da agua foi controlada para 27 °C e a
alimentacdo dos animais consistiu de racdo para peixes tropicais na propor¢cdo de 2% da
biomassa oferecida duas vezes ao dia.

Antes e apds o periodo de isolamento, os animais foram anestesiados por imersdo em
eugenol (64 pL/L) para a realizacdo das medidas biométricas e coleta de sangue. A coleta de
sangue foi precedida por 12 horas de jejum, sendo as amostras destinadas a analise de
parametros hematoldgicos por serem considerados indicadores de estresse (Tavares-Dias et al.
2000). O peixe foi considerado anestesiado quando ocorrer perda postural (Figura 3), falta de
reacdo motora a estimulo e manutencdo da ventilacdo, critérios compativeis com o estégio Il
de anestesia, como descrito por Iwama et al. (1989) para a truta arco-iris. O sangue foi

coletado por puncdo do vaso caudal (0,1 ml por coleta), com a utilizacdo de seringas
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descartaveis de 1 ml contendo anticoagulante (EDTA). O tempo de anestesia e coleta de
sangue, assim como o tempo de recuperacdo do animal foram registrados, a fim de detectar

possiveis influéncias dessas manipulagdes nas variaveis fisiologicas analisadas.
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Figura 3. Animal considerado anestesiado, devido a perda de postural, falta de reacdo motora

a estimulo e manutencdo da ventilacdo (estagio Il de anestesia).

As andlises hematoldgicas foram realizadas imediatamente ap6s a coleta de sangue. A
contagem de eritrocitos (RBC, milhdes/mm? sangue) foi feita por meio de leitura Optica em
camara de Neubauer, em amostras de sangue fixadas em formol-citrato, conforme o método
habitual utilizado para peixes. A concentragdo de hemoglobina sanguinea (Hb, g/dL) foi
analisada pelo método da cianometahemoglobina (Kampen e Zijlstra 1964). E o hematdcrito
(Ht, %) determinado pelo método do microhematdcrito (Goldenfarb et al. 1971), onde os
tubos capilares foram centrifugados a 13000 rpm por 6 minutos. Os indices hematimétricos
absolutos, ou seja, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados de
acordo com Wintrobe (1934).

Crescimento

O crescimento individual dos animais foi avaliado pela taxa de crescimento especifico
(TCE), que ¢ a taxa instantanea de crescimento obtida de uma unidade de peso em um periodo
de tempo definido (Wootton 1998).

TCE = [InPf - InPi / At] .100 , onde: Pi= peso inicial do animal; Pf= peso final do
animal; At= 08 dias.

Analise dos Dados



Foi analisada a existéncia de valores discrepantes, onde os dados foram testados
quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancia pelo teste F
max (Zar 1999). Os indices hematoldgicos (contagem de eritrdcitos, concentracdo de
hemoglobina, hematocrito e indices hematimétricos) e a TCE entre os diferentes niveis de
intensidade luminosa foram comparados por teste t independente (teste paramétrico) ou por
Mann-Whitney (teste ndo paramétrico). Além disso, foi feito um teste de correlacdo
(coeficiente de Spearman) entre o tempo de coleta e os pardmetros hematoldgicos. Foi
considerado p < 0,05 para significancia estatistica. Todas as analises foram baseadas em Zar
(1999) e Siegel e Castellan (2006).

3.3 Nota Etica

Este estudo estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi submetido a
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAM, Manaus, AM.

5. Resultados

Durante o tratamento de menor e maior intensidade luminosa a anestesia dos animais
foi registrada apos 248 + 128 s de imersdo em eugenol. A coleta de sangue foi realizada em
166 + 105 s e a recuperacdo dos animais em 355 + 127s. O peso corporal e 0 comprimento
padrdo dos animais foram semelhantes entre os tratamentos (Tabela 1) e ndo houve diferenca
significativa entre o primeiro e oitavo dia ha menor e maior intensidade luminosa (teste t
dependente, d.f.= 6; t= 2,248; p >0,065). Além disso, ndao houve diferenca na taxa de
crescimento especifico entre a maior e a menor intensidade luminosa (teste t independente, t=
-0,81; p=0,43).

Tabela 1. Média (+ desvio padrdo) do peso corporal (g) e comprimento padrdo (cm) nos

tratamentos de menor e maior intensidade luminosa.

Parametros biométricos Menor intensidade Maior intensidade
Peso (g) 35,8+ 5,4 449+ 122
Comprimento padrdo (cm) 9,55+ 0,58 10,07 £ 0,97

N&o houve diferenca significativa nos parametros hematologicos entre tratamentos de

maior e menor intensidade luminosa para o primeiro e oitavo dia (Teste t dependente, t=

10



2,205; p >0,069; Figura 4). No entanto, foi observada reducdo no hematocrito durante o
periodo de isolamento em ambos os tratamentos experimentais (teste t dependente, t= 2,366; p
<0,0001; Figura 4A). Na avaliacdo dos indices hematimétricos houve diferenca significativa
apenas na hemoglobina corpuscular média (HCM), onde foi encontrada uma diminui¢éo nos
valores do oitavo dia na menor intensidade luminosa (teste ndo-paramétrico Wilcoxon, z=
2,366; p <0,0001; Figura 5B). Ja para os valores de hemoglobina, RBC, volume corpuscular
médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) ndo foram
observadas diferencas entre o inicio e fim do isolamento (teste ndo-parametrico Wilcoxon, z=
1,859; p<0,062).
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Figura 4. Média (x desvio padrdo) de hematocrito (%; A), hemoglobina (g/dL; B) e RBC
(10%/uL; C) na menor e maior intensidade luminosa. Asterisco indica diferenca significativa

entre os periodos de observacdo em cada tratamento (teste t dependente, t= 2,366; p <0,0001).
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Figura 5. Média (+ desvio padrdo) dos indices hematimétricos (VCM- A; HCM- B; CHCM-
C) avaliados na menor e maior intensidade luminosa. Asterisco indica diferenca significativa

entre os periodos de observacdo (teste ndo-paramétrico Wilcoxon, z= 2,366; p <0,0001).

6. Discussao
Os valores médios para hematocrito, hemoglobina, RBC, VCM, HCM e CHCM foram
semelhantes aos descritos para outros ciclideos (Tabela 3), tais como, Tilapia rendalli

(Tavares-Dias e Moraes 2003), Astronotus ocellatus (Lima et al. 2010), lranocichla
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hormuzensis (Daneshvar et al. 2012) e Oreochromis niloticus (Ueda et al. 1997). As pequenas
variagOes observadas podem ser atribuidas a caracteristicas intra ou inter especificas, e/ou a

metodologia utilizada (Tavares-Dias e Moraes 2003).

Tabela 3. Média (x desvio padrdo) de hematdcrito (Htc), hemoglobina (Hb), contagem de
eritrécitos (RBC), hemoglobina corpuscular média (HCM), volume corpuscular médio

(VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) de diferentes espécies de

ciclideos.
Ciclideos Htc (%)  Hb (g/dL) RBC VCM HCM (ng) CHCM Referéncia
(10%pL) (um? (%)
Aequidens pallidus 269+27 510x12 148+10 253+139 44,0£20,0 19,1+495 Presente estudo
Astronotus ocellatus - 47+19 - 129+425 - 19,8 £ 8,6 Lima et al.
(2010)
Iranocichla hormuzensis 26,9 + 6,67+146 096+038 307+118 79.2+31,6 26,0+0,06 Daneshvar et
5,15 al. (2012)
Oreochromis niloticus 27,8 + 7,04+0,38 235+0,12 118+353 30,3+1,64 257+1,72 Ueda et al.
1,62 (1997)
Tilapia rendalli 29,2+6,9 7,3+40 - - - 239+8,0 Tavares-Dias e
Moraes (2003)

De acordo com Tavares-Dias e Moraes (2004) em situacOes estressoras 0 aumento nas
variaveis hematoldgicas indicaria maior capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue, na
tentativa de suprir o aumento da demanda energética causada pela exposicdo ao estresse. No
entanto, a intensidade luminosa nédo interferiu no perfil hematolégico de Aequidens pallidus,
pois os valores de hematdcrito, hemoglobina, RBC, VCM, HCM e CHCM foram semelhantes
entre os tratamentos. Uma possivel explicacdo é que a maior intensidade luminosa (1.628 +
113 Ix) e o tempo de exposicdo a mesma ndo atingiu o nivel critico para a espécie e, portanto,
equivale ao intervalo 6timo de luminosidade para Aequidens pallidus.

Os resultados obtidos também podem evidenciar que a avaliagdo apenas da
hematologia pode ndo ser satisfatoria para ponderar o estresse causado pela intensidade
luminosa em A. pallidus (ex. Wendelaar-Bonga 1997). Assim, sugere-se que as variaveis
bioquimicas sdo igualmente vitais nas estratégias de adaptacdo ambiental em peixes (Moraes
2002) e, portanto, podem ser utilizadas como indicativos de estresse em estudos futuros. De
fato, a exposicao ao estresse promove um aumento nos niveis circulantes de catecolaminas e

cortisol, dando origem a um conjunto de altera¢des no organismo (Barcellos et al. 2000).
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O cortisol ¢ um horménio glicocorticoide, conhecido como “’hormoénio do estresse’’
que atua junto com as catecolaminas em alteracGes fisioldgicas do animal, desempenhando
papel fundamental na adaptacdo metabolica do peixe requerendo grande demanda energética
em situacOes cronicas de estresse como, por exemplo, a exposicdo prolongada a alta
intensidade de luminosidade (Barcellos et al. 2000). Desse modo, uma proposta de iniciacéo
cientifica pretende avaliar os pardmetros bioquimicos como indicador de bem estar em
animais, 0 que gera resultados mais precisos sobre o estado de salde e bem estar de peixes
submetidos a diferentes condi¢cdes ambientais (ex. isolamento social e intensidade luminosa).

Em ambas as intensidades luminosas foram observadas redugdo do hematdcrito entre o
primeiro e oitavo dia de isolamento. Também foi observada diminui¢do do HCM na menor
luminosidade. Esta diminuicdo nos parametros sanguineos tem sido observada em vérias
espécies submetidas a fatores estressantes, indicando que a capacidade de transporte de
oxigénio esta comprometida, o que afeta o estado de saude do animal e pode ser usado como
indicativo de anemia (Chagas e Val 2003; Silva et al. 2012; Silveira et al. 2009).

Tendo em vista que a intensidade luminosa ndo atuou como agente estressor, 0
resultado observado provavelmente é uma resposta fisiolégica ao estresse causada pelo
iIsolamento social a que os animais foram submetidos durante o experimento. Segundo
Baerends e Baerends VVan-Roon (1950) a familia Cichlidae apresenta espécies territoriais com
organizacdo social baseada na hierarquia de dominancia. Estas espécies apresentam um
repertorio diversificado de comportamentos agonistico quando agrupados, onde é definida por
confronto uma hierarquia de dominancia e submissdo (Merighe et al. 2004).

O isolamento social para animais territoriais atua como um agente estressor e aumenta
0 nivel de agressdao. O aumento da agressividade representa uma vantagem frente aos
oponentes, podendo alargar a chance de vencer confrontos contra intrusos (Gomez-Laplaza e
Morgan 2000). De fato, Goncalves-de-Freitas e Mariguela (2006) mostraram um aumento na
agressividade em Astronotus ocellatus, submetidos ao isolamento. Além disso, Barbosa et al.
(2009) verificaram que esta condicdo provoca um maior consumo de oxigénio em tilapia-do-
Nilo, Oreochromis niloticus.

Diante do exposto, os resultados evidenciam que a intensidade luminosa ndo atua
como um estressor, no entanto, o isolamento social afeta o perfil hematologico em Aequidens
pallidus. Desse modo, os resultados obtidos contribuem para a avaliagdo de técnicas de
aquariofilia, onde a manipulacdo da luminosidade é muito utilizada para realcar a coloracdo
de peixes e manter plantas cultivadas em aquérios (Franca 2007). Além disso, 0 presente

estudo contribui para o estabelecimento de valores de referéncia da hematologia em A.
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pallidus e poderdo ser utilizados como base para comparagdo com dados desta espécie

submetida a outras condi¢bes ambientais.
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