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1. Resumo
Alteracbes da luminosidade ambiental podem gerar situacdes potencialmente
estressoras e, portanto, o controle desse fator abidtico é de grande importancia para
a manutencao do estado de saude e bem estar em peixes. Assim, este estudo tem
por objetivo testar o efeito da intensidade luminosa sobre parametros bioquimicos
em juvenis de Aequidens pallidus. Para isso, os animais foram mantidos sob
condicdo de isolamento por oito dias e submetidos a dois niveis de intensidade
luminosa: menor: 228+38,6 Ix e maior: 1377,06£670,47 Ix (n=12 / cada). No inicio e
ao fim do periodo de isolamento, os animais foram anestesiados por imersdo em
eugenol (64 pL/L) para a realizagdo das medidas biométricas e coleta de sangue. Os
niveis plasmaticos de glicose (mg.dL™), triglicerideos (mg.dL™1), colesterol (mg.dL?) e
proteinas totais (g.dL?) foram obtidos por meio da utilizacdo de kits enzimaticos-
colorimétricos especificos. Durante a manipulacdo dos animais o tempo de
anestesia foi registrado em 220+£73,6s, a coleta de sangue em 163+106 s e a
recuperacdo do animal em 356+126s. Os animais utilizados tiveram em média
41,014,779 e 10,2+0,5cm. Os valores médios para os parametros bioquimicos foram
semelhantes aos encontrados para outro ciclideo. Além disso, foi observada uma
reducdo nos valores da glicose, triglicerideos e proteina total no final do periodo de
isolamento no tratamento de menor luminosidade. No tratamento de maior
intensidade luminosa, a glicose e o triglicerideo também apresentaram reducdo. No
entanto, ndo foi observada diferenca entre os tratamentos experimentais, o que
indica que a luminosidade n&o atua como um estressor. Assim, pretende-se
colaborar com o conhecimento de respostas fisiolégicas frente a alteracbes
ambientais e a avaliacdo de condicdo de cultivo adequada para uma espécie de

ciclideo ornamental amazonico.
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2. Introducéo

A luminosidade € uma condicdo ambiental essencial para a sobrevivéncia dos
peixes, pois regula muitas atividades e padrdes fisioldgicos desses animais (Helfman
1993; Biswas et al. 2002; Reynalte-Tataje et al. 2002; Almazan-Rueda et al. 2005;
Rick e Bakker 2008). A luz € o principal fator responsavel pelo controle do ritmo
biolégico dos organismos (Volpato e Trajano 2006; Zhdanova e Reebs 2006) e
apresenta diferentes efeitos na taxa de crescimento e no desenvolvimento larval
(Imsland et al. 2006; Mendonca et al. 2009). Esse fator ambiental também atua no
controle da atividade alimentar (Biwas et al. 2006), na reproducdo (Biwas et al.
2005), no comportamento agressivo (Almazan-Rueda et al. 2004) e na
osmorregulacdo (Wendelaar-Bonga 1997; Gutierre 2011).

Alta taxa de luminosidade pode ser irritante e prejudicial para os peixes,
tornando-se um potencial estressor (Boeuf e Le Bail 1999; Stefansson et al. 2002).
Mendonca et al. (2009) e Bizarro (2013) mostraram que diferentes fotoperiodos
afetam variaveis indicadoras de estresse em Oreochromis niloticus e Colossoma
macropomum. NoO entanto, existem poucos estudos avaliando a intensidade
luminosa como um agente estressor (ex. Carvalho 2009).

Na aquicultura a manutencéo de fatores ambientais € essencial, uma vez que
pode expor os animais a baixa qualidade de agua, variagbes de luminosidade e de
temperatura (Baldisserotto 2002; Livengood e Chapman 2007). As condi¢des
ambientais de estocagem e comercializacdo de espécies ornamentais também
devem ser consideradas, pois 0s peixes sao submetidos a uma série de situacdes
gue 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). De fato, a manutencdo inadequada da luminosidade em
sistemas de criacao pode gerar situacdes estressoras desencadeando alteracdes na
fisiologia de peixes (Hawkins e Anthony 1981; Almazan-Rueda et al. 2005;
Karakatsouli et al. 2008) e, portanto, o controle dessa condicdo é de grande
importancia para o estado de saude e bem estar destes animais.

A exposicdo a um agente estressor gera uma série de alteracdes bioquimicas e
fisiologicas que fornecem o aporte necessario para reestabelecimento homeostatico
do animal. Nessas situagfes a primeira opcdo do peixe € mudar de ambiente
(Baldisserotto 2002), no entanto, nem sempre estes animais podem tomar essa

iniciativa. Quando nédo se tem para onde fugir (ex. ambientes limitados ou cativeiros)
5



7

a resposta é iniciada a partir da liberacdo das catecolaminas (ex. adrenalina e
noradrenalina) imediatamente a exposicao ao estresse devido a inervagao simpatica
das células cromafinicas. A presenca das catecolaminas promove a diminuicdo do
balanco hidromineral, isso se deve ao aumento no fluxo sanguineo nas branquias
que promove 0 aumento das trocas i6nicas (Wendelaar-Bonga 1997). Além disso,
gera um aumento nos niveis séricos de glicemia devido a liberacdo de corticoides
em condicao de estresse (Barcellos et al. 2000; Silva 2008).

Com continuo estimulo ao hipotalamo ocasionado pelos estressores, a liberagéo
do fator liberador de corticotrofina (CRH) é acarretada gerando a liberacdo do
cortisol no tecido interrenal (Wendelaar-Bonga 1997). O cortisol € um horménio
glicocorticéide, conhecido como “horménio do estresse” que atua junto com as
catecolaminas em alteracdes fisiolégicas do animal desempenhando papel
fundamental na adaptacdo metabdlica do peixe requerendo grande demanda
enérgetica em situacdes cronicas de estresse como, por exemplo, a exposicao
prolongada a alta intensidade de luminosidade (Barcellos et al. 2000).

Silva et al. (2012) também verificou que o colesterol é encontrado em niveis
baixos sob estresse podendo indicar o consumo para obtengédo de pregnenolona,
que € precursora na sintese de cortisol. Além disso, altos niveis de glicose sao
mantidos apdés acdo das catecolaminas e por atuacdo do horménio do estresse
(Barcellos et al. 2000). De fato, estudos mostraram que o cortisol diminui a resposta
dos hepatdécitos a insulina, aumentando assim o nivel de glicose circulante (Vijayan
et al. 1994). Segundo Wendelaar-Bonga (1997), o cortisol ainda promove alteracées
no balanco hidromineral, proteinas musculares, funcdo imune e crescimento de
peixes.

De fato, animais aquaticos sdo constantemente expostos a alteracdes ambientais
(ex. hipoxia, temperatura, pH, luminosidade e concentracdo idnica) que podem
afetar variaveis fisiologicas (Marcon 1996; Moraes 2002; Sloman et al. 2002;
Sneddon et al. 2006; Carvalho et al. 2012; Silva et al. 2012; Obemeata et al. 2012,
Bizarro 2013), promovendo ajustes bruscos que requerem grande demanda
energética. Assim, Tavares-Dias et al. (2009) revela que essas variaveis podem ser
utilizadas como indicadores biolégicos no monitoramento da salude dos peixes
expostos a alteracdes fisicas ambientais.

Parametros hematolégicos em peixes (ex. hematdcrito, concentracdo de

hemoglobina e numero de eritrécitos) indicam a capacidade de transporte de
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oxigénio pelo sangue que supre o aumento da demanda energética, podendo sugerir
uma situacdo estressora (Tavares-Dias e Moraes 2004). Varidveis bioquimicas
plasmaticas (ex. glicose, colesterol, proteinas totais e triglicerideos) representam
respostas secundarias a estressores, pois desencadeiam uma série de ajustes
metabdlicos e, portanto, atuam como indicadores de gasto energético (Selye 1978;
Wendelaar-Bonga 1997; Tavares-Dias et al. 2000). Diante do exposto, 0
conhecimento de variaveis hematolégicas e bioquimicas permite o controle de
fatores que afetam o estado fisiologico e o bem estar em peixes.

Uma espécie do género Aequidens foi escolhida, pois estudos mostraram que a
intensidade luminosa afeta o comportamento agressivo (PIB-B/0020/2013) e, desse
modo, sugere-se que pode afetar a fisiologia. Esse género possui espécies muito
comuns no entorno da cidade de Manaus, principalmente em igarapés (Buhrnheim
2002; Claro-Jr 2002; Sousa 2002). Além disso, apresenta espécies com captura
permitida para fins ornamentais (Brasil 2012), sendo assim, muito apreciada na
aguariofilia devido ao seu padrdo de coloracdo que apresenta manchas e linhas
caracteristicas.

Compreender a fisiologia das espécies, suas respostas frente a diferentes
alteracbes ambientais e as técnicas de criacdo, permitem o aprimoramento de
melhores condi¢cdes de cultivo (Silveira et al. 2009). Segundo Galhardo e Oliveira
(2006), estudos gque relacionem fatores ambientais ao bem estar dos peixes séo
necessarios, pois esse conhecimento vem para moldar normas de boas praticas,
linhas de orientacgdo e legislacdo. Apesar da grande importancia comercial, estudos
relacionando o efeito de fatores abidticos sobre indicadores de estresse em espécies
ornamentais sdo pouco conhecidos. Diante disso, o presente estudo busca colaborar
com o conhecimento de respostas fisiologicas frente a alteracbes ambientais e a
determinacao de condi¢cdo de cultivo adequada para a espécie, tendo como objetivo
testar se a intensidade luminosa atua como um agente estressor em juvenis de

Aequidens pallidus.

3. Material e Métodos
Aclimatacao e Manutengéo dos Animais
Os exemplares de Aequidens pallidus (Figura 1) foram coletados em corpos
d’ agua da propriedade Trés Irmaos localizada na Rodovia AM 070, municipio de

Iranduba-AM. Apos isso, 0s espécimes foram aclimatados e mantidos no Laboratério
.



Experimental de Fisiologia e Comportamento de Animais Aquaticos (UFAM) em
caixa de polietileno de 310 L (1 animal/5L). Durante esse periodo, a temperatura foi
mantida em média de 28 °C, a intensidade luminosa em 182+10,3 Ix e o fotoperiodo
em 12L:12D (07:00 h as 19:00 h). Filtros biolégicos permitiram a manutencdo de
niveis adequados de qualidade de agua e os animais foram alimentados com uma
racdo comercial (32% de proteina) oferecida duas vezes ao dia (inicio da manha e

final da tarde).
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Figura 1. Exemplar de Aequidens pallidus.

Delineamento Experimental

Foram avaliados os niveis plasméaticos de glicemia, colesterol, triglicerideos e
proteinas totais em juvenis de Aequidens pallidus. Os espécimes foram mantidos
sob condicdo de isolamento por oito dias e submetidos a dois niveis de intensidade
luminosa: menor: 228+38,6 Ix e maior: 1377,06£670,47 Ix (n=12 / cada; Figura 2).

PN A

Figura 2. Tratamento experimental de menor (A) e maior (B) intensidade luminosa.

A média da intensidade luminosa em cada condi¢cdo experimental foi obtida a
partir de 15 pontos amostrados no aquario. A maior intensidade de luz foi emitida por
duas lampadas fluorescentes de 7 W fixadas a 7,5 cm da superficie da agua do

aquario. A menor intensidade foi obtida a partir da iluminacdo convencional do
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laboratorio. A intensidade luminosa foi mensurada com o auxilio de um luximetro
digital portatil para averiguacéo da constancia de luz emitida pelas lampadas.

Os aquarios (50 X 40 X 16 cm ~ 32L) foram revestidos externamente por plastico
azul opaco em trés laterais para evitar contato visual com animais de aquarios
vizinhos no laboratério. A cor azul foi utilizada porque reduz o estresse em outra
espécie de ciclideo, Oreochromis niloticus (Volpato e Barreto 2001).

A gualidade da agua foi mantida por meio de filtro biolégico, aeracdo constante e
controle de pH, amoénia e nitrito. A temperatura da agua foi controlada para 27 °C e a
alimentacdo dos animais consistiu de racao para peixes tropicais na proporcéo de
2% da biomassa oferecida 2 horas antes do término do periodo de luz.

Os animais foram selecionados de maneira aleatoria e submetidos a condi¢céo
experimental. Antes e apds o periodo de isolamento, os peixes foram anestesiados
por imersdo em eugenol (64 uL/L) para a realizacdo das medidas biométricas e
coleta de sangue. A coleta de sangue foi precedida por 12 horas de jejum. O peixe
foi considerado anestesiado quando ocorreu perda postural, falta de reacdo motora
a estimulo e manutencédo da ventilacdo, critérios compativeis com o estagio Il de
anestesia, como descrito por lwama et al. (1989) (Figura 3) para a truta arco-iris. O
sangue foi coletado por pun¢do do vaso caudal (0,3 a 0,5ml por coleta), com a
utilizac@o de seringas descartaveis de 1 ml contendo anticoagulante (heparina). Em
seguida, o material foi centrifugado para coleta do plasma (3000 rpm / 15 min), o
qual foi congelado a -20 °C para analises bioquimicas. Os periodos de anestesia,
coleta de sangue e recuperacdo do animal foram registrados, a fim de detectar
possiveis influéncias dessas manipulacdes nas variaveis fisiolégicas analisadas. Os
niveis plasmaticos de glicose (mg.dL™?), colesterol (mg.dL), triglicerideos (mg.dL™?),
e proteinas totais (g.dL™') foram obtidos por meio da utilizagdo de kits enzimaticos-

colorimétricos especificos.

Figura 3. Animal anestesiado por imersao em eugenol.



Analise de Dados

Foi analisada a existéncia de valores discrepantes, sendo os dados testados
qguanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e & homogeneidade de variancia
pelo teste F max (Zar 1999). Os parametros bioquimicos (proteina total, glicose,
colesterol e triglicerideos) entre os diferentes niveis de intensidade luminosa foram
comparados por teste t independente (teste paramétrico) ou por Mann-Whitney
(teste ndo paramétrico). Foi considerado p < 0,05 para significancia estatistica.

Todas as analises sdo baseadas em Zar (1999) e Siegel e Castellan (2006).

Nota Etica

Este estudo esta de acordo com os Principios Eticos adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e registrado sob
protocolo de n°® 012/2013 na Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFAM, Manaus, AM.

4. Resultados

O tempo de anestesia foi registrado em 220+73,6s, a coleta em 163+106s e a
recuperacdo do animal em 356+126s. Os animais utilizados tiveram em média
41,0+4,779g e 10,2+0,5cm. Os valores médios para 0s parametros bioquimicos
avaliados foram semelhantes aos descritos por Silva et al. (2012) para Oreochromis

niloticus (Tabela 1).

Tabela 1. Média (+ desvio padrdo) de proteina total (g.dL?), glicose (mg.dL?),
triglicerideos (mg.dL?) e colesterol (mg.dL?) no inicio e final do experimento e em
cada intensidade luminosa.

Tratamento Proteina total Glicose Triglicerideos Colesterol
inicio final inicio final inicio final inicio final
Menor
) ) 6,43+3,09 2,79+0,78 569+17 362+10 344,4+101 220,4 +98  212,8+59 266,9 +135
intensidade
Maior
44+05 2,38 £0,38 78 £21 43 +£25 259+ 76 236,9+129 237 +58 242 £51
intensidade
vz 0,96 0,00 -1,39 -0,63 0,00 0,25 0,00 0,00
p 0,35 1,00 0,17 0,53 1,00 0,8 1,00 1,00
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Foi observada uma redugcdo no final do experimento para a proteina total,
glicose e triglicerideos no tratamento de menor intensidade luminosa (teste t
dependente, t= 3,22; df= 6; p> 0,02; Figura 4A). Além disso, no tratamento de maior
luminosidade também houve uma diminuicdo nos valores de glicose e triglicerideos
(teste t dependente, t= 2,96; df= 10; p> 0,01; Figura 4B). No entanto, ndo houve

diferenca entre os tratamentos experimentais (Tabela 1).

A
450
[ *
225 {
*
ﬁ .
0
Inicio Final
B B Proteina total D Glicose O Triglicerideos
450
£
225
_|_ £
0

Inicio Final

O Glicose OTriglicerideos

Figura 4. Média (+ desvio padrdo) de proteina total, glicose e triglicerideos nos
tratamentos de menor intensidade luminosa (A) e maior intensidade luminosa (B).
Asterisco indica diferenca significativa entre os periodos de observacao (teste t
dependente, t= 3,22; p >0,02).
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5. Discusséo

De acordo com Moraes (2002), as variaveis bioquimicas sao vitais nas
estratégias de adaptacdo ambiental em peixes e, portanto, podem ser utilizadas
como indicadores de estresse. Essas respostas diferem entre as espécies peixes e
podem variar de acordo com a intensidade e duracdo do estresse sofrido (Brandao
et al. 2006).

Em situacOes estressoras 0s ajustes metabdlicos iniciados pela presenca das
catecolaminas envolvem diminuicdo do balanco hidromineral e colesterol, aumento
dos niveis de glicose circulante e alteragbes em proteinas musculares e funcao
imune (Wendelaar-Bonga 1997). Os resultados encontrados mostram que a
intensidade luminosa ndo interferiu no perfil bioquimico plasmético de Aequidens
pallidus, pois os valores de proteina total, colesterol, triglicerideo e glicemia foram
semelhantes entre os tratamentos. Uma possivel explicacdo é que a maior
intensidade luminosa (1.628 + 113 Ix) e 0 tempo de exposicdo a mesma nao atingiu
0 nivel critico para a espécie e, portanto, equivale ao intervalo 6timo de
luminosidade para a espécie estudada. De fato, essa mesma resposta foi descrita
para outras espécies de ciclideos, Geophagus proximus e Pterophyllum scalare,
conforme descrito por Carvalho et al. (2012).

Contrariando o exposto, em ambos os tratamentos foi observado efeito nos
niveis plasmaticos de glicose e triglicerideos em relacdo ao periodo de observacao.
Esses resultados indicam que o isolamento social pode desencadear uma resposta
estressora. De fato, os peixes da familia Cichlidae apresentam organizagéo social
baseada em hierarquia de dominancia e defesa territorial (Baerends e Baerends
Van-Roon 1950), sendo que o isolamento pode ocasionar maior gasto energético e,
consequentemente, interferir nos niveis dos parametros bioquimicos plasmaticos.

De acordo com Branddo et al. (2006) e Takahashi et al. (2006), peixes
submetidos a condi¢cbes estressoras podem apresentar diferentes concentracdes
nos parametros indicadores (ex. cortisol, lactato e glicose) dependendo do tempo de
exposicado. As respostas a um estressor iniciam em geral, com a presenca de
hormoénios (ex. catecolaminas e cortisol), seguido de alteracbes em parametros
sanguineos e plasmaticos (ex. hematdcrito e glicose) que afetam padrdoes de
comportamento, reproducéo, crescimento e saude (Wendelaar-Bonga 1997).

A tilapia-do-Nilo, por exemplo, apresenta um aumento nas concentraces de

glicose nas primeiras horas de contato com o estressor seguido pela progressiva
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diminuicdo ao longo do tratamento. Nesse sentido, sugere-se que a glicose pode
aumentar os niveis no inicio da exposicdo ao estressor e diminuir para niveis
normais no prazo de 24 horas (Evans et al. 2006). Diante disso, a resposta ao
estressor pode nao ter sido observada, pois 0 protocolo experimental avaliou os
pardmetros no inicio e no fim do tratamento. Os resultados obtidos indicam que a
avaliagdo das variaveis bioquimicas apenas no inicio e no fim do tratamento pode
nado mostrar satisfatoriamente a resposta ao estresse gerado pela intensidade
luminosa. Assim sugere-se a avaliacdo dos parametros em diferentes momentos do
isolamento, inclusive dentro das primeiras horas de exposi¢cao a luminosidade.

De fato, em estudo anterior (PIB-B/0020/2013) foi encontrada uma reducdo em
parametros hematoldgicos (hematocrito e hemoglobina corpuscular média- HCM) no
final do experimento (mesmo protocolo experimental) que indica o comprometimento
na capacidade de transporte de oxigénio, evidenciando o resultado observado como
uma provavel resposta fisiologica ao estresse causada pelo isolamento social.

Os resultados mostram que a intensidade luminosa ndo atuou como agente
estressor e modulador de parametros bioquimicos em A. pallidus. Este estudo
contribui para a documentacdo de resposta ao estresse em peixes e
estabelecimento de valores plasméaticos de referéncia em ciclideos amazbénicos que
poderdo ser utilizados como base para comparacdo com dados desta espécie

submetida a outras condicBes ambientais.
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