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RESUMO

Elasmobranquios marinhos sdo reconhecidamente ureotélicos, ou seja, sintetizam, retém e
excretam preferencialmente ureia como produto do metabolismo do nitrogénio, mantendo os
seus fluidos corpdreos iso-osmoticos, ou ligeiramente hiper-osmoticos, em relacdo ao meio
externo. Assim, o alto requerimento por nitrogénio nesses animais, tanto para o crescimento
quanto para a manutencdo de sua estratégia ureosmotica, pode tornar os elasmobranquios
limitados pela disponibilidade de alimento. O presente estudo buscou avaliar o efeito do
regime de alimentagdo e da aclimatacdo a salinidade reduzida sobre respostas fisioldgicas e
bioquimicas relacionadas ao metabolismo e excre¢do de nitrogénio em jovens de tubardo
bambu (Chiloscyllium punctatum). Para tanto, foram determinados as formas preferenciais de
excrecdo de nitrogénio (amdnia_N e ureia_N), consumo de oxigénio, coeficiente de
nitrogénio, niveis plasmaticos de compostos nitrogenados (aménia e ureia), principais
osmolitos (proteinas totais, [Na*], [CI']; osmolaridade total) e glicose em jovens C. punctatum
aclimatados em salinidade 32 e 20ppm, e mantidos sob regime regular de alimentacédo (2-3%
da biomassa) e privacdo alimentar por 7 dias. Nossos resultados evidenciaram que a ureia é a
principal excreta nitrogenada nos jovens de tubardo bambu mantidos em ambos os regimes de
alimentacdo e em ambas as salinidades testadas. Apos a alimentagdo os animais em 32ppm
aumentam significativamente a excre¢do de nitrogénio na forma de amonia, efeito ndo
observado nos animais mantidos a 20ppm. No entanto, nos animais aclimatados a salinidade
reduzida houve um aumento quantitativo na excrecdo total de nitrogénio dos animais,
particularmente nos jovens C. punctatum mantidos em jejum, como visto pelas taxas
aumentadas de excrecdo de amodnia e ureia. Tanto o regime de alimentacdo quanto a
aclimatacdo a baixa salinidade ndo influenciaram a taxa de consumo de oxigénio dos animais.
O coeficiente de nitrogénio evidenciou que o metabolismo aerdébico dos jovens de tubardo
bambu, em ambas as salinidades testadas, é altamente dependente da oxidacdo de proteinas e
aminoacidos, tal como observado para outras espécies de elasmobranquios. Nos animais em
32ppm foi observado um aumento do catabolismo de proteinas relacionados a estratégia de
conservacao de nitrogénio pelos animais, particularmente para sintese de amdnia, enquanto
em 20ppm foi observado um aumento do anabolismo associado a sintese proteica e de ureia
pelos animais. A aclimatagdo a salinidade reduzida promoveu a reducdo da osmolaridade e
das concentracfes de ureia e cloreto plasmaético nos jovens de C. punctatum, sugerindo que
esses animais apresentam a capacidade de regular a concentracdo desses osmolitos nos fluidos
internos a fim de manterem seu equilibrio osmotico com relagdo ao meio externo. Em
conjunto nossos resultados indicam que em menores salinidades os jovens de C. punctatum
sdo fortemente limitados pelo aporte de nitrogénio via alimentacdo para a manutencao de sua
estratégia ureosmotica, e que longos periodos sob privacdo alimentar em salinidades baixas
podem influenciar negativamente a capacidade osmorregulatoria e a retencdo de nitrogénio
pelos animais.

Palavras-chave: Ureia, Amonia, Jejum, Consumo de oxigénio, Coeficiente de nitrogénio
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ABSTRACT

Marine elasmobranchs are ureothelic organisms which synthesize, retain, and excretes
preferentially urea as the end-product of nitrogen metabolism, maintaining their internal body
fluids iso-osmotic or slightly hyperosmotic relative to the external marine environment. The
high requirement for nitrogen in these animals for both growth and maintenance of their
ureosmotic strategy, might make elasmobranchs limited by the availability of food. Thus, the
present study aimed to evaluate the effect of feeding regime and acclimation to lowered
salinity on physiological and biochemical responses associated to nitrogen metabolism and
excretion in juvenile of brownbanded bamboo shark (Chiloscyllium punctatum). For this
purpose, we determine the rates of waste excretion of the main nitrogen end-products
(ammonia_N and urea_N), oxygen consumption, nitrogen quotient, and levels of nitrogen
compounds (ammonia and urea), osmolality, major ions (Na* and CI), total protein and
glucose in plasma of juvenile C. punctatum acclimated to both 32 and 20ppm, and kept on
regular feeding regime (2-3% of body weight) or fasting for 7 days. Our results showed that
urea is the main nitrogen product excreted by brownbanded bamboo shark kept at both fasting
and feeding regime, at both salinities tested. After feeding, sharks at 32ppm significantly
increased ammonia excretion, an effect not seen in animals acclimated to 20ppm. However, at
lower salinity, animals quantitatively increased the total nitrogen excretion, particularly fasted
sharks, as seen by the increased ammonia and urea excretion rates in comparison with animals
maintained at 32ppm. Oxygen consumption was not affect by either fasting or feeding regime
at both salinities tested. The nitrogen coefficient showed that the aerobic metabolism of
brownbanded bamboo shark acclimated to both 32 and 20ppm is highly dependent on the
oxidation of proteins and amino acids, as already reported to other elasmobranchs species. At
32ppm, sharks displayed an increase in catabolism of proteins related to the strategy of
nitrogen conservation, particularly related to ammonia synthesis, while an increase in
anabolism associated with synthesis of both urea and protein was seen in animals acclimated
to 20ppm. The acclimation to lowered salinity resulted in decreases in plasmatic osmolarity,
as well as in both urea and chloride levels of juveniles of C. punctatum, suggesting that these
animals have the ability to regulate the concentration of these osmolytes in their internal
fluids, in order to maintain their osmotic balance with the external marine environment.
Overall, our results indicate that in lowered salinities the juveniles of brownbanded bamboo
shark are strongly limited by the nitrogen acquired through feeding in order to maintain their
ureosmotic strategy, and that fasting for prolonged periods at low salinities can negatively
disturb their osmoregulatory homeostasis and affect the retention of nitrogen by the animals.

Key-words: Urea, Ammonia, Fasting, Oxygen consumption, Nitrogen quotient.



Introducéo

Os elasmobranquios (tubarbes, raias e quimeras) sd um grupo de peixes
cartilaginosos essencialmente marinhos e que, de maneira geral, ocupam um elevado nivel
trofico nos oceanos, contribuindo para a manutencdo saudavel desse ecossistema. A grande
maioria das espécies de elasmobranquios sdo consideradas estenoalinas, estritamente
marinhas ou de agua doce, sendo que apenas cerca de 170 espécies (pertencentes a 34
familias) s@o reconhecidamente eurialinas e habitam regides marinhas costeiras ou estuarios
(Martin, 2005).

No ambiente marinho (~30-34% de salinidade), os elasmobranquios mantém o0s seus
fluidos corpdreos iso-osmaticos, ou ligeiramente hiper-osmoéticos, em relacdo ao meio
externo, resultando em um ganho liquido de &gua pelos animais. Em outras palavras, 0s
elasmobranquios marinhos ndo necessitam ingerir ativamente &gua para manter o seu
equilibrio osmdtico com o meio (Evans et al., 2005; Piermarini & Evans, 1998; Shuttleworth,
1988), evitando assim o custo energético associado a estratégia de ingestdo ativa de 4gua, com
consequente ganho de sais por difusdo, observada nos teledsteos marinhos (Evans, 2008;
Evans et al., 2005; Marshall & Grosell, 2006). Nos elasmobranquios marinhos, a entrada de
agua por osmose através das branquias é rapidamente balanceada pelo aumento da excrecao
renal. Além disso, a tomada continua de sais (como Na" e CI") por difusdo a partir do
ambiente é compensado por mecanismos de secrecdo de Na® e CI pela glandula retal, em
particular, mas também pelos rins (Burger, 1965; Burger & Hess, 1960; Haywood, 1973,
Piermarini & Evans, 2000).

A estratégia osmorregulatoria apresentada pelos elasmobranquios marinhos foi
descrita inicialmente por Smith (1931) e, desde entdo, diversos autores tém evidenciado que
esses animais retétm no sangue grandes quantidades de produtos do metabolismo do
nitrogénio como osmolitos, tais como ureia, 6xido de trimetilamina (TMAO) e aminoacidos
(Anderson et al., 2007; Evans et al., 2005; Hazon et al., 2003; Robertson, 1975; Wood et al.,
2005). Assim, os elasmobranquios marinhos sdo reconhecidamente ureotélicos, ou seja,
sintetizam, retém e excretam preferencialmente ureia como produto do metabolismo do
nitrogénio, enquanto a maioria das espécies de teledsteos marinhos (~30.000 espécies) sdo
classificadas como amoniotelicas, produzindo aménia como principal excreta nitrogenada
(Bucking, 2016; Wright, 1995; Wright & Wood, 2012). De maneira geral, 0s
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elasmobranquios marinhos sustentam altas concentrac6es de ureia (300-400 mM) e TMAO no
sangue mantendo uma baixa permeabilidade do epitélio branquial a estes compostos (e.g.
apenas 7% da permeabilidade a ureia encontrada nas branquias de teledsteos marinhos),
associada a mecanismos de reabsorcdo ativa de ureia nas branquias (Marshall & Grosell,
2006; Wood, 2001). Além disso, esses animais apresentam baixas taxas de excrecdo desses
produtos nitrogenados pelos rins, sendo que cerca de 90% da ureia e TMAO filtradas pelos
néfrons sdo posteriormente reabsorvidas pelos tabulos renais (Janech et al., 2006; Marshall &
Grosell, 2006).

Embora a estratégia ureosmatica apresentada pelos elasmobranquios marinhos seja
amplamente reconhecida como uma importante alternativa evolutiva para a adaptacdo ao
ambiente marinho (Walsh & Mommsen, 2001), algumas limitacdes ao uso da uréia como
osmolito tém sido levantadas por diferentes autores (Kajimura, 2004; Wood et al., 1995;
Wood, 2001). De uma maneira geral, os elasmobranquios necessitam de fontes regulares de
nitrogénio, como 0s outros animais, para a sintese proteica e crescimento; mas também para a
funcdo critica de osmoregulacdo (Anderson et al., 2007; Hazon et al., 2003; Wood et al.,
1995). Dessa forma, dado o habito alimentar essencialmente carnivoro, e a disponibilidade
irregular de alimento, esses animais tendem a ser tornar “limitados” pela disponibilidade de
nitrogénio na natureza (Kajimura et al., 2008, 2006; Wood & Giacomin, 2016). Além disso, a
ureia exerce um efeito perturbador sobre a estrutura e funcdo de proteinas e enzimas dos
elasmobranquios, sendo que diversos autores tém sugerido que a presenca de metilaninas,
como o TMAO, tendem a estabilizar o efeito deletério da ureia sobre essas moléculas (Cohen
et al., 1958; Hazon et al., 2003). Ainda, a sintese hepatica de ureia tem sido relacionada a um
alto custo energético para os elasmobranquios, onde para a producdo de 1 mol de ureia sdo
necessarios 5 mol de ATP (Anderson, 2001). Por fim, diversos fatores intrinsecos (como a
idade, tamanho, regime de alimentacdo e tempo de digestdo) e extrinsecos (como a
temperatura e a salinidade da agua) aos organismos tém sido evidenciados como fortes
reguladores do metabolismo e excrecdo de produtos nitrogenados pelos elasmobranquios
marinhos (Hazon et al., 2003; Kajimura et al., 2008; Wood et al., 1995; Wood, 2001; Wright,
1995).

Segundo Griffith (1991), o aparecimento da estratégia ureosmotica nos

elasmobranquios envolveu diferentes ajustes bioquimicos e fisioldgicos ao longo da historia
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de vida dos animais, particularmente nos processos relacionados a sintese, tolerancia e
retencdo de ureia pelos organismos. Nesse contexto, a sintese de ureia pelos elasmobrénquios
ocorre em duas vias metabdlicas principais: (i) o ciclo da ornitina-ureia (O-UC) e (ii) o
catabolismo de purinas (adenina e guanina). Na espécie Squalus acanthias (Pacific spiny
Dogfish), a maior parte da ureia sintetizada vem do ciclo O-UC (Schooler et al., 1966), sendo
essa a principal via para sintese de ureia em elasmobranquios, teledsteos ureogénicos (tais
como Opsanus beta e Oreochromis alcalicus grahami) e vertebrados terrestres. No ciclo O-
UC dos elasmobranquios, o aminoacido glutamina é utilizado como substrato doador de
nitrogénio, enquanto a enzima carbamoil-fosfato sintase 1l (CPS IlI), presente nas
mitocondrias dos hepatdcitos, catalisa a entrada do nitrogénio no ciclo. Além disso, a enzima
glutamina sintase (GS) catalisa a sintese de glutamina, a partir da aménia e do glutamato,
sendo considerada o passo regulatério central na sintese de ureia pelos elasmobranquios
(Anderson, 2001; Ballantyne, 2016; Bucking, 2016), e responsavel pela manutencdo dos
baixos niveis de amdnia plasmatica usualmente observada nos elasmobranquios marinhos
(Wood et al., 2010; Wood et al., 2007). Diversos estudos tém evidenciado que a alimentacéao
exerce um profundo efeito sobre metabolismo da ureia em elasmobranquios marinhos (revisto
por Wood et al., 2010). Por exemplo, em S. acanthias 0 aumento pos-prandial nos niveis
plasmaticos de ureia, foi acompanhado de um acentuado aumento na atividade de enzimas do
ciclo O-UC, como a CPS Ill, enquanto as taxas de excrecdo de ureia permaneceram
inalteradas, mesmo apds 48 h da ingestdo de alimento (Kajimura et al., 2008, 2006; Wood et
al., 2010). Além disso, em estudo realizado com Raja erinacea, a aclimatacdo a baixas
salinidades resultou na reducdo da taxa de excrecdo de ureia, e diminuiu drasticamente a
atividade de enzimas do ciclo O-UC, como as arginases hepéticas, sugerindo que o controle
na sintese e excrecdo de ureia sdo fundamentais para a espécie manter sua estratégia
ureosmotica em agua mais diluidas (Steele et al., 2005). Por outro lado, em mamiferos e
peixes teledsteos ureotélicos, a amdnia € o substrato doador de nitrogénio, e a enzima CPS | é

responsavel por iniciar o ciclo de sintese da ureia.

A producdo enddgena de amonia nos animais ocorre através do catabolismo de
aminoacidos, por meio de dois mecanismos principais: (i) através da desaminacdo de
aminoacidos, como o glutamato, pela acdo de enzimas especificas, como a glutaminase e a
glutamato desidrogenase (GDH), ou (ii) por meio da transaminagdo oxidativa de L-

aminoéacidos (como a alanina e o aspartato), produzindo glutamato e a-cetoacidos (Bucking,
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2016; Ip & Chew, 2010). Para evitar os efeitos toxicos do aumento dos niveis plasmaticos de
amonia, particularmente apds a ingestdo e digestdo de alimento, os teledsteos marinhos
apresentam altas taxas de excrecao branquial de amonia (Bucking, 2016; Ip & Chew, 2010),
além de um aumento na atividade de enzimas do ciclo de detoxificacdo da aménia, como a
GS, convertendo boa parte da aménia produzida em glutamina. Ao contrario do padrdo
observado para os teledsteos, os elasmobranquios marinhos mantém baixos niveis de amonia
e glutamina no plasma mesmo apos a ingestdo e digestdo de alimento com alto teor de
proteinas (Wood, 2001). Em S. acanthias, o aumento dos niveis de amdnia no sangue apos a
ingestdo e digestdo de alimento é regulada pelo aumento da atividade das enzimas do ciclo O-
UC (principalmente a GS), e também da GDH, que consome amonia durante o ciclo. Esses
dados indicam que nessa espécie o “excesso” de amodnia produzida apds a alimentagdo ¢
rapidamente metabolizada, podendo ser direcionada para a sintese de ureia e formacdo de
proteinas (Kajimura et al., 2008, 2006).

Diversos autores tém evidenciado que fatores ambientais, como a salinidade, exercem
profundos efeitos sobre a regulacdo do metabolismo, excrecdo e osmoregulacdo de
elasmobranquios (Anderson et al., 2007; Ballantyne & Fraser, 2013; Wright & Wood, 2016).
Assim, de acordo com os ajustes fisiologicos apresentados pelas espécies em funcdo da
salinidade ambiental, os elasmobranquios podem ser classifcados como: Estenoalinos
marinhos tolerantes, que sdo as espécies que podem tolerar salinidades mais reduzidas, porém
sdo osmorreguladores fracos, mantendo-se hiperosmoticos em salinidades muito reduzidas;
Eurialinos migratorios, que sdo encontrados nos oceanos préximos a saidas de rios e
permanecem saudaveis em baixas salinidades, mantendo-se isosmoticos ou levemente
hiperosmoéticos; Eurialinos de dgua doce, que sdo 0s animais que vivem e reproduzem em
agua doce, porém podem tolerar salinidades mais elevadas através da retencdo dos osmolitos
em detrimento do balanco osmotico; e Estenoalinos de agua doce, que sdo 0s animais que
vivem estrimtamente em 4gua doce mas, em constraste aos outros grupos, apresentando
baixos niveis de enzimas para sintese de uréia, e ndo possuem a capacidade de retencdo ou

reabsorcdo desse osmolito nédo se aclimatado a salinidades mais altas (Yancey, 2016).

Nas espécies de elasmobranquios eurialinos, tais como no tubardo Carcharhinus
leucas e na raia Dasyatis sabina, a redugdo da salinidade ambiental promove uma drastica

diminuicdo das concentragBes sanguineas de ureia e TMAO, o que resulta na reducdo da
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osmolaridade do plasma desses animais (Hazon et al., 2003; Piermarini & Evans, 1998;
Pillans et al., 2005). Essa diminuicdo dos osmdlitos nitrogenados nos elasmobranquios
eurialinos tem sido relacionada ao aumento concomitante nas taxas de filtracdo glomerular e
no volume de urina produzida, associada a um aumento da taxa de excrecdo renal de ureia e,
presumivelmente, TMAO (Marshall & Grosell, 2006). Além disso, esses animais apresentam
uma diminuicdo na atividade secretora de Na* e CI" na glandula retal (Piermarini & Evans,
1998; Pillans et al., 2008), a0 mesmo tempo que apresentam um aumento nas taxas de
reabsorcdo de sais (principalmente Na* e CI) pelos rins (Anderson et al., 2007; Marshall &
Grosell, 2006; Wright & Wood, 2016). Assim, alguns autores tém sugerido que ajustes
fisioldgicos espécie-especificos sdo responsaveis por determinar o grau de eurialinidade dos
elasmobranquios, e que a perda da capacidade de retencdo de ureia e TMAO no sangue, em
conjunto com a capacidade de hiper-regular as concentracdes plasmaticas de Na* e CI', sdo
fundamentais para a adaptacdo das espécies a ambientes mais diluidos (Ballantyne & Fraser,
2013; Hazon et al., 2003; Marshall & Grosell, 2006). A habilidade dos elasmobranquios de
viver em ambientes com diferentes gradientes de salinidade, requer alteracbes metabolicas
associadas a regulacdo dos niveis corporeos de diferentes solutos, principalmente controlando

a taxa de processos metabolicos relacionados a sintese e retencdo de uréia e as metilaminas.

Nesse contexto, o tubardo bambu é uma espécie considerada marinha, porém ja foi
descrita habitando ambientes com uma grande variacdo de salinidade, desde ambientes
hipersalinos (36-41ppm) (Gutteridge et al., 2011; White & Potter, 2004), mas também em
regides estuarinas com salinidades baixas, de até 25ppm em eventos de maré cheia (Cramp et
al., 2015). E uma espécie ovipara que habita a plataforma continental e 4guas costeiras do
Pacifico indo-oeste exercendo um importante papel ecolégico e bioldgico. O aquario do
Guaruja mantem desde 2002 um tanque de exposicao para essa espécie, e desde 2007, a partir
dos primeiros eventos reprodutivos, foi criado um programa de reproducdo para promover o
acompanhamento da viabilidade e desenvolvimento dessa espécie em cativeiro. Com isso,
aliado ao programa de educagdo ambiental, as atividades realizadas no aquério com essa
espécie visam trabalhar com a educacdo nao-formal e divulgacdo da importéancia biologica e
ecologica de elasmobranquios. Dessa forma, o estudo dos processos osmorregulatorios, bem
como os de excrecdo e retencdo de solutos aliados aos regimes de alimentagdo buscam
extender e aprimorar 0s conhecimentos acerca do manejo e a manutencdo de C. punctaum em

cativeiro.
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Assim, vemos que a regulagdo do metabolismo de nitrogénio tem sido estudada em
apenas poucas espécies de elasmobranquios marinhos, e virtualmente pouco se sabe sobre a
influéncia de fatores como alimentacdo e salinidade, particularmente em conjunto, sobre esses
processos na grande maioria das espécies desse grupo tdo diverso. Desse modo, estudos
avaliando respostas espécie-especificas do metabolismo e excrecdo de produtos nitrogenados
por elasmobranquios marinhos sdo fundamentais para o entendimento pleno dos ajustes
fisiologicos relacionados ao aparecimento da estratégia ureosmatica nesses animais e no

manejo desse grupo em ambiente cativo.

Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o efeito do regime de alimentacédo e
da aclimatacdo a baixa salinidade sobre respostas fisiologicas e bioquimicas relacionadas ao
metabolismo e excrecdo de nitrogénio em jovens de tubardo bambu (C. punctatum). Para
tanto, os objetivos especificos do trabalho foram:

(i)  Verificar a influéncia da alimentacdo sobre as formas preferenciais de excrecdo de
nitrogénio (amdnia_N e ureia_N), consumo de oxigénio e coeficiente de nitrogénio

nos jovens de C. punctatum em salinidade 32ppm;

(i)  Comparar 0s niveis plasmaticos de compostos nitrogenados (aménia e ureia),
principais osmolitos (proteinas totais, [Na*], [CI]; osmolaridade total) e glicose
em jovens de C. punctatum, em regime regular de alimentacdo e em jejum, em

salinidade 32ppm;

(iii)  Verificar o efeito da aclimatacédo a salinidade reduzida (20ppm) sobre 0 metabolismo e
excrecdo de nitrogénio em jovens de C. punctatum, mantidos sob regime regular

de alimentac&o e em jejum;

(iv) Avaliar a influéncia da aclimatagdo a salinidade reduzida sobre parametros
osmoregulatorios e bioguimicos plasmaticos em jovens de C. punctatum, mantidos

sob regime regular de alimentacdo e em jejum.
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Material e métodos

Animais experimentais e aclimatagéo

Jovens de tubardo-bambu (Chiloscyllium punctatum) foram obtidos junto ao Aquério
Acqua Mundo (Guaruja/SP), sendo estes oriundos de reprodugdes em cativeiro ocorridas no
proprio aquario no periodo entre Janeiro e Abril de 2015 e 2016. A reprodugdo de exemplares
de C. punctatum ocorre desde 2007 no Acqua Mundo, sendo que desde 2002, 0 mesmo conta
com um tanque para a exibicdo dos individuos adultos da espécie. Ap0s a postura, 0S 0V0S Sdo
identificados e transferidos para um sistema de suporte a vida, com 500 litros de dgua salgada
e filtragem biolodgica tipo “dry wet”, “skimmer” e circula¢do de todo 0 volume de agua a cada
30 minutos. A iluminagdo dispunha de um fotoperiodo de 10 hrs/dia, visando acompanhar
melhor o seu desenvolvimento. Todos os procedimentos experimentais foram realizados nas
dependéncias do Acqua Mundo, enquanto as analises das amostras coletadas foram realizadas
no Laboratério de Biologia, Ecologia e Fisiologia de Organismos Aquéticos do Instituto de
Biociéncias do Campus do Litoral Paulista (IB/CLP), da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP). Apos cerca de 8 meses no sistema de manutencéo a vida,
e anteriormente aos procedimentos experimentais, os animais foram mantidos em tanques de
fibra de aproximadamente 500 I, em sistema fechado com filtragem do volume total de 4gua a
cada 30 minutos, e aeracdo constante. Ao longo desse periodo os animais foram mantidos em
agua do mar coletada na Praia da Enseada/Guaruja com a seguinte composi¢do: Temperatura:
22,59+0,4°C; Salinidade 31,5+0,28ppm; pH 7,9+ 0,03; concentracdo de amonia 8,9+ 1,2 M;
nitratos e nitritos 0,0 mg/l. Durante esse periodo os animais foram alimentados com peixes e
lulas em uma proporcdo de cerca de 2% a 3% do peso de cada animal, seguindo o0s
procedimentos pré-estabelecidos para manutencdo dos animais pelo proprio Acqua Mundo.
Todos os procedimentos experimentais foram previamente submetidos a apreciagdo da
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do IB/CLP (Protocolo 03/2017).

Procedimentos experimentais

Os efeitos do regime alimentar sobre o metabolismo e excrecdo de compostos
nitrogenados, e parametros bioquimicos plasmaticos de C. punctatum foram avaliados em
animais aclimatados em duas salinidades diferentes (32ppm e 20ppm). Para tanto, os animais

aclimatados em cada uma das salinidades testadas, foram divididos em dois tanques de (500 |
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cada), representando 0s seguintes grupos experimentais: os animais que foram mantidos em
regime regular de alimentacdo com peixes/lulas na proporcédo de 3% da biomassa (N=8), e 0s
animais que foram mantidos sob privacdo alimentar (jejum) por 7 dias (N=7 para 0s animais
em salinidade 32ppm; N=8 para os animais em salinidade 20 ppm). Para a aclimatacdo dos
jovens de C. punctatum a salinidade de 20ppm, os animais pré-aclimatados em 32ppm (N=30)
foram divididos em dois tanques de 500 I, sendo a salinidade da dgua desses recintos reduzida
através da diluicdo da agua de troca na taxa de 2ppm a cada dois dias. Assim, ao final de 15
dias a salinidade dos tanques alcancou os niveis desejados (20ppm), sendo os animais entédo
mantidos por mais duas semanas nessa salinidade antes do inicio da série experimental,
seguindo os protocolos experimentais utilizados por Good e colaboradores (2008) para S.
canicula e Cramp e colaboradoes (2015) para S. acanthias.

Antes de se iniciar os experimentos, 0s animais do primeiro grupo experimental foram
alimentados normalmente e, em seguida, os animais de ambos os grupos experimentais foram
transferidos para camaras respirométricas com volume de 6,2 | onde foram determinados,
simultaneamente, o consumo de oxigénio e as taxas de excrecdo de amonia (Jamm_N) e ureia
(Jureia_N) de cada individuo. As cAmaras respirométricas foram construidas utilizando caixas
plasticas de polipropileno (®Sanremo), com dimensdes de 425x185x144mm, cobertas com
tampas de madeirite plastificado, o qual foram revestidas lateralmente com fita de borracha de
vedacdo para manter o completo isolamento das caixas, afim de impedir a transferéncia de
gases com 0 meio externo. Os animais permaneceram em repouso nas camaras por 1h antes
do inicio do experimento afim de evitar a influncia do manuseio sobre as respostas
fisiol6gicas dos animais, assim como evitar que 0s animais regurgitassem os itens alimentares
consumidos no interior das camaras. As camaras experimentais foram mantidas ao longo
desse periodo com fluxo de &gua constante, na mesma salinidade em que o animal estava
aclimatado.

Ap0s o periodode 1h, o fluxo de agua nas camaras foi desligado e amostras de agua
(15 ml) foram retiradas, caracterizando o inicio do experimento (T0). As camaras foram
mantidas com aeragdo vigorosa e constante, e apos 2, 4 e 6, 8, 10, 12, 18 e 24h amostras de
agua (15 ml) foram novamente retiradas. A cada 6h de experimento, o fluxo de agua nas
camaras foi novamente religado, e mantido por 30min para a renovagdo completa da solucao
experimental. Tal procedimento foi realizado afim de se evitar o acimulo de produtos

nitrogenados (em especial amdnia) que podem ser tdxicos aos animais. Apds esse periodo de
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renovacao, o fluxo de agua das cAmaras foi novamente desligado e uma nova amostra de dgua
foi retirada. Dessa forma, as taxas de excrecdo de amonia e ureia foram calculadas utilizando
0s seguintes intervalos de tempo: 0-2; 2-4; 4-6; 6-8; 8-10; 10-12; 12-18 e 18-24h. A taxa de
consumo de oxigénio de cada animal foi determinada nos ultimos 15 min de cada um dos
intervalos de tempo. Para tanto, nos 15 min finais de cada intervalo a aeragdao das camaras foi
desligada, a concentragdo de oxigénio (mgO-/L) na &gua foi medida por um oximetro digital
(Dissolved Oxygen Meter; YSI 5100) e a camara foi imediatamente vedada. ApoOs esse
periodo, a camara foi reaberta, uma nova medida da concentracdo de oxigénio na agua foi
feita, e a aeragdo foi reiniciada. As amostras de agua foram imediatamente congeladas a -20°C
para posterior determinacgéo das concentracGes de amonia_N e ureia_N.

Apds as 24h de experimentacdo, os animais foram pesados, e amostras de sangue
(aproxidamente 1,5 ml) foram retiradas por meio de puncao da veia caudal. As amostras de
sangue foram entdo centrifugadas a 5000 rpm por 5 min para a separa¢do do plasma, sendo o
plasma imediatamente congelado a -20°C até o momento das andlises. As amostras de plasma
foram utilizadas para a determinacdo dos niveis de aménia_N e ureia_N, proteinas totais,
glicose, concentracdo de Na* e Cl" e osmolalidade total. Ap6s a coleta do sangue, 0s animais
foram transferidos de volta aos tanques de 500 I com &gua do mar na mesma condi¢do do
periodo de aclimatagdo. Os animais experimentais ndo foram sacrificados ao final do

experimento e ndo foi observada mortalidade dos animais ao longo do experimento.
Procedimentos analiticos e célculos

A determinacdo da concentracdo de ureia nas amostras de agua e plasma foi realizada
por meio de ensaio colorimétrico descrito por Rahmatullah e Boyde (1980), e lidos em 525
nm. J& a concentracdo de aménia na agua foi determinada pelo método do indofenol,
conforme descrito por Verdouw e colaboradores (1978), enquanto a concentracdo de amonia
no plasma foi determinada por meio de kit comercial (Sigma AA0100), baseado no método da
glutamato desidrogenase/NAD. A concentracdo de Cl" no plasma foi determinada por meio do
ensaio colorimétrico descrito por Zall et al. (1956), enquanto a concentracdo de Na* foi lida
em espectrofotbmetro de chama (Analyzer 910). A osmolaridade total do plasma foi
determinada utilizando um osmometro digital, enquanto a concentracao de proteinas totais no
plasma foi determinada colorimetricamente por meio do ensaios descritos por Bradford

(1976). Ja a concentracdo de glicose no sangue total foi determinada por meio de kit
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comercial de Glicose Enzimatica (InVitro), pelo método enzimatico colororimétrico baseado
na oxidacao enzimatica na presenca de glicose oxidase, e lida em espectofotometro 500nm.

A taxa de consumo de oxigénio (MO2; umol/kg/h) e as taxas de excre¢do de amonia
(Jamm-N; pmol/kg/h) e ureia (Jureia-N; pmol/kg/h) dos animais foram calculadas de forma
padrdo, utilizando as variacbes na concentracdo dos elementos na agua (umol/L),
relativizadas pelo peso dos animais (kg), o volume das camaras respirométricas (L) e o tempo

do intervalo de exposicdo (h). Para tanto, foi utilizada a seguinte equacéo:
MO2 / Jamm-N / Jureia-N = [(X1-X2)*V] / (P*T)

Onde, X1 e X2 sdo os valores iniciais e finais da concentracdo dos elementos (i.e.
concentracdo de oxigénio, amonia ou ureia), respectivamente, em cada intervalo
experimental, V é o volume (L) da camara respirométrica, P 0 peso (kg) do animal e T o
tempo (h) do intervalo de exposicdo. A partir das taxas de consumo de oxigénio, e excrecdo
de amonia e ureia foi calculado o coeficiente de nitrogénio (NQ), que representa a quantidade
de proteina oxidada pelo metabolismo aerdbico do animal, por meio da equacéo:

NQ = [JAmm'N + JUreia‘N] / MO2

A partir do NQ foi determinada a porcentagem de protéina oxidada pelo metabolismos

aerdbico, seguindo a férmula descrita por Lauff & Wood (1985):
% uso proteinas = NQ*0,27

Onde 0,27 corresponde ao méaximo tedrico para NQ (isto €, quando a proteina é a
unica fonte de energia indicando 100% de uso de proteinas pelo metabolismo aerdbico,

qguando a aménia e a ureia séo os produtos finais.
Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (meantl SEM).
Diferencas estatisticas significativas nas taxas de consumo de oxigénio, excrecdo de amonia e
ureia, coeficiente de nitrogénio e porcentagem no uso de proteinas dos exemplares de C.
punctatum, em cada uma das salinidades testadas, foram avaliadas por meio de uma anélise de
variancia de dois fatores (ANOVA two-way), sendo o regime de alimentagdo (alimentado x

jejum) e o tempo de exposi¢édo como fatores da ANOVA. A influencia do regime alimentar e
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da aclimatacao a diferentes salinidades sobre as respostas plasmaéticas dos exemplares de C.
punctatum também foi avaliada por meio de uma analise de variancia de dois fatores
(ANOVA two-way), sendo o regime de alimentacao (alimentado x jejum) e a salinidade em
que o animal foi aclimtado como fatores da ANOVA. As diferencgas entre as médias foram
determinadas por meio de teste a posteriori de Tukey. Diferengas estatisticas significativas

foram aceitas no nivel de significancia de P <0,05

Resultados

Metabolismo e excrecdo de amonia e ureia

Nos animais na salinidade 32 ppm, ndo houve diferenca nas taxas de excrecdo de
amoOnia entre 0s animais mantidos em jejum (variando entre -1,73 a -49,66  mol/kg/h), e
também entre os animais alimentados (variando entre -67,27 a -152,33 e mol/kg/h ), ao
longo das 24h de experimento. Entretanto, observamos que nos intervalos de 4-6; 6-8; 8-10;
10-12; 12-18; 18-24h as taxas de excrecdo de amonia dos animais alimentados foram 2,84;
4,35; 63,05; 3,25; 3,15; 2,92 vezes maior do que nos animais em jejum, respectivamente (Fig.
1A). Ja as taxas de excrecdo de Uréia nos animais em jejum variaram entre -67,27 e -152,33

mol/kg/h,sendo observado que taxas de excrecao de ureia no periodo de 4-6 h foi em media
93% menor em relacdo aos intervalos de 0-2; 8-10 e 18-24 horas (Fig. 1B). Por outro lado, 0s
animais alimentados apresentaram maiores taxas de excre¢do variando entre -251,60 e -
717,79 mol/kg/h, sendo observadas taxas de excrecdo de ureia 2,85 vezes maiores nos
periodos de 12-24 horas, em relacdo ao intervalo de 4-8 horas, e de 2,24 vezes no intervalo de
12-18, em relacdo ao intervalo de 0-2. Nos animais alimentados no intervalo de 12-18, as
taxas de excrecao de ureia foram 1,95 vezes maiores em relacdo aos animais em jejum (Fig
1B).

Né&o foram observados efeitos significativos do regime de alimentacéo (alimentados e
jejum), ao longo dos intervalos de tempo, sobre o0 consumo de oxigénio dos animais (Fig. 2A).
O NQ dos animais em jejum variou entre 0,05 a 0,21 indicando que nesses animais a
porcentagem no uso de proteinas ao longo do periodo experimental variou entre 20-90%.
Nesses animais, houve um maior uso das proteinas entre 18-24 sendo 1,10 vezes maior em
relacdo ao periodo de 4-6h. Nos animais alimentados o NQ variou entre 0,1 a 0,29 indicando

gue nesses animais a porcentagem no uso de proteinas ao longo do periodo experimental
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variou entre 50-130%. Sendo que a partir das 12 horas, no intervalo de 12-24 horas foi
observado o0 maior uso de proteinas em relacdo as primeiras 4 horas do experimento, no
intervalo de 0-4h. Além disso, o0 NQ e a porcentagem no uso de proteinas foram
significatviamente mais elevados nos animais alimentados nos intervalos de 4-6 e 12-18 h, em

relagdo aos animais jejum (Fig. 2B).

Ja nos animais em jejum aclimatados em salinidade 20 ppm, ndo foram observadas
diferencas significaticas nas taxas de excrecdo de amdnia. Por outro lado, entre 0s animais
alimentados, a taxa de excrecdo de amonia variou de -49,74 a -217,47 mol/kg/h, sendo 4,38
vezes maior no intervalo de 4-6h, e 2,84 vezes maior no intervalo 0-2h, em relacdo ao
intervalo 10-12h. A taxa de excrecdo de uréia nos animais em jejum aclimatados a salinidade
de 20ppm variou entre -316,44 e -1260,66 mol/kg/h , sendo observado que no intervalo de 4-
6 h a taxa de excrecdo de ureia foi 3,98 vezes maior em relagdo ao intervalo de 0-4 h. Nos
animais alimentados, a taxa de excrecdo de ureia variou entre -247,96 e -1038,29 mol/kg/h ,
com as taxas de excrecédo 4,18 vezes maiores no intervalo de 8-10 em relagdo a intervalo de 4-
6h. No intervalo de 4-6h, a taxa de excrecdo de ureia dos animais em jejum foi 5,08 vezes

maior do que nos animais alimentados (Fig. 3B).

Como visto para os animais aclimatados em salinidade 32ppm, ndo foram observadas
diferencas significativas nas taxas de consumo de oxigénio dos jovens de C. punctatum
mantidos em diferentes regimes de alimentar, e aclimatados a 20ppm, ao longo dos intervalos
de tempo. O NQ nos animais em jejum ndo apresentou diferenca significativa ao longo dos
intervalos de tempo, entretanto nos animais alimentados, um maior uso de proteinas
(152,09%) foi observado no intervalo de 8-10h, sendo 2 vezes maior que no intervalo de 6-8h
(79,6%) e 6 vezes maior que no intervalo de 4-6 (27,5%) (Fig. 4B). No entanto, a
porcentagem no uso de proteinas nos animais mantidos em jejum foi cerca de 4,4 e 1,9 vezes

mais elevada do que nos animais alimentados nos intervalos de 4-6 e 6-8h, respectivamente.
Parametros osmoregulatorios e bioquimicos plasmaticos

Dentre os parametros bioquimicos plasmaticos analisados, apenas os niveis de glicose
e de cloreto apresentaram diferencas significativas entre os animais alimentados e mantidos
sob privacgdo alimentar, em uma mesma salinidade. Os animais em jejum apresentaram niveis

de glicose plasmatica 1,67 vezes maiores do que 0s animais alimentados em salinidade
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32ppm, enquanto a concentra¢do de cloreto foi 1,1 vezes maior no plasma dos alimentados
(Tabela 1). Por outro lado, nos animais em jejum aclimatados a salinidade 20ppm, 0s niveis
de glicose plasmatica foram cerca de 43,6% reduzidos em relacdo aos animais em jejum
aclimatados a 32ppm. Ja a concentragdo plasmatica de cloreto foi reduzida em média 35% nos
animais mantidos em ambos os regimes alimentares em salinidade 20ppm, em relagcdo aos
animais em 32ppm. Os niveis de proteinas totais no plasma foram cerca de 39% e 37,6 %
menores nos animais alimentados e em jejum aclimatados a 20 ppm, em relacdo aos animais
aclimatados a salidade 32ppm e mantidos sob mesmo regime alimentar. A osmolaridade
plasmatica dos animais alimentados e aclimatados em 20ppm foi reduzida em 20,1% em
relacdo aos animais alimentados e aclimatados em 32ppm. J& os niveis de ureia no plasma
foram cerca de 69,42% e 61% menores nos animais alimentados e em jejum aclimatados a
salinidade 20ppm, em relacdo aos animais mantidos sob mesmo regime alimentar em
salinidade 32ppm, respectivamente. N&o foram observadas alteracGes nos niveis plasmaticos
de amdnia e Na* entre os animais sob diferentes regime de alimentacdo, nas duas salinidades
testadas (Tabela 1).

Discussao

Efeitos pds-prandiais sobre o metabolismo, excrecdo de nitrogénio e osmoregulacdo de C.

punctatum em salinidade 32ppm

O presente estudo evidenciou que os jovens de C. puncutatum excretam
preferencialmente ureia, em comparacdo com a amonia, como principal residuo nitrogenado.
Nos animais mantidos em salinidade 32ppm, as taxas de Jureia-N a0 longo do experimento
foram em média 3,3 vezes maiores do que Jamm-N nos alimentados, e em média 8,0 vezes
maiores nos animais mantidos em jejum. Similarmente, nos animais aclimatados em 20ppm,
as taxas de Juria-N foram 4,2 vezes maiores do que as taxas Jamm-N nos alimentados,
enquanto nos animais em jejum essa diferenca foi de 6,4 vezes (Fig 1 e Fig. 3). As taxas de
Jureia-N € Jamm-N determinadas para os jovens de C. punctatum no presente estudo, em ambas
as salinidades testadas, sdo proximas das taxas de excrecdo desses compostos nitrogenados
observadas para diferentes espécies de elasmobranquios marinhos, como Hemiscillyum
plasgiosum e Squalus acanthias em salinidade 33ppm (Jureia-N entre -351,4 e -485,451 mol
kgl ht; Jamm-N entre -37,29 e -123,58 mol kg? hl), e também para a espécie de

elasmobranquios eurialino Himantura uarnak (Juria-Nentre -276 e -244 mol kg h'%; Jamm-N
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entre -60 e -200 mol kg h™') em salinidades reduzidas (revisto por Wright & Wood, 2016).
Diversos autores tém demonstrado que as branquias s@o o principal orgdo responsavel pela
excrecdo de ureia nos elasmobranquios, muito embora a permeabilidade relativa do epitélio
branquial a ureia seja considerada muito mais baixa em comparacdo com espécies de
tele6steos marinhos (Evans et al., 2005; Part et al., 1998). Essa baixa permeabilidade
branquial & ureia vista nos elasmobranquios tem sido relacionada a composi¢éo lipidica do
epitélio branquial, particularmente o conteido de colesterol, a presenca de transportadores
para a excrecdo ativa de ureia, e também a relativamente baixa area de superficie da
membrana apical (Ballantyne, 2016; Wright & Wood, 2016). Na espécie marinha S. acanthias
a excrecdo de ureia via branquias representa mais de 90% do total de nitrogénio excretado
pelos animais (Wright et al., 1995), enquanto excrec¢ao de ureia pelos rins representou apenas
6,5% desse total. Ja& a excrecdo de amobnia nos elasmobrénquios marinhos ocorre
preferencialmente via branquias e rins, mas corresponde a apenas cerca de 3% do total de

nitrogénio excretado pelos animais (Wood et al., 1995; Wright & Wood, 2016).

A alimentagédo teve apenas efeitos discretos sobre a taxa de excrecdo de ureia dos
jovens de C. punctatum em salinidade 32ppm, como visto pelas Juria-N 1,95 vezes maiores
nos alimentados, em relacdo aos animais em jejum, apenas no intervalo de 12-18h pos-
alimentacdo. Por outro lado, a taxa de excregdo de amodnia dos animais alimentados foi
significativamente mais elevada do que nos animais mantidos em jejum a partir das primeiras
4 horas pos-alimentacdo, se mantendo maiores até o final do experimento. Resultados
similares foram obtidos para a espécie S. acanthias, onde a Jamm-N dos animais foi
significativamente aumentada durante as primeiras 18h pds-alimentacdo, em comparagao com
animais mantidos em jejum por 7 dias (Kajimura et al., 2006), enquanto as taxas de Jureia-N
ndo foram diferentes entre os animais mantidos em ambos o0s regimes alimentares. Da mesma
forma, a Jureia-N de S. acanthias se manteve relativamente constante ao longo de 55 dias pds
alimentacdo, enquanto a Jamm-N foi significativamente mais elevada nas primeiras 48h pds-
alimentacdo, mas declinou rapidamente apos 5 dias e se manteve sem alteracdes ao longo de
55 dias de jejum (Kajimura et al., 2008). Em conjunto esses dados sugerem que 0s jovens de
C. punctatum, assim como a espécie S. acanthias, conservam boa parte do nitrogénio
adquirido via alimento na forma de ureia, excretando o excesso do “loading” de nitrogénio
por meio da estimulalacdo das taxas de excrecdo de amonia pos-alimentacdo. Essa estratégia é

considerada importante para um elasmobranquio marinho, tendo em vista o papel
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fundamental da manutengdo de niveis plasmaticos de ureia no controle da osmolaridade
plasmatica (em média 41% da osmolaridade plasmatica dos animais mantidos em 32ppm),
contribuindo para a homeostase osmoregulatoria do animal. Além disso, isso evita que ocorra
um gasto consideravel de energia com a perda de ureia para o ambiente, uma vez que a sintese
de 1 mol de ureia via o ciclo da ureia-ornitina requer o gasto de 5 mols de ATP (Anderson,
2001), um processo metabdlico com custo energéetico bem mais elevado do que a sintese de

amonia enddgena.

Muito embora as taxas de excrecdo de aménia tenham sido aumentadas nos jovens de
C. punctatum ap6s a alimentacgdo, efeito evidente sobre a Jureia-N apenas entre 12-18h, nao
foram observadas diferencas significativas nos niveis plasméaticos de amonia e ureia entre 0s
animais alimentados e mantidos em jejum. Por outro lado, na espécie S. acanthias e em
diversas espécies de teledsteos, 0 aumento pos-prandial na taxa de excrecdo de amonia tém
sido associada a um aumento transiente nos niveis de amonia no plasma (Bucking, 2016;
Kajimura et al., 2008; Wood et al., 2005). Durante os processos metabélicos de digestdo de
proteinas, o resultante aumento na producédo hepatica e acimulo de amonia no plasma séo, em
geral, decorrentes do catabolismo oxidativo de aminoacidos ingeridos via alimentacdo. Assim,
por meio da transaminacdo de L-aminoacidos em glutamato, e sua posterior deaminacao via
glutamato desidrogenase (GDH), aménia e -cetoacidos sdo gerados como produtos finais,
sendo os ultimos utilizados como substrato no ciclo de Krebs (Ballantyne, 2001; Bucking,
2016). No entanto, diversos fatores sdo reconhecidos por alterar a taxa de oxidacdo de
aminoéacidos presentes na dieta e, consequentemente, a producdo e os niveis plasmaticos de
amonia, onde o conteldo de proteinas da dieta e a frequéncia de alimentagdo influenciam
diretamente o catabolismo de aminoéacidos (Ballantyne, 2001; Bucking, 2016). Por exemplo,
na espécie S. acanthias, a ingestdo de alimento na proporcdo de 2-3% da massa corpérea do
animal (Kajimura et al., 2006; Wood et al., 2005) resultou em pequenos aumentos nos niveis
plasmaéticos e na taxa de excre¢do de amonia, enquanto a concentracdo de ureia plasmaética e
Jureia-N foram inalterados. Por outro lado, a ingestdo de maior quantidade de alimento (5,5%
da massa corpdrea) reforcou o efeito pos-prandial sobre os niveis plasmaticos e excrecdo de
amonia, mas reduziu a Jureia-N 0 que contribui para a conservagdo de nitrogénio pelos animais
(Wood et al., 2007). Assim, niveis plasmaticos de amonia e ureia similares entre os jovens de
C. punctatum mantidos em jejum e em regime regular de alimentagdo sugerem que a

quantidade de proteina ofertada na dieta nao foi suficiente para aumentar os niveis de ambos
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0s produtos nitrogenados no sangue dos animais, ou ainda que o transiente aumento dos niveis
particularmente de aménia po6s-alimentacdo, como visto em S. acanthias 20h pds alimentacao
(Kajimura et al., 2008), podem ter ocorrido em periodos anteriores a coleta de sangue dos

animais (24h pés-alimentacéo).

Né&o foi observado um efeito significativo da alimentagéo sobre a taxa de consumo de
oxigénio nos jovens de C. puncutatum em 32ppm, como visto pelas MO; similares entre os
animias mantidos em regime regular de alimentacdo e em jejum por 7 dias (Fig. 2A). Nos
animais ectotérmicos, como os elasmobranquios e teledsteos, os processos de digestdo pos-
alimentacdo sdo comumente associados a um aumento na taxa metabdlica dos animais (em
geral medida como aumento da taxa de consumo de oxigénio), um fendmeno descrito como
acao dinamica especifica (specific dynamic action — SDA) (revisto por Secor, 2009). Esse
aumento poés-prandial na taxa metabolica de elasmobranquios e teledsteos tém sido
relacionado ao custo energético para a sintese proteica pds-alimentacdo, que pode correspoder
até a 80% do custo energético da SDA, embora também reflita a estimulagdo do metabolismo
oxidativo, particularmente dos mecanismos associados a deaminacdo e transaminacdo de
aminoéacidos ingeridos pela dieta, e a consequente sintese de ureia e amoénia (Wood, 2001).
Nesse contexto, os resultados do presente estudo contrastam com o efeito da alimentagéo
sobre a taxa de consumo de oxigénio reportadas para as espécies S. acanthias (Wood et al.,
2007) e Scyliorhinus canicula (Sims & Davies, 1994), onde foram observadas MO 1,7 vezes
e 2,8 vezes maiores no animais ao longo das 72-75h pds-alimentacdo, respectivamente.
Novamente, esse fato pode ser explicado pela diferenca na proporcdo de alimento ofertado
entre os trabalhos citados (5 a 7% do peso do animal) e o presente estudo (3% do peso do
animal), o que contribuiu fortemente para que a quantidade de proteina ingerida via dieta
pelos exemplares de C. punctatum fosse marcadamente reduzida em comparagdo com 0S
estudos realizados com S. acanthia e S. canicula. Estimativas da quantidade de energia gasta
para a sintese proteica tém evidenciado que esse processo € altamente custoso para 0S
animais, onde ao menos 4 moléculas de ATP sdo hidrolizadas por ligacdo peptidica
(Ballantyne, 2001; Wood et al., 2005). Isso sugere que os jovens de C. punctatum alimentados
tendem a reduzir a quantidade de energia desprendida para os processos oxidativos de
digestdo e sintese proteica pds-alimentacdo, ou ainda apresentem um maior tempo para a
digestdo completa do alimento, em comparacdo com outras espécies de elasmobranquios ja

estudadas.
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Diversos estudos tém demonstrado que o metabolismo aerébico dos elasmobranquios
¢ altamente dependente da oxidacdo de aminoacidos, especialmente de glutamina,
representando cerca de 70% do metabolismo oxidativo desses animais. Esse fato contrasta
com o predominante uso de lipideos e carboidratos como combustiveis metabdlicos
preferenciais dos tele6steos (Ballantyne, 1997; Wood, 2001; Wood et al., 2007; Speers-
Roesch & Treberg, 2010). Nos elasmobranquios, a taxa de oxidacdo da glutamina nas células
da musculatura vermelha, que ocorre por meio da deaminacdo da glutamina pela enzima
glutaminase, formando glutamato e amoénia, é significativamente mais elevada do que o
observado em teledsteos, aves e mamiferos (Ballantyne, 1997; Speers-Roesch & Treberg,
2010). No presente estudo, a determinagdo da taxa de excrecdo total de nitrogénio (Jiota-N =
Jureia-N + Jamm-N), simultaneamente a determinacdo das taxas de consumo de oxigénio dos
animais, permitiu o céalculo do coeficiente de nitrogénio (NQ) que reflete a porcentagem de
nitrogénio excretado formado pelo metabolism oxidativo de proteinas (Lauff & Wood, 1996,
1997). Dessa forma, em estado de equilibrio, um valor de NQ = 0,27 representa uma condi¢do
onde 100% da taxa metabolica de um peixe é mantida pela oxidacdo de proteinas (van den
Thillart & Kesbeke, 1978; Wood, 2001). Nos jovens de C. punctatum, os valores médios de
NQ ao longo das 24h p6s-alimentacdo foram de 0,20 e 0,15 para os animais mantidos sob
regime regular de alimentacdo e em jejum, representando cerca de 75% e 58% no uso de
proteinas pelo metabolismo aerdbico nesses animais, respectivamente (Figura 2B), o que
confirma a alta dependencia do metabolismo dos elasmbranquios pela oxidacdo de proteinas
(Ballantyne, 1997; Wood, 2001). No entanto, os jovens de C. punctatum alimentados
apresentaram valores de NQ significativamente mais elevados que 0s animais mantidos em
jejum por 7 dias nos intervalos de 4-6h e 12-18h. Esses resultados contrastam com os obtidos
por Wood e colaboradores (2007), que observaram uma reducdo nos valores de NQ de 0,51
em exemplares de S. acanthias mantidos em jejum, para 0,19 nos animais pds-alimentacéo.
Segundo esses autores, a reducao no NQ pos-alimentacdo em S. acanthias evidencia a
estimulagdo de processos anabolicos, tais como sintese de proteinas e de ureia, associados
com a conservagdo de nitrogénio pos-prandial nessa espécie (Wood et al., 2007). Essas
diferencas nas respostas pos-prandiais no NQ e na porcentagem do uso de proteinas entre
exemplares de C. punctatum e S. acanthias indicam diferencas na regulagdo do metabolismo
de aminoacidos, e consequentemente na producdo de energia e sintese de ureia, entre as

espécies. Importante ressaltar que nos exemplares de C. punctatum mantidos em jejum, 0s
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niveis de glicose plasmatica foram significativamente mais elevados do que nos animais
alimentados, sugerindo que nos animais em privacdo alimentar os estoque hepaticos de
glicogénio podem estar sendo mobilizados para utilizacdo de carboidratos (glicose) como
combustivel para o metabolismo aerébico, reduzindo sua dependencia sobre a oxidacéo de
proteinas.

Né&o foram observados efeitos significativos do regime alimentar sobre a osmolaridade
plasmatica, assim como sobre os niveis de proteinas totais e concentracdo de Na* no plasma
dos jovens de C. punctatum em salinidade 32ppm. Por outro lado, os niveis plasmaticos de CI
foram significativamente mais elevados nos alimentados, em relagdo aos animais mantidos
em jejum por 7 dias. Em vertebrados, o processo de digestdo &cida que ocorre no estdbmago é
resultante da secrecdo apical de H* pelas células parietais presentes na mucosa gastrica,
processo que é acoplado a saida de ions HCOs™ pela membrana basolateral das celulas. Isso
faz com que haja um acimulo de HCOs  no compartimento extracelular, o que promove uma
significativa alcalinizacdo do sangue dos animais (aumento do pH sanguineo), fenémeno
descrito como alkaline tide (Niv & Fraser, G, 2002; Wood et al., 2005; Wood et al., 2007).
Em elasmobranquios, as branquias sdo o orgao responsavel pela manutencdo do equilibrio
acido-base do sangue dos animais, atuando diretamente na secrecdo de acidos (H™) e bases
(HCO3) para 0 meio externo (Evans et al., 2005; Wright & Wood, 2016). Em espécies como
Dasyatis sabina, S. acanthias e Carcharinus leucas, a secrecdo béasica é acoplada a absorcéao
ativa de CI, por meio do trocador eletroneutro CI/HCO3™ (pendrin), sendo esse processo
fortemente estimulado ap6s a alimentacdo (revisto por Wright & Wood, 2016), ou em
situacdes de alcalose metabolica induzida pela injecdo de NaHCO3 nos animais (Tresguerres
et al., 2007a, 2007b). Assim, o aumento dos niveis de CI" nos jovens de C. punctatum
alimentados sugere um aumento da excre¢do de produtos metabolicos béasicos (HCO3"), com
consequente absorcao branquial de CI, como uma resposta compensatoria a alcalinizagdo do

sangue decorrente da digestdo do alimento ingerido.

Influéncia da aclimatacdo a salinidade reduzida sobre as respostas metabdlicas e

osmoregulatdrias pos-prandiais de C. punctatum

O balango osmdético, em especial para o controle do volume celular, € um desafio a

para a manutencdo homeostase para todos os animais. Dentre as estratégias envolvidas na
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osmorregulagdo, duas sdo fundamentais para o entendimento da tolerdncia dos
elasmobranquios a dilui¢cdo do meio externo, e de como a salinidade interfere no metabolismo
desses animais: osmoconformacdo e osmorregulacdo (Yancey, 2016). Uma das principais
diferengas entre essas duas estratégias nos elasmobranquios é relacionada a capacidade das
diferentes espécies em sintetizar e reter altos niveis de ureia nos fluidos corporeos,
especialmente em funcdo da variacdo da salinidade ambiental, associado a manutencdo da
osmolaridade plasmatica nesses animais. Segundo Hazon e colaboradores (2003), a
aclimatacao gradual de elasmobranquios marinhos a diferentes salinidades, em condicGes de
laboratério, demonstrou que esses peixes tém a capacidade de regular a pressdo osmatica de
seus fluidos corpéreos em fungdo da salinidade ambiental, por meio da regulacdo
independente dos principais osmolitos plasmaticos, particularmente dos niveis de ureia, Na* e
CI". Isso sugere que muitos dos elasmobranquios considerados estenoalinos de fato podem ser
descritos como parcialmente eurialinos, como demonstrado para diferentes espécies de
elasmobranquios marinhos como a espécie Hemiscyllium plagiosum, que realiza viagens
frequentes e curtas para se alimentar em ambientes de &guas salobras, assim como para as
espécies Pristis microdon, Carcharinus melanopterus, Carcharinus leucas e Negaprion
brevirostris (Chan & Wong, 1977). Em estudo recente, Wosnick e Freire (2013)
demonstraram que a espécie Zapteryx brevirostris, uma espécie marinha considerada
estritamente estenoalina, apresentou alta capacidade de manter seu balanco osmético em
funcdo da aclimatacdo a baixas salinidades da agua. Nessa espécie, a aclimatacdo a
salinidades reduzidas resultou na reducdo da osmolaridade plasmatica, que foi associada
principalmente a reducdo dos niveis de ureia e concentracdo de K* no plasma, enquanto os
niveis de Na* e CI- permaneceram inalterados, sugerindo que essa espécie pode ser considera
parcialmente eurialina e tolerante a baixas salinidades (Wosnick & Freire, 2013).

Os parametros plasmaticos dos jovens de C. punctatum avaliados no presente estudo
ndo foram significativamente influenciados pelo regime de alimentacdo dos animais
aclimatados a 20ppm. No entanto, nos jovens de C. punctatum aclimatados por 20 dias a
salinidade 20ppm, em ambos os regimes de alimentacdo, os niveis plasméticos de ureia, Cl e
proteinas totais foram drasticamente reduzidos, sendo em média 65%, 35% e 38% menores do
que os valores observados para os animais mantidos a 32ppm, respectivamente. Similarmente,
a osmolaridade plasmatica apresentou uma forte tendéncia de reducdo nos animais

aclimatados a 20ppm, mas apenas nos animais alimentados a osmolaridade plasmatica foi
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significativamente reduzida (cerca de 20%), em relacdo aos animais mantidos a 32ppm
(Tabela 2). Interessante notar que os niveis plasmaticos de Na* ndo foram significativamente
afetados pela aclimatacdo a salinidade de 20ppm, sendo observados valores muito similares
entre os animais aclimatados as duas salinidades testadas, em ambos os regimes de
alimentacdo. Esses resultados contrastam com o padrdo geral de elasmobranquios mantidos
em salinidades reduzidas, onde os niveis plasmaticos de CI" sdo mais intensamente regulados
do que o Na*, sugerindo que na espécie C. punctatum a concentracdo de Na* no plasma é
fortemente regulada, e seu papel na manutencao da osmolaridade plasmatica € maior do que o
CI', mesmo em salinidades reduzidas.

Em espécies consideradas tolerantes a diluicdo do meio externo, tais como H.
plagiosum, Leucoraja ocellata, Squalus suckleyi e Heterodontus portusjacksoni, a diminuicao
dos niveis plasmaticos de ureia e TMAO, e em menor quantidade de Na* e CI', é relacionada a
um aumento do ganho de &gua por osmose, acompanhado pela dilui¢do dos fluidos corp6reos
internos, além do aumento das taxas de excrecdo desses compostos pelos animais,
particularmente pelos rins (Chan & Wong, 1977; Cooper & Morris, 2004; Guffey & Goss,
2014; Sulikowski et al., 2003; Wright & Wood, 2016). Em condi¢6es de salinidade reduzida,
os elasmobréanquios tendem a aumentar significativamente a taxa de filtragdo glomerular nos
rins, promovendo uma grande perda de &gua e ions pela urina, 0 que, em conjunto com o
aumento da secrecdo ativa e reducdo da reabsor¢do tubular, resulta no aumento da excrecdo de
ureia e metilaminas para o ambiente (Ballantyne & Fraser, 2013; Wright & Wood, 2016).
Além disso, algumas espécies apresentam a capacidade de reduzir a sintese metabdlica de
ureia via o ciclo da ureia-ornitina (O-UC) quando mantidas em baixas salinidades, como visto
em C. leucas (Pillans et al., 2005), enquanto outras espécies, como N. brevirostris, aumentam
a taxa de excrecdo de ureia mas mantém altas taxas de sintese hepatica desse composto,
mesmo quando expostos dgua do mar 50% diluida (Goldstein et al., 1968). Em conjunto, 0s
resultados do presente estudo sugerem que os jovens de C. punctatum sdo relativamente
tolerantes a salinidades moderadamente baixas, apresentando a capacidade de controlar os
niveis dos principais osmdlitos do plasma, especialmente ureia e CI, mantendo sua
osmolaridade plasmatica isosmotica, ou mesmo ligeiramente hiperosmética, em relagdo ao
meio externo, mesmo em condicdes de salinidade reduzida.

Nos animais aclimatados a salinidade de 20ppm nédo foram observadas diferencas nas

taxas de excrecdo de amonia entre 0s animais alimentados e mantidos em jejum, embora a
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Jamm-N dos animais alimentados tenham sido significativamente mais elevadas nas primeiras
4h pos alimentacdo, em relacdo ao intervalo de 4-6h. O regime de alimentacdo teve um efeito
discreto sobre as taxas de excrecdo ureia, sendo observado um aumento significativo na Jureia-
N dos animais em jejum, em relagdo aos alimentados, apenas no intervalo de 4-6h. No
entanto, a Jamm-N e a Jureia--N dos animais mantidos em jejum na salinidade 20ppm foram
quantitativamente aumentadas (cerca de 3,0 e 2,1 vezes, respectivamente), quando
comparadas as taxa de excrecdo dos animais mantidos em 32ppm, enquanto nos animais
alimentados, as taxas de excrecdo de ambos os compostos nitrogenados foram bastante
similares (Jamm-N entre -123,56 e -127,63 mol kg h'; e Jureia-N entre -485,45 e -536,68

mol kg h) entre os animais aclimatados as duas salinidades testadas. Interessante notar
gue nos jovens de C. punctatum aclimatados a 20ppm, em ambos os regimes alimentar, o
aumento quantitativo na taxa de excrecdo de ureia, em relacdo aos animais mantidos em
32ppm, foi acompanhado pela reducéo significativa dos niveis plasmaticos de ureia, tal como
visto para a espécie estenoalina S. suckleyi que apresentou um aumento de cerca de 72% na
Jureia-N acompanhada pela redugdo gradativa nos niveis de ureia no plasma ao longo de 50h
de exposicdo a adgua do mar diluida (21ppm) (Guffey & Goss, 2014). Assim, as taxas de
excrecdo de ureia aumentadas nos jovens de C. punctatum em salinidade 20ppm podem ser
entendidas como ajustes fisiologicos relacionados a diminuicdo da osmolaridade plasmatica
dos animais em um meio mais diluido. Essas respostas refletem um aumento da excrecdo
renal de ureia, provavelmente em funcéo da reducdo do numero de transportadores de ureia
(UT) relacionadas a reabsorcdo tubular desse composto, como visto para a espécie Triakis
scyllium aclimatada por 1 semana em salinidade 10ppm (Yamaguchi et al., 2009). Por outro
lado, 0 aumento quantitativo da Jamm-N dos jovens de C. punctatum em salinidade 20ppm, em
relacdo aos animais mantidos em 32ppm, nao foi acompanhada de reducdo significativa nas
concentragOes plasmatica de amdénia dos animais. Taxas de excre¢do de amonia aumentadas
também foram reportadas para a espécie S. suckleyi apos 18 e 24h de exposi¢do a d&gua do mar
diluida (70%), no entanto a concentragdo de amonia no plasma desses animais ndo foi
determinada (Deck et al., 2016). Nos elasmobranquios, a producdo endogena de amonia
ocorre por meio do catabolismo de aminoacidos, sendo a amonia produzida posteriormente
transformada em glutamina, que é entao utilizado como substrato pelo ciclo O-UC para a
producdo de ureia (Speers-Roesch & Treberg, 2010; Wood, 2001; Wright & Wood, 2016).

Assim, as respostas nas taxas de excre¢do e nas concentragdes plasmaticas de amonia e ureia
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dos jovens de C. punctatum aclimatados a 20ppm sugerem tanto um aumento da producdo de
amonia por meio do catabolismo de proteinas, quanto a reducdo da sintese de ureia atraves da
diminuicdo da conversao de amonia em glutamina nos animais.

Tal como visto para os animais mantidos em 32ppm, ndo foi observado um efeito
significativo da alimentacdo sobre a taxa de consumo de oxigénio dos jovens de C.
puncutatum aclimatados a 20ppm, sugerindo que a taxa metabdlica desses animais € pouco
influenciada pelos processos de digestdo dentro das condi¢des experimentais dos regimes de
alimentacdo testados no presente estudo. Contudo, a avaliacdo do coeficiente de nitrogénio
(NQ) e da porcentagem no uso de proteinas pelos animais aclimatados a 20ppm demonstrou
um forte efeito do regime de alimentacdo sobre os combustiveis preferencialmente utilizados
pelo metabolismo oxidativo. Nesses animais, os valores médios de NQ ao longo das 24h pds-
alimentacdo foram de 0,22 e 0,31 para os animais mantidos sob regime regular de alimentacao
e em jejum, representando cerca de 83% e 116% no uso de proteinas pelo metabolismo nesses
animais, respectivamente, demonstrando novamente a alta dependencia do metabolismo
aerobico desses animais pelo catabolismo de proteinas (Ballantyne, 1997; Speers-Roesch &
Treberg, 2010). Tal como observado para a espécie S. acanthias ao longo de 72h pds
alimentacdo (Wood et al., 2007), os valores de NQ nos jovens de C. punctatum alimentados
foram significativamente reduzidos no intervalo 4-8h, em comparagdo com 0s animais
mantidos em jejum, indicando a ativacdo de processos anabolicos, tais como sintese proteica e
de ureia, nesses animais apos a alimentacdo. Por outro lado, as altas taxas de NQ observadas
para os exemplares de C. punctatum mantidos em jejum em salinidade 20 ppm (variando entre
0,28 e 0,41 no intervalo de 4 a 24h) sugerem que estes animais nao estavam em estado de
equilibrio, como visto para exemplares de S. acanthias mantidos por 5 dias sob privacédo
alimentar (Wood et al., 2007). Isso evidencia que, durante o jejum prolongado, os jovens de
C. punctatum aclimatados a 20ppm apresentaram perdas totais de nitrogénio (particularmente
na forma de ureia_N) quantitativamente maiores do que a producédo de nitrogénio pela quebra
de proteinas e oxidacdo de aminodcidos, indicando que boa parte do nitrogénio
disponibilizado para a producdo de aménia e ureia veio do catabolismo de proteinas
enddgenas. Esse fato sugere fortemente que os animais em jejum em salinidades reduzidas
apresentam um alto comprometimento na conservacao de nitrogénio, o que pode levar a maior
dificuldade desses organismos em manter sua estratégia ureosmatica em situagdes de privacao

alimentar prolongada, especialmente em ambientes de menor salinidade.
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Conclusoes

No presente estudo, concluimos de que a ureia é o principal produto da excre¢do nos
jovens de tubardo bambu mantidos em ambos os regimes de alimentagéo, tanto em salinidade
32ppm quanto em 20ppm. Além disso, a alimentacdo promove o aumento da excrecdo de
nitrogénio na forma de amonia nos animais em 32ppm, efeito ndo observado nos animais
mantidos a 20ppm. No entanto, a aclimatacéo a salinidade reduzida resulta em um aumento
quantitativo da excrecdo total de nitrogénio nos animais, particularmente nos jovens C.
punctatum mantidos em jejum, como visto pelo aumento nos valores nas taxas de Jamm-N e
Jurea-N dos animais. O regime de alimentacdo e a aclimatacdo a baixa salinidade né&o
influenciaram a taxa de consumo de oxigénio dos animais. A andlise dos valores de NQ
evidenciaram que o metabolismo aerébico dos jovens de tubardo bambu, em ambas as
salinidades testadas, é altamente dependente da oxidacdo de proteinas e aminoacidos, tal
como observado para outras espécies de elasmobranquios. Contudo, a alimentacdo teve
efeitos distintos sobre 0 NQ e porcentagem de uso de proteinas em funcdo da salinidade em
gue o animal foi aclimatado. Nos animais em 32ppm foi notado uma forte relagcdo entre o
catabolismo de proteinas, particularmente para sintese de aménia, relacionados a estratégia de
conservacdo de nitrogénio pelos animais, enquanto em 20ppm foi observado um aumento do
anabolismo associado a sintese proteica e de ureia pelos animais. Interessante notar que nos
animais mantidos em jejum em 20ppm, o catabolismo de proteinas enddgenas foi bastante
elevado, indicando um desequilibrio entre as perdas de nitrogénio pela excrecdo de ureia e
amonia e a sua disponibilizacdo pela oxidacdo de aminoacidos. A reducdo da osmolaridade,
acompanhada da diminuicdo da concentracdo de ureia e cloreto plasmatico, nos jovens de C.
punctatum aclimatados a 20ppm sugere que esses animais apresentam a capacidade de regular
a concentracdo desses osmolitos nos fluidos internos a fim de se manterem isosmoticos, ou
ligeiramente hiperosmoticos, em relacdo ao meio. Isso demonstra que os individuos dessa
espécie conseguem manter seu balango osmoético mesmo em salinidades ligeiramente
reduzidas. Em conjunto nossos dados indicam que, quando em menores salinidades, os jovens
de C. punctatum sdo fortemente limitados pelo aporte de nitrogénio via alimentacdo para a
manutencdo de sua estratégia ureosmotica, sugerindo que longos periodos sob privacdo
alimentar em salinidades baixas podem influenciar negativamente a capacidade

osmorregulatodria e a retencdo de nitrogénio pelos animais.
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Tabela 1

Tabela 1. Pardmetros bioquimicos plasmaticos de jovens de Chiloscyllium punctatum aclimatados em duas salinidades (32 e 20ppm) e
mantidos sob regime normal de alimentacéo e privacédo alimentar por 7 dias. Letras diferentes representam diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre os animais mantidos em diferentes regimes alimentares em uma mesma salinidade. Asteriscos (*) representam diferencas
estatisticas significativas (p<0,05) entre os animais mantidos em um mesmo regime alimentar entre as duas salinidades testadas

Salinidade Tratamento Glicose Proteinas Osmolaridade Ureia Amonia [Na] [Cl]

32ppm Alimentados  20,96+1,84 a 39,24+3,57 1029,12492,93 442,51+20,64 162,21+15,07 233,12+17,83 251,02+11.15a
Jejum 34,92+1,97 b 33,50+2,33 978,71+36,30 385,25+22,06  134,32+13,77  231,77+11,21 222,4915,28b

20ppm Alimentados 19,59+1,84 23,99+1,60* 821,62+89,78*  135,28+20,64* 158,51+17,78 205,59+12,90 164,04+12,08*
Jejum 19,69+1,84*  20,98+1,36* 824,87+36,48 149,92+20,64* 135,03+8,78 214,37+3,37 141,76+4,59*
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Figura 1. Taxas de excre¢do de amoénia (Jamm-N) (A) e ureia (Jureia_N) (B) jovens de
Chiloscyllium punctatum aclimatados em 32ppm e mantidos sob regime normal de
alimentacdo e privacdo alimentar por 7 dias. Letras diferentes representam diferencga
estatistica significativa (p<0,05) entre os animais mantidos em diferentes regimes alimentares
em uma mesma salinidade. Asteriscos (*) representam diferencas estatisticas significativas
(p<0,05) entre os animais mantidos em um mesmo regime alimentar entre as duas salinidades

testadas
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Figura 2
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Figura 2. Taxas de consumo de oxigénio (MO2) (A) e coeficiente de nitrogénio e porcentagem
no uso de proteinas (B) pelos jovens de Chiloscyllium punctatum aclimatados em 32ppm e
mantidos sob regime normal de alimentacéo e privacdo alimentar por 7 dias. Letras diferentes
representam diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os animais mantidos em
diferentes regimes alimentares em uma mesma salinidade. Asteriscos (*) representam
diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre os animais mantidos em um mesmo
regime alimentar entre as duas salinidades testadas
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Figura 3. Taxas de excre¢do de amonia (Jamm-N) (A) e ureia (Jureia_N) (B) jovens de
Chiloscyllium punctatum aclimatados em 20ppm e mantidos sob regime normal de
alimentacdo e privacdo alimentar por 7 dias. Letras diferentes representam diferencga
estatistica significativa (p<0,05) entre os animais mantidos em diferentes regimes alimentares
em uma mesma salinidade. Asteriscos (*) representam diferencas estatisticas significativas
(p<0,05) entre os animais mantidos em um mesmo regime alimentar entre as duas salinidades
testadas
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Figura 4. Taxas de consumo de oxigénio (MO2) (A) e coeficiente de nitrogénio e porcentagem
no uso de proteinas (B) pelos jovens de Chiloscyllium punctatum aclimatados em 32ppm e
mantidos sob regime normal de alimentagéo e privagédo alimentar por 7 dias. Letras diferentes
representam diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os animais mantidos em
diferentes regimes alimentares em uma mesma salinidade. Asteriscos (*) representam
diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre os animais mantidos em um mesmo
regime alimentar entre as duas salinidades testadas
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