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RESUMO

O sulfato de calcio (CaSQ4) ou gesso agricola é utilizado na piscicultura para
minimizar as respostas de estresse durante o transporte. O objetivo deste estudo foi
testar sua eficiéncia no transporte de 4 horas de matrinxas juvenis. Apos 48 horas
de jejum, os peixes (200,21g = 51,12g) foram embalados em sacos plasticos (125¢g
L") (cinco sacos por tratamento), sendo um amostrado 15 minutos apds a
embalagem e 4 transportados em agua contendo CaSO, (0, 75, 150, 300 mg L™).
Foi retirada uma amostra de agua das embalagens para avaliacdo do oxigénio
dissolvido, pH, amoénia, dureza, alcalinidade e ions calcio. Amostras de sangue sem
anticoagulante foram retiradas antes do transporte (nivel inicial), apés a embalagem,
na chegada, 24 e 96 horas depois (recuperacao). O soro foi separado para analise
de cortisol, cloreto, sédio, potassio, céalcio e sangue heparinizado foi utilizado para
avaliacdo do hematdcrito, numero de eritrcitos, niumero de leucocitos, volume
corpuscular médio e hemoglobina no sangue total. No plasma foram dosados glicose
e osmolalidade. Foram amostrados 8 peixes (repeti¢cdes) (2 em cada caixa) antes do
transporte e na recuperacao, 8 em cada saco plastico apds serem embalados e 8 (2
por saco plastico) apés o transporte. Os dados foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. Peixes de todos os tratamentos apresentaram aumento de
cortisol apdés a embalagem (controle p<0,05; demais p<0,01) e na chegada na qual
diminuiu nos peixes transportados com sulfato de calcio. A glicemia aumentou apds
o transporte nos peixes de todos os tratamentos, sem diferenca entre eles. Apds 24
e 96 horas, diminuiu atingindo valores menores que os de antes do transporte. Apds
a embalagem, o cloreto mostrou tendéncia a queda nos tratamentos com sulfato de

célcio, o que acentuou na chegada nos peixes transportados sem sulfato e com as



duas concentragdes mais baixas. Com 300 mg L, os niveis de cloreto foram
mantidos em valores semelhantes aos iniciais. O sbddio apresentou um perfil
semelhante, mas com diferencas menores. Os valores de potassio sérico
apresentaram tendéncia de diminuicao inversamente relacionada a concentracao de
célcio na agua retornando aos valores iniciais 24 horas depois. O calcio sérico nao
diferiu entre os tratamentos. O hematocrito foi maior em todos os tratamentos apés a
embalagem e na chegada, com excecdo dos peixes transportados na maior
concentracdo de CaSO4. O numero de eritrocitos acompanhou este perfil. No
tratamento 75 mg L', na chegada, o volume corpuscular médio foi maior que o nivel
inicial. A taxa de hemoglobina nao diferiu entre os tratamentos e o numero de
leucécitos aumentou 24 horas depois da chegada nos tratamentos 75, 150 e 300 mg
L. Os resultados indicam que a adicdo de CaSO4 na agua de transporte pode

reduzir as respostas de estresse do matrinxa.



ABSTRACT

The calcium sulfate or agricultural gypsum is used in aquaculture to reduce
the stress responses during transportation, and the aim this study was to test its
efficiency in 4h transport of matrinxa juveniles. After 48h in 500L aquaria, fasted fish
(200.21g + 51.12g) were transported for 4h in plastic bags (125g L) (five bags per
treatment). One bag was sampled 15 min after package and the other were
transported in water containing different CaSO,4 concentrations: 0, 75, 150, 300 mg L
', Water samples of each treatment were evaluated: dissolved oxygen, pH, ammonia,
hardness, alkalinity and calcium ions. Blood was collected before transport (initial
value), after packing, after transport and 24 and 96 h later (recovery). Cortisol,
chloride, sodium, potassium, calcium were determined in serum and hemoglobin.
Red and white blood cells count, mean corpuscular volume, hematocrit, plasma
glucose and osmolality were determined in eight fish (replicates) (2 fish per aquaria)
before transport and recovery. Data were analyzed by ANOVA and means compared
by Tukey test. Cortisol increased after package (control p<0,05; others p<0,01), but
decrease after transport in fish transported with calcium sulfate. Glucose increased
after transport in fish of all treatments and during recovery it decreased to values
lower than those registered before transportation. After package the chloride levels
showed tendency to decrease in treated fish, which elevating at arrival in control and
in the two lowest concentration groups. In fish transported in 300 mg L™, the chloride
values were maintained similar to the initial levels. Sodium showed similar profile.
Potassium presented tendency to decrease inversely to the concentration of calcium
in the water and returned to initial values 24 h after. The serum calcium did not differ
among treatments. Hematocrit was higher in fish of all treatments after package and

arrival, except for fish transported in the highest concentration of CaSQO,4. Erythrocyte



number repeated this profile. In treatment 75 mg L™, the mean corpuscular volume
after transport was higher than that registered before transport. Hemoglobin did not
differ among treatments and leukocyte number increased after 24h in 75, 150, 300
mg L. These results indicate that the addition of CaSOy in transportation water may

reduce the stress responses in matrinxa.
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TRANSPORTE DE MATRINXA E O USO DE

SUBSTANCIAS REDUTORAS DE ESTRESSE



INTRODUCAO

Matrinxa

O matrinxa, Brycon cephalus é originario da bacia amazénica, e apresenta
bom potencial para a aquicultura pelo seu rapido crescimento, aceitacao pelo
consumidor e esportividade na pesca. Esta espécie tem presencga obrigatoria nos
pesqueiros da regiao sudeste, na qual o mercado da piscicultura esta muito ligado
ao da pesca esportiva. Pesquisas envolvendo o matrinxd, como reproducao
(Carvalho, 2001; Sanabria, 2002; Camargo; 2003), larvicultura (Vasquez, 2003),
engorda (Mendonca, 1993) e transporte (Urbinati & Carneiro 2001; Carneiro &
Urbinati 2001; Carneiro et al., 2002) vem sendo feitas afim de aperfeicoar os
métodos de producdo. O matrinxa é sensivel ao manuseio e susceptivel ao estresse,

fato que tornou esta espécie um modelo em estudos de estresse.

Transporte

O transporte pode ser feito em diversos sistemas. Os mais utilizados sao
caixas com suprimento de O, ou sacos plasticos fechados, com adigdo prévia de
oxigénio. A utilizagdo de um ou outro varia de acordo com o tamanho, valor e
quantidade de peixes, além da distancia e meio de transporte. O transporte em
sacos plasticos, geralmente € utilizado para peixes menores, ou distAncias maiores,
quando é necessario o uso de avides (Swann, 1992). E recomendado que o volume
de agua nos sacos ocupem no maximo 25% do espaco disponivel e o restante seja
ocupado com oxigénio. O sucesso do transporte se da quanto mais alta for a
densidade de transporte, para obtencao de maior lucro do transportador, e melhor a

condigéo fisioldgica dos animais na chegada, ndo havendo prejuizo ao comprador.



Estresse no transporte

O estresse esta presente em todas as fases envolvidas no procedimento do
transporte. No periodo de jejum, os animais precisam disponibilizar energia extra-
alimentar para manutencdo. Na captura, ocorre gasto excessivo de energia
decorrente da perseguicao e a seguir 0os peixes sao submetidos a exposicao ao ar,
durante a contagem e transferéncia para as embalagens. Diversos artigos relatam
aumento das respostas fisiolégicas ao manejo durante a embalagem (Carmichael et
al., 1983; Forsberg et al., 2001; Urbinati et al., 2003). Durante o transporte em
sistemas fechados, outros fatores como acondicionamento em alta densidade,
movimento irregular e agua com elevada concentracdo de aménia e outras toxinas

resultantes do metabolismo, atuam como agentes estressores.

Estresse: conceito e mecanismo

Estimulos adversos influenciam o estado fisiol6gico normal dos peixes e
geram respostas que dependendo do tipo, duracdo e severidade pode ocorrer em
trés fases. A primeira é a reacao de alarme, percepcao da situacdo e inicio das
manifestacdes orgéanicas; a segunda é o estagio de adaptacdo e resisténcia aos
efeitos negativos dos estimulos. Durante a segunda fase, o organismo tende a
compensar as condicdes adversas aumentando a utilizacdo de reservas energéticas.
Representam os efeitos terciarios do estresse a diminuicao do crescimento (Weil et
al.,, 2001), da resisténcia a doencas (Robertson et al, 1987), e da capacidade
reprodutiva (Morgan et al., 1999). Quando a capacidade de regular os mecanismos
homeostaticos se esgota pela duracédo dos estimulos, a saude dos peixes pode estar

comprometida (Eddy,1981).



Na resposta primaria , segundos apds o estimulo, o sistema nervoso
simpatico estimula diretamente as células cromafins que liberam catecolaminas
(especialmente adrenalina) com funcdo de aumentar os batimentos operculares,
estimular o fluxo de sangue nas branquias e aumentar a capacidade de transporte
de oxigénio (Fabbri et al., 1998) além de disponibilizar glicose rapidamente. Ao
mesmo tempo, a hipoéfise estimulada pela secre¢cdo de CRH (horménio liberador de
corticotrofina) do hipotalamo, libera ACTH (horménio adrenocorticotréfico) na
corrente sangilinea que por sua vez, provoca a liberacdo de cortisol nas células
secretoras do rim cefédlico (Barton & Iwama, 1991). Nessas condicbes a
hiperglicemia, induzida inicialmente pelas catecolaminas, € resultante de
glicogendlise hepatica. Sua manutencdo ocorre gracas a mecanismos
neoglicogénicos resultantes do aumento da concentragdo plasmatica de cortisol,
sendo esta uma importante resposta secundaria ao estresse (Mommsen et al.,
1999). A hiperglicemia tem o papel de proporcionar energia para os peixes na fuga
ou enfrentamento da situacdo adversa (Wendelaar Bonga, 1997). Outro subsidio
para tais respostas é a captacdo de maior quantidade de oxigénio, através do
aumento dos batimentos cardiacos e operculares. Ao mesmo tempo em que ocorre
maior ventilacdo, os horménios liberados atuam sobre o epitélio branquial
provocando aumento na sua permeabilidade, causando desequilibrio osmético nos
peixes de agua doce.

Dentre as estratégias hematoloégicas para aumentar o fornecimento de O
para o organismo, esta o estimulo a troca Na*/H * e a inibicdo da CI'/HCOg3, através
da membrana de eritrécitos. Isto resulta na diminuicdo do pH plasmatico e
alcalinizag&o do citoplasma, aumentando a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio

(efeito Root). Outra forma de aumentar o carreamento de oxigénio € o recrutamento
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de novos eritrécitos através da contragdo do baco por efeito adrenégico. (Gilmour,
1997).

A quantidade de leucécitos também fornece boa indicagdo do estado de
saude do peixe. A redugdo do numero de linfécitos normalmente € considerada
como resposta de estresse, visto que o cortisol atua como blogueador de
interleucina (Chen et al.,2002). Todas essas alteragdes consomem energia € no
momento em que se esses estimulos se tornam crénicos a tendéncia é acontecerem

os efeitos terciarios.

Estrutura branquial

Cada arco branquial dos teledsteos € constituido de multiplos filamentos,
subdivididos em milhares de lamelas, onde ocorrem as trocas iénicas e gasosas. O
fluxo de agua que irriga as branquias corre no sentido inverso ao do sangue que
passa pelas lamelas, maximizando os gradientes gasosos e osmoticos. Isto aumenta
a eficiéncia das trocas gasosas, mas também aumenta o fluxo de ions cuja
homeostase os peixes precisam manter (Evans et al, 1999) (Fig. 1). O epitélio
branquial (lamelas) é formado por 3 tipos principais de células: células de muco que
produzem uma fina camada de muco, formando um meio intermediario entre agua e
epitélio; células pavimentares que sdo as células mais numerosas do epitélio
branquial (90% da constituicdo) e que desempenham a funcdo de troca dos gases
O, e COy; e células de cloreto, que sao caracterizadas pela alta atividade metabdlica
na regulacdo osmética (Lin & Randall, 1995). Deve ser destacado que as juncdes
entre as células pavimentares e as de cloreto, agem com eficiéncia no controle
ibnico limitando a perda de ions e ganho de agua (Sardet, 1980). A estrutura

branquial sofre modificacdes tanto por acao fisica dos estressores como pela troca
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brusca de salinidade, temperatura e pH, e por efeito dos hormédnios envolvidos nas
respostas ao estresse, como as catecolaminas e o cortisol. Os efeitos mais comuns
sao a necrose epitelial, associada ao fenbmeno da dilatagdo celular, elevacao do
tegumento causando infiltracdo de agua pelos espacos intercelulares, hipertrofia e
hiperplasia do epitélio respiratério e das células de cloreto. Estes efeitos provocam

distirbios na homeostase ibnica e na regulacdo &acido/base (Mallat,

1985).
Sangue pobre em
oxigénio
Arcos i \
Branguiais e Sangue rico em ;
oxigénio i
b ’
".*"EH‘-];'-I'!" . N
WU Arcos T —
! Branguiais Vasos
Sangiiineos
Direcao do

fluxo da agua

Fluxo da agua
Fluxo do sangue

Filamentos
Branguiais

Figura 1: Estrutura branquial mostrando os arcos, filamentos e lamelas
branquiais, com detalhe no sentido contrario do fluxo da agua em relacdo ao do

sangue (Adaptado de Staal, 2002).

Homeostase hidromineral

A concentracdo de sais no sangue de peixes adaptados a agua doce é 100
vezes maior que a encontrada na agua. A constante entrada de dgua e perda de
fons como Na*, ClI' e Ca?" sdo compensados através da excrecdo de grandes
volumes de urina diluida e captacdo dos ions perdidos por mecanismo ativo das

células de cloreto. As trocas branquiais mantém o balanco acido-basico (ClI/ HCO3 e
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Na*/H*) e a excrecao de residuos nitrogenados (Na*/NH;"). A captacdo de Na* e CI
nos peixes é independente uma da outra e é realizada trocando estes ions por
outros nao desejaveis ao organismo, como NH4", HCO3 ou H* (Evans et al., 1999).
Na membrana basolateral, hd uma bomba de Na*/K*, que cria um gradiente
favoravel a entrada de so6dio (membrana apical) em sistema de antiporte, eliminando
a amonia ionizada (NH4*) ou H*. O CI" é trocado na membrana apical pelo HCO3,
resultado da hidratacdo do CO. da respiracdo pela anidrase carblnica (enzima
catalisadora do processo).

A entrada do calcio se da através de difusdo pela formacado do gradiente

osmético da bomba Na*/Ca®* (Flik & Verbost, 1993) (Fig. 2).

N + . 3Na
el Célula de Cloreto
ATP
h- +
H* ou NH, K' s -+ 2K*
; hd /
Agua s i
~ €O, + H0 S Sangue
HCO, <« -
«— ~.
"
Cl
cr e e e e e e e e e el > -
“"hhA
C32+ c 2+
I > ! —+»
3Na’
Jungies
Celulares I I

Célula Pavimentar

Figura 2: Fluxo de ions nas células epiteliais das branquias de peixes

adaptados a agua doce.

Os disturbios hidrominerais sao importantes aspectos do estresse nos peixes

e estao ligados a diferenga osmética entre o animal e 0 ambiente e a permeabilidade
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do epitélio branquial. A diminuicdo dos gradientes pode reduzir o impacto dos
estressores, como demonstrado por Carneiro & Urbinati (2001) e Gomes et al.
(2003) que utilizaram sal (NaCl) na agua de transporte em concentracdées proximas
as plasmaticas em peixes tropicais. O calcio na agua reduz a permeabilidade das
membranas e jungdes celulares, controlando a perda de ions nos momentos de
estresse (McDonald & Robinson, 1993). Embora a utilizacdo de sais de célcio na
agua de transporte de Morone saxatilis ndo tenha diminuido as respostas de
estresse (Mazik et al., 1991), existe a indicagdo da utilizagdo de CaSO,4 (150 mg L™)
em &gua de transporte com dureza inferior a 90 mg L™ (Kubitza, 1997).

Existem muitos estudos sobre o uso de substancias adicionadas na agua de
transporte de peixes vivos, sendo poucos os que definem a eficiéncia do calcio,
razdo que levou a execucdo deste trabalho que avaliou a influéncia da adicao de
CaSO, na agua de transporte de matrinxds, no estado fisiolégico apods ser

embalado, transportado e na sua recuperacao.
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USO DE SULFATO DE CALCIO COMO REDUTOR DE
ESTRESSE NO TRANSPORTE DE MATRINXAS

Brycon cephalus
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INTRODUCAO

O matrinxa, Brycon cephalus, é originario da Bacia Amazénica, com grande
potencial para a aquicultura, pelo seu rapido crescimento, aceitacido pelo
consumidor e esportividade na pesca. O matrinxd tem presenca obrigatéria nos
pesqueiros, no qual o mercado da piscicultura estd muito ligado ao da pesca
esportiva. No transporte de matrinxas, sao muito freqluentes problemas como
estresse, falta de apetite e até mortalidade apés a chegada.

O estresse esta presente em todas as fases envolvidas no procedimento do
transporte. No periodo de jejum os animais precisam disponibilizar energia extra-
alimentar para manutencdo. Na captura ocorre gasto excessivo de energia
decorrente da perseguicao e, logo apds, os peixes sdo submetidos a exposicdo ao
ar durante a contagem e transferéncia para as embalagens. Diversos autores
relatam aumento da demanda fisiol6gica ao manejo durante a embalagem
(Carmichael et al., 1983; Forsberg et al., 2001; Urbinati et al., 2003). No transporte
em sistema fechado, varios fatores como o acondicionamento em altas densidades,
movimento irregular das embalagens e agua do transporte com elevada
concentracdo de amoénia e outras toxinas resultantes do metabolismo, atuam como
estressores.

Na tentativa de reduzir o estresse no transporte diversos produtos sao
adicionados a agua, tais como o sal de cozinha (NaCl) (Carneiro & Urbinati, 2001;
Gomes et al., 2003), os anestésicos (Urbinati & Carneiro, 2001; Sandodden &
Iversen, 2001; Pavlidis et al., 2003), as solu¢des tamponantes (Amend et al., 1982) e
0os sais de célcio (Mazik et al, 1991). O célcio é essencial para 0s processos
biolégicos em peixes, e esta ligado a osmorregulacao principalmente no mecanismo

de troca Ca*®/Na* (Flik & Verbost, 1993). O calcio reduz a permeabilidade da
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membrana e juncao celulares, reduzindo a perda de ions (McDonald & Robinson,
1993), provocada pela acao das catecolaminas (Wendelaar Bonga, 1997).

Para estudar as respostas de estresse em matrinxas durante o transporte,
foram testadas quatro concentracdes de gesso agricola (CaSQ,4) na agua, utilizando
diferentes indicadores bioldégicos (hormonal, metabdlicos, eletroliticos e

hematoldgicos).
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MATERIAL E METODOS

Protocolo experimental

O trabalho foi desenvolvido no Centro de Aquicultura da Universidade
Estadual Paulista (CAUNESP), Jaboticabal-SP. Cem matrinxas (200,21 + 51,12g)
foram estocados em 4 caixas de 500L com renovacdo de agua e aeracao,
permanecendo em jejum durante 48 horas. Apés este periodo foram acondicionados
12 peixes em cada saco plastico com capacidade para 60 L, (20L de agua e 40L de
oxigénio), e colocados dentro de caixas de polietileno para evitar perfuracdes.
Utilizou-se 5 sacos para cada tratamento (réplicas), sendo 4 transportados e 1
deixado no laboratério para avaliar a condicdo pés-embalagem. Os tratamentos
foram quatro concentracbes de sulfato de calcio (CaSQO,4) dissolvido na agua de
transporte antes da colocagdo dos peixes: 0 (controle), 75, 150 e 300 mg L™
Enquanto o transporte era realizado os peixes remanescentes das caixas de 500L
foram descartados e as caixas lavadas e enchidas com nova 4gua.

Para o transporte, foi utilizada uma caminhonete na qual foi instalada uma
lona sobre a carroceria para evitar a exposi¢ao dos peixes ao sol durante as 4 horas
de viagem. Durante o transporte foi avaliada a temperatura do ambiente a cada 30
minutos. Na chegada os peixes retornaram para as caixas de 500L em que estavam

antes do transporte (uma caixa por tratamento) para avaliagcdo da recuperacao.

Coletas e analises laboratoriais

Para determinar a condicao inicial, 2 peixes de cada caixa foram amostrados
(n=8), e outras quatro amostragens foram feitas: 15 minutos ap6s embalagem (8
peixes/ saco/ tratamento, n=8) na chegada (2 peixes/ saco/ tratamento, n=8) e 24 e

96 horas apds a chegada (8 peixes/ caixa/ tratamento).
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Foram coletadas amostras de agua no momento das amostragens bioldgicas
para analisar o pH (peagametro YSI 63), oxigénio dissolvido e temperatura (oximetro
digital YSI 55), ambnia ndo ionizada (reagente de Nessler), alcalinidade (Boyd,
1982), dureza (Boyd, 1982) e ions calcio (Eletrodo seletivo de ions da Drake).

Para as amostragens os peixes foram rapidamente coletados e anestesiados
em &gua com benzocaina (60mg L™). O sangue foi coletado em duas pungdes nos
vasos caudais. A primeira foi feita com seringa sem anticoagulante, para as analises
feitas no soro: cortisol (Radioimunoensaio Kit Coat-a-Count da Diagnostics Products
Corporation); cloretos (Kit Labtest); s6dio, potassio e calcio (Eletrodo seletivo de ions
da Drake). A segunda foi feita com seringa heparinizada para a dosagem de
glicemia (King e Garner 1947), osmolalidade (osmémetro Wescor modelo 505) e
hemoglobina, contagem de células vermelhas, volume corpuscular médio dos
eritrécitos e hematocrito (Contador de células da Celm) e contagem de células

brancas (camara de Neubauer) no sangue total.

Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4 x 4 + testemunha (nivel inicial), tendo como fatores as concentracdes de
CaSOq4 e os tempos de coleta. Foram utilizadas 8 repeticoes e os dados submetidos
a andlise de variancia pelo teste F, sendo as médias comparadas pelo teste de
Tukey. As diferengas foram consideradas significativas ao nivel de 5%. Os
resultados apresentados como médias + erro padrdo da média. Para os parametros
da qualidade da agua do transporte o delineamento foi inteiramente casualizado com
4 tratamentos (concentracbes de CaSO4) e 4 repeticoes (embalagens de

transporte), os dados submetidos a analise de varidncia pelo teste F, e as médias
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comparadas pelo teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas ao
nivel de 5%. Os resultados apresentados como médias + erro padrao da média. A

andlise foi feita com auxilio do SAS Software (8.0).
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RESULTADOS

Apenas um peixe transportado em 150 mg L™ morreu no periodo de 24 horas
de recuperacdo. A agua utilizada para a depuragdo e recuperacdo dos peixes
apresentou valores médios de pH 6,48 + 0,11; alcalinidade e dureza 61,83 £ 5,45 e
46,5 + 6,03 mg CaCO; L, respectivamente; amoénia total 0,097 + 0,03 mg L e
temperatura 23,6 +1,4°C. Durante o transporte a temperatura do ambiente foi 29,2+
1,0 e na chegada, a da agua era de 27,7 + 0,8 °C. O pH da agua foi menor nas
embalagens sem adicdo de CaSO, (Fig. 1). A dureza aumentou conforme a
concentracdo de CaSQ,, e a alcalinidade nao foi diferente (Fig. 2). A concentracao
de aménia total foi maior na 4gua com 150 e 300 mg L' CaSO, e a concentragéo de

calcio aumentou com o aumento do CaSOq (Fig. 3 e 4).
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Figura 1. Valores médios do pH da agua apos transporte de matrinxas por 4 horas
em diferentes concentracbes de CaSO,. Médias com mesma letra ndo apresentam
diferengas significativas (p<0,05). Barras verticais representam erro padrao da média (n=4).
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Figura 2. Valores médios da dureza (v) e alcalinidade ( ) da agua apos transporte de
matrinxas por 4 horas em diferentes concentragbes de CaSO,. Médias com mesma letra
(minusculas para dureza e mailsculas para alcalinidade) nao apresentam diferencas

significativas (p<0,05). Barras verticais representam erro padrdao da média (n=4).
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Figura 3. Valores médios da concentracdo de aménia total na agua, apds transporte
de matrinxas por 4 horas em diferentes concentragées de CaSO,. Médias com mesma letra
nao apresentam diferengas significativas (p<0,05). Barras verticais representam erro padréo

da média (n=4).
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Figura 4. Valores médios de ions calcio dissolvidos na agua, apds transporte de
matrinxas por 4 horas em diferentes concentragées de CaSO,. Médias com mesma letra nao
apresentam diferengas significativas (p<0,05). Barras verticais representam erro padrao da
média (n=4).

Os niveis de cortisol circulante aumentaram apés embalagem, nos peixes
transferidos para a agua com adicado de CaSQO,4. Apo6s o transporte, esse perfil se
inverteu, apresentando o menor valor nos peixes transportados com 300 mg L
(p=0,10) comparado aos peixes transportados sem adicado de CaSO, (controle). Os
peixes transportados com 150 mg L' recuperaram os valores iniciais em 24 horas,
sendo que nos outros tratamentos os niveis de cortisol nao foram diferentes dos
peixes controle transportados sem CaSO.. As 96 horas de recuperacio, os valores
de cortisol se igualaram estatisticamente aos dos peixes controle, com excecao do
grupo transportado em agua contendo 75 mg L™ de CaSO, (Fig.5).

Os valores de glicemia nao diferiram significativamente entre os tratamentos,
apenas entre 0os tempos de coleta analisados, apresentando aumento na chegada e

queda a niveis mais baixos que os iniciais 24 e 96 horas depois (Fig. 6).
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Figura 5. Valores médios de cortisol sérico em matrinxas transportados por 4 horas
em agua com adicdo de CaSO, em concentragdes de 0 (pontilhado); 75 ( tracejado); 150
(listrado vertical) e 300 mg L (listrado horizontal). Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05) entre tratamentos no mesmo tempo de coleta. Asteriscos simples e
duplos indicam diferencas (p<0,05 e p<0,01) entre cada tratamento e o nivel inicial (barra
aberta). Barras verticais representam erro padrdao da média (n=8).
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Figura 6. Valores médios de todos os tratamentos de glicemia plasmatica, que nao
diferiram entre si, comparados entre tempos de coleta em matrinxas transportados por 4
horas. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05). Barras verticais

representam erro padrao da média (n=8 nivel inicial; n=32 demais coletas).
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Os niveis de cloreto sérico diminuiram no momento da chegada exceto nos
peixes transportados com 300 mg L™ (p=0,04) embora estatisticamente somente os
peixes do grupo controle apresentaram diferenca em relacao a testemunha (Fig. 7).

A concentracao sérica de sédio ap6s a embalagem diminuiu em todos os
tratamentos de CaSO, quando comparados aos valores iniciais e em todos os
tratamentos, na chegada, retornando ao nivel inicial em 24 horas (Fig. 8).

Os valores de potassio sérico apresentaram uma tendéncia de diminuicao
inversamente relacionada a concentracao de sulfato calcio ap6s a embalagem. Na
chegada, os niveis deste ion apresentaram-se maiores que o0 nivel inicial nos peixes
dos tratamentos 75 e 300 mg L™ retornando ao nivel inicial em 24 horas (Fig. 9).

As médias de célcio sérico nao diferiram significativamente entre os
tratamentos. As médias gerais apresentaram uma diminuicdo no momento poés-
embalagem e na chegada do transporte, recuperacdo em 24 horas e aumento
depois de 96 horas de transporte (Fig.10).

A osmolalidade plasmatica apresentou diferenca significativa apdés o
transporte para todos os tratamentos com CaSO, em relacdo ao controle e a
testemunha. Todos os tratamentos, inclusive o controle, tiveram valores mais altos

as 24horas os quais se mantiveram até as 96 horas de recuperacao (Fig.11).
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Fig. 7. Valores médios de cloreto sérico em matrinxas transportados por 4 horas em

agua com adicdo de CaSO, em concentragcées de 0 (pontilhado); 75 ( tracejado); 150

(listrado vertical) e 300 mg L™ (listrado horizontal). Ver Figura 5 para informagdes sobre

letras e asteriscos.
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Fig. 8. Valores médios de sbdio sérico em matrinxas transportados por 4 horas em

agua com adicao de CaSO, em concentracdes de 0 (pontilhado); 75 ( tracejado); 150

(listrado vertical) e 300 mg L™ (listrado horizontal). Ver Figura 5 para informacdes sobre

letras e asteriscos.
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Figura 9. Valores médios de potassio sérico em matrinxas transportados por 4 horas
em agua com adicdo de CaSO, em concentragdes de 0 (pontilhado); 75 ( tracejado); 150

(listrado vertical) e 300 mg L™ (listrado horizontal). Ver Figura 5 para informagdes sobre
letras e asteriscos.
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Figura 10. Valores médios de todos os tratamentos de calcio sérico, que nao
diferiram entre si, comparados entre tempos de coleta em matrinxas transportados por 4
horas.Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05). Barras verticais representam
erro padrao da média (n=8 nivel inicial; n=32 demais coletas).
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Figura 11. Valores médios da osmolalidade plasmatica em matrinxas transportados
por 4 horas em agua com adicdo de CaSO, em concentragbes de 0 (pontilhado); 75
(tracejado); 150 (listrado vertical) e 300 mg L' (listrado horizontal). Ver Figura 5 para

informacdes sobre letras e asteriscos.

O hematocrito foi maior nos peixes de todos os tratamentos apoés a
embalagem e na chegada, com excecdo dos peixes transportados na maior
concentracdo de CaSQO4. Apds 24 horas os valores se mantiveram elevados nos
peixes de todos os tratamentos, sendo que nos de 300 e 150 mg L™ houve retorno
ao nivel inicial 96 horas apés a chegada (Fig. 12).

O numero de eritrécitos aumentou significativamente nos grupos controle
(p<0,05) e 75 mg L' de CaSO, (p<0,01) apds a embalagem. Na chegada os peixes
do grupo controle e 150 mg L™ apresentaram valores maiores que o nivel inicial.
Apbs 96 horas apenas os peixes do tratamento com 300 mg L' voltaram ao nivel
inicial (Fig. 13).

O volume corpuscular médio das células sanguineas vermelhas foi maior que
o valor inicial apés a embalagem nos tratamentos 75, 150 e 300 mg L' e na

chegada do transporte apenas no tratamento 75 mg L. Apds 24 horas, os peixes
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dos tratamentos 150 e 300 mg L' apresentaram-se maiores do que o nivel inicial e
96 horas depois da chegada os peixes de todos os tratamentos voltaram a condicao
inicial (Fig. 14).

A taxa de hemoglobina nao foi diferente entre os tratamentos, apresentando
aumento apdés a embalagem e transporte, mantendo-se elevada até 96 horas (Fig.
15).

O numero de leucocitos aumentou significativamente apdés 24 horas da
chegada para os tratamentos 75, 150 e 300 mg L. Depois de 96 horas esses

valores voltaram ao nivel inicial nos peixes de todos (Fig. 16).
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Figura 12. Valores médios do hematdcrito (%)em matrinxas transportados por 4
horas em agua com adigdo de CaSO4 em concentragbes de 0 (pontilhado); 75 ( tracejado);
150 (listrado vertical) e 300 mg L-1 (listrado horizontal). Ver Figura 5 para informagdes sobre
letras e asteriscos.
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Figura 13. Valores médios do numero de eritrécitos em matrinxas transportados por 4
horas em agua com adigdo de CaSO4 em concentragbes de 0 (pontilhado); 75 ( tracejado);
150 (listrado vertical) e 300 mg L-1 (listrado horizontal). Ver Figura 5 para informagdes sobre

letras e asteriscos.
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Figura 14. Valores médios do volume corpuscular médio dos eritr6citos em matrinxas
transportados por 4 horas em é&gua com adicdo de CaSO, em concentracdes de 0
(pontilhado); 75 ( tracejado); 150 (listrado vertical) e 300 mg L™ (listrado horizontal). Ver
Figura 5 para informacdes sobre letras e asteriscos.
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Figura 15. Valores médios de todos os tratamentos de hemoglobina, que nao
diferiram entre si, comparados entre tempos de coleta em matrinxas transportados por 4
horas. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05). Barras verticais
representam erro padrao da média (n=8 nivel inicial; n=32 demais coletas).
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Figura 16. Valores médios do numero de leucécitos em matrinxas transportados por
4 horas em agua com adicdo de CaSO4 em concentragdes de 0 (pontilhado); 75 (

tracejado); 150 (listrado vertical) e 300 mg L-1 (listrado horizontal). Ver Figura 5 para
informagdes sobre letras e asteriscos.
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DISCUSSAO

A qualidade da agua no transporte de peixes vivos &€ um dos fatores que
influenciam o seu estado fisiolégico. A adicao de sais de calcio na agua confirmou o
aumento em sua dureza e a concentracao de ions calcio. A agua das embalagens
com maiores concentragcdes de CaSO, tinham concentragdes maiores de amdnia
apos o transporte. O mesmo foi observado por lwama et al. (1997) quando trutas
excretaram menores quantidades de amonia em agua mole e pH elevado, entretanto
as que foram transferidas para agua com adicao de sais de calcio e magnésio
excretaram mais e possuiam menores niveis circulantes deste metabdlito. A
variacao do pH da agua, em sistemas de transporte fechado, esta ligada a excrecao
de CO: pelos peixes e a capacidade de neutralizar acidos da agua (alcalinidade). No
presente estudo, a alcalinidade da agua do transporte nao foi afetada pelos
tratamentos, porém o pH diminuiu significativamente na agua dos peixes
transportados sem adicao de CaSOy,, sugerindo maior excrecao de CO, neste grupo.
Respostas a concentracbes elevadas de CO. na &gua indicaram disturbios
hematoldgicos e eletroliticos em barramundi, Lates calcarifer (Paterson et al. 2003).
A temperatura da agua na condicao inicial e durante o periodo de recuperacédo se
manteve com pouca variacdo devido ao fluxo que foi continuo e proveniente de
poco. Durante o transporte, a temperatura do ambiente foi elevada, propiciando
maior temperatura na chegada.

O cortisol € um componente essencial da resposta de estresse e na regulacao
osmdética em peixes (Barton & Iwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et.
al. 1999). Os niveis iniciais de cortisol (menores de 30 ng mL") apresentaram
valores proximos aos descritos para matrinxa nao estressado (Rosato, 2003). Apos

a embalagem, os niveis circulantes deste horménio aumentaram em 4 vezes nos
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peixes do grupo controle e 6 vezes nos grupos tratados, semelhantemente ao
observado por Brown et al. (2001) durante a transferéncia abrupta de Stizostedion
lucioperca de meio hipoosmético para meio hiperosmoético. Mancera et al. (2002)
também mostraram a importancia do cortisol na regulacao iénica de Sparus aurata
transferidos para meios hipoosmoéticos. Na chegada, os peixes transportados com
CaSO, (300 mg L") apresentaram niveis mais baixos de cortisol e 24 horas depois
estes niveis j& estavam semelhantes aos iniciais no tratamento com 150 mg L,
resultado semelhante ao encontrados por Carneiro & Urbinati (2001), onde
matrinxas transportados com adicdo de NaCl em concentracdo proxima a
plasmatica, tiveram melhores respostas homeostaticas apds transporte. Segundo
Forsberg et al. (2001), a adicdo de NaCl (5000 mg L) ou NaCl + NaHCO3 (4500 +
500 mg L") nao foi eficiente na diminuicdo do cortisol de Stizostedion vitreum
transportado durante 2 horas. Do mesmo modo, a utilizagdo de CaCl, (100 mg L™)
nao foi eficaz para mitigar a elevacao dos niveis plasmaticos deste hormonio apds
transporte de Morone saxatilis por 5 horas (Mazik et al., 1991).

A elevagao dos niveis glicémicos indica a necessidade de energia para
suportar situacdes adversas. Este aumento, nos casos de estresse, tem origem
glicogenolitica proveniente da agao das catecolaminas e corticosteréides (Mommsen
et. al. 1999), sendo excelente indicador de estresse em peixes (Wendelaar Bonga
1997). Neste trabalho, ndo houve diferengcas para este parametro entre os
tratamentos. Porém os peixes de todos os tratamentos apresentaram hiperglicemia
apds a chegada. A diminuicdo a niveis menores que 0s iniciais apos 24 e 96 horas
pode ser explicada pela falta de alimentacao dos animais até este momento.

Diversos trabalhos tém demonstrado que as concentracées plasmaticas de

sédio e cloreto, em peixes de agua doce, diminuem apds manejos estressantes



37

(Carmichael 1983; Iversen, 1998; Carneiro e Urbinati, 2001; Forsberg, 2001), sendo
necessarias 24 horas para o restabelecimento dos valores basais (Carneiro e
Urbinati, 2001; Urbinati et al., 2003). A perda de ions (principalmente sédio) e a
tendéncia a ganhar agua sao os disturbios eletroliticos que devem ser reduzidos em
peixes transportados em agua doce (Carneiro & Urbinati 2001). O calcio na agua,
através de reagao com grupos anibnicos, pode alterar a hidratacdo das estruturas
branquiais e assim reduzir a sua permeabilidade para ions sédio e cloreto (Potts,
1984). Neste trabalho as concentracdes de sédio diminuiram conforme aumentavam
as concentragoes de CaSO4 nos tratamentos e as de cloreto se mantiveram apés a
embalagem. Entretanto, na chegada, o perfil inverteu-se apontando melhor
desempenho fisiolégico de regulacdo dos niveis de cloreto nos animais
transportados na concentracdo mais alta de CaSO4. O sédio sérico foi baixo em
todos os tratamentos apdés o transporte embora um valor mais alto possa ser
verificado nos peixes transportados em 300 mg L. Diminuicdes nos niveis de sédio
também foram observadas em “striped bass” transportados em 100 mg L de CaCl,
e 110 mg L de dureza, do mesmo modo que nos peixes controle, transportados
sem adicdo de CaCl,e 28 mg L™ de dureza (Mazik et al., 1991).

Os niveis de potassio circulante podem nao oscilar com o estresse
(Carmichael et al., 1983; Morgan & lwama, 1996; Carneiro & Urbinati, 2001), porém
o aumento deste cétion pode estar correlacionado a fragilidade da membrana dos
eritrocitos e ocorréncia de hemdlise na amostragem, suficiente para elevar os niveis
encontrados em alguns tratamentos (Hattingh & Van Pletzen, 1974).

Apesar de haver influéncia da concentracao de calcio da agua nos niveis de
célcio no sangue (Flik & Verbost, 1993), ndo houve variacdo sérica deste ion nos

peixes dos diferentes tratamentos. Os teledsteos regulam a captacao de calcio por
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meio de um érgao chamado de corpusculo de Stannius, produtor de um horménio
(estaniocalcina), que possui funcao de reduzir a captagdo deste ion em meio com
altas concentracées (Flik et al. 1995). Além da prolactina e somatolactina (Kaneko &
Hirano, 1993) o cortisol também influencia na regulacdo da captacido deste ion,
promovendo agao hipercalcémica (Flik & Verbost, 1993). Neste trabalho, houve um
perfil semelhante ao descrito, onde apds a embalagem e o transporte, o excesso de
célcio na agua promoveu diminuicao na absorcao. Durante a recuperacgao, as baixas
concentracdes na agua e o efeito do cortisol estimularam a captacado deste ion em
quantidades crescentes até 4 dias apds o transporte.

Robertson et al. (1987) ndo encontraram variacbes na osmolalidade
plasmatica apdés o transporte. Por outro lado, Weirich et al., (1992), observaram
diminuicdo da osmolalidade e incapacidade de inibir esta disfuncao pela adicao de
célcio na agua do transporte. Neste trabalho, ocorreu aumento na concentracédo de
ions 24 horas ap06s a chegada para todos os tratamentos, inclusive o controle, em
relacdo a testemunha, demonstrando uma tendéncia a recuperagdo dos ions
perdidos durante o estresse do transporte, superando 0s niveis observados
inicialmente.

As variaveis hematoldgicas sao indicadoras de disturbios fisicos e processos
fisiologicos em peixes (Fabbri et al., 1998). Injecao de cortisol aumentou 0 consumo
de oxigénio em trutas (Morgan & Iwama, 1996) e em carpas elevou o volume e
namero de eritrocitos, hematocrito e hemoglobina (Wojtaszek et al., 2002). O
aumento do volume das células é causado pelo estimulo a troca Na*/H * e a inibicao
da CI'/HCO3, pela membrana dos eritrécitos para elevar o pH interno, aumentando a
afinidade da hemoglobina com oxigénio (efeito Root), a0 mesmo tempo aumenta o

gradiente osmdtico entre o plasma e o citoplasma, carreando agua para dentro das
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células (Gilmour, 1997). Ap6s a embalagem os peixes necessitaram maior
quantidade de oxigénio em consequiéncia dos procedimentos de captura, que
envolve fuga, exposicdo ao ar e adaptacao ao novo ambiente, principalmente para
os peixes embalados com CaSQO,. QOutra estratégia adicional no transporte de
oxigénio em resposta ao estresse é o recrutamento de eritrcitos pela contragdo do
baco (Gilmour, 1997). Esta alteragdo nao foi registrada pelos peixes do tratamento
300 mg L' apés a embalagem e na chegada, que também tiveram os menores
niveis circulantes de cortisol ap6s o transporte. A utilizacdo do hematécrito como
indicador fisiolégico de estresse fica limitado frente a duas possibilidades de
interpretacao, volume e numero de células, entretanto pode ser observado um maior
efeito no numero de eritrécitos que no volume destas células. Elevacdo do
hematécrito apés a embalagem de transporte também foi observado para a mesma
espécie por Urbinati et al. (2003).

Com o aumento no numero de células a taxa de hemoglobina também foi
elevada, semelhante a outros trabalhos (Wojtaszek et al,, 2002; Benfey & Biron,
2000), porém sem diferencas entre os tratamentos.

Um estudo hematolégico mostrou variagdes alternadas de leucopenia e
leucocitose apds a aplicacdo de estresse em peixes (Pickford et al., 1971). Apds 24
horas de injecdo de cortisol carpas apresentaram leucocitose (Wojtaszek et al.,
2002), semelhantemente ao encontrado neste estudo. A leucopenia foi constatada
apos 30 minutos de aplicacao do estressor por Benfey & Biron (2000) e Pickford et
al. (1971) fizeram a mesma observacao apds 3 e 30 minutos, fato ndo observado
em nenhum momento neste experimento.

Os resultados encontrados neste estudo demonstram o quanto € estressante

0 manejo pré transporte e o préprio transporte, assim como a recuperacgao € lenta e
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nao total segundo alguns indicadores. O gesso nas concentracbes testadas teve
influéncia moderada na diminuicao das respostas aos estimulos, mas concentracoes
mais altas devem ser testadas, além da aplicacdo de periodo de adaptacdo ao
CaS0O, previamente ao invés da transferéncia rapida de ambiente. Os resultados
mostram bons indicativos do uso do CaSO, que apresentou a propriedade de
aumentar a excrecao de amoénia. Este aspecto deve ser testado para se avaliar a

viabilidade da utilizacdo deste produto no manejo de depuracao dos animais.
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CONCLUSOQES E IMPLICAGOES

Atualmente o transporte de peixes € realizado com a adicdo de diversos
produtos na agua, sendo alguns para minimizar o estresse, outros para a prevencao
de parasitas. Porém, as doses que sao utilizadas e até mesmo muitos dos produtos
nunca foram testados em espécies nativas do Brasil. Algumas espécies sao
sensiveis até ao sal (NaCl), o produto mais freqlientemente utilizado no transporte.

O gesso agricola vem sendo utilizado por poucos produtores para a
diminuicdo do estresse. Entretanto neste trabalho notou-se que a adicdo deste
produto em doses de até 300 mg L™ n&do prejudicou os animais e, pelo contrario,
melhorou o desempenho fisiolégico segundo alguns indicadores analisados apés o
transporte. E provavel que os resultados fossem mais evidentes se os peixes nio
fossem transferidos rapidamente para a nova concentragdo de calcio na agua,
causando um choque osmético na transferéncia, fato corroborado pelas respostas
do matrinxa nas maiores concentracdes de CaSO,4 apds a embalagem.

Outros estudos devem ser realizados testando a utilizacdo do gesso como
estimulador da excrecao da aménia antes do transporte, por exemplo, no periodo de
jejum. Deste modo haveria diminuicdo da excrecao deste metabdlito, prejudicial ao
bem estar dos peixes durante o transporte. Esse procedimento permitiria inclusive a
aclimatacao dos peixes a nova dureza da agua. Com a diminui¢cdo da excrecao da
amdnia durante o transporte, a duracao da viagem poderia ser maior € o volume
transportado aumentado e, desta forma diminuindo os custos com esta etapa da

cadeia produtiva.



