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Respostas fisiologicas de estresse no matrinxa (Brycon
amazonicus) apos exercicio fisico intenso durante a
captura
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RESUMO

Para determinar as respostas de estresse do matrinxa apds perseguigdo com pugd, juvenis (26,7+6,7 g) foram aclimatados em
caixas pldsticas e submetidos aos tratamentos: Controle (sem perseguicdo), Persegui¢io por 2 minutos, Persegui¢io por 5
minutos, Perseguicio por 10 minutos (quatro repetigdes, N=8/tratamento). Amostras de sangue foram coletadas 15, 30 e 60
minutos apds a perseguicio para determinagio do cortisol, glicose, sédio, cloreto, potdssio, hematécrito, hemoglobina, nimero
total de eritrécitos e osmolaridade. O perfil das respostas apds o exercicio fisico dos peixes ndo mostrou as alteracoes tipicas
do estresse. Até 60 minutos apds o estimulo, ndo ocorreram alteragdes nos niveis sanguineos de cortisol, glicose e potdssio
nos peixes dos diferentes tratamentos. Os niveis de cloreto foram reduzidos 15 minutos apds a natagao for¢ada, enquanto os
niveis do sédio mais baixos foram registrados 60 minutos depois. Houve redu¢do da osmolaridade a partir dos 30 minutos
ap6s o estimulo, independente do tempo de persegui¢do. A natagdo forcada nio interferiu nos indicadores hematolégicos,
corroborando os outros indicadores usados. Dessa forma, o exercicio intenso dos peixes por até 10 minutos nio foi estimulo
suficiente para gerar respostas de estresse, sugerindo que o matrinxa ¢ bastante resistente a0 manejo de criagao.
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Physiological stress responses of matrinxa (Brycon amazonicus) after
chasing

ABSTRACT

This study reports the stress responses of matrinxa after chasing. Juvenile fish (26.7+6.7 g) were adapted to 100L plastic boxes
and submitted to the treatments: Control (no chasing), Chasing for 2 min, Chasing for 5 min, Chasing for 10 min (four boxes/
treatment, 32 fish). Blood was drawn 15, 30 and 60 min after chasing to determine levels of cortisol, glucose, sodium, chloride,
potassium, calcium, hematocrit, hemoglobin, erythrocytes number and osmolality. Matrinxa responses after forced swimming
did not show the typical stress responses. There were no changes in blood cortisol, glucose, potassium and calcium levels in
fish from any treatment until 60 min after chasing. Blood chloride levels were lower 15 min after chasing while the lowest
levels of sodium were registered 60 min after the forced swimming. Osmolality dropped 30min after chasing, regardless the
period of chasing. The intense swimming did not affect hematological indicators confirming the other physiological indicators.
The results suggest that the intense swimming provoked by chasing up to 10 min was not intense enough to promote stress
responses in matrinxa indicating that the species is very resistant to the farming handling.
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INTRODUCAO

A prdtica da criagdo expde os peixes a condi¢des de manejo
que alteram seu equilibrio fisioldgico, tais como a captura
(Grutter & Pankhurst, 2000), o transporte (Robertson ez
al., 1987; Urbinati et al., 2004), o confinamento (Rocha ez
al., 2004) e as mudancgas ambientais (Pickering & Pottinger,
1987). Essas exposig¢des, que podem ocorrer de forma aguda
ou crdnica, s3o constantes no processo produtivo, gerando
respostas fisiolégicas caracteristicas do estresse. Os peixes
respondem a uma variedade de estressores com o fenémeno
chamado sindrome da adaptagao geral descrito inicialmente
em mamiferos (Selye, 1950). As reagdes fisiolégicas dos peixes
s30 usualmente divididas em primdrias e secunddrias (Mazeaud
et al., 1977) e sio utilizadas como indicadores de estresse
(Morgan & Iwama, 1997). O aumento do cortisol no sangue
¢ uma importante resposta primdria, enquanto a elevagio da
glicemia e alteragdes hematoldgicas, idnicas e da osmolaridade
sdo efeitos secunddrios caracteristicos (McDonald & Milligan,
1997; Morgan & Iwama, 1997; Wendelaar Bonga, 1997).

A captura dos peixes, uma das etapas mais agressivas
do manejo da criagio, se caracteriza pelo cardter agudo e
severo (Clearwater & Pankhurst, 1997). A acumulacio dos
estressores que ocorre durante a captura pode causar estresse
aumentado no peixe. Tanto o exercicio fisico da perseguicio
(Milligan et al., 2000), como as injtrias causadas pelo
contato fisico com a rede ou outros animais (Ross & Ross,
1999), além da hipéxia provocada pela exposicio aérea do
peixe (Arends er al., 1999), sdo estressores isolados, embora
promovam respostas de estresse semelhantes (Selye, 1950).
A quantificagio da resposta gerada por cada componente da
captura permite estabelecer estratégias de manejo para reduzir
os estimulos mais estressantes do processo. Tanto a captura
com pugds em condigdes de laboratdrio, quanto com redes
em viveiros de criagdo, provoca fuga dos peixes e natagdo
forcada e extenuante.

Estudos sobre estresse em peixes brasileiros de interesse
para a criagio vém sendo desenvolvidos (Gomes et al.,
2003a, b; Urbinati & Carneiro, 2004). O matrinxa (Brycon
amazonicus), espécie da Bacia Amazonica que estd sendo criada
em muitas regides do pafs, tem sido estudado como modelo
bioldgico de respostas a estressores, incluindo-se transporte
(Carneiro & Urbinati, 2001,a,b; Urbinati & Carneiro, 2001;
Carneiro & Urbinati, 2002; Urbinati ez 2., 2004); densidade
de estocagem (Rocha ez al., 2004) e respostas comportamentais
(Ide et al., 2003). Este trabalho avaliou o efeito isolado da
persegui¢do de matrinxd, por meio de respostas hormonais,
metabdlicas, eletroliticas e hematoldgicas, sobre a homeostasia
do matrinxa durante a captura.

Respostas fisiologicas de estresse no matrinxa (Brycon
amazonicus) ap0s exercicio fisico intenso durante a captura.

MATERIAL E METODOS
ANIMAIS E TRATAMENTOS

Os peixes utilizados para o experimento eram procedentes
do mesmo lote e foram doados pelo Centro de Aquicultura
do Caunesp. O experimento foi realizado no Laboratério de
Peixes do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal,
sendo utilizados 320 peixes (26,7+6,7 g) , aclimatados em 40
caixas pldsticas de 100 L (8 peixes por caixa), com renovagao
continua de 4gua e ar. Os mesmos foram submetidos aos
seguintes tratamentos: Controle (sem persegui¢ao com pugd),
Persegui¢dao por 2 minutos, Persegui¢io por 5 minutos,
Persegui¢do por 10 minutos. Cada tratamento foi aplicado a
peixes de quatro caixas (total de 32 peixes). Os peixes foram
amostrados 15, 30 e 60 minutos depois da persegui¢io. Foram
amostrados os 32 peixes de cada tratamento, no entanto para
a realizagao das analises foi realizado o pool de cada 2 (n=16),
devido a pouca quantidade de material de cada amostragem.
O experimento foi realizado em 2 etapas (dias diferentes),
pois o nimero de repeti¢oes foi muito grande, inviabilizando
aamostragem num dnico dia. Em cada dia, foram amostrados
2 repeticoes de todos os tratamento e em todos os tempos de
amostragem pds-perseguigio.

Durante o experimento, registrou-se, em todas as caixas, a
temperatura, o nivel de oxigénio dissolvido com oximetro YSI
modelo 55, e o pH com peagimetro digital YSI modelo 63.

COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Os peixes foram anestesiados (benzocaina, 50 mg L)
e o sangue heparinizado retirado por pungio caudal. Uma
aliquota foi utilizada para determinagio da glicose (King &
Garner, 1947), hemoglobina, hematdcrito e ndmero total de
eritrdcitos (aparelho Celm 550) e outra foi centrifugada para
obtencio de plasma e andlise de cortisol (Radioimunoensaio,
Kit Coat-a-Count, DPC), cloreto (kit Labtest) sédio e potdssio
(seletor de fons Iselab Drake) e osmolaridade (Osmoémetro
Wescor Modelo 505).

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi em blocos casualizados,
em esquema fatorial 3 x 3 +1 (3 tempos de persegui¢io, 3
tempos apds perseguicio e 1 testemunha — sem manejo).
Cada tratamento teve 4 repetigoes (caixas), amostradas em dias
diferentes (blocos) com 8 peixes em cada caixa.Os dados foram
submetidos a andlise de variincia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey (5%), pelo programa estatistico SAS (8.12).
Os resultados estao apresentados com médias + erro padrio
da média.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

O manejo de captura pode ser considerado como um
agente estressor para algumas espécies de peixes e o efeito
isolado da natagdo forcada imposta pela perseguicio dos peixes
com pugd pode ser verificado através de indicadores bioldgicos
cldssicos de estresse, como niveis sanguineos de cortisol,
glicose, cloreto, sédio, potdssio, osmolaridade, hematdcrito,
numero total de células vermelhas e da hemoglobina (Barton
& Iwama, 1991; Mazeaud & Mazeaud, 1981; Morgan &
Iwama, 1997; Wendeelar Bonga, 1997).

O perfil das respostas fisioldgicas apds o exercicio fisico
dos juvenis de matrinxa no apresentou as alteragoes tipicas do
estresse (Barton & Iwama, 1991; Wendeelar Bonga, 1997). Até
60 minutos apds o estimulo, nao foram registradas alteragoes
do cortisol plasmdtico (P>0,05) nos peixes submetidos aos
diferentes tempos de perseguicio (Figura 1A). Do mesmo
modo, a glicemia nio apresentou mudangas associadas ao
estimulo aplicado (P>0,05, Figura 1B). O aumento do cortisol

(A)
160 -
140 |

120 | I J;T L I
100 -
80 -
60 -
40 |
20 |

0 T
30 min.

Cortisol [ng mL")

Controle 15 min 60 min.

Tempo de coleta pés perseguicéo

Respostas fisiologicas de estresse no matrinxa (Brycon
amazonicus) ap0s exercicio fisico intenso durante a captura.

significAncia estatistica devido a grandes varia¢oes individuais.
As concentragdes dos fons potdssio ndo se alteraram apés o
exercicio fisico (P>0,05, Figuras 3C). As respostas i6nicas
reforcam os indicadores hormonais e metabdlicos (cortisol
e glicose sanguineos), pois ¢ sabido que os peixes regulam a
concentragdo idnica interna dentre de limites estreitos e que
mudangas no balanco eletrolitico sanguineo ocorrem durante
a resposta de estresse (McDonald & Milligan, 1997). Durante
o0 experimento, registrou-se, em todas as caixas, a temperatura
(25,7 £ 0,7°C) e o nivel de oxigénio dissolvido (8,4 + 1,1 mg
L") eo pH (7,2 £ 0,16) estando todos dentro das condi¢oes
6timas de acordo com Boyd, 1984.

Respostas hematoldégicas também sio usadas como
indicadores de estresse em peixes (Morgan & Iwama,
1997). Alteracoes no hematdcrito, nimero de eritrécitos e
concentragio de hemoglobina indicam hemoconcentragio
ou hemodilui¢io causados por distirbios osmorregulatdrios
(Houston, 1996). Entretanto, a nata¢io forcada dos peixes nao
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Figura 1 - Cortisol sangiiineo (A) e glicemia (B) de matrinxa aos 15, 30 e 60 minutos ap6s perseguicdo de 2E ,5& e 10 & minutos. Letras diferentes

indicam diferencas (P<0,05) entre os tempos apds perseguicao .

e da glicose no sangue sio indicadores muito utilizados para
expressar condi¢io de estresse (Morgan & Iwama, 1997;
Wendelaar Bonga, 1997; Wells & Pankhurst, 1999), o que
sugere que o estimulo da persegui¢do aplicado no matrinxa
nio foi suficiente para gerar resposta de estresse suficiente para
alterar esses indicadores.

Os niveis de cloreto plasmdtico foram reduzidos 15
minutos apds a nata¢ao forgada (P<0,05, Figura 3A), enquanto
os niveis do sédio mais baixos foram registrados 60 minutos
depois (P<0,05, Figura 3B). Houve redu¢ao da osmolaridade
a partir dos 30 minutos apés o estimulo imposto aos peixes
(P<0,01, Figura 3D). Essas diferengas ocorreram da mesma
forma independente do tempo de persegui¢io. Observou-se
um comportamento de redugdo que, entretanto nao teve

interferiu nos valores de hematécrito (Figura 2B), nimero de
eritrécitos (Figura 2A) e concentragio de hemoglobina (Figura
2C) (P>0,05), corroborando com os outros indicadores, como
a glicose e o cortisol.

A captura ¢ uma prdtica muito comum em aqiiicultura,
como em caso de transferéncia de peixes de viveiros, transporte
para outras instalacdes, biometria, sele¢io ¢ manejo da
reprodugio artificial. Estudos prévios relatam que a captura
que precede o transporte de peixes é responsdvel por gerar
estresse mais intenso que o préprio transporte (Staurnes ez al.,
1994) e se caracteriza pelo cardter agudo e severo (Grutter
& Pankhurst, 2000). Entretanto, a captura compreende
uma seqiiéncia de estimulos que inclui a fase de perseguicao
e natagio for¢ada do animal, a exposi¢io do peixe ao ar ¢ a
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Figura 2 - Hematacrito (A), eritrocitos (B) e hemoglobina
(C) de matrinxa aos 15, 30 e 60 minutos apos estresse de
perseguicao de 2 E,5 B e 10 & minutos .
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Figura 3 - Cloreto (A), sodio (B), potassio (C) e osmolaridade (D) sangiiineos de matrinxa aos 15, 30 e 60 minutos
apos perseguicdo de 2 E&, 5 B e 10 B minutos. Letras diferentes indicam diferengas (P<0,05) entre os tempos apos
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abrasdo do seu corpo com a rede e com outros peixes. Tanto
o exercicio fisico da fuga (Milligan ez 4., 2000), como a
hipéxia provocada pela retirada do peixe da dgua (Arends e#
al., 1999) e as injarias na superficie do corpo (Ross & Ross
1999) sdo estressores isolados e sucessivos que geram uma
resposta de estresse acumulativa (Schreck, 2000). Entretanto,
ndo se conhece a severidade e como o peixe se comporta em
relagao aos estressores individuais de uma sucessao deles,
como no caso da captura. Os efeitos finais dos estressores
na resposta fisiolégica de estresse e no ajuste do organismo
sao dependentes da duragdo e severidade dos estressores
individuais, da freqiiéncia de situagdes estressoras e do niimero
e dura¢do temporal entre as exposiges (Schreck, 2000).

Evidéncias indicam que o estimulo para a liberacio do
cortisol ndo ¢ o exercicio fisico em si, mas a inatividade pds-
exercicio que promove perfodos de recuperagio mais longos
(Wang et al., 1994) através das ac¢des de uma resposta de
estresse mediada por cortisol. Na natureza, uma recuperagao
lenta ndo ¢ conveniente, pois deixaria os peixes vulnerdveis a
predagio, j4 que sua capacidade de atividade rdpida para fuga
estaria limitada. Foi observado que trutas selvagens, quando
capturadas e em seguida liberadas, procuravam reftigio na 4gua
corrente ¢ nao em dgua parada (Milligan ez a/., 2000). Peixes
em natagdo tém niveis de cortisol mais baixos que peixes em
dgua parada (Boesgaard ez al., 1993), sugerindo que a natago
impde menos estresse que a imobilidade. Estudo com truta,
em condig¢oes de laboratdrio, mostrou que peixes submetidos
a 5 minutos de persegui¢do no tanque, se posteriormente
colocados em dgua corrente de baixa velocidade, tinham
os niveis de cortisol inalterados por periodo de tempo de 6
horas pés-exercicio, enquanto que nos peixes deixados em
dgua parada apés a perseguicio, a concentragio do cortisol
aumentava uma hora depois do exercicio (Milligan ez /.,
2000). Segundo os autores, os baixos niveis de cortisol
induzem o uso do lactato produzido no musculo durante o
exercicio para sintese de glicogénio e, alternativamente, ocorre
maior utilizagdo de lactato em processos oxidativos (Milligan
& Farrel, 1991), para fornecer energia acrébica ao peixe que
continua nadando. Os musculos cardfaco, opercular ¢ axial
vermelho sdo os provdveis candidatos a uma aumentada
utilizacao de lactato.

Tipicamente, no exercicio fisico, a elevagao do cortisol
plasmdtico ¢ atrasada. Em geral, aumentos do cortisol
plasmdtico nio sio observados até 30-60 minutos apds o
término do exercicio (Milligan & Wood, 1987) e os picos
de liberagao até 1-2 horas depois (Gamperl et al., 1994).
Isto poderia explicar os resultados encontrados na resposta
do cortisol do matrinxa, entretanto a auséncia de alteragoes
nos outros indicadores de estresse apds exercicio fisico
sugere auséncia de estresse, pois a liberagao de catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina) ocorre imediatamente apds
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o exercicio estressante (Milligan ez al., 2000). Nesse caso,
haveria aumento dos niveis de glicemia no matrinxa por agio
glicogenolitica (Mazeaud & Mazeaud, 1981), que no ocorreu,
e, do mesmo modo, alteragoes no balango i6nico. Também
por a¢do adrenérgica, ocorre dilatagio de vasos sanguineos
branquiais, por aumento da pressao sangiiinea, para aumentar
a perfusdo nas lamelas e a capta¢io de oxigénio a ser distribuido
aos tecidos corporais (Wendelaar Bonga, 1997). O aumento
da perfuso nas lamelas aumenta a permeabilidade do epitélio
branquial e a perda de fons sédio e cloreto do sangue para o
meio externo, no caso de peixes de dgua doce.

Em cinco espécies de ciprinideos, a liberacio de
catecolaminas estimulou a contragio esplénica e liberacio
de eritrdcitos na corrente sanguinea de 3 a 30 minutos apds
inicio de exercicio for¢ado, com redugio de 63-85% do
tamanho do baco e de 72-93% do contetido de hemoglobina
(Yamamoto, 1987), enquanto que, em truta, exercicio
induzido por perseguicio de 5 minutos promoveu contragio
do bago e aumento do hematécrito (Mendiola et al., 1997).
Entretanto, nenhuma alteragio nos parimetros hematoldgicos
foi observada no matrinxa apds a natagio forcada por até 10
minutos.

A auséncia de alteragio nos principais indicadores de
estresse como (cortisol plasmdtico, glicemia e parAmetros
hematoldgicos) indica que a persegui¢ao dos peixes com pucd
e a natagio for¢ada nio foram estimulos intensos o bastante
para o0 matrinxi e que o estresse que a espécie apresenta no
manejo da captura que precede o transporte (Urbinati e a/.,
2004) ¢ provocado pela a¢io acumulativa de todas as fases
que compdem a captura. Estudo anterior com matrinxa
mostrou que exemplares jovens colocados em contato com
substincia de alarme de extrato de pele de co-especificos
apresentaram aumento da atividade motora no aqudrio sem
apresentar alteragio nos niveis sanguineos de cortisol e glicose
e de glicogénio hepdtico registrados em condigées de repouso
(Ide et al., 2003). Adicionalmente, Rocha et /. (2004) nio
verificaram respostas claras de estresse em matrinxa mantido
em alta densidade por 24 horas, reforcando os achados do
presente trabalho no qual o matrinxa se mostrou bastante
resistente a0 manejo de captura.

CONCLUSAO

O exercicio intenso dos peixes por até 10 minutos nao foi
estimulo suficiente para gerar as principais respostas cldssicas
de estresse, ocorrendo somente leves alteragdes em alguns
parimetros eletroliticos, sugerindo que o matrinxa ¢ resistente
a0 manejo de captura, prética comum na criagio de peixes.
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