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1. Tambaqui - Fisiologia I. Titulo

CDD 597.5041

SINOPSE

Este trabalho mediu parametros fisioloégicos usados como
indicadores de estresse em tambaquis submetidos a trés situacdes
estressantes, separadamente: hipoxia, pH baixo e alta concentracéo
de amobnia gasosa. Foi sugerida a velocidade critica de natagao
(Ucrit) minima, considerada segura para o manejo e comercializacéo
da espécie.
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RESUMO

Certificado de vigor fisico para o tambaqui (Colossoma
macropomum; Cuvier 1818)

Pelo menos 64 espécies de peixes sdo cultivadas no Brasil,
sendo que na regido norte, as principais sdo: tambaqui (Colossoma
macropomum), matrinxa (Brycon amazonicum) e pirarucu (Arapaima
gigas). O tambaqui, influenciado pela grande demanda e alto
rendimento, € cultivado com sucesso no Brasil, Equador, Panam3,
Peru, Venezuela e Coldbmbia. Um dos principais problemas
relacionados a criagdo desta espécie € a alta mortalidade causada
por estresse de manejo e transporte inadequados. As respostas
fisioldgicas do organismo ao estresse sédo inumeras e dependem do
tipo e da intensidade do agente estressor. O desempenho natatério
(Ucrit) dos peixes esta diretamente relacionado a sua capacidade de
transferir oxigénio e moléculas energéticas aos musculos, e ao
mesmo tempo, eliminar os subprodutos indesejaveis. A medida da
Ucrit dos peixes de piscicultura ou ornamentais pode ser utilizada
como um indicador de estresse, com a vantagem de ser um método
nao invasivo, de relativo baixo custo e facil verificacdo. Os lotes de
peixes poderiam ser acompanhados e, se considerados debilitados,
nao seriam comercializados e nem manejados, até que o estado
fisiologico normal fosse restabelecido. Este trabalho demonstrou que
exposicao prévia de tambaquis a hipoxia, diminuiu sua Ucrit devido
ao acumulo de lactato nos musculos, sendo que um periodo de 96
horas de recuperacéo nao foi suficiente para restabelecer sua Ucrit e
metabolismo normais. Ao contrario, a exposicdo a pH baixo e a
amonia gasosa nao causaram producao de lactato, mas diminuiram
a Ucrit dos tambaquis devido a perda de soédio plasmatico com
consequente hemoconcentragao e perda da capacidade aerdbica. A
diferenga esta no efeito neurotdxico da amdnia, que em um segundo
momento, impediu completamente a contragdo muscular dos peixes.
Em ambos os casos, um periodo de 96 horas de recuperacgao foi
suficiente para restabelecer sua Ucrit e matabolismo normais. Com
base nas situagdes de estresse utilizadas neste estudo, sugere-se
que a velocidade critica de natacdo minima para o0 manejo e
comercializagcdo desta espécie seja a partir de 5,4 comprimentos de
corpo por segundo.



ABSTRACT

Physical capacity certificate to tambaqui (Colossoma
macropomum; Cuvier 1818)

At least 64 fish species are reared in Brazil, and the major ones
raised in the north are tambaqui (Colossoma macropomum), matrinxa
(Brycon amazonicum), and pirarucu (Arapaima gigas). Tambaqui is
by far the most studied fish species, as a consequence of its great
demand and high revenue. Tambaqui is successfully raised in Brazil,
Ecuador, Panama, Peru, Venezuela and Colombia. One of the main
problem related to the farming of this species is the high mortality
caused by handling stress and inadequate transport. The
physiological answers of the organism to the stress are countless and
they depend on the type and on the intensity of the stress agent. The
swimming performance (Ucrit) of the fish is directly related to its
capacity to transfer oxygen and energy molecules to the muscles,
and at the same time, to eliminate the undesirable by-products. The
Ucrit measure of farming and ornamental fish can be used as a useful
stress indicator, with the advantage of being a non invasion method,
of relative low cost and easy verification. The fish lots could be
accompanied and, if considered weakened, they should neither be
marketed nor be handled, until that normal physiological state be
reestablished. This work demonstrated that previous exposure of
tambaquis to hypoxia, reduced its Ucrit due to lactate accumulation in
their muscles, and a period of 96 hours of recovery was not enough
to reestablish the Ucrit and normal metabolism. Nevertheless,
exposure to low pH and gaseous ammonia didn't cause lactate
accumulation, but they reduced Ucrit of the tambaquis due to loss of
plasma sodium, with consequent hemoconcentration and decrease of
the aerobic capacity. The difference is the neurotoxic effect of
ammonia, wich in a second moment affect muscular contraction of
the fish. In both cases, a period of 96 hours of recovery was enough
to reestablish the Ucrit and normal matabolism. Based on the stress
situations used in this study, it is suggested that the minimum Ucrit
for the handling and commercialization of this species is above of 5,4
body lengths per second.
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1. Introducgao

A criagdo de peixes iniciou-se, provavelmente, na Asia com os chineses,
mas os registros mais completos s&o de criagdes de carpas na Europa entre os
anos de 500 e 1700. A piscicultura foi inicialmente introduzida na América por
volta de 1877, nos Estados Unidos, e em 1904, apareceram 0s primeiros
registros desta pratica no Brasil, conduzida pelo entdo secretario da agricultura
Carlos Botelho (Azevedo, 1972). Segundo Roubach e colaboradores (2003),
pelo menos 64 espécies de peixes sao cultivadas no Brasil, sendo que na
Regido Norte, as principais sdao o tambaqui (Colossoma macropomum), 0O
matrinxa (Brycon amazonicum) e o pirarucu (Arapaima gigas).

O tambaqui, influenciado pela sua grande demanda e alto rendimento, &
cultivado com sucesso no Equador, no Panama, no Peru, na Venezuela e na
Colébmbia (Val & Honczaryk, 1995; Gomes et al., 2002; Gomes et al., 2003).
Pertence a familia Characidae e € uma espécie nativa dos rios Amazonas,
Orinoco e seus efluentes. E uma espécie onivora, podendo atingir até 90 cm de
comprimento e tem alto valor comercial (Ferreira et al., 1998).

Um dos principais problemas relacionados a criacdo desta espécie é a
alta mortalidade causada por estresse durante o manejo e transporte
inadequados. Os piscicultores percebem apenas a mortalidade imediata
decorrente do estresse, mas nao percebem os efeitos posteriores, como por

exemplo, producgao reduzida (Gomes et al., 2002).



1.1. Estresse em peixes

Selye, em 1950, definiu estresse como “a soma de todas as respostas
fisiolégicas por meio da qual o animal tenta manter ou restabelecer o
metabolismo normal frente a forgas quimicas ou fisicas” (revisto por Wedemeyer
et al., 1990). Wedemeyer (1990) definiu estresse como "a resposta de um
organismo a qualquer exigéncia imposta a ele, que cause extensdo do estado
fisiolégico além da faixa normal de repouso”. Este autor diz que o estresse pode
ser "adaptavel", quando o organismo pode adaptar-se e viver indefinidamente
naquela condicao estressante, ou "mal-adaptavel”, quando o estresse leva o
organismo a morte mais cedo ou mais tarde. (Wedemeyer et al, 1990)

As respostas dos peixes ao estresse podem ser divididas em trés
momentos: i) respostas primarias, com baixa relevancia ecoldgica, ocorre
quando, imediatamente apds a percepgao do agente estressor, ha a liberagéo
de horménios no sangue; ii) respostas secundarias, com meédia relevancia
ecoldgica, quando o animal apresenta disturbios fisiologicos, e iii) respostas
terciarias, com alta relevancia ecoldgica, que podem afetar o crescimento, a
resisténcia a doencas, a reproducdo, e culminar com um declinio populacional

(Wedemeyer et al., 1990; Wedemeyer,1997; Val et al., 2004).

1.2. Agentes estressores

A tabela |, modificada de Val e colaboradores (2004), lista diversos
agentes estressores que podem atingir os peixes em geral. Embora sejam
inumeros, na piscicultura apenas alguns séo relatados com maior frequéncia.

Waichman e colaboradores (2001) acompanharam o transporte de peixes



ornamentais de Barcelos - AM até a sede do exportador em Manaus - AM e

verificaram indicios de estresse nos peixes decorrentes, provavelmente, de

alteragcdes na qualidade da agua como excesso de amolnia, temperatura

elevada, queda no pH e niveis baixos de oxigénio dissolvido.

Tabela |. Agentes estressores separados por classe (modificado de Val et al.,

2004)

Classes

Agentes estressores

1. Estressores quimicos

oxigénio

pH

amonia e nitrito

metais de transicao

arsénio, cloro, cianeto, fendis
inseticidas, herbicidas, fungicidas
desfoliantes

cations e anions

2. Estressores biologicos

Hierarquia

agressao, territorialidade, espaco fisico
microorganismos patogénicos ou nao
parasitas internos e externos

privacao alimentar

3. Estressores fisicos

temperatura
luminosidade
som

gases dissolvidos

4. Estressores de manejo

confinamento
tratamento de doencas
transporte

densidade populacional




1.3. Fisiologia do estresse

Os agentes estressores alteram o estado fisiolégico do organismo,
tirando-os do seu equilibrio e colocando-os em “estado de estresse”. No entanto,
cada agente estressor possui um mecanismo especifico de atuagdo, como

relatado para alguns deles, a seguir.

1.3.1. Hipoxia

O oxigénio em baixas concentracbes na agua € considerado um
importante fator de estresse na piscicultura (Wedemeyer, 1997). Em seres vivos,
é utilizado para a producado de ATP (Hochachka, 1991). O oxigénio é transferido
para as ceélulas por meio de quatro passos principais: ventilacdo branquial,
difusdo branquial, transporte de oxigénio no sangue e difusdo tissular (Perry &
McDonald, 1993).

Na Amazdnia, muitos peixes possuem mecanismos de ajuste para
sobreviver em situacbes de hipoxia, como por exemplo, desenvolvimento de
labios inferiores, mudancas nas taxas de ventilagcdo, mudangas nos parametros
circulatorios e sanglineos, como aumento na quantidade de células vermelhas,
diminuicdo dos niveis de fosfatos intra-eritrocitarios e ajustes no pH intracelular
(Almeida-Val et al., 1993; Val, 1995, 1996; Val et al., 1998). Nesta situagéo, a
utilizacdo do metabolismo anaerdbico e a consequente produgdo de lactato,
diminui demasiadamente o pH plasmatico (Wedemeyer, 1997). Essa queda do
pH resultaria, em tese, numa diminui¢ao do pH intra-eritrocitario, o que afetaria a
afinidade da hemoglobina com o oxigénio (Brauner & Jensen, 1999). Entretanto,

a acao das catecolaminas (ex: adrenalina e nor-adrenalina), horménios tipicos



de estresse, impede que isso acontega (para uma revisao veja Randall & Perry,
1992). Uma das fung¢des das catecolaminas € ativar as bombas de troca que
retiram H" intra-eritrocitario em troca de sodio plasmatico. Assim o pH interno
aumenta, e a Anidrase Carbénica, presente apenas no interior dos eritrocitos,
causa, por meio do ciclo de Jacob-Stewart, desequilibrio na proporgao
CO,/HCOg3, garantindo que o pH interno seja desacoplado do externo (Lessard

et al., 1995; Perry et al., 1999).

1.3.2. Amonia

A amodnia é resultante da oxidagao biolégica de aminoacidos e proteinas e
pode apresentar-se como gas (NH3) ou como ion (NH,*), sendo a concentragdo
da forma gasosa diretamente proporcional ao pH e a temperatura do meio.
Segundo Wilson e colaboradores (1994), a maior parte, se ndo a totalidade da
amodnia, pode ser excretada na forma gasosa. No entanto, trabalhos recentes
indicam que a troca eletricamente neutra Na'/NH,", ou ainda difusdo de NH,"
podem ter importante participagdo no processo de excregdo (Salama et al.,
1999; Kelly & Wood, 2001).

Altas concentragbes de amobnia ambiental, na forma NH3z causam
reversao no fluxo, intoxicando os peixes pela atuagdo no sistema nervoso
central (Randall & Tsui, 2002). O pH levemente acido, que transforma o gas em
NH,", torna a amdnia pouco toxica. Altas concentragdes de NH,* na agua podem
evitar a reversdo do gradiente de difusdo de NH; e, adicionalmente, os ions H*
em excesso forcam a extrusdo de mais NH; do plasma (Wood, 1993). Wilson e

colaboradores (1994) alegam que a maior parte da amdnia € excretada na forma



gasosa, auxiliada pela fina camada de agua acida (boundary layer) formada pela

excrecao de CO..

1.3.3. pH

O pH atua principalmente em nivel branquial, impedindo uma correta
regulagdo iGnica e a manutencdo do equilibrio acido-base nos peixes. Os
modelos atuais de captura de ions apontam para a utilizacdo de uma proteina
apical de troca CI/HCOj3 eletricamente neutra e dois mecanismos de troca
Na*/H*, sendo um eletricamente neutro, dirigido por proteinas de troca, e o outro
energizado por uma bomba apical de prétons H*, que cria um potencial negativo
nas células e dirige a entrada de Na* (Lin & Randall, 1993; Wilson et al., 2000).
Um modelo alternativo para a captura de sédio seria a troca ndo obrigatoria
Na’/NH4*, porém com a maior parte da amdnia sendo eliminada por difuséo
branquial (Salama et al, 1999). Na npiscicultura, principalmente durante
procedimentos de transporte, € muito mais comum ocorrer queda no pH do que
sua elevacdo. O bloqueio da captura de sddio em pH acido pode ser explicado
pelo efeito competitivo do H* nos transportadores eletricamente neutros (Potts,
1994) ou pelo aumento do gradiente para a extrusdo de H' pelas bombas de
prétons (Lin & Randall, 1991). Adicionalmente, o pH acido pode alterar a

integridade das jungdes paracelulares, causando perda de ions (Madara, 1988).

1.4. Respostas fisioldgicas ao estresse

As respostas fisiologicas do organismo ao estresse s&o inumeras e
dependem do tipo e da intensidade do agente estressor. O quadro |, modificado

de Barton e colaboradores (2002), mostram varios parametros fisiolégicos que
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podem ser alterados em situagbes de estresse. Segundo Wedemeyer e
colaboradores (1990), as alteragdes fisiologicas que ocorrem nos peixes podem

ser utilizadas como indice mensuravel da severidade do estresse.

Heat-shock proteins Neurotransmissores cerebrais
Catecolaminas plasmaticas Cortisol plasmatico

Glicose plasmatica Lactato plasmatico
Glicogénio tissular Cloreto plasmatico

Sodio plasmatico Osmolalidade plasmatica
Proteinas plasmaticas Hematdcrito

Leucdcrito Hemoglobina

Quadro I. Indicadores de estresse (modificado de Barton e colaboradores, 2002)

1.5. Natacéo sob estresse

Durante a natacao, os peixes utilizam diversos estilos que envolvem uma
combinacdo da acdo do musculo-propulsor com o comportamento. Esta
combinacao varia de acordo com a velocidade e a duragao requerida. Em baixas
velocidades, os peixes utilizam-se principalmente dos musculos vermelhos, que
sdo aerbbicos e, em velocidades mais altas, utilizam-se principalmente dos
musculos brancos, essencialmente anaerobicos (Hammer, 1995; Burgetz et al.,
1998; Richards et al., 2002; Martinez et al., 2003; Peak & Farrel, 2004).

O desempenho natatério dos peixes esta diretamente relacionado a sua
capacidade de transferir oxigénio e moléculas energéticas aos musculos, e ao
mesmo tempo, eliminar os subprodutos indesejaveis (Webb, 1998). A Ucrit
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(velocidade critica de natagdo, Brett, 1964) € uma medida da capacidade
aerdbica do animal, com uma maior participagdo do metabolismo anaerdbico,
proxima a sua velocidade de fadiga (Hammer, 1995; Burgetz et al., 1998;
Richards et al., 2002; Martinez et al., 2003; Peak & Farrel, 2004).

A medida da Ucrit dos peixes de piscicultura ou ornamentais pode ser
utilizada como um indicador de estresse, com a vantagem de ser um método
nao invasivo, de custo relativamente baixo e de facil verificacdo. Os lotes de
peixes poderiam ser acompanhados e, se considerados debilitados, ndo seriam
comercializados e nem manejados, até que o estado fisiologico normal fosse
restabelecido. A certificacdo da qualidade dos produtos € hoje uma necessidade,
dada a atual expansao da piscicultura e as exigéncias cada vez maiores dos
mercados consumidores. A FAO — Food and Agriculture Organization assinala
que a aquicultura mundial movimentou em 2000 cerca de US$ 56,5 bilhdes.
Mais da metade da produgdo advinda da aquicultura mundial foi peixe, sendo
que o numero de espécies cultivadas aumenta cada vez mais. Tratando-se de
peixes ornamentais, de 350 a 400 milhdes de exemplares sdo comercializados
anualmente no mundo, gerando uma movimentagdo financeira de US$ 321
milhées. O estado do Amazonas exporta cerca de 20 milhdes de peixes
ornamentais por ano, gerando uma receita direta de US$ 3 milhdes e
empregando dez mil trabalhadores diretos e indiretos (Chao, 2001). Visto a
importancia da criacdo de peixes para o estado, o desenvolvimento de um tunel
de natagdo e de protocolos para atestar o vigor fisico dos peixes, seria de

grande importancia para a atividade.



1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivo geral
Este trabalho teve como objetivo geral contribuir com o desenvolvimento de

protocolos para certificar o vigor fisico do tambaqui (Colossoma macropomum).

1.6.2. Objetivos especificos

1) Verificar como os agentes estressores hipoxia, excesso de amoénia e pH

baixo interferem no estado fisiolégico do tambaqui;

2) Verificar a relag&o entre estado fisiologico e Ucrit dos peixes;

3) Sugerir valores apropriados de Ucrit para o0 manejo e comercializagdo da

especie.



2. Material e métodos

2.1. Recepcao e recuperagado dos animais

Os exemplares de tambaqui foram adquiridos de piscicultores da regido e,
ao chegarem ao Laboratorio de Ecofisiologia e Evolu¢do Molecular (LEEM), no
INPA, passaram por tratamento profilatico convencional. Os animais foram entao
aclimatados por no minimo 30 dias e alimentados duas vezes ao dia (2% da
biomassa por administragdo) com ragdo comercial granulada (Nutripeixe, Brasil,
proteina bruta 36%, fibra 7%, extrato etéreo 4%, umidade 13%, matéria mineral

14%, calcio 2,5% e fésforo 0,6%).

2.2. Protocolo experimental

Vinte e quatro cdmaras escuras com capacidade para dois litros de agua
cada foram utilizadas em todos os experimentos, obedecendo as orientacdes
sobre densidade de estocagem de tambaquis durante a recria, sugerida por
Branddo e colaboradores (2004). Metade das camaras (12) foi utilizada para
acomodar o grupo controle e a outra metade (12) para o grupo experimental.
Cada camara recebeu um unico peixe e todas elas receberam aeracao
constante por meio de mangueiras de ar e pedra porosa (exceto no experimento
de hipoxia). Todas as camaras tiveram 60% da agua trocados a cada 12 horas,
em sistema semi-estatico. As caracteristicas fisico-quimicas da agua utilizada

foram as seguintes:
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Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas da agua proveniente de pogo
artesiano referido como “controle” nas quais os experimentos foram realizados.
Os valores sao expressos como média + SEM de cinco amostras. * Apos

aeragao para remocao de CO;,

Parametro Controle (INPA)
Na* 34,00 + 1,00 pmol
Cr 28,00 + 1,00 pmol
Ca® 11,50 + 0,90 pmol
Mg** 0,80 + 0,10 pmol
K" 15,50 + 0,40 pmol
pH 6,32 + 0,04
SH 0,99 + 0,19 mg C.L™
O, Dissolvido * 5,91 +0,07mg.L™”
Temperatura 28,00 + 1,00°C

Metade do grupo controle (n=6) e metade do grupo experimental (n=6)
tiveram os parametros hematolégicos analisados apés 12 horas nas camaras, e
o restante dos peixes do grupo controle (n=6) e do grupo experimental (n=6),
passaram antes pelo teste de Ucrit para entdo terem o sangue analisado. Os
exemplares de tambaqui foram entdo descartados e, novos tambaquis foram
utilizados em cada um dos seguintes periodos de tempo: 24, 48 e 96 horas. Por

fim, o experimento com exposi¢cao por 96 horas foi repetido, com novos peixes,
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mas foram recuperados em ambiente igual ao controle (recovery) por 96 horas

antes de serem analisados.

Experimento | - Hipoxia

Os exemplares utilizados tinham 10,77+0,53cm (CP) e 33,7416,25g. As
doze camaras do grupo experimental tiveram a aeragédo desligada e os peixes
foram entdo analisados nos periodos de tempo estipulados. Embora a agua
adicionada na troca parcial contivesse algum oxigénio, este era logo consumido,
visto que os peixes se mantinham na superficie e com os labios expandidos.
Durante o experimento de hipoxia, as parte inferiores da camara nao
apresentaram niveis de oxigénio detectaveis pelo eletrodo e, na l|amina
superficial da agua, os niveis de oxigénio detectados oscilaram muito
rapidamente entre 0,5 e 1 mg/L. Para testar o recovery, a aeragao foi novamente

ligada e a quantidade de oxigénio foi mantida em, aproximadamente, 6,0 mg/L.

Experimento Il — Aménia

Os exemplares analisados tinham 11,89+0,64cm (CP) e 34,57+5,419. Foi
adicionado nas camaras do grupo experimental 1,4 g de cloreto de amobnio e 0,5
mL de tampé&o fosfato 1,0M, para manter o pH em 6,0. A temperatura foi mantida
em 28°C, usando-se um aquecedor em sistema de banho-maria e um ventilador,
obtendo-se assim uma concentragcdo de aménia gasosa de 0,3 mg/L. A troca
parcial de agua foi feita com solugdo previamente preparada contendo a

concentragdo desejada de amdnia e tampao, ou somente tampao. Para o teste
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de recovery, foi adicionada agua pura as camaras, ainda com tampao fosfato,

até a diluicdo da aménia para niveis insignificantes.

Experimento Il — pH

Os exemplares analisados tinham 10,51+£0,69cm (CP) e 35,83+5,32g. Foi
adicionado acido sulfurico nas camaras do grupo experimental, até que o pH
baixasse de 6,0 aproximadamente, para 3,7. A troca parcial de 60% foi feita com
solucdo previamente preparada de mesmo pH. Medi¢cdes do pH imediatamente
antes de cada troca parcial, apresentaram valores médios de 4,0+0,3. Para o

teste de recovery, a agua das camaras foi diluida com agua pura, de pH 6,0.

2.3. Analises hematoldgicas

O sangue foi coletado da veia caudal por meio de seringas heparinizadas.
Para todos os animais do grupo controle e dos grupos experimentais, antes e
depois da exposicdo ao tunel de natagdo, foram estimados os seguintes

parametros regularmente influenciados por agentes estressores:

a) Cortisol, determinado por enzima imunoensaio, onde ha a competi¢cao entre o
cortisol da amostra e o cortisol marcado com enzima quimioluminescente. A
quantidade de cortisol é inversamente proporcional a quantidade de luz emitida

pelo conjugado, que foi lida no equipamento Imulite® (DPC-Méd-Lab).

b) Glicose, determinada por meio ensaio enzimatico colorimétrico, cujo principio

consiste em adicionar o plasma em uma solugcdo contendo tampao fosfato,
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aminoantipirina p-hidroxibenzoato e as enzimas glicose oxidase e peroxidase na

propor¢ao de 1:100. Foi utilizado o kit comercial Glucox 500 (Doles®).

c) Lactato, segundo procedimento técnico da Sigma Chemical Co. (“kit” n°. 826
UV) no qual a amostra é adicionada a uma solu¢do contendo, numa mistura, a
enzima lactato desidrogenase (LDH, 100UIml), a coenzima nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADY), hidrazina e tamp&o glicina (0,6 mol/L, pH 9,2). Neste
método, a enzima converte o lactato, presente no extrato de plasma, a piruvato o
qual é complexado a piruvato-hidrazina, evitando a reconversao do piruvato para
lactato. A reagdo ocorre com redugdo simultdnea da coenzima NAD® e ¢é
monitorada através do decréscimo da absorbancia em 340nm, decréscimo este

proporcional a concentragéo original de lactato na amostra.

d) Saodio e potassio, determinados por meio de espectrofotometria de absorgao
atomica (Perkin EImer AAnalyst 800), onde a amostra € queimada e os atomos
de interesse sao reduzidos ao estado ndo excitado, sendo assim capazes de

absorver luz a um comprimento de onda especifico.

e) Hematdcrito (Ht), determinado por meio da técnica de microhematdcrito,
usando tubos capilares em uma centrifuga FANEM 211N, Brasil, a 12000 rpm
durante 10 minutos. A leitura da taxa de sedimentacdo foi feita em cartdo

padronizado.
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f) Concentracdo de hemoglobina [Hb], determinada pelo método da
cianometahemoglobina (Kamper & Zijlstra, 1964), que consiste em diluir 10ul de
sangue em 2 mL de solugdo Drabkin, sendo a absorbancia determinada em 540
nm em um espectrofotdbmetro Genesys 2. A formula para determinagdo da taxa

de hemoglobina é a seguinte:

g % Hb = Asy x 0,146 x diluigdo da amostra

g) Numero de células vermelhas (Red Blood Cell: RBC), determinado a partir da
diluicdo do sangue em formol citrato na propor¢éo de 1:200. A contagem dos
eritrocitos foi realizada em camara de Neubauer sob objetiva de 40X em um
microscopio Motic B5 Professional. Os resultados foram apresentados como

ntmeros de eritrocitos/mm?.

h) Constantes corpusculares, foram determinadas de acordo com Brown (1976),
como segue:

Volume corpuscular médio (VCM; pm®) = Ht x 10/RBC

Hemoglobina corpuscular média (HCM; ug) = [Hb] x 10/RBC

Concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM;%) = [Hb] x 100/Ht

2.4. Teste da velocidade critica de natacao (Ucrit).

Para a determinagdo da Ucrit foi utilizado um tunel de natagédo aberto,
dotado de bombas com cabecote de plastico, controladas por computadores. Os

animais foram transferidos para o tunel por meio de manejo adequado, com
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baixo nivel de estresse, onde foram recuperados por duas horas a uma
velocidade da agua de 10 cm/s. A partir dai, a velocidade da agua foi
incrementada a razdo de 10cm/s a cada 20 minutos, até a fadiga de todos os
individuos. Os animais foram considerados fadigados quando permaneceram
encostados na grade posterior do tunel, eletrificada com 24 volts AC. A Ucrit
corresponde a ultima velocidade vencida inteiramente, corrigida pela fragédo
relativa a ultima velocidade no momento da fadiga, como descrito por Brauner et

al. (1993).

2.5. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrédo da média (SEM). A
significancia estatistica das diferencas entre as médias de cada tempo foi
estimada por meio da analise de variancia (ANOVA) de um fator, assumindo um
nivel de significancia de 5%. Nos casos em que houve diferenga significativa, o
teste de Tukey foi utilizado para contraste entre as médias. No caso de violagao
das premissas para aplicagdo da ANOVA de um fator, foi utilizado uma ANOVA
em ranks e o teste de Student-Newman-Keuls para contraste entre as médias

(Zar, 1998).
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3. Resultados

3.1 Hipoxia

Os dados hematologicos de hematdcrito, RBC, hemoglobina, VCM, HCM
e CHCM nao mostraram diferengas significativas (P<0,05) entre os animais
submetidos a hipoxia e os animais do grupo controle. Também nao foram
verificadas diferengas entre os animais dos grupos controle fadigado e hipoxia
fadigado. No entanto, observou-se que o exercicio fisico altera
significativamente (P<0,05) o estado fisiologico dos animais, em relacdo aos
grupos que nao nadaram (figuras 1A e B, 2A e B, 3A e B).

As anadlises do plasma mostram que a glicose e o cortisol ndo se
elevaram nos peixes expostos a hipoxia, mas o exercicio fisico praticado pelos
peixes elevou (P<0,05) os niveis de cortisol para além dos niveis do grupo
controle, enquanto que a glicose esteve elevada (P<0,05) apenas no grupo
controle fadigado (figura 4A e 5A). A exposicdo a hipoxia causou elevagao
(P<0,05) dos niveis de lactato plasmatico dos tambaquis a partir de 24 horas,
mesmo instante no qual os animais submetidos a hipoxia passam a nadar
menos (P<0,05) que o grupo controle (figuras 4B e 6B). Em 96 horas de
exposi¢cao os niveis de lactato do grupo sob hipoxia voltam a serem iguais aos
do controle, permanecendo assim no recovery. O exercicio fisico também elevou
(P<0,05) os niveis de lactato dos tambaquis, porém sem efeito aditivo de uma
exposi¢ao anterior a hipoxia.

A andlise da concentragao plasmatica de sodio néo revelou alteragdes

causadas pela exposigao a hipoxia, mas revelou que apenas o grupo controle
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Figura 1. Porcentagem de hematdcrito (A) e concentracdo de hemoglobina (B) de tambaquis
expostos a hipoxia (£ 0,5mg/L) por 12h, 24h, 48h, 96h e 96h+96h recovery e submetidos ao teste
de Ucrit até a fadiga. Resultados expressos em média + erro padrdo da média (n=6). O contraste
entre as médias foi feito apenas dentro de um mesmo periodo de tempo, sendo que pontos com
letras diferentes denotam diferenca significativa (P<0,05).
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tambaquis expostos a hipoxia (+ 0,5mg/L) por 12h, 24h, 48h, 96h e 96h+96h recovery e
submetidos ao teste de Ucrit até a fadiga. Resultados expressos em média + erro padrdo da média
(n=6). O contraste entre as médias foi feito apenas dentro de um mesmo periodo de tempo, sendo

que pontos com letras diferentes denotam diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 4. Glicose plasmatica (A) e lactato plasmatico (B) de tambaquis expostos a hipoxia (£
0,5mg/L) por 12h, 24h, 48h, 96h e 96h+96h recovery e submetidos ao teste de Ucrit até a fadiga.
Resultados expressos em média + erro padrao da média (n=6). O contraste entre as médias foi
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denotam diferenca significativa (P<0,05).
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fadigado apresentou um aumento (P<0,05) dos niveis desse ion, quando
comparados ao controle (figura 5B). Em constraste com o sédio, além de haver
aumento (P<0,05) da concentracdo de potassio no plasma dos animais
submetidos a hipoxia, ha também aumento (P<0,05) da concentragcdo desse ion

em ambos os grupos submetidos ao tunel de natagao (figura 6A).
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3.2 pH

As analises hematolégicas mostraram que o hematdcrito, hemoglobina e
RBC foram significativamente alterados (P<0,05) pela exposi¢cao ao pH acido. O
exercicio fisico também foi capaz de elevar (P<0,05) os niveis desses
parametros para além dos niveis do grupo controle, porém sem afeito aditivo de
uma exposicao anterior a pH acido (figuras 7A e B e 8A). O volume corpuscular
médio e a hemoglobina corpuscular média ndo apresentaram diferengas entre
0s grupos; no entanto, a concentragdo de hemoglobina corpuscular média
diminuiu (P<0,05) nos grupos exercitados, quando comparados ao controle
(figuras 8B, 9A e B).

As analises plasmaticas revelaram que o pH &acido foi capaz de elevar
(P<0,05) os niveis de glicose e de cortisol dos peixes, quando comparados ao
grupo controle (figuras 10A e 11A). O exercicio fisico eleva (P<0,05) ainda mais
os niveis desses dois parametros nos tambaquis, porém, apenas a glicose
apresentou um efeito aditivo (P<0,05) entre a exposigdo ao pH acido e o
exercicio fisico. Em contraste com a glicose, os tambaquis submetidos ao pH
acido nao apresentaram elevacgao dos niveis de lactato, mas o teste de Ucrit foi
capaz de elevar (P<0,05) os niveis desse metabdlito para além dos niveis do
grupo controle, em ambos os grupos fadigados (figura 10B). As analises dos
ions mostram que o pH acido causou diminuigdo (P<0,05) da concentragédo de
soédio no plasma, enquanto que o exercicio fisico aumentou (P<0,05) os niveis
desse ion apenas no grupo controle fadigado (figura 11B). O potassio apresenta-
se elevado (P<0,05) em ambos os grupos fadigados, quando comparados ao

controle, mas nao é afetado pela exposi¢cao ao pH baixo (12A).
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significativa (P<0,05).
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3.3 Amonia

As analises do sangue revelam que os valores de hematdcrito,
hemoglobina e concentragdo de hemoglobina corpuscular média foram
significativamente alterados (P<0,05) pela exposicdo a amoénia. O exercicio
fisico também foi capaz de alterar (P<0,05) esses parametros para niveis
diferentes do controle (figuras 13A e B e 15B). O RBC, o volume corpuscular
médio e a hemoglobina corpuscular média ndo apresentaram alteragdes
significativas entre os grupos (figura 14A e B e 15A).

Em relagdo aos constituintes plasmaticos, a glicose e o cortisol
mostraram-se sensiveis (P<0,05) a exposigdo a amfnia, mas retornam aos
niveis iguais aos do controle no recovery (figuras 16A e 17A). O exercicio fisico
eleva (P<0,05) ainda mais os niveis desses parametros nos tambaquis, porém,
sem efeito aditivo de um estresse anterior. Ao contrario do ocorrido com a
glicose e com o cortisol, a exposigdo a amdnia ndo causou elevagao dos niveis
plasmaticos de lactato, mas o exercicio fisico elevou (P<0,05) os niveis desse
metabdlito para além dos niveis do grupo controle, exceto no grupo sob amoénia
fadigado em 96 horas, justamente quando esse grupo passa a nadar menos
(P<0,05) que o controle fadigado (figuras 16B e 18B). O potassio n&o foi
significativamente afetado pela amdnia ou pelo exercicio fisico, enquanto que o
sédio teve sua concentragdo diminuida (P<0,05) nos animais expostos a
amodnia, e aumentada (P<0,05) nos animais do grupo controle fadigado, quando

comparadas ao grupo controle (figuras 18A e 17B).
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entre as médias foi feito apenas dentro de um mesmo periodo de tempo, sendo que pontos com

letras diferentes denotam diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 14. Contagem de células vermelhas (A) e volume corpuscular médio (B) de tambaquis
expostos a 0,3 mg/L. de amonia gasosa por 12h, 24h, 48h, 96h e 96h+96h recovery e submetidos
ao teste de Ucrit até a fadiga. Resultados expressos em média + erro padrao da média (n=6). O
contraste entre as médias foi feito apenas dentro de um mesmo periodo de tempo, sendo que

pontos com letras diferentes denotam diferenga significativa (P<0,05).

34



52
50r A

48t

©

46}
44

42 a

HCM (pg)

40

381

36

KZ 3

32t

30

38
controle T
-~ amonia
--2--- controle fadigado -

a4 —e amoOnia fadigado
a 7~

\ e
A
32t N c |- ,
\ \ | - — ~ i
t f

30

[ox

36r B

~

CHCM (%)

28t

26 f

24t

22 - - - : :
12 24 48 96 96 Rec.

Duragao da exposigao (h)
Figura 15. Hemoglobina corpuscular média (A) e concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (B) de tambaquis expostos a 0,3 mg/L de amodnia gasosa por 12h, 24h, 48h, 96h e 96h+96h
recovery ¢ submetidos ao teste de Ucrit até a fadiga. Resultados expressos em média + erro
padrdo da média (n=6). O contraste entre as médias foi feito apenas dentro de um mesmo periodo

de tempo, sendo que pontos com letras diferentes denotam diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 16. Concentragdo de glicose (A) e lactato (B) plasmatico de tambaquis expostos a 0,3
mg/L de amonia gasosa por 12h, 24h, 48h, 96h e 96h+96h recovery e submetidos ao teste de
Ucrit até a fadiga. Resultados expressos em média + erro padrdo da média (n=6). O contraste
entre as médias foi feito apenas dentro de um mesmo periodo de tempo, sendo que pontos com

letras diferentes denotam diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 17. Cortisol (A) e sodio (B) plasmatico de tambaquis expostos a 0,3 mg/L. de amonia
gasosa por 12h, 24h, 48h, 96h e 96h+96h recovery e submetidos ao teste de Ucrit até a fadiga.
Resultados expressos em média + erro padrao da média (n=6). O contraste entre as médias foi
feito apenas dentro de um mesmo periodo de tempo, sendo que pontos com letras diferentes

denotam diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 18. Potassio (A) e velocidade critica de natacdo (Ucrit); (B) de tambaquis expostos a 0,3
mg/L de amonia gasosa por 12h, 24h, 48h, 96h e 96h+96h recovery e submetidos ao teste de
Ucrit até a fadiga. Resultados expressos em média + erro padrdo da média (n=6). O contraste
entre as médias foi feito apenas dentro de um mesmo periodo de tempo, sendo que pontos com

letras diferentes denotam diferenca significativa (P<0,05).
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3.4 Agrupamento dos dados obtidos

Reunindo-se em um unico grafico (média e desvio padrdao da média)
todos os grupos, independente do tratamento, que apresentaram diferencga
estatistica (P<0,05) de Ucrit (24,48,96 e 96R), vemos que os animais expostos a
condigdes potencialmente estressantes apresentam uma velocidade critica de

natagdo menor (P<0,01; t-test;figura 19).
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Figura 19. Agrupamento dos tratamentos hipoxia, pH e amodnia fadigados, que apresentaram
diferenca estatistica em relacdo ao controle, independente do periodo de exposicdo, sendo que

pontos com letras diferentes denotam diferenca significativa (P<0,01; t-teste).
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4. Discussao

4.1 Hipoxia

Embora nao tenha ocorrido aumento do cortisol nos tambaquis
submetidos a hipoxia, os grupos submetidos ao tunel de natagdo tiveram os
niveis desse hormdnio maiores (P<0,05) do que os demais grupos (figura 5A). A
funcdo do cortisol parece estar ligada a mobilizagdo de glicogénio do figado,
aminoacidos, glicerol ou até mesmo lactato para a producdo de glicose,
permitindo uma fonte continua de substrato para a oxidagdo muscular (De Boeck
et al., 2001; Vijayan et al., 1997). O cortisol tem sido sugerido também como o
principal responsavel pela recuperacdo dos peixes apds 0 exercicio,
participando da eliminagdo do lactato e resintese de glicogénio (Kieffer, 2000).
Assim como o cortisol, a glicose também n&o apresentou aumento na sua
concentragdo ao longo de 96 horas de exposigao a hipoxia (figura 4A). Araujo-
Porto (2005) também n&o verificou aumento da glicose em tambaquis expostos
a 12 horas de hipoxia.

Os valores de hematdcrito, hemoglobina, RBC, volume corpuscular
médio, hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média nao foram alterados pela exposi¢cdo a hipoxia, em nenhum
periodo de tempo (figuras 1A e B, 2A e B e 3B). No entanto, devido o aumento
da concentracdo de lactato nos animais expostos a hipoxia por 24 e 48 horas
(figura 4B), seria esperado um aumento do volume corpuscular meédio, assim
como verificado por Moura (1994), também expondo tambaquis a hipoxia. E
conhecido que o lactato acumulado no plasma estimula o ciclo de Jacob-Stewart

(Lessard et al., 1995; Perry et al., 1999), que ativa a troca de protons
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intraeritrocitarios por sodio plasmatico, permitindo um pH adequado para a
ligacado da hemoglobina com o oxigénio. No entanto, a entrada de s6dio causaria
inchago celular (Nikinmaa, 2001), ja que com a entrada do ion ha, também, a
entrada de agua. Em 12h de hipoxia, os niveis de lactato acumulados ainda
foram baixos (figura 4B), provavelmente, o que permitiu uma Ucrit satisfatoria
(figura 6B). O desempenho natatério comega a ser prejudicado a partir de 24
horas, quando os niveis de lactato se elevam e impedem o animal de utilizar-se
da natagdo anaerdbica. Embora se acredite que durante o teste de Ucrit o
animal se utilize na maior parte da natagcao aerdbica (Hammer, 1995; Burgetz et
al., 1998; Richards et al., 2002; Martinez et al., 2003; Peak & Farrel, 2004), o
acimulo de lactato parece ter impedido o animal de continuar nadando. E
importante observar que os peixes do grupo controle fadigaram sem atingir
niveis de lactato tdo altos quanto os niveis do grupo hipoxia fadigado, mas &
provavel que nas velocidades mais altas do tunel (x 70 cm/s), a utilizagdo da
natagao explosiva (anaerobica) seja pouco eficaz, visto que é necessario algum
tempo de recuperacdo entre uma explosdo muscular e outra (Webb, 1998),
fazendo com que o peixe seja arrastado pela corrente de agua, mesmo que
ainda n&o tenha atingido completa fadiga dos musculos brancos.

Foi verificado aumento da concentracdo de sodio plasmatico nos animais
do grupo controle fadigado, os quais apresentaram maior Ucrit (figuras 5B e 6B).
O aumento da concentracdo desse ion também foi verificado em trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) apos exercicio exaustivo (Wang et al., 1994) e os
autores sugeriram que tal fenébmeno foi causado pelo movimento de fluidos para

outras estruturas do corpo, que ndo os musculos brancos, ou até mesmo a
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captura de sodio da agua, em troca por H*. No presente estudo sugere-se que
0s animais do grupo controle fadigado aumentaram o numero de eritrocitos
(RBC) circulantes e hematdcrito devido, principalmente, a hemoconcentragéo
causada pelo esforgo fisico, com provavel influxo de agua do plasma para os
tecidos ou para o meio externo. Ao contrario da proposta de Wang e
colaboradores (1994), a captura de sodio pelas branquias devido o excesso de
H* no plasma ndo parece ter ocorrido no presente estudo, ja que o grupo sob
hipoxia fadigado atingiu os niveis mais elevados de lactato sem elevar os niveis
de sodio plasmatico (figuras 4B e 5B). O grupo sob hipoxia fadigado n&o poderia
ter o numero de eritrocitos e hematocrito aumentados devido ao esforgo fisico, ja
que ndo nadaram tanto quanto o outro grupo. No entanto, os niveis altos de
lactato poderiam ter causado o aumento do hematécrito e do volume corpuscular
médio, pelo efeito desencadeador da troca entre prétons intraeritrocitarios e
sédio plasmatico, o que causaria o influxo de agua do plasma para as células,
causando assim hemoconcentragdo. Os dados acerca dos niveis de potassio
(figura 6A) mostram que ambos os grupos submetidos ao tunel de natagéo
tiveram os niveis desse ion aumentados, sendo que no grupo controle fadigado
os niveis foram ainda maiores (P<0,05), reforgando a teoria da movimentagéo de
fluidos, causada pelo exercicio fisico, proposta por Wang e colaboradores
(1994).

Apo6s aproximadamente 48h, ajustes em isoenzimas da lactato
desidrogenase ocorreram nos tambaquis (Almeida-Val et al., 1993; Val, 1995,
1996; Val et al., 1998), melhorando sua capacidade em utilizar o lactato como

combustivel aerobico nos musculos vermelhos (Moyes & West, 1995) e,

42



conseqiientemente, impedindo seu acimulo (figura 4B). E importante observar,
no entanto, que essa diminuicdo n&o restabelece o desempenho natatério dos
peixes, provavelmente porque os ajustes metabdlicos que facilitam o uso do
lactato, prejudicam o uso do glicogénio, que é mais eficiente durante o exercicio
aerobico (Moyes & West, 1995). Os dados de Ucrit (figura 6B) mostram que o
periodo de recovery néo foi suficiente para que os tambaquis do grupo exposto a
hipoxia retornassem ao estado de equilibrio metabdlico original, impedindo que

nadassem tanto quanto o grupo controle.

4.2 pH

Butler & Day (1993), em um estudo com truta marrom (Salmo frutta)
exposta a pH acido, verificaram significativa perda de ions do plasma, causando
perda de agua por osmose e culminando no aumento da viscosidade do sangue.
Segundo eles, a dificuldade do coragdo em bombear tal sangue pode ter
diminuido a velocidade critica de natacdo dos peixes. No presente estudo, foi
verificada perda de sodio do plasma em 96 horas (figura 11B), provavelmente
devido ao bloqueio que o pH acido causa na troca entre soédio externo por
prétons internos (Wilson et al., 2000; Lin & Randall, 1993). Na falta da captura
ativa desse ion, seus niveis plasmaticos diminuiriam, ja que podem ser também
perdidos pela urina (Bone et al., 1995). E provavel que a perda de sédio cause,
por osmose, a perda de agua, o que poderia explicar o aumento do hematdcrito
(figura 7A), da hemoglobina (figura 7B) e do RBC (figura 8A) dos grupos sob pH
acido, em relagdo ao controle. O volume corpuscular médio (VCM) néao

apresentou diferenga entre esses mesmos grupos (figura 8B), mostrando que a
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falta de sdédio plasmatico pode impedir o inchago eritrocitario, ja que depende da
entrada desse ion para a extrusdo de H" interno (Lessard et al., 1995; Perry et
al., 1999). Acredita-se que o inchago celular seja estimulado pela agdo das
catecolaminas, liberadas durante estresse (Nikinmma, 2001). As figuras 10A e
11A (glicose e cortisol, respectivamente) mostram que os tratamentos foram
suficientemente estressantes para que o inchacgo celular ocorresse, embora isso
nao tenha ocorrido. Wood e colaboradores (1998) mostraram que a exposi¢ao
de tambaquis a pH 3 causou perda de sodio, acompanhada de elevacédo da
concentragdo de amébnia plasmatica. Tem sido proposto que a amobnia seja
eliminada com a ajuda de um sistema de troca por sodio externo (Salama et al.,
1999; Kelly & Wood, 2001), o qual poderia ser prejudicado pela competigdo do
H* pelos sitios de ligagdo. Adicionalmente, o excesso de H” interno pode ligar-se
a amonia gasosa, formando NH," (Karnaky, 1998) que poderia se acumular no
plasma do peixe. A figura 10B mostra que apesar das alteragbes causadas pelo
pH acido, o sistema aerdbico permanece suprindo as necessidades celulares
minimas, visto que o lactato ndo se elevou em nenhum momento. A
concentragdo de potassio (figura 12A) ndo parece ser alterada pelo pH acido,
mas ha elevacado da sua concentracdo nos animais que foram submetidos ao
tunel de natacdo e, como ja mencionado no experimento de hipoxia, o exercicio
fisico pode causar a movimentagcdo ou a perda de fluidos, concentrando o
sangue. Os dados de hemoglobina e RBC (figuras 7B e 8A) mostraram também
que o exercicio fisico causa hemoconcentragdo. Quanto a concentracdo de
sédio, o grupo sob pH acido fadigado apresentou valores menores (P<0,05) que

o do grupo controle fadigado, mostrando que mesmo a hemoconcentragao nao é
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capaz de restabelecer os niveis normais desse ion (figura 5B). A Ucrit (figura
12B) de tambaquis mostrou-se sensivel a pH 3.7 a partir de 48 horas de
exposicdo. O hematécrito (figura 7A) do grupo sob pH acido fadigado
apresentou os maiores (P<0,05) valores em 12 horas sob hipoxia, mostrando
que pode haver um efeito cumulativo do pH com o exercicio fisico na
hemoconcentragédo. O grafico 10A mostra que pode haver um efeito cumulativo
do estresse causado pela exposi¢cao ao pH acido e do exercicio fisico sobre a
glicose plasmatica. No entanto, embora os animais acabem ficando mais
estressados, o sistema anaerdbico parece continuar funcionando corretamente,
ja que os animais do grupo sob pH acido, que tiveram a menor Ucrit, foram
capazes de acumular a mesma quantidade de lactato nos musculos (figura 10B).
Ocorre que, os animais expostos ao pH acido iniciam o exercicio fisico com o
sangue ja concentrado, devido a perda de sédio. Isso poderia fazer com que os
animais perdessem a capacidade aerobica mais cedo que o grupo controle,
passando a utilizar mais do sistema anaerobico, e fadigando logo que os niveis
de lactato atinjam valores elevados. Consequentemente, o pH acido pode
diminuir o desempenho dos peixes pelo efeito da hemoconcentragao, diminuindo
como consequéncia, o vigor fisico do peixe. Nesse caso, um periodo de 96

horas de recuperacgao parece ser suficiente para que o tambaqui se restabeleca.

4.3 Amobnia

Beumont e colaboradores (1995) mostraram que a infusdo de bicarbonato
de aménia em truta marrom causou reducéo significativa na natagéo dos peixes
e atribuiram isso ao efeito negativo da aménia na fosforilagdo oxidativa nos

musculos brancos e no ciclo glicolitico dos musculos vermelhos. Recentes
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trabalhos mostraram a interferéncia da aménia na polarizagdo dos musculos,
provavelmente com o NH4" deslocando K* (Beumont et al., 2000ab). No entanto,
€ provavel que a ambnia diminua o desempenho natatério dos peixes por
multiplos processos (Shingles et al., 2001). O tratamento utilizado neste trabalho
mostrou-se estressante a partir de 24 horas, visto que os niveis de glicose e
cortisol aumentaram no grupo sob aménia, em relagdo ao controle. No recovery
elas foram iguais (figuras 10A e 11A). Também pode ser observado pelos
graficos que o hematocrito e hemoglobina indicam hemoconcentragao, causada
pela exposicdo a amoénia (figura 1 A e B). Altas concentragbes de amobnia
gasosa na agua impedem um perfeito gradiente para a extrusdo da amodnia
plasmatica. Assim, com efeito similar ao do pH baixo, o sodio tem sua
concentragao diminuida no plasma (figura 17B), ja que este ion é capturado por
bombas apicais, que trocam aménia interna por sddio externo (Salama et al.,
1999; Kelly & Wood, 2001). Apesar de ter alterado o sistema circulatorio, com
perda de sodio e hemoconcentragdo, a exposi¢ado a amoénia ndo prejudicou o
sistema aerobico, visto que ndo houve produgdo de lactato (figura 16B). A Ucrit
(figura 18) foi menor no grupo exposto a aménia fadigado em relagdo ao grupo
controle que entrou em fadiga apenas apos 96 horas de exposi¢éo, indicando
gque mesmo que tenha ocorrido hemoconcentracdo antes de 96 horas, ela ndo
foi capaz de diminuir isoladamente a Ucrit dos peixes (figura 18B). Em 96 horas,
os valores de lactato do grupo sob amoénia fadigado diminuiram bruscamente,
justamente no periodo no qual os animais desse mesmo grupo nadaram menos
em relacdo ao controle (figura 16B). Isso indicaria que a concentracdo de

amodnia gasosa utilizada (0,3 mg/L) comega a prejudicar o sistema muscular em
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algum momento entre 48 e 96 horas, impedindo completamente a contragdo dos
musculos aerdbicos e anaerdbicos, visto que nao houve qualquer aumento do
hematocrito, que tende a aumentar apds o exercicio fisico. Sendo assim, além
dos disturbios da ambnia na osmorregulagdo, similar ao efeito do pH baixo, ha
possivelmente interferéncia da ambnia na polarizacdo dos musculos,
provavelmente com NH4" deslocando K* , como sugerido por Beumont et al.

(2000ab).
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5. Conclusoes

1) A exposigao a hipoxia diminui a Ucrit dos tambaquis em um primeiro momento
provavelmente pelo acumulo de lactato, que pode prejudicar até mesmo o
sistema aerdbico. Em um segundo momento, quando o tambaqui ajusta seu
metabolismo para lidar melhor com a hipoxia, sua Ucrit permanece baixa,
provavelmente porqué a utilizagdo do glicogénio pelos musculos brancos é

substituida, pelo menos em parte, pela utilizacdo do lactato, menos eficiente.

2) Uma vez que o tambaqui ajusta seu metabolismo para lidar com situagdes de
hipoxia, um periodo de 96 horas de recuperacao nao parece ser suficiente para

que seu metabolismo normal e sua Ucrit se restabelecam.

3) A exposicdao de tambaquis a pH 3.7 por 48 horas diminui sua Ucrit,
provavelmente pelo efeito da hemoconcentracdo, sem inchago celular e com

perda de sédio e agua do plasma.

4) Uma vez que o tambaqui tem seu balango osmético alterado pela exposigao a
pH baixo, um periodo de 96 horas de recuperagao parece ser suficiente para

restabelecer seu estado fisioloégico normal e sua Ucrit.

5) A exposigao de tambaquis a aménia gasosa pode diminuir a Ucrit, em um
primeiro momento, devido a hemoconcentragdo, causada pela perda de sodio e
agua do plasma. Em um segundo momento, ha interferéncia da ambnia na

polarizacdo dos musculos, diminuindo definitivamente sua Ucrit.
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6) Uma vez que a exposicdo a amobnia gasosa altera o metabolismo do
tambaqui, um periodo de 96 horas parece ser suficiente para restabelecer seu

metabolismo e Ucrit normais.

7) Baseando-se em situagbes de exposicdo a hipoxia, pH baixo e altas
concentragdes de amodnia gasosa, sugere-se que os valores adequados de Ucrit
para tambaqui sejam a partir de 5,4 comprimentos de corpo por segundo, valor
acima da varidncia minima do grupo controle, que indicaria uma condigéo

segura para o manejo dos animais.
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