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RESUMO
Dissertacado de Mestrado
Programa de Pés-Graduagcao em Biodiversidade Animal
Universidade Federal de Santa Maria

PARAMETROS METABOLICOS E iONS PLASMATICOS DE
PIAVAS (Leporinus obtusidens) EXPOSTAS A DIFERENTES
NiVEIS DE OXIGENIO DISSOLVIDO E AMONIA
Autora: Keidi Carolina dos Santos Bolner
Orientador: Jodo Radiinz Neto
Data e Local da Defesa: 13 de dezembro de 2007, UFSM.
Juvenis de piava (7-13 cm; 25-30 g) foram expostas a diferentes niveis de NH3 (em
mg L™"): 0,003 ( controle); 0,1; 0,3; 0,7; 1,4, e oxigénio dissolvido: 1,0;2,0;3,0;4,0 e
6,0 mg O, L™, por 4 dias (96h). Foram analisados os niveis plasmaticos de Na*,K",
Cl" e NH4", bem como metabdlicos e enzimas nos tecidos (figado, rim, branquias e
musculo esquelético). A Clso.gn para a piava foi de 0,27 (0,21 - 0,34) mg L' NHg, as
concentragdes plasmaticas de Na® e NHs° aumentaram com a crescente
concentracdo de NHj; na agua, ja o K' diminuiu e o CI" manteve-se estavel. A
atividade da Na*, K* -ATPase nas branquias aumentou com a elevagdo da
concentracao de NH;3 na agua, enquanto que no rim houve reducao da atividade. Os
niveis de glicose no figado e musculo reduziram proporcionalmente com o aumento
da concentragdo de NHs. Os niveis de NH4" nos tecidos tiveram correlagdo positiva
em relacdo a concentracdo de NH3 na agua. Em piavas expostas a diferentes niveis
de oxigénio dissolvido, as concentragdes plasmaticas de Na*, CI, K" e NH4"
diminuiram e a atividade da Na*, K" -ATPase nas branquias aumentou com a
reducdo do oxigénio na agua. Os niveis de glicose no figado, rim e musculo
aumentaram de acordo com a redugdo do oxigénio dissolvido na agua. Porém os
niveis de glicogénio reduziram. A concentragcdo de aménia aumentou em todos os
tecidos de acordo com a reducdo do oxigénio dissolvido na agua. Na piava, a
hip6xia provocou mudancgas fisiolégicas, tanto na osmorregulacdo como nos
parametros metabdlicos, apds a exposicao a diferentes niveis de oxigénio dissolvido.
Portanto, o experimento confirmou que a amdnia é um agente estressor para o
peixe, inclusive em baixas concentragdes, causando acumulacdo de aménia no

plasma e em outros tecidos.



ABSTRACT
Master Dissertation
Post-Graduation course in Animal Biodiversity
Universidade Federal de Santa Maria

Metabolic parameters and plasma ions of piavas (Leporinus
obtusidens) exposed to different ammonia and dissolved
oxygen levels
Author: Keidi Carolina dos Santos Bolner
Adviser: Jodao Radlinz Neto
Place and date of defense: December 13th, 2007, UFSM.

Piava juveniles (7-13 cm; 25-30 g) were exposed to different NHz (mg L): 0.003
(control), 0.1, 0.3, 0.7, 1.4, and dissolved oxygen levels (mg L™): 1.0, 2.0, 3.0, 4.0,
and 6.0, for 4 days (96h). Na*, K, CI', and NH,4" plasma levels were measured, as
well as metabolics and enzyme activity in tissues (liver, kidney, gills, and muscle).
The lethal concentration (LCso.g6n) for piava was 0.27 (0.21 — 0.34) mg L™ NHg, and
Na® and NH4* plasma levels increased and K* decreased with the increase of
waterborne NHs; levels. Na*, K* -ATPase activity increased in the gills and decreased
in the kidney with the increase of waterborne NHs; levels. Glucose levels in the liver
and muscle decreased as waterborne NH; concentrations raised. NH4" levels in the
tissues presented a positive correlation with waterborne NH3 levels. Na*, CI', K* and
NH," plasma levels and Na*, K" -ATPase activity in the gills increased with dissolved
oxygen reduction in the water. Glucose levels in the liver and muscle and ammonia in
all tissues also increased with the reduction of dissolved oxygen levels in the water,
but glycogen levels decreased. Consequently, ammonia is a stressor agent for this
species, leading to an accumulation of ammonia in plasma and other tissues. In
piava, hypoxia led to physiological changes in both osmoregulatory and metabolic

parameters.



INTRODUGCAO GERAL

Estudos envolvendo estresse tém sido freqlientemente realizados no campo
da fisiologia de peixes. No ambiente, a resposta ao estresse pode ser vista como a
capacidade dos peixes mobilizarem as reservas de energia de forma a evitar ou
vencer imediatamente situacdes de ameaca. Em piscicultura intensiva, a situacéo de
estresse esta constantemente presente e pode afetar o desempenho produtivo dos
peixes, prejudicando o estado de saude e aumentado a suscetibilidade a doencas.

O estresse segue com o desencadeamento de respostas fisioldgicas e
comportamentais para a adaptacdo. A resposta primaria, ou neuroendrdcrina, €
caracterizada por um significativo aumento dos horménios corticosterdides (cortisol)
e da concentragdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina), que estimulam a
hidrélise das reservas de glicogénio no figado, aumentando os niveis de glicose no
sangue, diminuicdo da proteina muscular, aumento do batimento cardiaco,
marcando o inicio da resposta secundaria. Os corticosterdides estimulam um
aumento da permeabilidade da membrana celular. A resposta terciaria é marcada
pela diminuicdo da resisténcia dos peixes as doencas, pois ocorre uma diminuicéo
no numero de leucdcitos, ocorrendo linfocitopenia (diminuicdo do numero de
linfécitos) e neutrofilia (aumento do numero de neutréfilos circulantes) (Mazeuaud et
al., 1977).

Atencdo tem sido dada aos disturbios osmoregulatérios induzidos pelo
estresse, o qual desordena o balanco aquoso e mineral. O estresse afeta o peso do
peixe, ocorrendo perda de peso em espécies marinhas e ganho de peso em peixes
de agua doce (Kirk, 1974). A perda ou ganho de agua pode influenciar na variacao
de peso através da taxa de diurese, que pode ser explicada pela agao da adrenalina
nas fungbes branquiais, resultando em um aumento na permeabilidade da
membrana a agua. O estresse também afeta o balanco de Na* em peixes, pois
trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) submetidas a exercicio apresentaram perda
de Na" através das branquias (Mazeaud et al. 1977).

Apesar do estresse no cultivo intensivo ser proveniente de varias fontes,
muitas delas podem ser manipuladas para melhorar a saude e as condicbes
fisiolégicas dos peixes. Dentre os fatores que afetam a sobrevivéncia dos peixes
apdés o estresse de captura, confinamento, pesagem, carregamento, transporte e
descarregamento, estdo: espécie, qualidade da agua nos tanques de producao
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(temperatura, CO,, oxigénio dissolvido, amdnia), estado nutricional dos peixes,
existéncia de alguma doenca, estratégia de despesca e transporte e intensidade e
duracao do estresse (Moyle & Cech, 1998).

A espécie em estudo, piava, Leporinus obtusidens Valenciennes (1847),
pertence a familia Anostomidae e pode ser encontrada principalmente nas Bacias do
Sao Francisco, Parana (Garavello, 1979) e do Uruguai (Zaniboni Filho & Schulz,
2003). No baixo Rio Uruguai esta € uma espécie de elevada importancia comercial e
recreativa. E uma espécie onivora, pois entre os principais itens alimentares
apresentam destaque as sementes, insetos aquaticos, crustadceos e moluscos
(Zaniboni Filho et al., 2002). A primeira maturagcdo sexual ocorre, relativamente ao
tamanho, com cerca de 20 cm de comprimento total. O periodo reprodutivo se
concentra nos meses de dezembro e janeiro, apresentando desova total. Possuem
migragao reprodutiva e ndo desenvolvem cuidado parental (Vazzoler, 1996).

Dentre os diversos parametros fisico-quimicos da &gua, dois deles
certamente tém grande importancia para a sobrevivéncia e crescimento dos peixes:
a amoénia e o oxigénio dissolvido. A amébnia pode ser originada de varias fontes que
incluem efluentes de agua de esgotos, descargas industriais, residuos agricolas e
como um natural produto do catabolismo de proteinas dos peixes. Enxurradas de
dejetos urbanos e da agricultura e muitos residuos biolégicos sao geralmente
liberados para rios e oceanos. Assim, a maior preocupacao quanto a toxicidade da
amodnia € em relacdo ao ambiente aquatico, particularmente em regides com alta
densidade populacional e/ou grande numero de criadouros de animais como suinos
e ovelhas. A amoénia pode levar a uma diminui¢cdo da densidade populacional e até
da biodiversidade (Barimo & Walsh, 2005). O desenvolvimento agricola e industrial
ocorrido nos ultimos anos resultou no aumento de compostos poluentes langados no
ambiente aquatico. O nitrogénio é um dos elementos mais importantes no
metabolismo de ecossistemas aquaticos. Esta importancia deve-se principalmente a
sua participacdo na formacdo de proteinas, um dos compostos basicos da
biomassa. Quando presente em baixas concentracbes, pode atuar como fator
limitante na producdo primaria de ecossistemas aquaticos. A chuva, o material
organico e inorganico de origem aldctone e a fixacao biolégica por bactérias e algas
cianoficeas sao as principais fontes naturais de nitrogénio que o ambiente aquatico
pode ter. A funcao fisioldgica do nitrogénio é a formacao de proteinas, acidos

nucléicos e coenzimas.
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A principal fonte de compostos nitrogenados incorporados a agua, na
piscicultura intensiva, € a alimentagéo. No inicio das criagdes, quando a biomassa é
menor, sdo observados baixos niveis de ambnia — composto resultante do
catabolismo das proteinas — que aumentam proporcionalmente a quantidade de
alimento fornecido e ao aumento da biomassa (Pickering, 1993). No caso da criacao
de peixes carnivoros, esta situacdo pode ser agravada em virtude dos elevados
niveis de proteina usados nas ragdes. A amoénia na forma nao-ionizada (NHs) e em
concentracdo excessiva pode prejudicar a transformacao da energia alimentar em
ATP, com isso inibindo o crescimento dos peixes e provocando a desaminacao dos
aminoacidos, o que, por sua vez, impossibilita a formacao de proteinas, essencial no
crescimento (Arana, 1997).

Os compostos nitrogenados aparecem sob trés formas no ambiente aquatico.
O nitrato (NO'3) é a principal forma de nitrogénio encontrada nas aguas e, quando
em elevadas concentragdes, pode conduzir a um processo de producao exagerada,
denominado de eutrofizacdo. A amdnia pode ser toxica em baixas concentragdes
como NHs, e menos téxica aos peixes como forma ionizada (NH4") (Tomasso, 1994).
O nitrito (NO'2) é uma forma quimica do nitrogénio normalmente encontrada em
quantidades diminutas nas aguas superficiais, pois € instavel na presengca do
oxigénio, ocorrendo como uma forma intermediaria no processo de nitrificagéo, no
qual a aménia é transformada (oxidada) por bactérias para nitrito, e logo para nitrato,
em sistemas aquaticos. O ion nitrito pode ser utilizado pelas plantas como uma fonte
de nitrogénio, e sua presenca na 4agua indica processos biol6gicos ativos
influenciados por poluicdo organica (Pickering, 1993). Segundo Arana (1997), a
amonia quando dissolvida na agua encontra-se em equilibrio entre NH; e NH,",
sendo este equilibrio influenciado pelo pH, temperatura e salinidade. Alteragdes
destes parametros resultam na variagdo da concentracdo das diversas formas de
nitrogénio, que podem atingir concentracées toxicas para os peixes. A forma NHs
difunde-se facilmente através das membranas respiratorias, causando danos ao
epitélio branquial e, como conseqléncia, dificulta as trocas gasosas entre o animal e
a agua, desestabilizando o sistema de osmorregulacdo. O nitrito em altas
concentragdes provoca a oxidacado do atomo de ferro da molécula da hemoglobina
do sangue, convertendo-a em meta-hemoglobina, molécula incapaz de transportar

oxigénio, estabelecendo-se um quadro de hip6xia e cianose. Segundo Baldisserotto
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(2002), muitos autores supdem que a principal causa de toxicidade do nitrito ndo é a
hipdxia, e sim o efeito hepatotdxico do nitrito.

No caso da NHgj, existem dados sobre concentragcédo letal (50% de mortes)
para varias espécies. Por exemplo, a concentracdo letal de NH; (48 h) para
Lophiosilurus alexandri (pacama) é de 1,09 mg L™ para larvas e 0,92 mg L' para
alevinos (Cardoso, 1993), e para alevinos de “guadalupe bass” (Micropterus treculi)
(96 h) é de 0,56 mg L' (Tomasso & Carmichael, 1986). Alguns autores mencionam
que a partir deste dado é possivel calcular a concentracdo "segura" para 0
crescimento da espécie, ou seja, qual o nivel maximo de aménia que pode existir na
agua sem alterar o crescimento. O valor seguro seria em torno de 10% da
concentracao letal. Contudo, trabalhos recentes indicam que ndo ha uma relacao
constante entre concentragao letal e a concentracdo segura para crescimento. Ela
varia de espécie para espécie, podendo ser em torno de 3% da concentracao letal
para Ictalurus punctatus e 12% para Pimephales promelas (Tomasso, 1994).
Concentracdes subletais de amébnia reduzem o crescimento porque podem causar
modificacbes fisioldgicas histolégicas nos rins, figado, bago, tecidos tirdideos e
sangue (Wood, 2001).

Existem registros de espécies de peixes que toleram altos niveis de aménia
na agua como Opsanus beta, Opsanus tau e Porichthys notatus, todos da familia
Batrachoididae (Wang & Walsh, 2000). Essa tolerancia pode estar associada a
diversas adaptagdes ou estratégias desenvolvidas pelos peixes ao longo de sua
evolucao, como o fato de minimizarem a acdo da aménia produzindo compostos
derivados como a uréia em Clarias batrachus (Saha et al., 2002), ou glutamina, em
Oncorhynchus mykiss (Wicks & Randall, 2002).

A aménia é a principal excreta do peixe e de muitos organismos aquaticos. O
balanco entre sua producdo e excrecdo pode ser quebrado por varios fatores
endogenos e exégenos, como por exemplo, 0 aumento dos niveis de NH3 na agua
(Wood, 1993). Como resultado, ocorre aumento dos niveis de ambnia no sangue e
consequlente autointoxicacdo por esta (Svobodova et al., 1986). A maior parte da
amonia é produzida no figado do peixe e entao transportada pelo sistema sangulineo
até as branquias para excrecdo. Uma parte da amdnia é também produzida pelas
branquias, rins e musculos. A produgao no tecido muscular € maior quando o peixe
€ exposto ao estresse (Jobling 1994). Neste ultimo caso, ocorre elevacao dos niveis

internos de amoénia. Muitas membranas biolégicas sdo permedaveis para a amoénia,
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mas relativamente impermeaveis para os ions aménio. A toxicidade, expressada
pela amoénia total (a soma de NH3 e NH4") no ambiente, aumenta com o pH da agua,
pois a amdnia entra nos organismos como NHs, e a proporcao de NH; aumenta com
o pH da agua (Randall & Tsui, 2002). As branquias, sempre expostas ao ambiente,
estdo envolvidas em muitas fungdes fisioldgicas (respiracéo, regulacdo acido-base,
trocas de ions), e sdo também o meio de excrecdao de nitrogénio no peixe.
Frequentemente, o estresse pode causar disturbios osmorregulatérios, como a
elevacao dos niveis ibnicos plasmaticos e do cortisol. A exposicao a altos niveis de
amodnia pode ser considerada como causa de estresse em diferentes espécies de
peixes.

O oxigénio é uma das variaveis ambientais mais importantes que afetam a
biologia dos peixes, bem como a sua distribuicdo no habitat. Fatores bio6ticos e
abidticos podem levar a hipéxia aquatica e as respostas fisioldgicas dos peixes tem
sido extensivamente estudadas. A concentracdo de oxigénio dissolvido na agua
depende da quantidade de matéria organica presente e da temperatura. A
respiracao de animais e plantas também interfere, pois quanto maior a quantidade
de animais no ambiente, maior o consumo de oxigénio. As plantas consomem
oxigénio durante o dia e a noite, mas a noite 0 consumo é maior, e ndo ha nenhuma
atividade fotossintetizante. Portanto, durante o dia, gracas a fotossintese, ha um
aumento da quantidade de oxigénio dissolvido na agua. Quando a noite inicia, a
fotossintese é interrompida e 0s niveis de oxigénio dissolvido comecam a cair
(Rantin & Marins, 1984). Os niveis de oxigénio ao redor de 5-6 mg L' sdo requeridos
para a maioria dos peixes, quando esti abaixo de 3 mg L, a situacdo é muito
estressante para muitos peixes, e niveis inferiores a 1 mg L sao geralmente letais.
Em jundias houve mortalidade de 70%, 43%, 6,6% e 0%, com 96h de exposicao a
0,40, 0,76, 1,04 e 1,68 mg L™ de oxigénio dissolvido, respectivamente (Braun et al.,
2006). Leiostomus xanthurus e Prochilodus lineatus apresentaram 100% de
mortalidade apds 3-4h de exposicdo para 0,8 e 0,3-0,5 mg L™ de oxigénio dissolvido,
respectivamente (Cooper et al., 2002).

Os animais de respiracdo aquatica estdo mais sujeitos a uma variacdo do
oxigénio dissolvido, pois a quantidade existente na agua é pequena. Uma reducao
na pressao parcial de oxigénio na agua leva o peixe a uma situacao de hipéxia. Esta
situacao ocorre com mais freqtiéncia em ambientes com pouca circulacao de agua,

como lagos e tanques de cultivo com pouca renovagao de agua. Esta diminuicdo da
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quantidade de oxigénio dissolvido pode ser temporaria ou permanente, dependendo
das condigdes ambientais, tais como: presenca de matéria organica, respiracao de
animais e plantas, aumento da temperatura (Baldisserotto, 2002).

O consumo de oxigénio € maior em peixes bem alimentados. Quando diminui
a quantidade de oxigénio dissolvido na agua, a ingestao de alimento diminui, pois a
quantidade disponivel ndo seria suficiente para suprir um peixe bem alimentado.
Experimentos com juvenis de piapara (Leporinus elongatus) submetidos a diferentes
niveis de oxigénio dissolvido por 30 dias demonstraram que com mais de 5,2 mg O-
/L o consumo e o ganho de peso independem deste fator. Abaixo de 4,2 mg O, /L 0
consumo de racao diminui. Conseqlientemente, o crescimento é reduzido (Meurer et
al., 1998).

A diminuicdo da pressao parcial do oxigénio na agua € detectada por
receptores branquiais. A primeira opcao do peixe é mudar de ambiente, procurando
ambientes com maior pressdo parcial de oxigénio. Caso nao seja possivel, ele
aumenta a ventilagcdo branquial para uma maior captacdo de oxigénio da agua.
Porém, acarreta numa perda de ions do peixe para o meio. Quando expostos a
hipoxia severa, alguns peixes utilizam a via anaerdbia como rota metabdlica. O
glicogénio hepatico e muscular é convertido em glicose, que é utilizada na producao
de energia, resultando na formagcdo de acido lactico. A hipdxia crénica provoca
iniumeras mudancas fisiolégicas que ajudam os peixes a manter o metabolismo
durante longos periodos de baixas concentracdes de O, (Baldisserotto, 2002).

Como exemplo de alteragdes fisioldgicas, o figado, érgao que utiliza, produz e
armazena glicose, tem a maior parte da glicose intracelular em hepatdcitos
armazenada em forma de glicogénio em teleésteos (Moon & Foster, 1995). Segundo
Jobling (1994), a energia extra que um peixe precisa para um movimento rapido
deriva do metabolismo anaerdbico do glicogénio do musculo, com a formacgéo de
lactato. Durante um exercicio exaustivo, ha uma rapida diminuicao de ATP, fosfato
creatina e reservas de glicogénio no musculo, e com o processo da glicélise
anaerdbica ocorre grande acumulo de lactato no masculo branco. Em mamiferos, ha
liberacdo de lactato para a corrente sanglinea durante um “arduo” exercicio, € apés
ele é reconvertido em glicogénio via Ciclo de Cori. Isto implica na transformacao do
lactato circulante no figado, onde uma pequena propor¢cao € metabolizada para
estimular a conversdao da maior parte de lactato em glicose, que é entao
transportada para o musculo a fim de restabelecer os niveis de glicogénio. Nos
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peixes existe a liberacdo de lactato para o sangue durante o exercicio exaustivo,
porém a maior parte € retida no musculo branco, e o ciclo de Cori desempenha um
papel secundario na reconversao durante a recuperacao do peixe apds o exercicio.
A quantidade de lactato produzido durante um “arduo” exercicio parece, portanto,
ser metabolizada no musculo, tanto como um substrato da respiracéo resultando em

producado de ATP, como para a regeneracao de estoques de glicogénio.

O estresse causado por problemas de baixos niveis de oxigénio na agua
resulta em um aumento da perda de varios ions em peixes de agua doce. Em truta
arco-iris, por exemplo, imediatamente apds uma situagdo de hipdxia, ocorre um
aumento na excrecao de urina, com um aumento na concentragdo de 4cido latico,
Na*, K*, Mg?* CI" e PO, na urina (Hunn, 1969). E esta manifestacéo deve ocorrer em
combinacdo ao aumento da eliminacdo de glucocorticoides e pode possivelmente
ser compensado pelo aumento destes ions via branquias.

A concentragédo de oxigénio dissolvido é um dos mais importantes fatores da
qualidade da agua, afetando diretamente os peixes e demais organismos aquaticos
em seus ambientes naturais, bem como os cultivados em laboratérios ou criadouros.
Altos niveis de aménia sdo muito comuns em ambientes de cultivo intensivo e em
locais poluidos, de modo que o conhecimento da fisiologia desta espécie frente as
variagoes destes parametros favorecera o cultivo da espécie Leporinus obtusidens e

uma melhor compreensao de sua biologia no ambiente natural.

Os efeitos ocasionados por fatores de estresse ambiental e/ou substancias
xenobibticas em peixes podem ser avaliados por diversas metodologias, dentre elas
estdo a avaliacao da atividade de enzimas e parametros metabdlicos intermediarios,

além de avaliacoes sobre ions plasmaticos.
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OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito da amobnia e do oxigénio dissolvido na sobrevivéncia e nos
parametros metabdlicos e ions plasmaticos em piava, Leporinus obtusidens, em

curto periodo de exposicao (96 h).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos das concentracbes de aménia nao ionizada e oxigénio
dissolvido na sobrevivéncia;

- Avaliar os efeitos das concentracbes de aménia nao ionizada e oxigénio
dissolvido em parametros metabdlicos (lactato, agucares redutores soluveis,
proteina e glicogénio);

- Avaliar os efeitos das concentracbes de aménia nao ionizada e oxigénio
dissolvido nos niveis ibnicos plasmaticos;

- Avaliar os efeitos das concentracbes de aménia nao ionizada e oxigénio

dissolvido na atividade da enzima Na*, K* -ATPase nas branquias e no rim;
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Artigo 1
PARAMETROS METABOLICOS E iIONS PLASMATICOS DE PIAVAS Leporinus
obtusidens EXPOSTAS A DIFERENTES NiVEIS DE AMONIA

K.C.S Bolner, F.L. Rosso, J. Radiinz Neto e B. Baldisserotto

RESUMO
Juvenis de piava (7-13 cm; 25-30 g) foram expostas a diferentes concentragdes de
NHz (em mg L™): 0,003 ( controle); 0,1; 0,4; 0,7; 1,4 por 4 dias (96h). Decorrido o
periodo experimental, o sangue foi coletado para a determinacdo dos niveis
plasmaticos de Na*,K*, CI" e NH,4*. Em seguida foram retiradas amostras de tecidos
(figado, rim, branquias e musculo esquelético), para as analises de metabdlicos e
enzimas. A sobrevivéncia da piava na concentragdo de 0,1 mg L™ NH3 na agua foi
100%, em 0,4 mg L' NHs foi de 20% apds 96h de experimento. Nos niveis de 0,7 e
1,4 mg L™ NHg, apds 72 e 42h, respectivamente, houve mortalidade total. O valor da
Clso.sn para a piava foi de 0,27 (0,21 - 0,34) mg L' NHs. As concentracdes
plasmaticas de Na* e NH4" aumentaram com a crescente concentragdo de NH3 na
agua, ja o K* diminuiu e o CI manteve-se estavel. A atividade da Na*, K* -ATPase
nas branquias aumentou com a elevacdo da concentracdo de NHs na &gua,
enquanto que no rim houve reducao da atividade. Os niveis de glicose no figado e
musculo reduziram proporcionalmente com o aumento da concentracdao de NHs. Os
niveis de lactato aumentaram significativamente em todos os tecidos com o aumento
da NHs. Os niveis de NH;4" nos tecidos tiveram correlagdo positiva em relacdo a
concentracao de NH;3; na agua. Portanto, o experimento confirmou que a amdnia é
um agente estressor para o peixe, inclusive em baixas concentracdes. Os efeitos
observados nas mudangas comportamentais da piava foram similares em outros
peixes, e sdo associados com atuagdes erraticas e com aumento no consumo do
oxigénio. Como resultado final, ha acumulacdo de aménia no plasma e em outros

tecidos.
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INTRODUCAO

A amonia pode ser originada de varias fontes que incluem efluentes de agua
de esgotos, descargas industriais, residuos agricolas e como um natural produto do
catabolismo de proteinas dos peixes. Niveis elevados de amoénia no ambiente
podem prejudicar sua excrecao pelo peixe. O resultado final € uma elevacao dos
niveis de amdnia no corpo, levando a convulsées e morte. Muitas espécies de
peixes nao toleram altos niveis de aménia, mas algumas sao tolerantes e dispdem
de algumas estratégias para evitar a toxicidade pela aménia. A manutengdo da
excrecao e/ou conversdao de amdnia em outras substédncias menos toxicas sdo
algumas das estratégias adotadas (Randall & Tsui, 2002).

A toxicidade da amédnia primariamente é atribuida a forma nao-ionizada (NHs),
sendo a forma ionizada (NH4*) menos téxica (Tomasso, 1994). No caso da NHs,
existem dados sobre concentracao letal (50% de mortes) para varias espécies. Por
exemplo, a concentracao letal de NH3 (48 h) para Lophiosilurus alexandri (pacama) é
de 0,92 mg L para alevinos, e para alevinos de guadalupe bass (Micropterus
treculi) (96 h) é de 0,56 mg L' (Tomasso & Carmichael, 1986). Concentracdes
subletais de amoénia reduzem o crescimento porque podem causar modificacdes
fisiologicas histolégicas nos rins, figado, baco, tecidos tirdideos e sangue (Wood,
2001).

Em juvenis de “seabass” (Dicentrarchus labrax), “seabream” (Spams aurata) e
“turbot” (Scophthalmus maximus) expostos a 6,43, 4,87 e 570 mg L' NHs,
respectivamente, houve aumento das concentracées de ambnia no sangue, variando
de 20-60 mg L' NH3 nas trés espécies (Ruyet et al., 1995). “Seabass” expostos a
0,71 +0,12,0,88 +0,10 € 0,90 + 0,13 mg L' NH3 apresentaram uma relacéo positiva
entre os niveis de amdnia total no plasma e a aménia na agua (Lemarié et al., 2004).
Juvenis de “turbot” expostos a 0,960 mg L™ NHs tiveram os niveis plasmaticos de
Na*, CI', K" e NH," aumentados quando expostos a altas concentragdes de amonia
na agua (Ruyet et al., 1997). Em “turbot” expostos a 0,73 mg L' NH; por 28 dias, os
niveis plasmaticos de Na*, CI', K" e NH;" aumentaram (Ruyet et al., 2003).

Existem muitas controvérsias ainda quanto ao mecanismo de excrecao de
amonia via branquias. Difusdo passiva, atividade de ATPases e co-transportes tém
sido propostos como meios importantes de escrecdo de aménia. Dos varios
mecanismos para o seu transporte, a atividade da enzima Na*, K* -ATPase tem sido
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muito estudada. Perca prateada (Bidyanus bidyanus) e perca dourada (Macquaria
ambigua) expostas a 5 mg L' NHs por 5 dias tiveram a atividade branquial da Na*,
K" -ATPase aumentada (Alam & Frankel, 2006).

A piava, Leporinus obtusidens Valenciennes (1847), pode ser encontrada
principalmente nas Bacias do S&o Francisco, Parand e do Uruguai. No baixo Rio
Uruguai esta é uma espécie de elevada importancia comercial e recreativa. E uma
espécie onivora, pois entre os principais itens alimentares apresentam destaque as
sementes, insetos aquaticos, crustdceos e moluscos (Zaniboni Filho & Schulz,
2003). Altos niveis de aménia sdo muito comuns em ambientes de cultivo intensivo e
em locais poluidos, de modo que o conhecimento da fisiologia da piava frente as
variacoes deste parametro favorecera seu cultivo e uma melhor compreensao de
sua biologia no ambiente natural. Portanto, o objetivo deste trabalho foi de avaliar os
efeitos de uma exposicao aguda (96 h) a diferentes concentracdes de ambnia na
sobrevivéncia, parametros metabodlicos (lactato, acucares redutores, proteina e
glicogénio) no figado rim e musculo, niveis i6nicos plasmaticos e na atividade da

enzima Na*, K" -ATPase nas branquias e no rim, em piava.

METODOLOGIA

Juvenis de piava (7-13 cm; 25-30 g) foram coletados em viveiros de
alevinagem de uma piscicultura da regidao de Teuténia (RS) (todos pertencentes a
um mesmo lote) e transportados para o Laboratério de Fisiologia de Peixes da
UFSM, onde permaneceram por uma semana em caixas plasticas de 250 litros, com
aeracao constante em sala aclimatizada com temperatura mantida em torno de
23°C, através de ar condicionado, antes dos experimentos. Os peixes foram
alimentados uma vez ao dia com ragdao comercial (Supra 42% de proteina bruta).

Apo6s a aclimatacdo, as piavas foram colocadas em caixas plasticas com
capacidade de 40 litros. As caixas permaneceram com aeracao constante e
temperatura em torno de 23°C. Os animais foram distribuidos na proporcao de 10
juvenis por caixa, onde permaneceram por 4 dias (96h) para os experimentos.
Foram testadas as seguintes concentragdées de NHs (em mg L™): 0,003 ( controle);
0,1 £0,06; 0,4 +0,11; 0,7 £ 0,13; 1,4 £ 0,19 . A concentracdo da NH; foi controlada
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com a adicao de NH4CI quando necessario. Para cada concentragcdo de NH; foram
feitos testes em triplicata.

A limpeza das caixas foi feita por sifonagem para retirada de residuos (fezes).
A agua retirada foi substituida por outra nas mesmas condicées do inicio de cada
experimento. Houve uma renovacao diaria de 20-40% da agua das caixas. Durante
o experimento ndo foi fornecido alimento aos individuos e a cada 2 horas as caixas
foram revisadas para contabilizar a sobrevivéncia.

Decorrido o periodo experimental os animais sobreviventes foram colocados
em recipiente contendo agua e gelo por 5 minutos a fim de anestesia-los, apos este
periodo o sangue foi coletado da veia caudal com seringas heparinizadas. O sangue
foi centrifugado a 3000 rpm por 5 min para obtencdo do plasma (determinagao dos
niveis de Na* e K*). Em seguida foram retiradas amostras de tecidos (figado, rim,
branquias e musculo esquelético), e imediatamente congeladas em nitrogénio

liquido para as analises de metabdlicos e enzimas.

Os intermediarios metabdlicos foram dosados conforme as metodologias a
seguir: lactato (Harrower & Brown, 1972), acucares redutores (Duboie et al., 1956),
proteina (Lowry et al., 1951), glicogénio (Bidinotto et al, 1998); amobnia total
(Verdouw et al., 1978), no figado rim e musculo. A atividade da Na*, K" -ATPase nas
branquias e rim foi realizada de acordo com Flik et al. (1983). Os niveis de Na* e K*
foram verificados com um fotémetro de chama Micronal B262, CI" pela metodologia
de Zall et al. (1956).

As medidas da temperatura e do oxigénio dissolvido na dgua foram efetuadas
a cada 2 h com um oximetro YSI, modelo Y5512. O pH foi medido e mantido em
7,0-7,5 utilizando-se um pHmetro BNC, Oakton. Amostras de 4gua foram coletadas
a cada 2 h e congeladas para posterior analise de amoénia total pelo método
baseado na formagao do indofenol (Verdouw et al., 1978). No inicio do experimento
a alcalinidade total e a dureza da agua foram determinadas através de titulometria
segundo Greenberg et al. (2005). No momento de coleta de agua para
determinacbes dos parametros fisico-quimicos da mesma, foi observado o
comportamento das piavas (natacao e equilibrio normal ou alterados).

Para os calculos de regressao (niveis de NH; na agua X parametros
determinados) foi utilizado o programa SigmaPlot 8.0. Nos casos que a regressao
nao foi significativa para algum parametro, as diferengcas entre as médias dos



21

tratamentos foram verificadas por analise de variancia de um fator e teste de Tukey,
através do programa Statistica (versédo 5.1, 1997). O nivel minimo de significancia foi
de 95% (P<0,05).

RESULTADOS

A sobrevivéncia da piava na concentracdo de 0,1 mg L' NHs; na agua foi
100%, em 0,4 mg L' NHs foi de 20% apds 96h de experimento. Nos niveis de 0,7 e
1,4 mg L NHs, apés 72 e 42h, respectivamente, houve mortalidade total (Figura 1).
O valor da CLsg.g6n para a piava foi de 0,27 (0,21 - 0,34) mg L' NHa. Nos niveis que
houveram mortalidade, esta foi precedida por alteracbes comportamentais dos
peixes como o desequilibrio, natacdo com o abddémen para cima, hiper-atividade
seguida por constantes choques nas paredes do aquario e convulsoes.

As concentracdes plasmaticas de Na* e NH4" aumentaram com a crescente
concentracdo de NH3 na agua, ja o K™ diminuiu e o CI" manteve-se estavel (Figura
2). A atividade da Na*, K* -ATPase nas branquias aumentou com a elevacgao da
concentragdo de NH; na agua, enquanto que no rim houve redugédo da atividade
(Figura 3).

Os niveis de glicose no figado e musculo reduziram proporcionalmente com o
aumento da concentracdo de NHsz. No rim, houve uma reducdo significativa nos
peixes expostos a 0,4 mg L™ NH; ou niveis mais elevados , em relacdo ao controle
(Figura 4). O glicogénio reduziu no figado e rim com o aumento da NH3, no musculo
os niveis foram significantemente menores nas concentragdes de 0,7 e 1,4 mg L™
NH; se comparados aos outros niveis (Figura 5). Os niveis de lactato aumentaram
significativamente em todos os tecidos com o aumento da NHs (Figura 6). A proteina
diminuiu no figado e rim com a elevagdao da concentracdo de NHs; na agua, e no
musculo os niveis foram significantemente maiores nas piavas expostas a todos os
niveis de NHs com relagdao ao controle (Figura 7). Os niveis de NH;3; nos tecidos

tiveram correlacao positiva em relagao a concentracdo de NH3; na agua (Figura 8).
DISCUSSAO

A exposicdo da piava a niveis acima de 0,1 mg L' NHz causou mortalidade,
sendo precedida por alteracbes comportamentais como: desequilibrio, natacado com
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o abdémen para cima, hiper-atividade seguida por constantes choques nas paredes
do aquario e convulsées. O mesmo foi descrito para juvenis de “seabass”,
“seabream” e “turbot” expostos a 6,43, 4,87 e 5,70 mg L' NHs respectivamente
(Ruyet, 1995). Em juvenis de salmao do Atlantico (Salmo salar) expostos por 48h a
0,30 + 0,13 e 0,68 + 0,25 mg L' NHz houve mortalidade de 40 e 100%
respectivamente. Neste mesmo experimento, peixes expostos aos niveis mais altos
0S peixes moribundos mostraram caracteristicas comportamentais indicando os
efeitos téxicos no sistema nervoso, e apds algumas horas houve a morte. Também
foram observadas convulsdes, natagdo em espiral e colisdes violentas com a parede
do aquario (Knoph, 1996). Estes comportamentos descritos para a toxicidade aguda
de amoénia indicam efeitos no sistema nervoso central. A principio, ha acumulacao
de amoénia nos tecidos do peixe, prejudicando o metabolismo oxidativo do cérebro
(Knoph, 1996). Walsh et al. (2007) relatam que exposicdo em concentragdes
subletais de aménia rompe o metabolismo cerebral de aminoacidos. Através de
estudos com toadfish os mesmo autores revelaram que o metabolismo mitocondrial
do cérebro foi severamente alterado por altas concentragées de amdnia.

A piava mostrou-se muito sensivel a aménia, havendo mortalidade a partir de
12h de exposicdo em concentracdes acima de 0,4 mg L™ NHs (Figura 1), sendo a
CLso-96n de 0,27 (0,21 - 0,34) mg L' NH3. Em “seabass” expostos a 0,71 + 0,12, 0,88
+ 0,10 e 0,90 + 0,13 mg L™ NHs houve taxas de sobrevivéncia de 100, 70 e 76%
respectivamente, apos 96h de experimento (Dosdat et al,, 2003). Em juvenis de
tilapia houve 100% de sobrevivéncia a 2,23 mg L NHs; apés 48h, e ocorrendo
mortalidade apenas em niveis acima de 4,98 mg L' NHs, mostrando que esta
espécie é extremamente resistente aos efeitos tdéxicos da amoénia (Benli & Kdksal,
2005).

A excrecdo de NHjz é facilitada pelo fato de que, na camada de agua
estacionaria (a agua situada ao lado na membrana apical ndo é retirada
imediatamente, de modo que se forma uma camada de agua estacionaria), junto a
membrana apical das branquias, o CO. (originario da respiragao) eliminado é
hidratado, resultando na formacédo de H'. Este H" se combina com NHs, formando
NH4", mantendo o gradiente de NH3 entre o sangue do peixe e o ambiente (Wilkie,
1997). No presente estudo, o aumento dos niveis de NH; na agua pode ter
provocado mudancas neste gradiente ocasionando mudancas nas concentracoes

ibnicas no plasma da piava, como o aumento dos niveis de NHg, com isso o sistema
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de troca Na*/NH," localizado na membrana apical é alterado, pois ha a necessidade
de eliminar uma alta quantidade de NHs, e como conseqliéncia, ha aumento dos
niveis de Na* no epitélio branquial que é carregado para o plasma através da bomba
Na*, K" -ATPase, localizada na membrana basolateral.

Assim, com a habilidade que o NH4* tem de substituir o K* na bomba (Wilkie,
1997), esta trabalhard mais para retirar NH," do plasma, aumentando, portanto os
niveis de Na*, como ocorreu na piava. A funcdo da Na", K" -ATPase é
primariamente associada com o transporte do sédio, que também envolve a
homeostase da aménia, assim podemos afirmar, de acordo com os resultados deste
estudo, que a Na*, K" -ATPase também tem um papel muito importante na
homeostase da amoénia. A NH;" pode também ser eliminada através de canais
especificos de K*, substituindo-o (Wilkie, 1997). A diminuicdo da atividade da Na™,
K* -ATPase no rim da piava pode estar relacionada com a entrada do nitrito nas
hemacias, provocando a oxidacao do ferro e formando metahemoglobina, que nao
se liga ao oxigénio. Experimentos com perca prateada (Bidyanus bidyanus) e perca
dourada (Macquaria ambigua) expostas a 5 mg L' NH4" por 5 dias, tiveram a
atividade branquial da Na*, K" -ATPase aumentada de 7,4 para 12,4 + 0,8 e de 3,1
para 6,2 + 0,8 pmol Pi mg proteina™® h™", respectivamente (Alam & Frankel, 2006).

Resultados similares quanto aos niveis i6nicos no plasma e da Na*, K* -
ATPase foram observados em outros estudos. Juvenis de “seabass”, “seabream” e
“turbot” expostos a 6,43, 4,87 e 5,70 mg L™ NHs, respectivamente, tiveram aumento
das concentragdes de aménia no sangue, variando de 20-60 mg L' NH4* nas trés
espécies (Ruyet et al., 1995). Outro trabalho com “seabass” expostos a 0,71 £ 0,12,
0,88 + 0,10 e 0,90 + 0,13 mg L' NH; tiveram correlacdo positiva dos niveis de
amonia total no plasma com a amdnia na agua (Lemarié et al., 2004). Juvenis de
“turbot” expostos a 0,960 mg L™ NHj tiveram os niveis plasmaticos de Na*, CI', K* e
NH," aumentados quando expostos a altas concentracdes de amoénia na agua
(Ruyet et al., 1997). Em “seabass” expostos a diferentes concentragdes de NH; por
61 dias, tiveram uma pequena reducdo dos niveis plasmaticos de Na* e K*, porém
houve um significativo aumento de CI', e NH," (Dosdat et al., 2003). Juvenis de
salmdo do Atlantico expostos por 72h a 0,023 mg L' NH; apresentara niveis
plasmaticos de Na*, CI' e NHs;* aumentados em relacdo ao controle (Knoph &
Thorud, 1996), e em turbot expostos a 0,73 mg L' NHs; por 28 dias, os niveis
plasmaticos de Na*, CI', K" e NH,* também aumentaram (Ruyet et al., 2003).
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Os niveis de glicose no figado e musculo e glicogénio no figado e rim de
piava reduziram com o aumento da NH3z na agua. Segundo Jobling (1994), com a
energia derivada do metabolismo anaerdbico do glicogénio do musculo, ha formacao
de lactato ao fim do processo. Durante um exercicio exaustivo, ha uma rapida
diminuicao de ATP no musculo, fosfato de creatina e reservas de glicogénio, e com
0 processo da glicélise anaerdbica ocorre grande acumulo de lactato no musculo
branco. Por isso, no presente trabalho, deve ter havido utilizagdo de uma via
anaerdbia, o que levou ao aumento de lactato nos tecidos da piava com o aumento
dos niveis de NH; na agua. Randall & Tsui (2002) retrataram que o estresse da
exposicao a alta NHs na agua resulta no aumento dos niveis de cortisol plasmatico
no peixe, estimulando a glicogénese e gliconeogénese, bem como o aumento do
catabolismo de proteinas. Provavelmente este processo ocorreu na piava,
resultando na diminuigdo dos niveis de proteina nos tecidos devido ao seu
catabolismo.

Em aquacultura, a acumulacao de aménia excretada pode levar ao declinio
do crescimento, reducao da alimentacdo e mudancas estruturais nas branquias. A
mais importante conseqiéncia de altas concentracées externas de amobnia é o
aumento desta no sangue. Em casos extremos, a toxicidade da aménia é
caracterizada pela hiper-atividade, convulsées, coma e morte (Erdogan et al., 2005).
Na piava, as maiores mudancas fisiolégicas foram observadas nos niveis
plasmaticos de NH,", que foi positivamente relacionado com os niveis de aménia na
agua (indicando uma dose resposta), como visto em outras espécies também. Esta
relacao pode ser um indicador dos niveis de intoxicacdo da amoénia.

O experimento confirmou que a amdnia € um agente estressor para o peixe,
inclusive em baixas concentragdes. O efeito dela é imediato, linear e dose
dependente. Os efeitos observados nas mudangas comportamentais da piava foram
similares em outros peixes, e sao associados com atuagdes erraticas e com
aumento no consumo do oxigénio. Como resultado final, ha acumulagéao de amdnia
no plasma e em outros tecidos, no qual muda o gradiente de pressdo da NHs,
refletindo em mudancas na permeabilidade e metabolismo do peixe (Montfort et al.,
2000; Barimo & Walsh, 2005).
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Figura 1: Taxa de sobrevivéncia da piava (Y), em diferentes niveis de NH3; na agua,

em funcéo do tempo (x).



Concentragao plasmatica (mmol L)

Concentragéo plasmatica (mmol L'1)

300

29

250

200

150 4

100 +

50

300

250

200 -

150 -

100 -

50 -

30

25

20

30

0 1

Concentragéo de NH; (mg/L)

25

20

1

Concentragéo de NH, (mg/L)

Figura 2: Concentracao de ions no plasma (y) em fungéo dos niveis de aménia (NHs)

na agua (x). As retas estdo de acordo com os seguintes dados:
y= 84,17 + 139,14x

A= Na*: r’= 0,92

B= CI': Sem relacéo e diferenca significativa entre os peixes expostos a
diferentes niveis de NH3

C=K*:r?= 0,97
D= NH4*=r’= 0,94

y= 8,02 — 3,82x
y= 8,31 + 14,08x
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Figura 3: Atividade Na*, K" -ATPase nas branquias e rim (y) em funcdo dos niveis de
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A= Branquias: r’= 0,93 y= 14,38 + 42,13x
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Figura 4: Niveis de glicose nos tecidos (y) em fungdo da aménia (NHs) na agua (x).
As retas estao de acordo com os seguintes dados:
A= Figado: r’= 0,91 y= 43,11 — 22,49x
B= Rim: sem relagé&o significativa, e letras diferentes indicam diferencga
significativa entre os peixes expostos a diferentes niveis de NHs.
C= Musculo: r’= 0,89 y= 65,94 — 43,50



Glicogénio (umol glicosil-giucose.g tecido™)

Glicogénio (umol glicosil-giucose.g tecido™)
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Figura 6: Niveis de lactato nos tecidos (y) em funcdo da amdnia (NHs) na agua (x).
As retas estao de acordo com os seguintes dados:

A= Figado: r*= 0,97 y= 86,41 + 72,13x

B= Rim: r’= 0,87 y= 74,35 + 57,82x

C= Musculo: r’= 0,93 y=1382,24 + 1133,93x
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Figura 7: Niveis de proteina nos tecidos (y) em fungéo da aménia (NHs) na agua (x).
As curvas estdo de acordo com os seguintes dados:

A= Figado: r°= 0,98
B= Rim: r’= 0,90

C= Mdusculo: sem relagao significativa, e letras diferentes indicam diferenca

y= 80,48 — 33,49x
y= 51,19 — 29,34x

significativa entre os peixes expostos a diferentes niveis de NHs.
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Figura 8: Amdénia nos tecidos (y) em funcao da amdnia (NH3) na agua (x). As curvas

estdo de acordo com os seguintes dados:

A= Figado: r’= 0,89
B= Rim: r’= 0,96
C= Msculo: r’= 0,95

y=89,12 + 165,01x
y= 57,24 + 84,98x
y= 104,58 + 194,23x
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Artigo 2
PARAMETROS METABOLICOS E iIONS PLASMATICOS DE PIAVAS Leporinus
obtusidens EXPOSTAS A DIFERENTES NiVEIS DE OXIGENIO DISSOLVIDO

K.C.S Bolner, F.L. Rosso, J. Radiinz Neto e B. Baldisserotto

RESUMO
Juvenis de piava (7-13 cm; 25-30 g) foram expostos a diferentes niveis de oxigénio
dissolvido na &agua: 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 6,0 mgO./L, por 4 dias (96h). Decorrido o
periodo experimental os animais foram anestesiados, apés o sangue foi coletado da
veia caudal para a determinacdo dos niveis plasmaticos de Na*, K*, ClI" e NH;*. Em
seguida foram retiradas amostras de tecidos (figado, rim, branquias e musculo
esquelético) para as andlises de pardmetros metabdlicos e enzimas. As
concentragdes plasmaticas de Na*, CI', K* e NH4* diminuiram e a atividade da Na*,
K* -ATPase nas branquias aumentou com a redug¢éo do oxigénio dissolvido na agua.
Os niveis de glicose no figado, rim e midsculo aumentaram de acordo com a reducao
do oxigénio dissolvido na agua, mas os niveis de glicogénio reduziram. A
concentragdo de amdnia aumentou em todos os tecidos de acordo com a reducéo
do oxigénio dissolvido na agua. Assim, podemos afirmar que a hipdxia pode
provocar mudancgas morfolégicas, fisiolégicas e metabdlicas para o peixe suportar tal
estresse, tal como o aumento da ventilacdo branquial através da elevacdao da
freqUéncia respiratéria, que leva a um aumento do fluxo de sangue nas branquias
para acentuar a troca de gas e consequente perda de ions. Na piava, podemos
observar mudancas fisiolodgicas, tanto na osmorregulagdo como nos parametros

metabdlicos, apds a exposicao a diferentes niveis de oxigénio dissolvido.
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INTRODUCAO

Baixos niveis de oxigénio dissolvido na agua (hipdxia) podem ser estressores
importantes, influenciando na fisiologia do peixe. A hipdxia provoca efeitos em
diversos processos fisioldgicos, reduzindo a alimentacado, crescimento, taxa de
conversao alimentar e aumentando a taxa de ventilagcdo branquial (Wu, 2002).
Alguns peixes desenvolvem mecanismos e estratégias comportamentais,
morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos para sobreviver em ambientes hipdxicos. A
hip6xia pode ser provocada pelo alto consumo de oxigénio pelos peixes e/ou outros
organismos, decomposicao de matéria organica, aumento da temperatura, entre
outros. A hipdxia pode levar a um aumento da ventilagdo branquial através da
elevacao da freqUéncia respiratoria e por um aumento do volume corrente (ou seja,
a amplitude da respiracdo é maior). O aumento da ventilacdo branquial é
acompanhado por alteracbes hemodinamicas para aumentar o fluxo de sangue nas
branquias para acentuar a troca de gas (Sundin, 1999).

Peixes expostos a hipdxia respondem com diferentes estratégias metabdlicas
e pelo aumento da capacidade de extracao de oxigénio do meio. Estas estratégias
implicam mudangas comportamentais, fisiolégicas e niveis teciduais de metabdlicos
(Muusze et al. 1998). Em geral, os organismos dispdem de duas estratégias
metabdlicas iniciais quando expostos a hipdxia: uma reducdo total na taxa
metabdlica e uma mudanca na via aerdbica com a contribuicdo da via anaerdbica no

metabolismo total (Cooper et al. 2002).

Jundias expostos a hipdxia (1,96 mg L") por 30 dias apresentaram baixos
niveis de glicogénio no musculo (Braun et al., 2006). No bacalhau do Atlantico
(Gadus morhua) os niveis de lactato hepatico diminuiram e no musculo aumentaram
em peixes expostos & hipdxia moderada (=3,00 mg L™ O,) (Chabot & Dutil, 1999).

A concentragado de oxigénio dissolvido € um dos mais importantes fatores da
qualidade da agua, afetando diretamente os peixes e demais organismos aquaticos
em seus ambientes naturais, bem como os cultivados em laboratorios ou criadouros,
de modo que o conhecimento da fisiologia da piava, Leporinus obtusidens, frente as
variacoes deste parametro favorecera o cultivo da espécie e uma melhor
compreensdo de sua biologia no ambiente natural. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi de avaliar os efeitos da exposicdo aguda (96 h) a diferentes
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concentragdes do oxigénio dissolvido na aménia e em parédmetros metabdlicos
(lactato, acucares redutores, proteina e glicogénio) no figado, rim e musculo, nos
niveis idnicos plasmaticos e na atividade da enzima Na*, K* -ATPase nas branquias

e no rim de piava.

METODOLOGIA

Juvenis de piava (7-13 cm; 25-30 g) foram coletados em viveiros de
alevinagem de uma piscicultura da regidao de Teutbnia (RS) (todos pertencentes a
um mesmo lote) e transportados para o Laboratério de Fisiologia de Peixes da
UFSM, onde permaneceram por uma semana em caixas plasticas de 250 litros, com
aeracgdo constante em sala climatizada com temperatura mantida em torno de 23°C,
através de ar condicionado, antes dos experimentos. Os peixes foram alimentados
uma vez ao dia com racao comercial (Supra 42% de proteina bruta).

Ap6s a aclimatagdo, as piavas foram colocadas em caixas plasticas com
capacidade de 40 litros. As caixas permaneceram com aeragcao constante e
temperatura controlada em torno de 23°C. Os animais foram distribuidos na
proporcao de 10 juvenis por caixa, onde permaneceram por 4 dias (96h) para os
experimentos. O controle dos niveis de oxigénio dissolvido foi feito através da
aeracdo com ar ou nitrogénio, sendo que foram testadas as seguintes
concentragdes (com niveis de NH3 o mais baixo possivel): 1,0 + 0,35; 2,0 £ 0,58; 3,0
+ 0,48; 4,0 £ 0,57 e 6,0 + 1,21 mgO,/L. Para cada concentragdao de O dissolvido
foram feitos testes em triplicata.

A limpeza das caixas foi feita por sifonagem para retirada de residuos (fezes).
A agua retirada foi substituida por outra nas mesmas condigdes do inicio de cada
experimento. Houve uma renovacgéao diaria de 20-40% da agua das caixas. Durante
o experimento n&o foi fornecido alimento aos individuos, e a cada 2 horas as caixas
foram revisadas para contabilizar a sobrevivéncia.

Decorrido o periodo experimental os animais sobreviventes foram colocados
em recipiente contendo agua e gelo por 5 minutos a fim de anestesia-los, apos este
periodo o sangue foi coletado da veia caudal com seringas heparinizadas. O sangue
foi centrifugado a 3000 rpm por 5 min para obtencédo do plasma (determinacao dos
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niveis de Na* e K*). Em seguida foram retiradas amostras de tecidos (figado, rim,
branquias e musculo esquelético), imediatamente congeladas em nitrogénio liquido

para as analises de metabdlicos e enzimas.

Os intermediarios metabdlicos foram dosados conforme as metodologias a
sequir: lactato (Harrower & Brown, 1972), acucares redutores (Duboie et al., 1956),
proteina (Lowry et al., 1951), glicogénio (Bidinotto et al, 1998); amobnia total
(Verdouw et al., 1978), no figado rim e muasculo. A atividade da Na*, K* -ATPase nas
branquias e rim foi realizada de acordo com Flik et al. (1983). Os niveis de Na* e K*
foram verificados com um fotémetro de chama Micronal B262, CI" pela metodologia
de Zall et al. (1956).

As medidas da temperatura e do oxigénio dissolvido na agua foram efetuadas
a cada 2 h com um oximetro YSI, modelo Y5512. O pH foi medido e mantido em
7,0-7,5 utilizando-se um pHmetro BNC, Oakton. Amostras de 4gua foram coletadas
a cada 2 h e congeladas para posterior andlise de amoénia total pelo método
baseado na formagéo do indofenol (Verdouw et al., 1978). No inicio do experimento
a alcalinidade total e a dureza da agua foram determinadas através de titulometria
segundo Greenberg et al. (2005). No momento da coleta de agua para determinacao
dos parametros fisico-quimicos da mesma, também foi observado o comportamento

das piavas (natacao e equilibrio normal ou alterados).

Para os célculos de regressao (niveis de oxigénio dissolvido X parametros
determinados) foi utilizado o programa SigmaPlot 8.0. Nos casos que a regressao
ndo foi significativa para algum parametro, as diferencas entre as médias dos
tratamentos foram verificadas por analise de variancia de um fator e teste de Tukey,
através do programa Statistica (versao 5.1, 1997). O nivel minimo de significancia foi
de 95% (P<0,05).

RESULTADOS

As concentragdes plasmaticas de Na*, CI', K* e NH," diminuiram e a atividade
da Na*, K* -ATPase nas branquias aumentou com a redugdo do oxigénio dissolvido
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na agua, enquanto que a atividade da Na*, K* -ATPase no rim foi significantemente
maior em niveis baixos de oxigénio dissolvido na agua (Figuras 1 e 2).

Os niveis de glicose no figado, rim e masculo aumentaram de acordo com a
reducdo do oxigénio dissolvido na agua (Figura 3), mas os niveis de glicogénio
reduziram (Figura 4). Os niveis de lactato mantiveram-se estaveis no figado, mas
aumentaram no rim e muasculo com a reducdo do oxigénio (Figura 5). A
concentragdo de proteina no figado, rim e musculo diminuiu com a redugao do
oxigénio dissolvido na agua (Figura 6). Os niveis de ambnia aumentaram em todos
os tecidos (Figura 7).

DISCUSSAO

Em bagre de canal (Ictalurus punctatus) 7 dias de aclimatagdo em hipdxia
moderada (= 2,00 mg L") causou um aumento na ventilagdo e freqiiéncia cardiaca
(Burleson et al., 2002). Esses mecanismos tentam manter a pressao parcial de
oxigénio constante na cascata respiratéria. O aumento da ventilacdo branquial
aumenta o volume de agua que passa nas branquias, elevando a quantidade de
oxigénio disponivel para as trocas gasosas nas branquias (Sakuragui et al., 2003;
Evans et al., 2005; Xu et al., 2006). Este aumento da ventilacdo branquial é
acompanhado por alteracbes hemodinamicas para aumentar o fluxo de sangue nas
branquias para acentuar a troca de gas (Sundin, 1999).

Os peixes de agua doce sao hiperosmoéticos em relacdo ao ambiente e
apresentam um influxo de agua e perda de ions por difusdo nas branquias
(Baldisserotto, 2003). Juvenis de jundia (Rhamdia quelen) expostos a diferentes
niveis de hipéxia mostraram aumentos significativos dos efluxos liquido de Na*, CI
e K" em determinados momentos apds a transferéncia (Rosso et al., 2006). No
presente estudo baixos niveis de oxigénio na agua provocaram uma reducao dos
niveis ibnicos plasmaticos, o que pode ter ocorrido devido a maior ventilagdo
branquial da piava, que aumentaria a perda de ions, como visto em outras espécies.
Experimentos com bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) mostraram que 0s niveis
plasmaticos de Na* e CI" diminuiram e os de K" aumentaram durante a hipdxia (=
3,00 mg L™ Oy) (Chabot & Dutil, 1999). A hiperventilagdo, causada pela hipéxia em
trutas (Salmo gairdneri), levou a um aumento da proliferagdo das células de cloreto,
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onde se localiza a Na*, K" -ATPase e conseqlientemente a atividade da bomba
aumenta (Perry, 1998). Isto explicaria 0 aumento da atividade Na*, K* -ATPase na
piava durante a hipdxia, tanto nas branquias quanto nos rins. No rim de teledsteos a
Na*,K* - ATPase é um importante energizador para o transporte ibnico, pois a maior
parte da reabsorcdo de solutos e agua é através da retencdo de Na“, feita pela
Na*,K*- ATPase na membrana basolateral. Em teledsteos de agua doce o rim
apresenta uma alta taxa de filtragdo glomerular que compensa o0 ganho osmético de
agua e retém NaCl por reabsorcdo (Evans, 1993). Portanto, a Na*,K* - ATPase é de
maior importancia no rim e branquias de teledsteos (Evans, 2002).

Portanto, o aumento do fluxo sanguineo nas branquias causado pela hipdxia
pode levar a um aumento da perda de ions por difusdo. As condicdes de hip6xia
também mudam, além da bomba Na®, K" -ATPase, a atividade de transportes
importantes (Na*/H*, K*/ClI) e canais de CI" em eritrécitos de varios peixes
(Nikinmaa, 2002). McDonald et al. (1991) argumentaram que um declinio na
permeabilidade ibnica tem sido incorporado no “design” das branquias de peixes de
agua doce no que se refere as altas perdas ibnicas, e consequentemente, afetando
as trocas Na'/H*, Na*/NHs" e CI/HCOs". O sistema de troca Na’/NH4", em que o
influxo de Na* é acompanhado pela excregdo de NH4", é um importante meio de
excrecao de amonia através das branquias, e uma vez afetado acarreta disturbios
na excrecao (Wilkie, 1997).

Uma das estratégias para sobreviver em hipdxia é a conservagao de energia
através da depressao do metabolismo, que pode ser mediado através da reducao do
metabolismo geral, sintese protéica, e/ou modificacdo de certas enzimas
regulatérias de rotas aerdbicas e anaerdbicas. Tais ajustes bioquimicos permitem ao
animal entrar num estado hipometabdlico para sobreviver durante a hip6xia (Wu,
2002). Muitos estudos indicam que quimiorreceptores oxigénio-sensitivos nas
branquias mediam muitos reflexos em resposta a hipdxia, levando a mudancas na
taxa metabdlica (Burleson et al., 2001). No presente estudo, a piava parece ter
optado pela rota anaerdbica para suportar os efeitos da hipdxia. Isso se justifica pelo
fato dos niveis de glicose terem se acumulado nos tecidos, pois no metabolismo
anaerdbico, o substrato para a obtencao de energia € o glicogénio, que diminui sua
concentracdao nos tecidos. Por conseqiéncia, houve acumulacdo de lactato nos
tecidos. Neste estudo observamos a reducao dos niveis de proteina nos tecidos de
piavas expostas a hipoxia. Supde-se que os baixos niveis de oxigénio dissolvido
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sejam estressantes para o peixe e influam no processo da protedlise. Em uma
analogia semelhante, a exposicdo a alta temperatura (31°C) foi suficientemente
estressante em jundias para diminuir a protedlise no musculo e aumentar em outros
tecidos (rim e figado) (Lermen et al. 2004).

Jundias expostos a diferentes niveis de oxigénio dissolvido por 30 dias
apresentaram baixos niveis de glicogénio no musculo em hipoxia, devido ao fato que
esta espécie estoca glicogénio no musculo para a producédo de energia durante a
glicélise e, consequentemente, pode haver um aumento de lactato nos tecidos e/ou
plasma. Também foram observados altos niveis de glicose muscular em exemplares
expostos a 6,16 mg L' O.. Os niveis de proteina no musculo foram baixos nas
concentragdes maiores de oxigénio dissolvido (Braun et al., 2006). Experimentos
com bacalhau do Atlantico mostraram que os niveis de lactato hepético diminuiram e
no musculo aumentaram em peixes expostos a hipéxia moderada (Chabot & Dutil,
1999). Ciclidios amazbnicos (Astronotus crassipinnis e  Symphysodon
aequifasciatus) expostos & hipéxia (0,06 — 1,54 mg L' O,) apresentaram um declinio
no glicogénio hepético, porém o mesmo aumentou no musculo. A acumulagdo do
glicogénio no musculo pode ser explicada devido a ativacdo da gliconeogénese
neste tecido (Chippari-Gomes et al., 2005). Exposicdo a hipoxia por 96h em
Colossoma macropomum causou reducao dos niveis de glicogénio hepatico, porém
houve aumento no musculo, mostrando que os carboidratos sao importantes fontes
de energia durante a hipoxia. Muitos animais expostos a esta situagao por longos
periodos inibem a atividade glicolitica para evitar uma acidose metabdlica (Affonso
et al., 2002).

A aménia é a principal excreta do peixe e de muitos organismos aquaticos. O
balanco entre sua producdo e excrecdo pode ser quebrado por varios fatores
endogenos e exdgenos (Wood, 1993). Como resultado, ocorre aumento dos niveis
de amobnia no sangue e consequente autointoxicacdo por esta (Svobodova et al.
1986). A maior parte é produzida no figado do peixe e entdo transportada pelo
sistema circulatério até as branquias para excrecao. Uma parte da amdnia é também
produzida pelas branquias, rins e musculos. A producao no tecido muscular € maior
quando o peixe € exposto a hipoxia ou seus movimentos natatérios aceleram, e
neste Ultimo caso, ocorre elevagdo dos niveis internos de aménia (Randall & Tsui,
2002). De acordo com isso, os niveis de amdnia aumentaram em todos os tecidos
da piava quando exposta a hipoxia.
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Assim, mudancas morfoldgicas, fisiolégicas e metabdlicas sdo essenciais
para o peixe suportar a hipdxia. Exemplares de Hoplias malabaricus expostos a
hipéxia severa (= 0,7 mg L") por 7 dias apresentaram mudancas morfolégicas no
epitélio lamelar das branquias, e os danos respiratorios foram compensados por
respostas fisiolégicas como a via anaerdbica para a obtengao de energia (Sakuragui
et al., 2003). Experimentos com piapara (Leporinus elongatus) expostos a 1,92 mg L
' O, mostraram que ocorre a reducdo do consumo alimentar, ganho de peso e
lipoperoxidacao (Wilhelm Filho et al., 2005). Na piava, podemos observar mudangas
fisiologicas, tanto na osmorregulacdo como nos parametros metabdlicos, apds a
exposicao a diferentes niveis de oxigénio dissolvido. Essas mudancas sao respostas
a hipdéxia, mostrando de que forma a piava se adaptou a situacao de estresse em

que se encontrava.
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Tabelas

Tabela 1: Comparacdao de parametros metabdlicos de peixes expostos: Piava
(Leporinus obtusidens) (1,00 mg L™ Oy)?, Astronotus crassipinnis e Symphysodon
aequifasciatus (1,00 mg L™ O)°, bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) (=3,00 mg L
' 0,)%, jundia (Rhamdia quelen) (1,96 mg L™ O)°.

Leporinus Astronotus Symphysodon Gadus Rhamdia
obtusidens crassipinnis aequifasciatus morhua quelen
Figado
Glicose 75,80 + 3,51 68,3 +5,3 51,4+0,6
Glicogénio 72,80 £ 3,84 ~ 110,00 ~ 70,00 378+14
Lactato 90,31 £ 2,51 36,1 £2,2 9,2+04
Proteina 54,31 + 2,41 124,7 £ 10,6
Rim
Glicose 39,60 + 3,15
Glicogénio 34,15+2,12 19,1+1,6
Lactato 108,34 + 11,54
Proteina 22,41 £1,21 104,4 £12,0
Musculo
Glicose 88,97 + 3,52 22,8 +27 8,3+0,5
Glicogénio 54,15+ 3,45 ~ 29,00 ~ 16,00 71104
Lactato 3113,15 + 205,56 + 12,2 34,7+1,9
286,31
Proteina 19,40 £ 1,21 132,4 £9,4

Presente estudo, °Chippari-Gomes et al. (2005), “Chabo & Dutil (1999), °Braun et al.
(2006). Glicose, glicogénio e lactato expressos em pmol.g'1 de tecido; proteina em

mg.g”' de tecido.
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Figura 1: Niveis ibnicos plasmaticos (y) de piavas em funcédo do oxigénio dissolvido

na agua (x). As retas estdo de acordo com os seguintes dados:

A= Na*: r’= 0,92
B= CI: r*= 0,95
C=K": r’= 0,97
D= NH4*= r’= 0,95

y= 43,85 + 31,15x
y= 35,47 + 36,68x
y= 1,44 + 1,23x
y= 3,16 + 0,84x
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Figura 2: Niveis da atividade da Na*, K" -ATPase nas branquias e rim (y) de piavas
em funcao do oxigénio dissolvido na agua (x). As retas estdao de acordo com os
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Figura 3: Niveis de glicose nos tecidos (y) de piavas em fungdo do oxigénio

dissolvido na 4gua (x). As retas estdo de acordo com os seguintes dados:

A= Figado: r*= 0,87
B= Rim: r’= 0,98
C= Msculo: r’= 0,94
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Figura 4: Niveis de glicogénio nos tecidos (y) de piavas em funcdo do oxigénio
dissolvido na 4gua (x). As retas estdo de acordo com os seguintes dados:

A= Figado: r’= 0,93 y= 61,11 + 9,60x

B= Rim: r’= 0,88 y= 21,00 + 10,39x

C= MUsculo: r’= 0,98 y= 35,62 + 18,64x
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Figura 5: Niveis de lactato nos tecidos (y) de piavas em funcdo do oxigénio
dissolvido na 4gua (x). As retas estdo de acordo com os seguintes dados:

A= Figado: Sem correlagao e diferenca significativa.

B= Rim: r’= 0,92 y= 119,52 — 12,39x

C= Musculo: r’= 0,95 y= 3511,47 — 454,40x
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Figura 6: Niveis de proteina nos tecidos (y) de piavas em funcdo do oxigénio

dissolvido na dgua (x). As retas estao de acordo com os seguintes dados:
A= Figado: r*= 0,93

B= Rim: r’= 0,91

C= Musculo: r’= 0,96

y= 40,75 + 9,55x
y= 15,00 + 6,88x
y= 11,17 + 10,48x
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Figura 7: Niveis de amoénia nos tecidos (y) de piavas em funcdo do oxigénio
dissolvido na 4gua (x). As retas estdo de acordo com os seguintes dados:

A= Figado: r’= 0,95 y= 111,59 — 7,42x

B= Rim: r’= 0,89 y= 67,78 — 7,81x

C= Musculo: r’= 0,93 y= 117,97 — 7,09x
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CONCLUSOES

e A CLsposnpara a piava é de 0,27 (0,21 - 0,34) mg L™ NHg;

e Nos niveis de NH3; que houve mortalidade, esta foi precedida por alteracoes
comportamentais como: desequilibrio, natagdo com o abdémen para cima,
hiper-atividade seguida por constantes choques nas paredes do aquario e
convulsdes;

e (O aumento no nivel de NH3 na dgua provocou o aumento de NH3z no sangue e
tecidos;

e A atividade da Na*, K" -ATPase nas branquias aumentou com a elevacao da
concentragdo de NH; na agua, enquanto que no rim houve reducdo da
atividade;

e Houve sobrevivéncia total das piavas expostas a diferentes niveis de oxigénio
dissolvido;

e A hipdxia provocou reducéo de ions plasmaticos;

e A Na‘’, K" -ATPase teve aumento em sua atividade nas branquias , devido as
perdas idnicas;

e (O aumento do lactato muscular e a degradacgao de glicogénio no tecido, levou
ao metabolismo anaerdbico para suportar os efeitos da hip6xia;
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