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RESUMO

Avaliou-se a varia¢do da resposta secundaria ao estresse causado por hipoxia durante 18 dias, em sistema
de recirculagdo, em uma linhagem de tilapia nildtica (Oreochromis niloticus), chitralada, refletida no
perfil proteico eletroforético do peixe e avaliou-se a diferenga entre sexos para essa resposta. Foram
utilizados 126 peixes, sendo 60 machos e 66 fémeas, ambos com média de peso de 800g. O estresse
cronico por hipdxia alterou (P<0,05) os valores médios relativos de albumina, a+p-globulinas e de -
globulina, provocou alteragdo (P<0,05) nos niveis de proteina total relativo ao aumento no grupo dos
machos, diminui¢do significativa dos valores médios absolutos de albumina devido a diminuigdo nas
fémeas ¢ a diminuigdo de y-globulina nos machos. As variantes proteicas, albumina e y-globulina tiveram
influéncia do sexo.
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ABSTRACT

This study evaluated the secundary response variation to hypoxia stress in a strain of chitralada nilotic
tilapia (Oreochromis niloticus) during 18 days, in a recirculation system. The effects were measured by
the proteic electrophoretic profile and the difference between the genders. One hundred twenty-six fish
were used, 60 males and 66 females, both averaging 800g. The chronic hypoxia stress altered (P<0.05)
the relative values of albumin, a+pf-globulins, and y-globulin;, modified (P<0.05) the levels of total
protein due to an increase in the male group, significantly decreased of the absolute mean values of
albumin due to a decrease in the female group, and decreased the y-globulin values in males. The proteic
profile, albumin, and y-globulin were influenced by gender.
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INTRODUCAO

As proteinas, compostos indispensaveis a vida,
representam a base da estrutura de células,
tecidos e 6rgdos. Funcionam como catalisadores
enzimaticos nas reacdes bioquimicas,
carreadores de muitos constituintes do plasma e
na defesa do organismo como anticorpos. Na
area de patologia de peixes, ocorrem muitas
vezes dificuldades de se estabelecer um
diagnostico rapido e de baixo custo aos
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produtores. O perfil proteico eletroforético néo
fornece informagdes especificas, mas ¢ util no
diagnéstico quando seus valores sdo analisados e
associados ao quadro clinico, sendo importantes
para o diagnostico e o prognostico de algumas
enfermidades (Kaneko et al., 1997).

Os dois principais tipos de proteinas do plasma
sdo albumina e globulinas. A albumina ¢ uma
lipoproteina de alta densidade, e sua sintese ¢
influenciada pela nutrigdo, balango hormonal,



Melo et al.

estado geral do figado e estresse (Hasegawa et
al., 2002). Suas fun¢des estio relacionadas com o
transporte de substincias e com a regulagdo e a
manutencdo da  pressdo  coloidosmotica
sanguinea (Leite, 1995; Kaneko et al., 1997,
Thrall, 2007). As globulinas abrangem proteinas
que atuam no sistema imune, fatores de
coagulagdo, enzimas e proteinas transportadoras.
Geralmente, sdo classificadas em alfa, beta e
gamaglobulinas (também denominadas
imunoglobulinas), em fun¢@o de sua mobilidade
eletroforética (Gershwin, 1989; Kaneko et al.,
1997; Godoy et al., 2006; Thrall, 2007). Ao
contrario dos mamiferos e das aves que
apresentam cinco tipos de imunoglobulinas (IgA,
IgE, IgD, IgG e IgM), os peixes apresentam
apenas um tipo, a [gM.

Em sistemas intensivos de criagdo de peixes, a
ocorréncia de situacdes estressantes € inevitavel.
Durante o periodo de criagdo, os animais sdo
submetidos a inimeros manejos e variagdes
ambientais. As consequéncias sdo, geralmente,
reducdo do crescimento e do ganho de peso, do
desempenho reprodutivo e da resisténcia a
patdégenos. O somatdrio dessas mudangas ¢
comumente referido como resposta ao estresse
(Barton e Iwana, 1991). Varios estudos tém
mostrado que o estresse exerce efeito depressivo
sobre varias respostas imunoldgicas em peixes,
como aumento nas proteinas totais séricas
(Milligam e Wood, 1982; McDonald e Milligan,
1992) e diminui¢do na produgdo de anticorpos
(IgM) e no numero de células produtoras de
anticorpos (Carlson et al., 1993).

Muitos estudos tém sido realizados com
determinagdo das proteinas e seu valor no
diagnostico e no prognostico das doencas em
mamiferos ¢ aves (Canavessi et al., 2000;
Hasegawa et al., 2002; Godoy et al., 2006). Os
poucos trabalhos existentes sobre perfil proteico
eletroforético de peixes sdo referentes a
administragdo  de  imunoestimulantes  ou
comparagdo entre espécies (Tinman et al., 2000;
Palti et al., 2000). Porém, ndo existem estudos
sobre a influéncia do estresse por hipdxia no
perfil proteico eletroforético de tilapias.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o perfil proteico eletroforético de tilapias
da linhagem chitralada, submetidas ao estresse
por hipdxia.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 126 peixes do género
Oreochromis, linhagem chitralada, sendo 60
machos e 66 fémeas, ambos com média de peso
de 800g, oriundos da Fazenda Geneforte,
localizada no municipio de Pedro Leopoldo, MG.
Cada animal foi anestesiado com quinaldina'
(0,5mL/10L) e identificado por um piercing
numerado no opérculo. Os peixes, transportados
para o Laboratério de Aquacultura (Laqua) da
Escola de Veterinaria da UFMG e mantidos em
tanques de 0,4m’ em sistema de recirculagdo com
uma troca de agua por hora (400L/h), durante
duas semanas para aclimatagdo, receberam 1%
do peso vivo de racdo comercial, por dia para
manutencao do peso.

Apds o periodo de aclimatagdo, fémeas e machos
foram separados - 10 ¢ 11 animais por tanque,
respectivamente, de modo que essa estocagem
ndo provocasse estresse devido a densidade -,
pesados e divididos por sorteio em: trés tanques
de tilapias machos submetidas ao estresse e
outros trés sem estresse (controle); trés tanques
de tilapias fémeas submetidas ao estresse e
outros trés sem estresse (controle).

O estresse aplicado ao experimento foi por
redugdo da taxa de oxigénio dissolvido na agua
para aproximadamente 1,5mg/L durante 18 dias.
Para isso, os fluxos dos tanques contendo os
animais submetidos ao estresse foram ajustados
para 0,415L de agua por minuto para cada quilo
de peixe, e os registros de ar foram deixados
ligeiramente abertos. Ja os tanques contendo os
animais-controle foram ajustados para 1,25L de
dgua por minuto para cada quilo de peixe, e os
registros de ar foram deixados abertos totalmente
(Tab. 1). O monitoramento do oxigénio e a
temperatura da agua nos tanques eram feitos
quatro vezes ao dia (9, 13, 17¢ 21h, utilizando o
oximetro modelo YSI 55. pH e nitrito foram
medidos a cada dois dias por método
colorimétrico.

Apos 18 dias de estresse, de cada individuo
anestesiado com quinaldina (1mL/10L) foram
coletados 3mL de sangue por puncdo cardiaca,
utilizando seringas descartaveis de 3mL e
agulhas descartaveis 25x8. Desse volume de
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sangue, 250ul. foram acondicionados em
microtubos  contendo  solugdo de acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) a 10%, para
centrifugagdo e produgdo de plasma e posterior
determinagdo dos valores de proteina total, por
refratometria, e perfil protéico eletroforético,

segundo técnica descrita por Naoum (1990)
modificada (fitas de gel de agarose, tampdo TRIS
e 45min de corrida) em cuba de fonte para
eletroforese®. As fitas foram lidas, utilizando o
software CELM para determinagdo dos valores
relativos e absolutos de albumina e globulinas.

Tabela 1. Fluxo das caixas regulado de acordo com o peso das tilapias, machos e fémeas, em cada caixa

(L/min/kg)
Estressado
Macho Peso Fluxo (L/min) Fémea Peso Fluxo (L/min)
Caixa 12 8.2kg 3,40 Caixa 1 9.2kg 3,82
Caixa 13 5.0kg 2,07 Caixa 4 9.0kg 3,73
Caixa 5 9.5kg 3,94 Caixa 6 9.0kg 3,73
Controle

Macho Peso Fluxo (L/min) Fémea Peso Fluxo (L/min)
Caixa 11 9.5kg 11,87 Caixa 2 9.0kg 11,25
Caixal4 7.4kg 9,25 Caixa 3 8.0kg 10,0
Caixa 15 8.0kg 10,0 Caixa 19 8.6kg 10,75

*Q célculo do consumo de oxigénio (CO) foi baseado na equagdo: CO = (1000/peso) x (peso)

gramas, segundo Kubitza (1998).

O ensaio foi realizado em delineamento
inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2x2
(duas condigdes de estresse e dois sexos). Foi
aplicado teste de normalidade para verificar a
distribui¢do das variaveis e, para aquelas que ndo
tiveram distribuicdo normal (albumina%, v-
globulina e y-globulina%), foi feito um ajuste de
transformagdo utilizando log x+1. Os valores
médios foram comparados pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade. Foi calculada também a
correlagdo das variaveis analisadas. Para tal,
empregou-se o programa SAS/1994.

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, a temperatura da
agua dos tanques variou de 26,8 a 28,1°C, média
de 27,7°C; o pH variou de 7,4 a 7,8; o nitrito
manteve-se menor que 0,3, e o oxigénio
dissolvido no tanque do grupo dos estressados
variou de 1,05 a 2,63mg/L e nos tanques do
grupo-controle de 4,15 a 4,96mg/L (Tab. 2).

*Cuba Fonte para eletroforese ARGOS 12 — Techow
Instrumentos Cientificos Ltda — Sdo Paulo/Brasil; 110v
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A corrida de eletroforese utilizada para a analise
de perfil protéico das tilapias identificou
albumina, o ¢ B-globulinas juntas e y-globulina
(Fig. 1).

Quanto aos valores absolutos e relativos de o+f3-
globulinas e os valores relativos de albumina e y-
globulina, no se observou interagdo significativa
de tratamento versus sexo. Para os valores de
proteina total e os absolutos de albumina e y-
globulina, a interag@o tratamento versus sexo foi
significativa.

Apbs o estresse por hipdxia, os valores relativos
do nivel sérico de albumina e y-globulina das
tilapias diminuiram significativamente, e o valor
relativo de a+pB-globulinas aumentou (P<0,05)
(Tab. 3).

Os machos estressados apresentaram valor mais
alto de proteina total em relagdo as fémeas e
estas valores maiores de albumina e y-globulina
do que os machos (Tab. 5). No grupo-controle,
as fémeas apresentaram maiores valores (P<0,05)
de proteina total ¢ albumina do que os machos
(Tab. 6).
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Tabela 2. Valores de oxigénio (mg/L), média de trés dias de medicdo, de tilapias segundo a caixa e o dia

Caixa/dia 1,2,3 45,6 7,8,9 10,11,12 13,14,15 16,17,18
Controle
2 4,88 4,77 4,96 4,83 4,70 4,74
3 4,68 4,83 4,89 4,89 4,89 4,83
11 4,61 4,89 4,76 4,75 4,90 4,89
14 4,95 4,65 4,88 4,95 4,89 4,71
15 4,58 4,65 4,78 4,82 4,86 4,81
19 4,68 4,79 4,90 4,88 4,74 4,86
Estressado
1 2,11 1,63 1,64 1,83 1,77 1,72
4 2,29 1,85 1,76 1,86 1,76 1,71
5 2,31 1,84 1,62 1,89 1,69 1,64
6 2,32 1,87 1,65 1,79 1,61 1,69
12 2,15 1,86 1,73 1,82 1,72 1,74
13 2,36 1,68 1,65 1,78 1,75 1,74
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

G—

A+B—»

A —p

—

Figura 1. Fita de gel de agarose apés a corrida de eletroforese da distribuigdo da fragdo de proteina do
soro de tilapia. (1 a 10 = individuos, A = albumina, A+B = a e B-globulinas juntas, G = y-globulina).

Tabela 3. Médias e desvio-padrdo do perfil proteico eletroforético de tilapias dos grupos-controle e
estressado

Variavel Controle Estressado

Albumina (%) 15,38+0,65a 12,16+0,47b
o + B-globulina (g/dL) 3,37+0,07a 3,98+0,11a
o + B-globulina (%) 67,34+1,23b 74,10+0,52a
v-globulina (%) 16,43+0,74a 13,74+0,38b

Médias seguidas de letras distintas na linha indicam diferenca significativa pelo teste Tukey (P<0,05).
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Tabela 4. Médias e desvio-padrdo das varidveis bioquimicas do sangue de tilapias fémeas e machos

Variavel Fémea Macho
Albumina (%) 14,75+0,56a 12,64+0,62b
o + B-globulina (g/dL) 3,79+£0,07a 3,13+0,09a
o + B-globulina (%) 71,02+0,55a 70,50+1,39a
y-globulina (%) 14,19+0,43b 16,02+0,759a

Médias seguidas de letras distintas na linha indicam diferenga significativa pelo teste Tukey (P<0,05).

Tabela 5. Médias e desvio-padrao do perfil proteico eletroforético de tilapias do grupo estressado

Variavel Fémea Macho
Proteina total (g/dL) 4,25+0,61b 5,56+0,55a
Albumina (g/dL) 0,679+0,033a 0,515+0,036b
y-globulina (g/dL) 0,717+0,031a 0,619+0,023b

Meédias seguidas de letras distintas na linha indicam diferenca significativa pelo teste Tukey (P<0,05).

Tabela 6. Médias e desvio-padrao do perfil proteico eletroforético de tildpias do grupo controle

Variavel Fémea Macho
Proteina total (g/dL) 5,35+0,58a 4,50+0,47b
Albumina (g/dL) 0,890+0,050a 0,626+0,042b
y-globulina (g/dL) 0,7924+0,03a 0,824+0,05a

Meédias seguidas de letras distintas na linha indicam diferenga significativa pelo teste Tukey (P<0,05).

Na Fig. 2, mostra-se o desdobramento da
condicdo de estresse/sexo ao comparar os
grupos-controle e estressado, dentro de sexo,
para o perfil proteico eletroforético. O estresse
por hipoxia provocou diminuigdo significativa de

B Fémea estressada CFémea-controle
4
3 = A
) - - —
Proteina albumina Gama-
total (g/dL) (g/dL) globulina
(g/dL)

proteina total e¢ dos valores absolutos de
albumina nas fémeas, e aumento de proteina total
e diminui¢ao de y-globulina nos machos.

B Macho estressada OMacho-controle
g k
4
| =y
0 —E ) — |
Proteina albumina gama-
total (g/dL) (gdL) globulina
(gMdL)

Figura 2. Valores de proteina total, albumina e gama-globulina de tilapias dos grupos-controle e
estressado, fémeas (A) e machos (B). *Diferenca significativa (P<0,05) pelo teste Tukey entre os grupos.

DISCUSSAO
O estresse devido a hipéxia reduz a taxa de
crescimento e desenvolvimento, promove
mudangas morfologicas, alteragdes

comportamentais ¢ uma variedade de ajustes
metabolicos e fisiologicos em varias etapas da
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vida do peixe (Adolph, 1983). Segundo Smart
(1981), para salmonideos, o minimo de oxigénio
dissolvido requerido ¢ 5-6mg/L, ao passo que,
para bagre americano (Ictalurus pumctatus) e
espécies de tilapia, o minimo ¢ de 3mg/L.
Valores menores que estes seriam considerados
estressantes. Durante o experimento, nenhum
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animal morreu devido ao tratamento imposto.
Isso sugere que a linhagem de tilapia utilizada ¢
capaz de resistir bem a ambientes com baixos
niveis de oxigénio dissolvido.

Neste trabalho, a concentragdo de proteina total
aumentou no grupo dos machos estressados e
diminuiu nas fémeas. A determinacdo da
concentragdo de proteina total no plasma e de
suas fragdes ¢ de grande importancia clinica, pois
sua concentragdo plasmatica ¢ responsavel pela
pressdao coloidosmotica desse liquido corporal.
Leamaster et al. (1990) observaram niveis
séricos de proteina total maiores em fémeas de
tilapias de agua doce expostas a agua salgada,
que em machos. Tavares-Dias et al. (2004), ao
pesquisarem a influéncia de véarios parametros
sanguineos na primeira maturacdo gonadal de
carpa comum (Cyprinus  carpio), nao
encontraram diferenga nos niveis séricos de
proteina total entre machos e fémeas.

A proteina total ¢ alterada principalmente por
mudangas no volume plasmatico. Um aumento é
causado por mudanga de fluido do plasma para o
compartimento intracelular e uma diminui¢ao
pode ser causada por hidratagdo do plasma. A
saida dos fluidos do plasma ¢é causada por
desequilibrio osmotico entre os compartimentos
extracelular e intracelular, e qualquer estresse
que induz tal desequilibrio pode levar a um
aumento de proteina no plasma (McDonald e
Milligan, 1992). Segundo Milligam e Wood
(1982), o total de proteina plasmatica em truta
arco-iris aumentou em resposta ao exercicio
intenso e a exposicao ao ambiente com baixo pH.
Hrubec et al. (2000) e Montero et al. (2001)
também observaram aumento das proteinas totais
em hibridos de tilapia (Oreochromis niloticus x
O. Mossambicus x O. aureus) ¢ de dourada
(Sparus aurata), respectivamente, criados em alta
densidade em relagdo ao grupo de baixa
densidade. Dobsikova et al. (2006), ao estudarem
o efeito do piretroide cypermethrina em carpa
comum, por 96h, observaram que esse piretroide
diminuiu os niveis de proteina total, albumina e
globulinas no plasma sanguineo. Khalaf-Allah
(1999) observou aumento de proteina total,
globulinas e IgM em tilapias nildticas ndo
imunizadas com antigeno de Staphylococcus
aureus, expostas a varios tipos de pesticida por
30 dias.

Os valores médios das a+fB-globulinas
aumentaram no grupo estressado. De acordo com
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Thrall (2007), o aumento no teor de a-globulinas
¢ inespecifico e de importancia diagnostica
limitada, ¢ a inflamagdo aguda ¢ a causa mais
comum. No presente trabalho, a 7y-globulina
diminuiu apds o estresse por hipoxia. Essa
diminuicdo foi devido & diminuigdo dessa
proteina no grupo de machos. Segundo Harris e
Bird (2000), a testosterona reduz o nimero de
células produtoras de anticorpos, e isso pode
explicar por que os niveis dessa proteina foram
menores nos machos. De acordo com Hoeger et
al. (2005), machos de truta arco-iris expostos a
efluentes de esgoto ¢ injetados com Aeromonas
salmonicida apresentam titulos mais altos de
IgM em relag@o as fémeas. Dentre as proteinas
do plasma, as imunoglobulinas destacam-se por
suas fungdes na imunidade. Essas proteinas
desempenham papel importante no mecanismo
de defesa imune humoral por suas caracteristicas
em reconhecer e interagir com componentes
estranhos no organismo. De acordo Wechsler et
al, (1986), a dose de 100mg/kg de triamcinolone,
um glicocorticoide sintético, diminui os niveis de
anticorpos circulantes em striped bass (Morone
saxatilis) exposto ao virus da infecgdo necrotico-
pancreatica (IPNV). Maule e Schreck (1990)
observaram diminui¢do da atividade de células
produtoras de anticorpos e do titulo de IgM
circulante em coho salmon apés estresse agudo
por hipoxia. Chen et al. (2002) observaram
supressdo do nivel plasmatico de IgM apds a
exposi¢ao de tilapias a baixa temperatura (12°C),
por periodos de 30 minutos e 2 horas.

No presente estudo, o estresse por hipoxia
provocou alteragdes no nivel de albumina.
Segundo Hasegawa et al. (2002), sua sintese ¢é
influenciada pela nutricdo, balango hormonal,
estado geral do figado e estresse. Um fator que
pode ter contribuido para a diminui¢do da
albumina do grupo estressado foi o reduzido
consumo de racdo, pois nesse grupo foram
observadas, poucos minutos apds a alimentacao,
sobras de racdo no tanque. Segundo Smart
(1981), um dos primeiros indicios de estresse dos
peixes devido a redugdo da concentragdo de
oxigénio dissolvido ¢ a rejei¢do de alimento. De
acordo com Leite (1995), uma das fungdes da
albumina € servir como reservatorio movel de
aminoacidos do figado para os tecidos
periféricos. Nesses tecidos, a albumina pode ser
quebrada intracelularmente  para  fornecer
aminodcidos necessarios a sintese de novas
proteinas.
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Embora a tilapia seja o segundo peixe mais
criado no mundo, existem poucos relatos que
mostrem diferengas no perfil eletroforético e no
estresse entre os sexos. No presente trabalho, a
porcentagem de albumina e o nivel relativo de y-
globulina sofreram influéncia do sexo. Segundo
Tavares-Dias et al. (2004), em teledsteos, o
dimorfismo sexual que ocorre em relacdo as
caracteristicas ~ hematologicas  pode  estar
associado a presenca de androgenos. Leamaster
et al. (1990) também observaram niveis séricos
de albumina e globulinas mais altos em fémeas
de tilapias quando expostas a agua salgada que
em machos.

CONCLUSOES

Conclui-se que o estresse provocado pela hipdoxia
provoca alteragdes no perfil proteico de tilapias
da linhagem chitralada e que algumas das
variaveis estudadas foram influenciadas pelo
sexo.
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