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Parametros hematologicos e bioquimicos da tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus L.) sob estresse por exposi¢do ao ar?!
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ABSTRACT.- Silva R.D., Rocha L.O., Fortes B.A.D., Vieira D. & Fioravanti M.C.S. 2012. [He-
matological parameters of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus L.) under air exposure
stress.] Parametros hematolo6gicos da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus L.) sob estres-
se por exposicdo ao ar. Pesquisa Veterindria Brasileira 32(Supl.1):99-107. Setor de Patologia,
Escola de Veterindria e Zootecnia, Universidade Federal de Goias, Campus Samambaia, Cx.
Postal 131, Goiania, GO 74001-970, Brazil. E-mail: diasroberta5@gmail.com

The present study evaluated the hematological and biochemical parameters of adult
tilapia (Oreochromis niloticus) under the influence of the physiological stress factor in
animals submitted to air exposure during fattening in raceway system. Blood cell count,
hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglo-
bin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), leukogram, differencial
leukocyte count, platelet, glucose, total protein, cholesterol, triglycerides and electrolytes
(calcium, chloride, sodium and potassium) were analyzed. The results showed a uniform
distribution for red blood cells, hematocrit, hemoglobin, secondary Wintrobe indices, to-
tal protein, glucose, cholesterol, and serum ions, indicated by a relatively low variation
coefficient. There was positive correlation only for total white blood cells, organic defense
cells (neutrophils and lymphocytes), glucose, cholesterol, sodium and calcium. As for the
leukocytes (WBC), as the animals were exposed to aeration, the number of leukocytes
gradually decreased (leukopenia), simultaneously occurring neutrophilia and lymphope-
nia. The glycemic index was a good indicator of physiological stress due to hyperglyce-
mia (82.0+20.88mg/dL) demonstrated in the treatments. The air exposure constituted
an imbalance factor at the ion homeostasis and at the endogenous cholesterol synthesis.
Besides, the recovery time did not result in the complete physiological rehabilitation face
the imposed challenge.

INDEX TERMS: Nile tilapia, Oreochromis niloticus, stress, hematology, fish.

RESUMO.- No presente trabalho avaliaram-se os parame-
tros hematoldgicos e bioquimicos de exemplares adultos
de tilapias (Oreochromis niloticus) sob a influéncia do fator
estresse fisioldgico em animais submetidos a exposicdo ao
ar durante a engorda em sistema raceway. Foram analisa-
dos o eritrograma, teor de hemoglobina, volume globular,
o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina cor-
puscular média (HCM), a concentracdo de hemoglobina
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corpuscular média (CHCM), o leucograma, contagem dife-
rencial de leucécitos, o plaquetograma, a glicose, a protei-
na total, o colesterol, o triglicerideo e os eletroélitos (célcio,
cloretos, sddio e potassio). Os resultados revelaram que
houve uma homogeneidade de distribuigdo para hemacias,
volume globular, hemoglobina, indices hemantimétricos,
proteina total, glicose, colesterol, e fons séricos, indicados
pelos valores relativamente baixos do coeficiente de va-
riacdo. Houve correlacdo positiva somente para leucdcitos
totais, células de defesa organica (neutrofilos e linfocitos),
glicose, colesterol, sédio e calcio. Quanto ao leucograma, a
medida que os animais foram expostos ao ar, o nimero de
leucécitos diminuiu gradativamente (leucopenia), ocorren-
do simultaneamente neutrofilia e linfopenia. O indice glicé-
mico constituiu um bom indicador de estresse fisioldgico,
devido a hiperglicemia (82,0+20,88mg/dL) demonstrada
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nos tratamentos. A exposicdo ao ar constituiu um fator de
desequilibrio na homeostase idnica, e na sintese de coleste-
rol end6geno. Entretanto, o tempo de recuperagio nao oca-
sionou a completa reabilitacdo fisiolégica frente ao desafio
imposto.

TERMOS DE INDEXAGAO: Tildpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus,
estresse, hematologia, peixes.

INTRODUCAO

A aquicultura brasileira tem se desenvolvido muitos nos ul-
timos anos, inclusive se impondo como uma nova ativida-
de pecuaria. O crescimento médio mundial dessa atividade
na ultima década foi cinco vezes maior quando comparada
com outras atividades do setor, tais como a bovinocultura,
a suinocultura e a avicultura. No Brasil, a aquicultura tem
se firmado cada vez mais com carater profissionalizante,
em decorréncia dos recursos hidricos disponiveis, clima
favoravel, mao de obra relativamente barata e crescente
mercado interno.

Somente no ano de 2009, a produgdo de pescado no
Brasil foi de aproximadamente de 1,240milhdes de tone-
ladas, sendo que 825 mil foram provenientes da pesca en-
quanto que, aproximadamente 415 mil foram oriundos da
aquicultura. Atualmente, o Brasil é o sexto maior produtor
de tilapia cultivada no mundo e a tildpia-do-Nilo (Oreochro-
mis niloticus), sozinha, respondeu pela oferta de 132 mil de
toneladas em 2009, o que representou aproximadamente
39% da produgdo total de pescados em aquicultura de dgua
doce (Brasil 2010).

A eficiéncia da aquicultura intensiva depende da maxi-
ma utilizacido dos recursos hidricos. As densidades de es-
tocagem devem ser as mais altas possiveis, sem afetarem
o crescimento, o ganho de peso e a resisténcia as doencas.
Uma caracteristica importante da piscicultura brasileira é o
grande nimero de espécies criadas. Hoje, utilizam-se mais
de 30 espécies, com os mais variados habitos alimentares e
ambientes de vida (Scorvo-Filho 2003). No entanto, obser-
va-se que as principais espécies cultivadas no pais sido de
origem exotica (tilapia, carpa e bagre americano).

A tildpia-do-Nilo é considerada um exemplar exdtico
por ser procedente da Costa do Marfim, e foi introduzi-
da inicialmente no Brasil pelo Departamento Nacional de
Obras Contra as Secas (DNOCS), em 1971. Trata-se de uma
espécie onfvora que aceita com facilidade varios tipos de
alimento, docil ao manejo em todas as fases de cultivo, boa
rusticidade, prolifica e de facil dominio da reprodugao pre-
coce, com alta qualidade de carne-filé (Tavares-Dias et al.
2000Db).

Uma das principais caracteristicas fisiolégicas desses
animais € a sua resisténcia a enfermidades por patogenos,
assim como a tolerancia a baixos teores de oxigénio dissol-
vido na agua. Seu melhor desempenho produtivo é obtido
em temperatura aquatica entre 26°C e 28°C. E ao abate,
consegue-se obter filés de excelente qualidade, que corres-
pondem a 37% da carcaca (600g peso total do peixe) e tem
como peculiaridade a auséncia de espinhos em sua carne, e
apresenta sabor bastante atrativo ao paladar (Souza & Ma-
ranhdo 2001).
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Segundo Iwama (1993), em produgdes intensivas de
peixes, o estresse dos animais é praticamente inevitavel. O
estresse ocorre de duas maneiras diferentes, sendo impor-
tante diferencia-las, o estresse agudo e o estresse cronico.
O primeiro geralmente acontece durante o manejo dos ani-
mais, como no transporte ou durante a realiza¢do de bio-
metrias, que leva os peixes a um estresse rapido. O segun-
do tipo de estresse é o crénico, em que as consequéncias
geralmente sdo a redugdo do crescimento e ganho de peso,
queda da resisténcia a patégenos, devido a resposta imuno-
légica deprimida. Acontece em condicoes que mantém os
peixes permanentemente estressados, devido a agentes es-
tressores de natureza quimica, como o pH incorreto, baixo
nivel de oxigénio dissolvido na agua, concentragao elevada
de amonia (Moraes et al. 2004) e nitrito (Costa et al. 2004),
decorrentes da degradacdo da matéria organica, poluentes
organicos e inorganicos (Carvalho & Fernandes 2006), ou
podem ser de natureza fisica, como a alta densidade popu-
lacional, confinamento e captura.

Dentre os indicadores de estresse animal, o cortisol
plasmatico é o indicador mais largamente utilizado em pei-
xes, qualquer que seja o seu estagio de desenvolvimento
(Wendelaar Bonga 1997). O cortisol em peixes atua via dois
tipos de fracdes, mineralocorticoides e glicocorticéides. Em
sua fun¢do mineralocorticdide, o cortisol atua na regulagio
osmotica e idnica; enquanto que na fun¢do como glicocorti-
cbide, ele estimula a glicogendlise e a gliconeogénse hepati-
ca (Pickering 1981, Wendelaar Bonga 1997). Dessa forma,
a glicose tem sido empregada rotineiramente como indica-
dor de estresse, e os niveis basais de peixes tele6steos po-
dem ser facilmente detectados (Silva et al. 2009).

A avaliagdo imunoldgica também constitui um bom
pardmetro de avaliagdo, uma vez que, ap6s a liberacdo de
hormoénios glicocorticéides, quer seja endégeno ou exo6-
geno, se reflete de forma quantitativa sobre os leucdcitos
(Rijnberk & Mol 1997). Devido a acdo modeladora do cor-
tisol ocorre uma diminuicdo da atividade fagocitaria e da
migracdo de leucécitos para a regido inflamada. Observa-
-se concomitantemente neutrofilia e linfopenia, em que o
aumento de neutrdfilos se deve a diminuigdo na migragdo
de neutrofilos para o compartimento tecidual (diapedese),
e aumento do seu tempo na circulagdo, ou seja, um desvio
do compartimento marginal para o circulante. J4 a diminui-
¢do de linfécitos se deve pela redistribuicao dos linfécitos
circulantes, com sequestro nos tecidos linféides e medula
6ssea, assim como pela lise de alguns tipos de linf6citos nos
linfonodos (Mazeaud et al. 1977, Rijnberk & Mol 1997). A
trombocitose (aumento do nimero de trombdcitos ou pla-
quetas) ocorre devido a contragdo esplénica, em que o bago
sequestra de % a 2/3 do total de plaquetas para o compar-
timento circulante, o que resulta também no aumento do
volume globular.

Embora haja literatura sobre a hematologia e bioquimi-
ca de teledsteos, pouco ou quase nada se conhece sobre a
influéncia de estresse por exposicdo ao ar na fisiologia da
espécie exotica avaliada em questao. Desse modo, informa-
¢des e conhecimentos sobre suas variaveis hematolégicas e
bioquimicas podem proporcionar relevantes indica¢des de
alteracdes em seu estado fisiolégico ao piscicultor.
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Nesse sentido, objetivou-se comparar os parametros
sanguineos e bioquimicos da tildpia-do-Nilo submetidas a
exposicdo ao ar durante a engorda em viveiros artificiais, e
a influéncia do tempo de exposicdo como fator de estresse
fisiolégico dos animais, assim como o tempo de recupera-
¢do dos mesmos.

MATERIAL E METODOS

0 experimento foi conduzido no Setor de Piscicultura do Departa-
mento de Producdo Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Federal de Goias (DPA/EVZ/UFG), em dezembro
de 2009, com duragdo aproximada de 15 dias. Foram utilizados
64 exemplares adultos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
com peso médio de 340g, os quais foram distribuidos aleatoria-
mente em oito caixas d’agua de polietileno de 1000L. A densidade
populacional empregada para cada caixa foi de dez peixes. Todos
os procedimentos adotados na condug¢do deste experimento fo-
ram aprovados pelo Comité de Etica da Instituicdo - 114/2009.

Os animais foram mantidos em sistema de criacdo do tipo
raceway, que consiste na utilizagdo de alto volume de troca de
agua, ou seja, fluxo intenso. Foram empregadas caixas d’agua de
polietileno com volume maximo de 1000L por caixa, providas de
fluxo individual de 4gua na propor¢do de 960L/h, com registros e
tubulagdes que permitem controlar a vazdo de agua de abasteci-
mento, e com sistema de escoamento instalado no fundo de cada
caixa, o que permite o auto-sinfonamento dos residuos deposita-
dos. Antes da realizacdo das atividades, as caixas foram lavadas e
enxaguadas, colocadas sob o sol e em seguida receberam a apli-
cacdo de sal comum nas suas paredes internas. As caixas d’agua
encontraram-se instaladas a céu aberto e com acesso restrito ao
local, sendo protegidas com arandela de arame para evitar o ata-
que de passaros e outros possiveis predadores.

Os animais selecionados foram oriundos do préprio sistema
de producdo do Setor de Piscicultura - EV/UFG, coletados ani-
mais por meio de captura com rede de arrastdo. Apos a captura,
os animais foram pesados para a obtencdo de homogeneidade da
populagio a ser analisada durante o ensaio.

Os peixes foram alimentados com ragdo extrusada comercial
(32% de proteina bruta) com seis a oito mm de diametro duas
vezes ao dia, as 9h e 17h, durante todo o experimento. A dieta foi
fornecida ad libitum e suspensa 12 horas antes do inicio das ativi-
dades com as exposi¢des ao ar e a colheita das amostras.

O delineamento empregado no experimento foi o inteiramen-
te casualizado (DIC), em que os animais foram distribuidos em
oito caixas d’agua de polietileno, sendo que cada caixa constituiu
uma unidade experimental, o que totalizou oito tratamentos:

C - controle;

E30’ - exposicdo por meia hora;

E60’ - exposicao por uma hora;

E90’ - exposicdo por uma hora e meia;

E60’R30’ - uma hora de exposi¢do e meia hora de recupera-
¢do;

E60’R90’ - uma hora de exposi¢do e uma hora e meia de re-
cuperacao;

E90’R30’ - uma hora e meia de exposi¢do e meia hora de re-
cuperagao;

E90’R90’ - uma hora e meia de exposicdo e uma hora e meia
de recuperagio.

Para promover a exposi¢cdo ao ar dos animais foi adotado o
seguinte procedimento: apés o periodo de adaptagdo de aproxi-
madamente 15 dias, inicialmente foi fechado o fluxo individual
de entrada de dgua nas caixas, seguida pela remogdo de agua por

sifonamento, que acarretou na diminui¢do do nivel de dgua den-
tro das caixas, e consequentemente, da quantidade de oxigénio
disponivel. A dgua das caixas foi lentamente removida para pro-
mover a exposicdo ao ar por periodos diferenciados de tempo por
meio de um sifdo para ndo causar distirbios aos animais. Uma
fina camada de dgua de aproximadamente cinco cm foi deixada
no fundo da caixa para manter a umidade do ambiente e evitar a
dessecacgdo, o que caracterizou o periodo de exposi¢ao.

Para as avaliagdes de recuperagdo, as caixas foram acrescidas
novamente de 4gua por meio da abertura do fluxo individual para
elevar o nivel das caixas, a fim de se estabelecer as condi¢des am-
bientais anteriores a exposi¢ao ao ar.

Para o procedimento de colheita das amostras de oito exem-
plares por caixa, foi empregado o puca para a remog¢ao dos ani-
mais, seguido pelo acondicionamento em baldes plasticos. Na
caixa destinada ao grupo controle, ndo ocorreu a exposi¢do ao ar
e os animais ficaram expostos somente o tempo necessario para
a colheita das amostras, ndo excedendo um minuto por colheita
sanguinea.

Imediatamente apds o periodo de exposi¢do ao ar (E30’, E60’
e E90’), assim como de controle (C) e recuperacdo (E60'R30’,
E60’R90’, E90'R30’, E90'R90’) e a colheita do sangue, os animais
foram descartados e encaminhados posteriormente a venda. Ao
final, obtiveram-se 64 amostras para analises hematolégicas e
bioquimicas.

As andlises de agua das caixas experimentais foram realiza-
das no Setor de Piscicultura diariamente, sendo observados os se-
guintes parametros: temperatura da 4gua e do ambiente, oxigénio
dissolvido, indice de saturag¢do de oxigénio por meio da utilizagio
de oximetro microprocessado digital - AT 150 da AlfaKit®. A cada
dois dias foi mensurada a vazdo de cada caixa individualmente.
Todos os dados obtidos foram registrados e arquivados para pos-
terior analise, caso necessario.

Os peixes foram acondicionados em balde plasticos de 20L
antes do procedimento de colheita do sangue, e posterior pun-
cdo da veia caudal, utilizando seringas descartaveis de cinco mL
sem anticoagulantes. Sendo que, os dois mL iniciais foram acon-
dicionados e homogeneizados em tubos plasticos previamente
identificados, que continham EDTA como anticoagulante para a
preservacdo das amostras destinadas a ensaios hematolégicos
(Tavares-Dias et al. 2000a, 2001). Os demais trés mL da seringa
foram armazenados em tubos plasticos sem anticoagulante para
a obtengdo de soro para as dosagens bioquimicas e tubos com
anticoagulante fluoreto de sddio para a determinacdo de glicose
plasmatica.

Apbs a obtengdo das amostras, as mesmas foram encaminha-
das ao Laboratdrio Multiusuario do Programa de Pés-Graduagdo
da Escola de Veterindria e Zootecnia, situado no Setor de Medicina
Veterindria Preventiva, para o armazenamento e processamento
das analises.

0 o volume globular (VG em %) foi determinado por meio da
técnica de microhematdcrito com capilares heparinizados, se-
gundo a técnica de Goldenfarb et al. (1971). Para a contagem de
eritrécitos (He/pL) foi empregada a solugdo de formol citrato mo-
dificada por Oliveira-Junior et al. (2008). A concentragdo de he-
moglobina total ([Hb]= g/dL) foi determinada a partir da técnica
da cianeto hemoglobina, proposta por Collier (1944), com a utili-
zacdo de reagente comercial Hemoglobina cat. 43 da Labtest Diag-
noéstica®, Lagoa Santa, MG. A partir da determinag¢do do volume
globular, contagem de eritrocitos e dosagem de hemoglobina total
foram determinados os indices hematimétricos, utilizando-se as
formulacgoes estabelecidas por Wintrobe (1934).

Na contagem de leucdcitos foi utilizada a metodologia propos-
ta por Berra et al. (1993), em que a contagem dos leucécitos totais
foi realizada de forma direta em cadmara de Neubauer. Para a con-
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tagem diferencial (neutroéfilos, linfécitos, mondcitos, eosinoéfilos)
foram confeccionados esfregacos sanguineos sem o uso de antico-
agulantes, que posteriormente foram corados pancromaticamen-
te pelo método de Rosenfeld (1947), e contados 100 células em
cada extensdo sanguinea, e foi estabelecido o percentual de cada
componente celular. No mesmo esfregaco sanguineo usado na di-
ferencial de leucdcitos, foi quantificado o nimero de trombdcitos
(por pL) utilizando-se da seguinte féormula:

Trombdcitos = n? trombdcitos na extensdo x n2 de eritrdcitos (por pL)
2000 eritrdcitos contados na extensdo sanguinea

Para a determinagdo quantitativa dos parametros bioquimi-
cos foram utilizadas as fra¢des de soro obtidas por centrifugacdo
das amostras sem o uso de anticoagulante. As atividades enzima-
ticas foram determinadas na temperatura de 37°C, com a utiliza-
¢do de reagentes comerciais padronizados.

A concentragdo de glicose plasmatica foi realizada por mé-
todo enzimatico (Tavares-Dias & Sandrim 1999), utilizando-se
o reagente comercial Glicose PAP Liquiform cat. 84 da Labtest
Diagndstica®, Lagoa Santa, MG. O nivel sérico do colesterol foi de-
terminado pelo método enzimatico colorimétrico, em uma reagao
catalisada pela colesterol oxidase, com a utilizacdo do reagente
comercial Colesterol Liquiform cat. 76 da Labtest Diagndstica®,
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Lagoa Santa, MG, que permitiu quantificar a concentragdo de co-
lesterol por meio da metodologia enzimatica (Bergmeyer 1984).
A concentragio de triglicérides foi realizada por método enzima-
tico colorimétrico, em uma reagdo catalisada pela glicerolfosfato
oxidase (Trinder 1969), empregando-se o reagente comercial Tri-
glicérides Liquiform cat. 87 da Labtest Diagnostica®, Lagoa Santa,
MG. Para a determinagio de proteina total utilizou-se o método do
biureto modificado (Henry et al. 1974), utilizando-se o reagente
comercial Proteina Total cat. 99 da Labtest Diagndstica®, Lagoa
Santa, MG.

A concentracdo dos ions séricos foi determinada em fotome-
tro de chama (Zeiss M4Q2) para a emissdo de sodio e potassio,
enquanto que os fons cloreto e calcio foram quantificados por me-
todologia colorimétrica empregando-se os reagentes comerciais
Cloretos cat. 49 e Calcio Liquiform cat. 90 da Labtest Diagndstica®,
Lagoa Santa, MG.

Os resultados das variaveis hematologicas e bioquimicas ava-
liadas foram submetidos a andlise de variancia pelo pacote com-
putacional SAS Institute (2002). Para as variaveis quantitativas
que apresentaram homogeneidade e distribui¢do normal (hema-
cias, volume globular, hemoglobina, indices hemantimétricos, leu-
cocitos, percentual de distribuicao celular (neutroéfilos, linfocitos
e trombdcitos), proteina total, colesterol, glicose e os ions séricos)
foram aplicadas ANOVA e teste de SNK (Student-Newman-Keuls)

Quadro 1. Valores médios das caracteristicas hematolégicas de Oreochromis niloticus sob
estresse por exposicdo ao ar. Goiania, 2010

Tratamentos Caracteristicas
RBC** VG** Hb** VCM** HCM** CHCM** Leucdcitos*
(10°/mL) (%) (g/dL) (%) (pg) (%) (mL)
Controle 1,757 29,75 7,97 169,0 45,7 26,9 13854,62b
E30’ 1,480 29,62 8,12 204,8 57,9 27,9 11928,50ab
E60’ 1,490 29,87 8,66 203,2 58,9 29,0 9784,00ab
E90’ 1,552 29,25 8,20 189,7 53,6 28,5 7084,50a
E60’'R30’ 1,494 28,75 7,60 193,2 51,5 26,8 9377,87ab
E60'R90’ 1,524 29,00 8,23 193,2 54,9 28,5 11979,00ab
E90’'R30’ 1,585 28,62 7,88 182,0 50,0 27,7 6710,12a
E90’'R90’ 1,536 29,57 8,94 193,2 58,5 30,9 10749,00ab
Média 1,552 29,30 8,203 191,2 53,9 28,3 10183,45
Coef. Variagdo,% 11,84 9,77 11,80 13,31 19,62 16,31 35,67
Erro-padrao 0,065 1,012 0,342 8,999 3,741 1,631 1284,383
Probabilidade 0,083 0,979 0,165 0,169 0,171 0,722 0,002

*Médias seguidas de mesmas letras minudscula, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste SNK, 5% de
significancia. ** (P>0,05).

Quadro 2. Distribuicdo percentual das células de defesa organica em Oreochromis
niloticus sob estresse por exposi¢io ao ar, com valores de média, desvio-padrio e

coeficiente de variacdo. Goiania, 2010

Tratamentos Caracteristicas
Neutroéfilo? (%) Linfécito? (%) Mondcito® (%) Eosinéfilo®s (%) Trombocito® (%)
Controle 13,3+49b 37,8+104a 49+39 0,25+0,5 43,9 +129
E30’ 143+6,1b  34,0+7,7ab 53+29 0,5+0,8 46,0 +9,8
E60’ 22,1+6,7ab 29,1 +11,3ab 4,6 +2,6 08+09 43,4+79
E90’ 23,0+8,7ab  26,4+9,3ab 51+2,7 08+1,2 44,8+7,5
E60’'R30’ 20,6 +6,3ab 29,5+ 7,4ab 4,6 +2,0 0,5+0,8 44,8 + 6,2
E60'R90’ 248+6,8a  26,8+94ab 51+1,7 08+0,7 42,6 +7,5
E90'R30’ 26,8+73a 21,1+88ab 51+27 08+09 46,3+7,5
E90'R90’ 251+96a 260+114b 51+2,4 06+0,8 43,1472
Média 21,4 28,7 5,00 0,6 44,3
Coef. Variagdo, % 33,69 33,26 50,59 137,82 19,26
Erro-padrio 2,544 3,379 0,894 0,289 3,017
Probabilidade 0,001 0,034 0,998 0,809 0,983

2 Médias seguidas de mesmas letras minuscula, na coluna, nio diferem estatisticamente pelo teste SNK, 5%
de significancia; *(P>0,05);
¢Varidveis submetidas ao teste de Kruskal-Wallis (P<0,05), por apresentarem Coef. de Varia¢do >50%.
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para se realizar a comparagdo entre os grupos (P<0,05). Para as
varidveis quantitativas que ndo apresentaram distribui¢do nor-
mal (percentual de distribui¢do celular - monécitos e eosindfilos,
triglicérides) foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
-Wallis (P<0,05).

RESULTADOS

Todos os peixes utilizados encontravam-se sem lesdes ex-
ternas e aparentemente isentos de ectoparasitas. Durante o
periodo de cultivo dos animais para as analises, a tempera-
tura variou de 24,3 a 27,6°C, o oxigénio dissolvido na agua
oscilou de 5,18 a 5,70mg/L e a taxa de satura¢do de oxi-
génio entre 66,1 e 71,8%. Os valores médios dos parame-
tros hematoloégicos (hemdcias - RBC, volume globular - VG,
hemoglobina - Hb, volume corpuscular médio - VCM, he-
moglobina corpuscular média - HCM, concentragdo de he-
moglobina corpuscular média - CHCM e leucdcitos totais)
de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) antes e apds a
submissdo de estresse por exposicdo ao ar estdo apresen-
tados nos Quadros 1 e 2.

Os tratamentos empregados ndo influenciaram (P>0,05)
a contagem total de hemicias, o percentual de volume glo-
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Fig.1. Distribuicdo percentual de neutrofilos e linfocitos em
exemplares de Oreochromis niloticus sob estresse por
exposicao ao ar
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Fig.2.Valores médios de glicose plasmatica em tilapias-do-Nilo

(Oreochromis niloticus) sob estresse por exposi¢cdo ao ar

Controle E60’

bular, o teor de hemoglobina e os indices hemantimétricos
(VGM, HCM e CHCM). A contagem total das células leuco-
citarias apresentou valores progressivamente menores de
acordo com o aumento do periodo de exposicdo (estresse
mais intenso), sendo observada uma predominancia linfo-
citaria (Fig.1).

Neste experimento, a glicemia foi afetada (P<0,05), pe-
los diferentes tratamentos avaliados, o controle apresentou
menor valor glicémico que os demais tratamentos empre-
gados (Fig.2). Os tratamentos E30’, E60’ e E90’ demonstra-
ram resultados similares entre si, com resposta interme-
diaria para essa variavel, enquanto o tratamento E60'R90’
apresentou maior glicemia, embora seu resultado seja
analogo aos demonstrados pelos tratamentos E90’'R30’ e
E90'R90’. Em contraste, na exposi¢do ao ar dos exemplares
apo6s 30, 60 e 90 minutos, assim como o intervalo de re-
cuperacao de 30 minutos apds exposicdo por 60 minutos,
pode-se caracterizar a elevagdo nos niveis de glicose como
consequéncia de uma situacdo de estresse.

Quadro 3. Variaveis bioquimicas de Oreochromis niloticus
sob estresse por exposicio ao ar, com valores de média e
coeficiente de variacdo. Goidnia, 2010

Tratamentos Caracteristicas
Prot. total® Colesterol® Triglicérideos®®  Glicose?
(g/dL)  (mg/dL) (g/dL) (mg/dL)
Controle 2,83 99,62ab 216,91 39,75d
E30’ 2,97 100,50ab 251,01 79,00ac
E60’ 2,92 101,37ab 215,63 67,25c
E90’ 2,83 115,57a 174,86 84,00abc
E60’R30’ 2,91 106,62a 251,63 97,12ab
E60’R90’ 2,80 76,75b 168,22 103,87b
E90’R30’ 2,97 94,25ab 141,62 99,75ab
E90’R90’ 3,11 98,86ab 140,82 88,42ab
Média 2,92 99,19 195,09 82,39
Coef. Variagdo, % 10,02 17,30 55,61 18,84
Erro-padrao 0,103 6,068 38,354 5,487
Probabilidade 0,477 0,004 0,234 0,001

?Médias seguidas de mesmas letras mindscula, na coluna, nio diferem es-
tatisticamente pelo teste SNK, 5% de significancia;

b(P>0,05); ¢ Variaveis submetidas ao teste de Kruskal-Wallis (P<0,05), por
apresentarem Coef. de Variagdo acima de 50%.

Quadro 4. Variaveis eletroliticas de Oreochromis niloticus
sob estresse por exposicio ao ar, com valores de média e
coeficiente de variacdo. Goiania, 2010

Tratamentos Caracteristicas

Calcio? Cloreto® S6dio? Potassio®

(mg/dL) (mEq/L) (g/dL) (mg/dL)
Controle 12,53ab 138,75 137,50ab 3,12
E30’ 13,10ab 136,87 137,12ab 3,26
E60’ 12,82ab 137,75 135,25b 3,02
E90’ 13,22a 136,86 142,50ab 3,12
E60'R30’ 12,12ab 137,00 139,00ab 3,00
E60'RI0’ 12,28ab 133,87 137,12ab 3,00
E90’'R30’ 12,33ab 132,12 146,37a 3,08
E90'R90’ 11,73b 134,00 144,37ab 3,02
Média 12,52 135,90 139,90 3,08
Coef. Variagao, % 7,53 3,45 4,82 19,07
Erro-padrado 0,333 1,659 2,386 0,207
Probabilidade 0,039 0,087 0,013 0,987

2Médias seguidas de mesmas letras mintscula, na coluna, nio diferem es-
tatisticamente pelo teste SNK, 5% de significincia; * (P>0,05).
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A proteina total e os triglicerideos ndo foram afetados
(P>0,05) pelos diferentes tratamentos aos quais foram
submetidos os animais (Quadro 3). O colesterol sérico foi
menor no tratamento E60’'R90’ em relacdo aos tratamen-
tos E90’ e E60'R30’, sendo que os demais tratamentos nao
se diferenciaram entre si. Observou-se que houve diferen-
cas significativas (P>0,05) nos resultados de calcio e sédio
(Quadro 4), em virtude dos diferentes tratamentos em-
pregados. O menor valor de célcio foi obtido no E90’R90’,
sendo divergente do E90’ e similar aos demais tratamentos
empregados na condugdo do ensaio. O s6dio por sua vez foi
maior no E90'R30’ quando comparado ao tratamento E60’
que apresentou o menor indice para esse eletroélito, entre-
tanto o resultado obtido foi semelhante aos evidenciados
nos demais tratamentos.

DISCUSSAQ

De acordo com Ranzani-Paiva (1991), as oscilagdes dos
valores hematolégicos em peixes sdo influenciadas pela
temperatura, oxigénio dissolvido, salinidade e pH, assim
como por estresse, ciclo sazonal e fatores endégenos como
o0 sexo, estadio de maturagio gonadal, estado nutricional e
doencas. O autor enfatiza que essa variagdo ocorre nio sé
entre espécies, mas também entre individuos da mesma es-
pécie, de acordo com as condigdes fisiolégicas dos animais.

Neste estudo, comparando-se com dados obtidos em
tilapias-do-Nilo no Brasil, o nimero de eritrécitos encon-
trado foi semelhante ao observado por Barros et al. (2002),
Martins et al. (2004) e Ghiraldelli et al. (2006). Entretan-
to, estes resultados foram divergentes ao encontrados por
Azevedo et al. (2006), que encontraram valores menores
dessa variavel ao se trabalhar com exemplares mantidos
em piscicultura consorciada com suinos. Tavares-Dias &
Moraes (2003) avaliaram exemplares machos de O. nilo-
ticus e O. rendalli Boulenger, 1896 mantidos em pesque-
-pague e encontraram resultados similares ao observado
nessa pesquisa.

A média geral por tratamento do percentual de volume
globular mostrou uniformidade e dentro da normalidade,
sendo similar aos dados obtidos por Tavares-Dias & Faus-
tino (1998), Yildiz & Pulatsii (1999), Tavares-Dias et al.
(2000a,b), Tavares-Dias & Moraes (2003), Benli & Yildis
(2004), Azevedo et al. (2006), mas menores do que o verifi-
cado em condigdes de laboratdrio por Martins et al. (2004).
Esse parametro pode, em parte, revelar o nivel de estresse
a que os peixes estdo submetidos, embora na presenca de
diferentes agentes estressantes tais como peixes expostos
a estimulos tnicos e consecutivos de estresse, possa variar
(Martins et al. 2002).

O teor de hemoglobina encontrado no ensaio foi ana-
logo aos observados por Tavares- Dias & Faustino (1998),
Ueda et al. (1997) Tavares-Dias et al. (2000a). Porém, foi
maior do que o encontrado por Silveira & Rigores (1989)
ao trabalhar em O. aureus, e por Wepener et al. (1992) ao
avaliar Tilapia sparrmanii. Todavia, tais discrepancias entre
tilapias do mesmo género provavelmente se devem a esco-
lha do anticoagulante utilizado na colheita das amostras,
em que amostras oriundas de plasma heparinizado sdo
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maiores quando comparados as amostras obtidas com a
utilizacdo de EDTA (Tavares-Dias & Sandrim 1998).

Neste trabalho, o namero total de trombdcitos foi obti-
do a partir das extensdes sanguineas e ndo em hemocito-
metro. Tal procedimento tornou o resultado mais seguro,
pois o nucleo da hemécia de peixes poderia ser confundido
com trombdcito, se o exame fosse feito por meio de hemo-
citbmetro. Em peixes, além de sua influéncia na coagulagao
do sangue, pouco se conhece sobre as fun¢des dos trom-
bdcitos, por serem células ainda pouco estudadas, mas
acredita-se que possam estar relacionadas com o sistema
de defesa (presente em exsudatos inflamatdrios e ativida-
de fagocitaria), como relatado por Matushima & Mariano
(1996). Por este motivo, optou-se por sua contagem e dis-
tribuicdo juntamente com os leucdcitos, denominando-se
esse conjunto de células sanguineas de defesa organica
(Matushima & Mariano 1996, Azevedo et al. 2006). Os
trombécitos foram contados juntamente com os diversos
tipos de leucdcitos, todavia, eles ndo foram considerados
como célula de linhagem leucocitaria (Matushima & Ma-
riano 1996).

Verificou-se neste ensaio, a ocorréncia de diferenca
significativa somente para a variavel leucocitaria, em que
o E90’ foi divergente do controle quanto a exposicdo, sen-
do similar aos demais tratamentos. Isso demonstra que,
a quantidade de leucocitos circulantes foi inversamente
proporcional ao intervalo de exposicdo dos animais ao es-
tresse por exposi¢do ao ar. Esses resultados corroboram os
descritos por Falcon et al. (2008), que demonstraram que
o estresse pelo frio pode levar a uma queda da resisténcia
imunolégica dos peixes, o que contribui para quadros de
infeccdo patogénica.

Essa reducao no ntimero total de células brancas pode
ser ainda justificada pela variagao das células analisadas,
sendo que os linfécitos, os quais estdo relacionados a pro-
ducdo de anticorpos e resposta celular humoral, represen-
tam a quase totalidade dos leucécitos. Resultados analogos
foram reportados por Barton & Iwama (1991) ao constata-
rem a queda do numero de células brancas totais e de linfo-
citos, pds-estresse.

Observou-se que houve predominancia de linfocitos
seguidos de neutroéfilos e mondcitos na contagem diferen-
cial de leucécitos, semelhante ao observado por Ezzat et al.
(1974), Lea Master et al. (1990), Tavares-Dias & Faustino
(1998), Tavares-Dias et al. (2000b), Tavares-Dias & Mora-
es (2004) e Azevedo et al. (2006). Outros autores, Ueda et
al. (1997) e Tavares-Dias et al. (2000a), verificaram predo-
minancia de neutrdfilos na contagem diferencial. A predo-
minancia de linfocitos no sangue de peixes ndo esta bem
esclarecida. Nos tecidos, as células mononucleares (lin-
focitos e macrdfagos) prevalecem na reacdo de defesa do
organismo, porém, em situacdes de estresse, o nimero de
linfécitos circulantes diminui. Dessa forma, os linfocitos em
peixes podem estar presentes no processo inflamatorio, na
resposta humoral e também mediada por células frente a
diversas situacdes (Iwama & Nakanishi 1996).

Pickering (1981) relatou que a queda de linfécitos pode
estar relacionada com reducdo da capacidade do peixe de
se defender contra agentes patdgenos. Trata-se do resul-
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tado que reafirma a hipdtese anteriormente apresentada
por Barton & Iwama (1991) e demonstra a severidade do
estresse, o qual poderia, por periodo prolongado, vencer
o sistema de defesa do organismo. Pois, juntamente com a
perda das fungdes fagocitarias das células de defesa orga-
nica, o niumero total de leucécitos circulantes foi também
reduzido em peixes estressados.

Os neutréfilos sdo componentes do sistema imunol6-
gico que formam a primeira linha de defesa celular contra
agentes invasores e tém como func¢ao a fagocitose. Sob es-
tresse agudo um aumento da resposta imune inata tem sido
descrita, enquanto os efeitos deletérios tém sido observa-
dos como consequéncia de estresse cronico (Vazzana et al.
2002). Os mondcitos sdo células com fungdo fagocitaria e
de eliminacdo de bactérias. Sdo precursores de macroéfa-
gos e consideradas células essenciais a vida (Feldman et al.
2000). A fung¢do normal dos linf6citos dos peixes é depen-
dente da adaptacdo da membrana lipoprotéica; portanto,
a composicdo dos acidos graxos e a temperatura ambiente
estdo descritas como fatores que determinam a fluidez e
permeabilidade das membranas (Tavares-Dias & Moraes
2004).

Nos tratamentos estabelecidos como periodos de recu-
peracdo (E60’R30’, E60'R90’, E90’'R30’ e E90'R90’) frente
ao estresse ao qual foram submetidos os animais, verificou-
-se que os intervalos de tempo empregados ndo foram sa-
tisfatérios para verificar o retorno dos valores médios das
células de defesa aos valores basais (controle). Comporta-
mento semelhante foi observado no peixe onivoro hibrido
tambacu (Piaractus mesopotamicus macho x Colossoma ma-
cropomum fémea) por Martins et al. (2002), ao avaliarem
estresse simples e consecutivo. [sso sugere que os animais
avaliados no presente estudo iriam precisar de mais tempo
para retornar aos valores basais, uma vez que, o maior in-
tervalo de tempo empregado no ensaio foi insuficiente para
o retorno da contagem de linfocitos e neutrdfilos aos valo-
res médios obtidos com os exemplares do grupo controle.

A glicose plasmatica é bom indicador de estresse, pois
as alteracbes sdo facilmente detectaveis e sua avaliacdo
pode ser realizada com medidores de glicose de simples
utilizacdo (Gomes et al. 2005, Simdes & Gomes 2009), para
diagnosticar a ocorréncia de estresse fisiolégico (Wede-
meyer et al. 1990).

Este resultado evidencia que a exposicdo ao ar é estres-
sante aos peixes, e que tais dados corroboram aos encon-
trados por Martins et al. (2004), Silva et al. (2009), Simdes
& Gomes (2009). Contraditoriamente, Deriggi et al. (2006)
verificaram valores médios menores para esta variavel
quando trabalharam com respostas metabodlicas de O. ni-
loticus submetidas ao manuseio e ao anestésico eugenol.

Verificou-se que a concentragdo sérica de colesterol foi
menor no momento E60'R90’ quando comparado aos de-
mais periodos. Isso demonstra que o colesterol foi consu-
mido para obtencdo de pregnenolona, que é precursora na
sintese de cortisol, que por sua vez, estaria atuando sobre
a fisiologia do animal promovendo altera¢des metabélicas
(Oba etal. 2009).

Araujo et al. (2004) verificaram valores inferiores de
calcio aos obtidos neste ensaio, ao se utilizar exemplares

onivoros de tambaqui (Colossoma macropomun) submeti-
dos a banhos terapéuticos de formalina. O equilibrio nos
niveis de calcio deve ser mantido para o perfeito funciona-
mento das fungdes neuromusculares e manuteng¢io da ho-
meostase organica (Shiau & Hwang 1993, Bjornsson et al.
1999).

Durante o estresse, o peixe apresenta aumento no fluxo
sanguineo e na permeabilidade das branquias, principal-
mente por acdo de catecolaminas e cortisol, o que facilita
o transporte de oxigénio para atender a demanda biolégi-
ca dos tecidos. Entretanto, a mudanca da permeabilidade
branquial leva a perda de eletrélitos sanguineos e distur-
bios osmorregulatérios nos peixes de agua doce (McDo-
nald & Milligan 1997).

Nesse ensaio, os ions cloretos e potassio ndo se altera-
ram apos os estimulos estressantes. Os resultados obtidos
foram similares aos demonstrados por Chagas et al. (2003),
ao analisarem eletroélitos de tambaquis (Colossoma macro-
pomun) oriundos de cultivos em tanque-rede. Esses auto-
res verificaram que ndo houve diferenca significativa para
os fons séricos cloretos, e potassio plasmatico de exempla-
res no periodo anterior a exposi¢cdo, bem como nos tempos
de exposicdo de 30, 60 e 120 minutos e apds 24 horas de
recuperacao.

Assim, estas informacgdes e conhecimentos sobre as
variaveis hematoldgicas e bioquimicas da tilapia-do-Nilo
submetidas ao estresse por exposi¢cdo ao ar podem ser uti-
lizadas pelo piscicultor como ferramenta de avaliagao do
seu sistema de criagao.
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