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Resumo

A garoupa (Epinephelus marginatus Lowe, 1834) é uma espécie de peixe
marinho que apresenta rapido crescimento e durante seu ciclo de vida eles podem
migrar para ambientes com diferentes salinidades. O sistema renina-angiotensina (SRA)
possui importante papel no estresse, sendo a Angiotensina Il sua molécula ativa. O uso
de inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) pode influenciar no
estresse, fazendo diminuir. O objetivo do estudo é avaliar o efeito do maleato de
enalapril (inibidor da enzima conversora de angiotensina |) em cativeiro e no choque
osmatico no qual é um evento estressor. Foram usadas 120 garoupas, em dois sistemas
de recirculacdo, com trés tanques cada, sendo que um grupo recebeu a racdo comercial
peletizada e outro recebeu adicionado a racdo 10mgKg™ de maleato de enalapril durante
30 dias. Antes do final do experimento, em 20 dias, cada tanque foi filmado, 5 minutos
cada sendo 1 minuto com zoom de 20X para verificar o comportamento de nado atraves
da velocidade de nado e depois as imagens foram processadas. J& no fim do
experimento foi coletado o sangue (n=15 para cada tratamento) para medir 0s
parametros hormonais (cortisol, noradrenalina e adrenalina), metabolicos (glicose) e
ibnicos (sédio, potassio e célcio) antes do choque. O choque osmotico foi de 10 minutos
na agua doce e foi retirado o sangue ap6s 10 min, 2 horas e 6 horas que foram os
tempos analisados. Os dados da velocidade de nado foram submetidos a teste T de
student e o do choque por ANOVA de duas vias o teste de pos-hoc de Tukey com nivel
de significancia P<0,05. O maleato de enalapril diminuiu a velocidade de nado
significativamente e reduziu parametros hormonais, metabdlicos e idnicos durante o
choque osmético mostrando que a reducdo da velocidade de nado pode ser pela reducéo
do cortisol e da glicose no tratado comparado com o controle no experimento do choque
osmotico podendo o Maleato de enalapril podendo ser usado como atenuante do

estresse em cativeiro e em mudancas de salinidade em garoupa.



Abstract

The Dusky grouper (Epinephelus marginatus Lowe 1834) is a marine fish
species that to present rapid growth and during your life cycle they can to migrate to
environment with different salinities. The Renin-Angiotensin System (RAS) have an
important role in stress, with Angiotensin Il your active molecule. The Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) Inhibitors use can influence the stress, can low. The
objective of study is evaluating the enalapril maleate effect (inhibidor of angiotensin
converting enzyme 1) in captivity and osmotic shock that is stressor event. Were used
120 dusky groupers, in two recirculation systems, with three tanks each, being one
group receive the commercial pelletized food and other receive additional the food
10mgKg™ of enalapril maleate during 30 days. Before the final of trial, in 20 days, was
graved 5 minutes each being one minute with 20X zoom to evidence the swimming
behavior through of swim velocity after images were processed. Already in the end of
trial the blood was collected (n=15 by treatment) to measure the hormonal (cortisol,
adrenaline and noradrenaline), metabolic (glucose) and ionic (sodium, potassium and
calcium) parameters before shock. The osmotic shock was 10 minutes in freshwater and
the blood was collected after 10 minutes, 2 hours and 6 hours that were analyzed times.
The velocity data were submitted to student’s test T and osmotic shock by two-way
ANOVA and test post-hoc of Tukey with P<0.05 significance level. Enalapril maleate
reduce swimming velocity significantly and drop hormonal, metabolic and ionic
parameters during osmotic shock showing that the reduction of swim velocity can be to
cortisol and glucose reduction compared with control in osmotic shock trial may be

used with attenuating of captivity stress and in salinity changes in dusky grouper.
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1. Introducgéo

1.1. Producdo da garoupa Epinephelus marginatus (Lowe, 1834) (Teleostei:
Serranidae)

No Brasil e no mundo as atividades de piscicultura marinha crescem em
comparacdo a pesca extrativa (FAO, 2010). Em 2010 a producdo de pescado no Brasil
foi de 479.399 toneladas o que representa 0,61% da producdo mundial. As atividades de
piscicultura marinha foram menores que as continentais, com producao de pescado de
84.214,3 toneladas em 2011 comparadas com 544.490 toneladas da aquicultura
continental. Uma das espécies na producdo marinha de pescado brasileira é a garoupa
(Epinephelus spp.) com 1.116,7 toneladas em 2011 (MPA, 2011).

O Epinephelus apresenta 11 espécies registradas para a costa brasileira. Entre
estas estd a garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus (Lowe, 1834), a qual ocorre
nas regides Sudeste e Sul do Brasil, passa de um metro de comprimento e 40 kg de
peso. Ela possui grande interesse na pesca artesanal e esportiva do ponto de vista
econbmico e turistico e é apontada como candidata para a piscicultura marinha
(Figueredo & Menezes 2000, Sanches et al. 2009a,b, Ramos et al. 2012). Ela é
hermafrodita protoginica, ou seja, matura inicialmente como fémea e, em determinado
momento de seu desenvolvimento, sofre inversdo sexual tornando-se macho assim
como os demais membros da subfamilia Epinephelinae, familia Serranidae (Sanches et
al. 2009b).

Conhecidos como garoupas, meros, chernes e badejos, estdo entre as espéecies
mais cultivadas do sudeste asiatico devido ao seu alto valor comercial e por
apresentarem rapido crescimento, resisténcia ao manejo e adaptacdo a sistemas
intensivos de criagdo (Chou & Lee 1997). Esta inclusa na lista vermelha da
Internacional Union for Conservation of Nature and Natural Resources (IUCN) como
espécie ameacada (Fennessy, 2006). Por isto ela tem sido apontada com potencialidades
para aquicultura e repovoamento (Glamuzina et al 1998), porém é considerada uma
especie dificil de reproduzir em cativeiro devido ao seu comportamento reprodutivo ser
influenciado pela estrutura social (Zabala et al. 1997a,b).

Muitos teledsteos vivem em ambientes onde estdo sujeitos a diferencas

osmoticas e idnicas entre 0 ambiente interno e externo. As garoupas na natureza
1
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confrontam com mudangas drésticas de salinidade no ambiente externo. Juvenis da
subfamilia Epinepheline migram em direcdo aos estuarios de areia e preferem habitar
zonas de agua salobra. Durante esta¢cdes quando a temperatura e salinidade declinam
gradualmente eles movem para areas mais profundas ou migram para o mar (Doi et al.
1991). Os padrdes de migracdo e modo de recrutamento em larvas e juvenis de garoupa
sdo claramente influenciados por fatores ambientais como temperatura e salinidade
(Caberoy & Quinitio, 2000).

1.2. Mecanismos de Estresse em Peixes Teledsteos

Mudancas de salinidade podem ser consideradas estressantes para os peixes. O
cortisol possui um importante papel na adaptacdo hiperosmoética embora possa
promover adaptacao hiposmotica, dependendo da espécie (McCornick 2001, Mancera et
al. 2002, Laiz-Carrion et al. 2003).

Em relacdo ao comportamento em cativeiro 0s peixes Sd0 mais agressivos
devido a competicdo pelo recurso (alimento) e a densidade de estocagem (Ruzzante
1994, Huttingford 2004, Ashley 2007) e quando se estd tentando domesticar alguma
espécie para fins de producdo se tornam mais agressivos e estressados devido a
aclimatacdo ao novo ambiente e diminuem seu crescimento devido a energia em vez de
ser armazenada e estocada esta sendo liberada para o organismo consumir, perdendo
peso (Martins et al. 2012, Ashley 2007).

O comportamento anormal de peixes em cativeiro incluem comportamento
repetitivo e padrdes anormais de atividade de nado (Ashley 2007). Compreender a
origem funcional do comportamento anormal € importante para avaliar se representa
diminuicdo do bem estar ou respostas adaptativas ao estresse (Dawkins 2003, 2004).

O mecanismo de estresse inicia-se a partir do Sistema Nervoso Central (SNC) no
hipotdlamo que medeia o Sistema Nervoso Autbnomo (SNA). A partir disto possui trés
tipos de resposta: primaria, secundaria e terciaria (McCornick 2001, Ashley 2007).

A resposta primaria € mediada por horménios. Comega com a acdo de
neurotransmissores. O SNA simpatico (SNAS) possui noradrenalina como seu principal
neurotransmissor nos 6rgdos-alvo e quando é desencadeada a resposta de luta ou fuga

pelo organismo sdo liberadas catecolaminas a partir de nervos adrenérgicos (Reid et al.
2
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1998). A noradrenalina liberada pelas terminagdes do SNAS chegam as células
cromafins no rim cefélico, e estimulam a liberacdo de mais catecolaminas sendo a
resposta muito rapida (Randall & Perry 1992, Reid et al. 1998).

A ativagdo do limbo corticosteroide na resposta do estresse ocorre via
estimulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal (HPI) resultando a liberagdo de
cortisol para a circulacdo. O estresse estimula a expressdo e sintese do fator liberador de
corticotropina (CRF). Neurdnios do CRF estimulam a sintese e clivagem do precursor
pro-opiomelanocortina para o horménio adrenocorticotropico (ACTH). Associado a
liberagdo do ACTH, CRF tem também efeitos modulatdrios e comportamentais. CRF
tem sido demonstrado suprimir o apetite e o comportamento alimentar e também
estimula o aumento da atividade motora em salmonideos. O tempo da resposta inter-
renal do ACTH pela producéo de cortisol é variavel entre espécies, mas tipicamente tem
uma laténcia de minutos em vez de horas (Wendellar-Bonga 1997, Pankhurst 2011). Ele
é¢ o oprincipal indicador de estresse em peixes, independente do estagio de
desenvolvimento. Branquias, intestino e figado sdo alvos importantes para o cortisol 0s
quais refletem as acbes do horménio no controle do balanco hidromineral e do
metabolismo energético (Wendellar-Bonga 1997, Mommsen 1999). A taxa de liberacdo
de cortisol é usualmente o principal fator no controle dos niveis de catecolaminas. Ele é
liberado em menor quantidade, mas seus efeitos sdo mais prolongados (lwama et al
1999).

A reposta secundaria é mediada por metabdlitos produzidos a partir da
estimulagdo de cortisol e catecolaminas. O principal metabdlito avaliado em peixes € a
glicose por ser de facil analise e pelo consumo rapido do organismo. O cortisol e as
catecolaminas estimulam a glicogénese e gliconeogénese no figado, resultando na
producdo de glicose (Martinez- Porchas et al 2009, Pankhurst 2011, Wen-Ching et al
2012). E a resposta terciaria do organismo a qual possui maior importancia na
aquicultura é resposta imune e a influéncia no crescimento e reprodugdo (McCornick
2001, Ashley 2007).

1.3. Sistema Renina-Angiotensina (SRA) em peixes teleosteos
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O SRA é um dos principais sistemas endocrinos que atuam no balanco
hidromineral em peixes que o sistema é ativado mediante desafios que podem vir a
produzir hipotensdo como a transferéncia de salinidade ou hemorragia (Fuentes & Eddy
1997, Leedom et al. 2003,Butler & Brown 2007).

O SRA é uma cascata peptidica que se inicia na sintese e liberagdo da enzima
renina que cliva o angiotensinogénio para formar o decapeptidio Angiotensina I (Ang I).
Nos peixes marinhos aglomerulares a renina € produzida nas células justaglomerulares
no rim cefalico (Taugner & Hackenthal 1989, Butler & Brown 2007). A proxima etapa
¢ a conversdo da Ang | para o octapeptidio Ang Il pela enzima conversora de
angiotensina | (ECAI). As lamelas branquiais sdo o principal sitio na converséo de Ang
| para Ang Il, porém outros tecidos como rins e cerebro possuem atividades
significantes de ECA (Butler & Brown 2007).

O SRA é um dos primeiros sistemas enddcrinos que aparecem durante a
evolucdo dos vertebrados. Na escala filogenética se podem observar granulos de renina
em quase toda a arvore vascular dos peixes 6sseos (Romano 2004, Fournier et al. 2012).

Alguns estudos tém mostrado que o SRA ¢é ativado em peixes mantidos em
meios hiperosmoticos, onde suas a¢fes proporcionam manutencdo do volume e pressao
sanguineos (Wong et al. 2006). Em soma das ac¢Ges pressoras e dipsogénicas da Ang 1l
descritas anteriormente, outros efeitos diretos e indiretos da Ang Il sdo importantes para
sustentar o balanco de fluidos corporais como o cortisol. No linguado (Platichthys
flesus) a administragdo de Ang Il estimulou o aumento dos niveis de cortisol
plasméticos (Perrott & Balment 1990), enquanto que cortisol plasmatico e Ang Il
mudaram em paralelo quando o bagre (Sparus sarba) foi aclimatado em diferentes
salinidades (Wong et al. 2006). O cortisol aumentou com a transferéncia das enguias
(Anguilla anguilla) para &gua salgada e isto pode ser inibido pelo uso do captopril
(farmaco inibidor da ECA) (Kenyon et al. 1985). Ha também um efeito direto do SRA
para regular a atividade da bomba de Na'/K'-ATPase (NKA) em branquias
(Marsigliante et al. 1997), rim (Marsigliante et al. 2000) e intestino (Marsigliante et al.
2001) de enguia e no bagre a Ang Il produziu aumentos dose-dependentes na atividade
branquial da bomba de NKA (Wong et al. 2006).

Ha também carater dipsogénico sendo a Ang Il liberada como um

neurotransmissor no hipotalamo estimulando a ingestdo de agua e age no centro
4
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cardiovascular do tronco cerebral aumentando a frequéncia dos batimentos cardiacos
(Baldisserotto 2009, Le Mevel et al. 2012). Em peixes a Ang Il aumentou a ingestéo de
liquidos em espécies eurihalinas que vivem em aguas salobras estuarinas e comecgaram a
beber em aguas hipertdnicas (Takei & Tsuchida 2000). Porém com o uso de captopril
(inibidor da ECA) diminuiu o carater dipsogénico na enguia (A. anguilla) (Tierney et al.
1995).

1.4. Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina | (IECAI)

Para atenuar o Sistema Renina Angiotensina sdo utilizados drogas que inibem
uma das etapas na qual produzem um mecanismo de realimentacdo que aumenta ou ndo
o efeito final no organismo. As mais utilizadas sdo drogas que inibem a ECA 1 inibindo
a conversdo da Ang Il (Skidgel & Erdos 2004, Regoli et al. 2012).

Os IECAI (captopril, enalapril, entre outros) sdo farmacos vasodilatadores que
reduzem a resisténcia periferal vascular mudando a taxa cardiaca, diminuindo a pressédo
venosa pulmonar e possuem efeitos farmacocinéticos de 12-24h. Agem como
endotelioprotetores e vasodilatadores, reduzindo a pressdo sanguinea, aumentando o
fluxo sanguineo para o coracdo, cérebro e o rim e posteriormente para todos os tecidos,
prevenindo a ocorréncia de tromboses e a formacdo de ateroma e reduzir a resisténcia a
insulina. Recentemente, os IECASs sdo considerados como medicamentos potentes para
usos como drogas preventivas em pacientes com altos riscos de desenvolverem infarto
no coracao, ataque subito, retinopatia e faléncia renal progressiva, além de controlarem
0s niveis de cortisol e catecolaminas (Anderson et al. 1986, Regoli et al. 2012).

Quimicamente, os principais compostos usados como IECAs pertencem a trés
categorias: as sulfidrilas (captopril), os fosfonatos (fosinopril) e os dicarboxilatos
(enalapril), trés grupos de compostos que diferem na sua composi¢éo farmacocinética e
na sua acdo a qual para uma dose terapéutica media de captopril dura 6-8h e o enalapril
de 12-18h (Williams 1988).

Em peixes teledsteos a inibicdo da formacdo endogena usando lisinopril previne
0 aumento dos niveis de Ang Il e catecolaminas circulantes em hipdxia aguda em truta

arco-iris (Oncorrhynchus mykiss) (Lapner & Perry 2001) e o captopril diminuiu as
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concentragOes de cortisol plasmatico em enguias na agua doce (A. anguilla) (Kenyon et
al 1985).

1.4.1. Maleato de Enalapril

Maleato de Enalapril € uma pro-droga derivado de dois aminoacidos, L-alanina e
L-prolina a qual quando administrada oralmente é hidrolisada para a liberacdo do
composto ativo, o enalaprilato. O medicamento é 60% absorvido e 40% bioavaliavel
como enalaprilato. Ambos os compostos vao para a excregdo renal sem outro tipo de
metabolismo. A meia-vida funcional para acumulacdo de enalaprilato é 11h, e entdo é
aumentado na presenca de uma reducdo na funcao renal (Davies et al. 1984).

Mecanismo de acdo (farmacodindmica): a ECA é uma peptidil-dipeptidase a
qual catalisa a conversdo da Ang | a substancia pressora Ang Il. Depois da absorcao o
enalapril é hidrolisado a enalaprilato o qual inibe a ECA. A inibi¢do da ECA resulta na
diminuicdo da Ang Il plasmatica, diminui a secrecdo de aldosterona, promove aumento
dos niveis séricos de potassio e pode facilitar o trabalho cardiaco em mamiferos
(Gardner et al. 2004, Franco et al. 2011).

1.5. Justificativa

Ha vérios estudos em peixes teledsteos em relacdo aos agentes estressores como
mudangas de salinidade (Caberoy & Qunitio 2000, Prodocimo et al. 2007, Wen-Ching
et al. 2012), hipoxia (Bernier & Perry 1999, Lapner & Perry 2001) ou exercicio intenso
(Sandlom et al. 2006).

Ja em relacdo ao sistema renina-angiotensina, ha muitos estudos na medicina
humana e veterinaria principalmente relacionada com a formacgéo de patologias como
hipertensdo arterial, sindrome metabdlica, dislipidemia, resisténcia a insulina, doengas
cardiovasculares e doenga cronica renal (Stiefel et al. 2011, Zhou & Li 2011).

Ja em peixes com SRA ha estudos relacionados com mecanismos de estresse
como mudangas de salinidade (Fuentes & Eddy 1997, Wong et al 2006), hipoxia
(Bernier & Perry 1999) e com ingestdo de dgua (Takei & Tsuchida 2000) e relacionados

a horménios usando inibidores (Cobb et al. 1999, Sandlom et al. 2006), ou ndo
6
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(Furimsky et al 1996, Bernier et al. 1999) e com farmacos IECA em enguias de agua
doce (A. anguilla) com captopril (Perrott & Balment 1990, Tierney et al. 1995, Wong et
al 2006) e enalapril na transferéncia da agua doce na agua salgada em salméo do
atlantico juvenil (Salmo salar) (Fuentes & Eddy 1997) sendo os farmacos aplicados via
intravascular, entretanto ndo ha trabalhos que avaliam os efeitos destes farmacos
adicionados na racdo durante eventos estressores, importantes para a aquicultura quando
se estuda uma espécie para fins de producédo e avaliar o estresse em cativeiro. Se 0 uUso
do maleato de enalapril diminuir o nivel destes pardmetros poderia se constituir em uma

ferramenta para atenuar o estresse dos peixes e potencializar sua produgdo em cativeiro.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
Avaliar 0 uso do Maleato de Enalapril a partir do comportamento de nado e no

choque osmotico em juvenis da garoupa E. marginatus.

2.2. Objetivos Especificos
Analisar 0 uso do Maleato de Enalapril no comportamento natatério na garoupa
(E. marginatus);
Avaliar a utilizacdo do Maleato de Enalapril nos parametros hormonais, i6nicos

e metabdlicos na garoupa E. marginatus durante o choque osmaético.
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Uso do maleato de enalapril sobre comportamento natatorio e durante o choque

osmético de juvenis da garoupa (Epinephelus marginatus)*
B. F. CORREA'; M. A. R. GARRIDO-PEREIRA *; L A. ROMANO "

! Laboratério de Imunologia e Patologia de Organismos Aquéticos, Estacdo Marinha de
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Resumo

A garoupa Epinephelus marginatus (Lowe, 1834) (Teleostei: Serranidae) é uma
espécie marinha que na natureza sofre com mudancas de salinidade e que para
sobreviver apresenta respostas ao estresse. Os objetivos do estudo analisou o uso do
Maleato de Enalapril no comportamento natatério e nos parametros fisiol6gicos
(hormonais, idnicos e metabdlicos) na garoupa E. marginatus no choque osmotico. Para
0 comportamento natat6rio analisou a partir da velocidade de nado através de filmagem
e ela durou cinco minutos. J& o agente estressor avaliou durante quatro tempos, 120
garoupas divididas em dois sistemas de recirculacdo e verificou o0s niveis de cortisol,
catecolaminas, glicose e ions (sddio, célcio e potassio). O Maleato de enalapril atenuou
0 estresse diminuindo a velocidade de nado, cortisol, catecolaminas, glicose e ions
podendo ser usado na aquacultura como alternativa para aclimatar uma espécie em

cativeiro.
Palavras-chave: agente estressor; angiotensina Il; bem-estar; chogque osmotico.
1. Introducéo

A garoupa Epinephelus marginatus (Lowe, 1834) (Teleostei: Serranidae) é

hermafrodita protoginica, apresentando ocorréncia ao longo das regides Sudeste-Sul do

! A ser submetida no Peri6dico Aquaculture.



252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283

Brasil (Figueiredo e Menezes 2000). Essa espécie esta inclusa na Lista Vermelha da
Unido Internacional para Conservacdo da Natureza e Recursos Naturais (IUCN) como
espécie ameacada (Fernessy 2006). Na natureza, a garoupa esta confrontada com
mudangas de salinidade e frequentemente encontram-se frente ao estresse osmatico.
Dessa forma a sua sobrevivéncia necessita de mecanismos de controle rapido de volume
hidrico e regulacdo da pressao e por isto exibem uma ampla variacdo em suas respostas
a estressores como mudancas de salinidade (Caberoy e Quinitio 2000; Estudillo e Duray
2003; Wong et al. 2006).

O Sistema Renina Angiotensina (SRA) é um dos principais sistemas endocrinos
que atua no equilibrio hidrico entre os peixes e € ativado mediante desafios que
produzam hipotensdo como transferéncia de salinidade no qual é um evento estressor
(Brown & Hazon 2007; Fuentes e Eddy 1997). Ja o uso de farmacos inibidores da
Enzima Conversora de Angiotensina | (IECAI) pode atenuar o estresse em cativeiro ou
quando eles estdo expostos a um agente estressor. H& estudos em peixes utilizando
farmacos IECA em enguias usando captopril (Tierney et al. 1995) e enalapril no salmao
do atlantico na transferéncia de salinidade (Fuentes e Eddy 1997). Porém nao héa estudos
que avaliam o efeito de drogas inibidoras da ECA aplicados na ragdo durante eventos
estressores em cativeiro e no comportamento de nado e se o0 uso deles na aquicultura
pode ser aplicado para tanto. Sendo assim o objetivo do estudo foram analisou o uso do
Maleato de Enalapril no comportamento natatério e nos parametros fisioldgicos
(hormonais, i6nicos e metabdlicos) na garoupa E. marginatus durante o choque

osma@tico.

2. Material e Métodos

2.1. Comportamento natatorio

O experimento realizou no Laboratério de Piscicultura Estuarina e Marinha
(LAPEM) — Universidade Federal do Rio Grande, Brasil. 40 juvenis de garoupas
(controle: peso médio: 151,4+37g, comprimento médio: 20,41+1,8cm; maleato de
enalapril: peso médio: 157,6+32,3g, comprimento médio: 21,1+2cm) aclimatadas
durante 15 dias em dois sistemas de recirculacdo de agua. Cada tratamento realizou em

dois sistemas independentes com 20 peixes em cada tanque. Cada sistema compreendeu
9
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com trés tanques (300L), uma bomba de circulacdo (1/3 HP), filtro de areia,
esterilizador UV, skimmer e um sistema de aeracdo. Durante a aclimatacdo elas
recebiam alimentacdo duas vezes por dia com uma racdo comercial peletizada (Guabi
Foods Mongiana S.A. Séo Paulo, Brasil). Ap6s metade delas recebeu ragdo comercial
peletizada e a outra metade com 10mg. Kg™ de maleato de enalapril adicionados na
racdo. A partir do 20° dia realizou a analise de comportamento natatorio a partir da
velocidade de nado. Diariamente verificou a qualidade da agua durante todo o
experimento mostrado na Tabela 1.

Através da utilizacdo da filmagem das garoupas consistiu a analise da
velocidade de nado. Filmou-se durante a alimentagdo com a camera a distancia de 50
cm do tanque, sendo que nao se retirou a tela nem se realizou movimentos bruscos a fim
de ndo interferir no comportamento dos peixes. A filmagem durou 5 minutos, sendo que
entre 0 quarto e o quinto minuto observou-se com um zoom de 20x a fim de verificar o
movimento de nado de uma Unica garoupa. Realizaram-se trés filmagens no mesmo

tanque, duas vezes por dia totalizando seis filmagens.

Tabela 1. Parametros de qualidade da &gua entre os dois tratamentos (médiatdesvio
padrdo) durante todo o experimento (até o 20° dia). ME: maleato de enalapril, NAT:
Nitrogénio Amoniacal Dissolvido Total. As medi¢bes: temperatura e oxigénio
dissolvido — oximetro (E50, YSI, EUA), salinidade — refratbmetro (Atago S/Milli-E,
Japdo), pH — pHmetro de bancada (Metter Toledo five easy FE20, Suica-EUA),
alcalinidade — método titirimétrico (APHA, 1998), NAT e Nitrito dissolvido — Aminot e
Chaussepied (1983).

Parametros de qualidade da agua

Variaveis Controle ME
Temperatura (°C) 27,4+1,1 27,31
pH 8,09+0,1 8,1+0,1
Oxigeénio dissolvido (mg.L™) 5,3+1,2 5,74+1,2
Salinidade (%o) 29,85+0,67 29,85+0,67
Alcalinidade (mg COs™.L™) 171,7+11,6 165,3+12,1
NAT (N-NH;") (mg.L™) 0,53+0,3 0,54+0,3

10
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Nitrito dissolvido (N-NO) (mg.L™) 0,44+0,7 0,76+1,1

Com uma camara Sony DSC HX100V 16,2 mpx, Japdo executou a filmagem
dos peixes e os videos processados no programa Video-Track, versdo 3,4, Viewpoint
Life Science Inc., Montreal, Canada para avaliar a velocidade de nado dos peixes
analisados no estudio de Cinema na Universidade de Cinema, Buenos Aires, Argentina.
Avaliou-se a velocidade de translado do fundo a superficie em metros por segundo
(m/s) no tanque ao final de 20 capturas de imagem em cada grupo.

A anélise estatistica foi a comparacdo entre as médias da velocidade de nado
entre controle e tratamento por teste t de Student com nivel de significancia de p<0,05 e

elas foram feitas no software R (R 3.0.2) (R Development, 2009).

2.2.  Agente estressor — choque osmdtico

Para esta andlise utilizou 120 juvenis de garoupas (controle: peso meédio:
153,5+33,99, comprimento médio: 20,59+1,72cm; maleato de enalapril: peso médio:
163,6+33,9g, comprimento médio: 21,1+1,59cm), previamente aclimatados durante 15
dias em oOtimas condi¢bes de qualidade de agua (Tab. 2) em dois sistemas de

recirculacdo em aquicultura.

Tabela 2. Parametros de qualidade da &gua entre os dois tratamentos (médiatdesvio
padrdo) durante todo o experimento. ME: maleato de enalapril, NAT: Nitrogénio
Amoniacal Dissolvido Total. As medicdes: temperatura e oxigénio dissolvido —
oximetro (E50A, YSI, EUA), salinidade — refratdmetro (Atago S/Milli-E, Japdo), pH —
pHmetro (Metter Toledo five easy FE20, Suica-EUA), alcalinidade — método
titirimetrico (APHA, 1998), NAT e Nitrito dissolvido — Aminot e Chaussepied (1983).

Parametros de qualidade da agua

Variaveis Controle ME
Temperatura (°C) 26,89+0,9 26,7£0,9
pH 8,01+0,2 8,03+0,13
Oxigeénio dissolvido (mg.L™) 5,4+1,02 5,5+1,2

11
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Salinidade (%o) 29,9+0,54 29,9+0,54

Alcalinidade (mg CO5L™) 161,9+16,3 158,5+16,4
NAT (N-NHz") (mg.L™) 0,3+0,3 0,3%0,3
Nitrito dissolvido (N-NO) (mg.L™) 0,25+0,5 0,4+0,8

Através de uma racdo comercial alimentou as garoupas duas vezes por dia
durante 15 dias (Guabi, Foods Mongiana S. A. Sao Paulo, Brazil). Apds este tempo, 0
experimento consistiu de uma metade (n=60) das garoupas receberam a racdo mais
10mg.Kg™ de maleato de enalapril e a outra metade recebeu somente a racdo. Em
ambos os grupos a racdo foi dada duas vezes por dia durante 30 dias. Apds executou-se
0 choque osmético no qual é o agente estressor no estudo.

O choque osmdtico consistiu da transferéncia dos peixes para a agua doce
(salinidade 0%o) por 10 minutos. Coletou as amostras de sangue antes do choque (AC),
ap6s o choque (Oh) e 2 e 6 horas ap6s (2h e 6h) as quais foram os tempos de
recuperacdo. Nos tempos de recuperacdo acondicionaram-se em seis tanques de 70L,
sendo que em cada um consistiu de cinco peixes. Para cada tempo executou em tanques
diferentes a fim de nédo interferir nos resultados. Utilizaram-se 30 peixes por tempo
analisado, 15 por tratamento. Em todos os tempos amostraram-se peixes diferentes,
totalizando 120. Entdo, cada garoupa foi anestesiada com benzocaina (150 ppm) e o
sangue periférico coletado pela puncdo da veia caudal com uma agulha de 26-gauge
com heparina e junto a uma seringa de 1 mL. Ndo houve mortalidades durante ou apos a
coleta de sangue e durante o experimento de choque osmotico. Cada amostra de sangue
retirado dentro dos tubos de plasma de todos os peixes imediatamente antes e ap6s 0
choque osmotico. As amostras de soro obtiveram-se apds a centrifugacdo em 30009
para 10 min em 4 °C e estocadas em um Ultrafreezer (Indrel, Parand, Brazil) —86 °C até
as analises. As concentragdes de cortisol, glicose e fons (Na*, Ca™ e K*) no soro
determinou-se usando um analisador automatico bioquimico (Cobas 6000 analyzer,
Roche, Germany) através da analise de imunoensaio competitivo. Enguanto que a
deteccdo fluorimétrica (HPLC) foi usada para as catecolaminas adrenalina e
noradrenalina.

Para comparar tempos de recuperacdo e tratamentos usou analise de variancia

ANOVA duas-vias, seguido do teste post-hoc de Tukey a fim de avaliar se houveram
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diferengas significativas entre as variancias. Consideraram-se significativos os dados se
P<0,05.

3. Resultados
3.1. Comportamento natatorio
Entre os tratamentos houve diferencas significativas na velocidade de nado,
sendo o tratado com maleato de enalapril (8,87.10%+1,4.10* m.s*) com velocidade
menor que o tratamento controle (1,325.10°+6.10"° m.s™) (teste t, P<0,05) (Fig. 1).

2x107

1x107? -

A\
\

3x10°

Velocidade de nado (m.s™)

Tratamentos

Fig 1: Gréafico dos resultados do Comportamento de Nado através da velocidade de
nado (m.s®) de garoupa (Epinephelus marginatus). C: controle, ME: Maleato de
Enalapril (10mg. Kg™). As barras representam as médias e as linhas representam o
desvio padrdo. Asterisco indica diferenca significativa do tratamento em relagcdo ao
controle. P <0,05.

3.2.  Agente estressor — Choque osmotico
Os resultados apresentam diferencas significativas (P<0,05) entre os
tratamentos. O tratamento com Maleato de Enalapril reduziu as concentragcdes de
catecolaminas, cortisol, glicose, sodio e célcio em comparacdo ao tratamento controle
(Fig. 2 e 3). Em relagcdo aos tempos avaliados e os tratamentos houve diferencas
significativas o sédio, o calcio e a glicose. E as concentracdes idnicas ndo mostraram
alteracOes entre os tempos, somente entre os tratamentos, em que com ME houve uma
13
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Fig. 2: Grafico das concentracGes soroldgicas de sodio, calcio e potassio no choque
hiposmético da garoupa (Epinephelus marginatus) entre os tratamentos. AC: antes do
choque hiposmotico. Letras diferentes na mesma linha representam diferencas
significativas ao longo do tempo no mesmo tratamento. * Representa diferencas
significativas entre os tratamentos para 0 mesmo tempo experimental. (média dp,
ANOVA duas-vias, Tukey, p<0,05).
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Fig. 3: Grafico das concentracdes soroldgicas de cortisol, glicose, adrenalina e
noradrenalina no choque hiposmotico da garoupa (Epinephelus marginatus) entre 0s
tratamentos. AC: antes do choque hiposmotico. Letras diferentes na mesma linha
representam diferencas significativas ao longo do tempo. * Representa diferencas
significativas entre os tratamentos para 0 mesmo tempo experimental. (média +dp,
ANOVA duas-vias, Tukey, p<0,05).

Entre os tratamentos antes do choque osmético tiveram diferencas significativas as
catecolaminas (NOR: ME: 4,68+0,6; Controle: 8,22+0,9; AD: ME: 1,65+0,3; Controle:
2,07+0,4 nmol.L™) (Fig. 3), glicose (ME: 95,8+6,8; Controle: 162,7+4,5 mg.dL™), sédio
(ME: 160,5+4,1; Controle: 183,5+ 3,8 nmol.L™) e calcio (ME: 0,5+0,2; Controle:
1,4+0,1 nmol.L™"), sendo o tratado menor do que o controle. Os outros dados n&o
apresentaram diferencas significativas. Somente o potassio apresentou aumento (ME:
3,8+0,4 nmol.L™) comparado ao controle (3,5+0,4 nmol.L™).

Ja durante o choque osmotico no tratamento em quase todos os parametros
avaliados tiveram queda exceto 0 potassio que aumentou (3,9+0,3 nmol.L™) comparado
com o controle (3,5+0,4 nmol.L™Y) (Fig. 2). Entre os parametros tiveram diferencas

17
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significativas o cortisol (ME: 54,6+3,6; Controle: 64,7+6,9 ng.mL™) (Fig. 3), o sédio
(ME: 146,1+3,7; Controle: 182,9+4,3 nmol.L™Y), a glicose (ME: 105,2+6,1; Controle:
160,7+4,6 mg.dL™) e o calcio (ME: 0,5+0,03; Controle: 1,3+0,1 nmol.L™).

Durante o primeiro tempo de recuperacdo avaliado (2h) entre 0s parametros no
tratamento tiveram queda a glicose, o sédio, o calcio, o cortisol e as catecolaminas
comparado com o controle. E tiveram diferencas significativas a adrenalina (ME:
1,47+0,1; Controle: 1,71+0,3 nmol.L™), a glicose (ME: 101,5+5,6; Controle: 170+7,9
mg.dL™Y), o sédio (ME: 160,9+5,9; Controle: 182,9+ 3,3 nmol.L™) e o célcio (ME:
0,5+0,1; Controle: 1,4+0,04 nmol.L™) entre os dois tratamentos.

Entre os tempos de recuperacdo (2 e 6h) comparados com o tempo anterior ao
estresse (AC) com o maleato de enalapril tiveram diferencas significativas a adrenalina
(2h: 1,47+0,1; 6h: 1,36%0,1; AC: 1,65+0,3 nmol.L™"), o célcio (2h: 0,5+0,1; 6h:
0,4+0,05; AC: 0,5+0,2 nmol.L™?) que tiveram uma queda e a glicose (2h: 101,5+5,6;
6h: 117,2+4,4; AC: 95,8+6,8 mg.dL™) que teve um aumento .

Entre os tempos de recuperacdo (2 e 6h) comparados com o tempo anterior ao
estresse (AC) com o controle tiveram diferencas significativas a noradrenalina, (2h:
6,42+0,7; 6h: 6,67+0,8; AC: 8,22+0,9 nmol.L™) a adrenalina (2h: 1,71+0,3; 6h:
1,72+0,2; AC: 2,07+0,4 nmol.L™), a glicose (2h: 170+7,9; 6h: 187+5,4; AC: 162,7+4,5
mg.dL™) e o potassio somente em 6h (6h: 3,9+0,3 nmol.L™; AC: 3,5+0,4 nmol.L™%).

Entre os tempos de recuperacdo (2 e 6h) comparado com o chogue osmotico (0h)
tanto no controle como o tratado apresentaram quase 0 mesmo resultado apresentando
diferengas significativas a adrenalina com uma queda e a glicose um aumento nos
tempos de recuperacao; a noradrenalina somente no controle e o calcio no tratado.

E no segundo tempo de recuperacdo analisado (6h) entre os pardmetros no
tratamento houve queda das concentragdes de glicose, sédio, célcio, e as catecolaminas
e tiveram diferenca significativa a adrenalina (ME: 1,36+0,1; Controle: 1,72+0,2
nmol.LY), o sédio (ME: 158,8+3,8; Controle: 182,5+3,2 nmol.L™) e o céalcio (ME:
0,440,05; Controle: 1,4+0,04 nmol.L™) tiveram queda e somente a glicose (ME:

117,2+4.4; Controle: 187+5,4 nmol.L™) teve um aumento.

4. Discussao
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4.1. Comportamento natatorio

Em relacdo a velocidade de nado houve diferencas significativas entre o
tratamento comparado com o controle. Esta diferenca pode ser devido ao estresse em
cativeiro que com o uso do maleato de enalapril diminuiu as concentragdes de cortisol e
assim diminuindo a velocidade de nado. O uso de IECA (captorpril) diminuiu as
concentracdes de cortisol no sangue (Kenyon et al. 1985; Tierney et al. 1995). O
cortisol € o principal componente para a resposta primaria ao estresse e esta relacionado
ao bem estar assim como afeta funcGes fisioldgicas e cerebrais modificando o
comportamento, aumentando a agressividade (Ellis et al. 2012). O enalapril por alterar o
metabolismo energético pode afetar o desempenho de nado. Testes de cortisol no robalo
(Dicentrarchus labrax) mostrou que os peixes tratados com cortisol nadaram melhor e
em maior distancia do que o controle (Carbonara et al. 2010), mostrando que ha uma
relagdo entre o cortisol e a velocidade de nado, como aconteceu neste estudo.

Neste estudo as garoupas mostraram os niveis de catecolaminas, glicose e célcio
maiores previamente a realizacdo do choque osmdtico. As praticas na piscicultura
apresentam muitas situacdes onde o estresse e danos fisicos podem fortemente aumentar
a susceptibilidade de ocorrer patologias e um destes casos pode ser explicado pelo
comportamento da garoupa em ambiente de cativeiro (Ashley, 2007) e as etapas do
estresse no organismo envolvem aumentos nas catecolaminas, cortisol e glicose, 0 que
ocorreu com o controle comparado com o tratamento com o Maleato de Enalapril. Este
foi o primeiro estudo com o uso de farmacos IECA no comportamento em cativeiro de

peixes teledsteos.
4.2.  Choque osmdtico — agente estressor

O Maleato de Enalapril diminuiu as concentracfes sorologicas de catecolaminas
em todos os tempos comparado com o controle. Em truta arco-iris (Oncorrhynchus
mykiss) com o uso de lisinopril (10 mol.kg™) diminuiu significativamente a liberag&o
de catecolaminas e a quantidade basal comparado com o controle (Bernier et al. 1999).
A Ang Il pode agir como um potente secretagogo nédo-colinérgico de adrenalina

humoral em truta, atuando na liberacdo de catecolaminas, como observado no estudo de
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Bernier & Perry (1999). Dessa forma agindo na ativagdo do sistema nervoso autdbnomo
simpatico no qual esta envolvida a resposta primaria do estresse (Bernier et al. 1999;
Bernier e Perry 1999; Carey & Padia 2008). Portanto o uso o Maleato de Enalapril por
inibir a formacgdo de Ang Il diminuiu as concentracfes de catecolaminas, como ocorreu
no presente estudo.

Entre os tempos avaliados o cortisol apresentou diferenca significativa somente
no choque osmdatico entre controle e tratamento. Estudos com tratamento de cortisol tém
sido mostrados para aumentar a tolerancia a agua salgada em peixes (Mommesen et al.
1999; Wen-Ching et al. 2012). No trabalho de Wen-Ching et al. (2012) os niveis
soroldgicos de cortisol e glicose de peixes transferidos de 24 para 29 e 34% de agua
salgada da garoupa E. malabaricus aumentou significativamente apds 10 e 20 min,
respectivamente. Sem diferencas significativas nos niveis de cortisol e glucose
soroldgicos foram observados para os peixes ap6s 30 min em todos 0s tratamentos,
diferente do presente estudo (E. marginatus). Em agua doce houve uma diminui¢do das
concentracdes de cortisol assim como no presente estudo, mostrando que o cortisol esta
envolvido na transferéncia para agua salgada. E no bagre (S. barba) (Wong et al. 2006)
quando foram testados em diferentes salinidades, aqueles que estavam em &gua salobra
(6 e 13%o0) estiveram com mais baixos niveis de cortisol do que aqueles na dgua salgada
(33%o). Portanto, aumento dos niveis de cortisol no choque osmotico da garoupa explica
0 estresse primario e na tolerancia a 4gua salgada.

O SRA possui significancia fisioldgica no controle da secrecdo de cortisol
segundo Perrott e Balment (1990). A administragdo do ME nas garoupas houve uma
reducdo soroldgica de cortisol em todos os tempos. Em linguado (P. flesus) o uso de
captopril (72mg.Kg™) junto com papaverina (relaxante de musculo liso) diminuiu os
niveis de cortisol circulante (Perrott e Balment 1990). Enquanto, no bagre (Sparus
barba) a injecéo intra-arterial de captopril (500nmol.100g™) diminuiu os niveis de
cortisol em peixes na agua salgada a 33 e 6%o (Wong et al. 2006). No presente estudo o
uso do maleato de enalapril reduziu significativamente as concentra¢Ges de cortisol
mostrando a relagdo com o SRA.

Nos niveis de glicose na garoupa apresentou aumento durante os tempos de
recuperacdo (2 e 6h) comparado com antes do choque e durante o choque osmético

entre os dois tratamentos, depois dos aumentos de cortisol e de catecolaminas em que
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nos tempos de recuperagdo houve uma queda nos dois pardmetros, provando que a
hiperglicemia mostra como um mecanismo de estresse secundario, onde ha a
mobilizacdo de metabdlitos para a corrente sanguinea (McCornick 2001). E o
tratamento com Maleato de Enalapril houve queda das concentracbes de glicose em
todos os tempos comparado com o controle.

O estresse provoca aumentos nos niveis plasmaticos de glicose. Elevacbes dos
niveis de glicose no plasma sdo geradas inicialmente por glicogenodlise mediada por
catecolaminas e, em estagios tardios, gluconeogénese mediada por cortisol (Mommsen
et al. 1999; Begg e Pankhurst 2004). De acordo com Wagner et al. (2003) tem sido
demonstrado que somente as catecolaminas podem aumentar os niveis de aglcares. O
cortisol ativa processos de glicogenodlise e gliconeogénese em peixes; mas também
causa o aumento das células cromafins na liberacdo de catecolaminas, o qual aumenta
mais a glicogenolise e modula as fungdes respiratdrias e cardiovasculares (Reid et al.
1998). Este processo aumenta os niveis de substrato (Glicose) para produzir bastante
energia de acordo com a demanda (Martinez-Porchas et al. 2009). Hiperglicemia é
assim considerada como o mais comum indicador de estresse devido aos niveis de
cortisol e adrenalina elevados (Barton et al. 2002). Para a garoupa E. malabaricus a
glicose aumentou diretamente com a salinidade e o tempo de exposi¢do (Wen-Ching et
al. 2012), assim como em E. marginatus, mostrando que no presente que a glicose
possui relacdo com o estresse secundario.

Na garoupa no tratamento houve uma diminui¢do das concentragdes soroldgicas
de sédio na transferéncia da agua salgada para agua doce, enquanto que no controle as
concentracdes mantiveram inalteradas. No salmao do atlantico da transferéncia da agua
doce para a agua salgada houve um aumento dos niveis plasmaticos de Na* e CI" na
concentracdo de 200mg.Kg™ de enalapril (Fuentes & Eddy, 1997). No linguado (P.
flesus) (Bond et al. 2002) as concentra¢es plasmaticas de sodio e cloreto foram 14-
17% mais baixas em agua doce comparado a agua salgada, embora os de céalcio de
magnésio mantiveram inalterados no linguado os da garoupa mantiveram inalterados.
No salméo (Salmo gairdneri) em que se avaliou a captura associada com a remoc¢éo do
peixe no aquario o estresse resultou no aumento das concentragBes plasmaticas de
cortisol, um pequeno aumento da glicose, Na* e Mg*™ e uma queda nos niveis de

potassio (Laidley e Leatherland 1988), assim como verificado na garoupa. Enquanto que
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o0s niveis de calcio aumentaram no controle comparado com o tratamento como na truta
arco-iris, que neste estudo o cortisol exerce efeitos hipercalcémicos por estimular a
entrada de Ca* da 4agua e que este forma uma parte intrinseca das acdes
mineralocorticoides estabelecida do cortisol em peixes (Filk e Perry 1989). Um dos
mecanismos pelo qual o cortisol aclimata os peixes em &gua salgada é por diferenciacdo
celular das células de cloreto e por estimulacdo da enzima Na'/K*ATPase. Ele pode
estar envolvido na producdo de glicose para prover energia para sintese de proteinas e a
ativacdo da bomba de sédio na dgua salgada (Mommsen, 1999) e ele tem sido mostrado
para estimular a entrada de célcio e a bomba de sédio branquial na truta arco-iris em
agua doce (Flik e Perry, 1989).

5. Conclustes
Podemos concluir que o maleato de enalapril (10mg.Kg™) atenuou o estresse em
peixes no ambiente de producdo de acordo com a reducgéo da velocidade de nado, assim
como na concentrac@es de cortisol, catecolaminas e glicose. Entretanto ndo alteraram as
concentragdes ibnicas sanguineas dos peixes entre os tratamentos, podendo ser usado na

aquicultura para aclimatizar uma espécie ao ambiente de producéo.
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4. ConclusGes gerais

Podemos concluir que 0 maleato de enalapril (10mg.Kg™) diminuiu a velocidade
de nado, diminuindo o estresse em peixes em cativeiro o qual foi atenuante em todos 0s
parametros comparados com o controle, podendo ser usado na aquicultura para
aclimatizar uma espécie ao ambiente de producdo por reduzir as concentracdes de
catecolaminas e glicose. Entretanto os dados idnicos ndo apresentaram diferencas entre

0s tempos avaliados somente no controle e tratamento.
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