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RESUMO

As alteracBes nos parametros fisico-quimicos da &gua durante o transporte de peixes
Vvivos, e 0s altos custos relacionados a essa atividade, tornam importante o estudo para
aprimorar e desenvolver novas tecnologias de transporte. O presente trabalho estudou a
possibilidade de transportar juvenis de linguado Paralichthys orbignyanus sem agua ou
a “seco” de forma simulada, avaliando respostas secundarias do estresse e a
sobrevivéncia. Os peixes (26 + 2 cm; 227 + 37 g) foram mantidos em jejum por 24 h e
em seguida submetidos a reducdo da temperatura da agua de 23 °C para 10 °C (1 °C/h),
quando entdo, foram embalados para o transporte: com agua (TA) e a seco (TS). O
transporte teve duragdo de 10 h e a temperatura foi mantida a 10 °C. Foram realizadas
coletas de sangue para avaliar as respostas secundarias do estresse; no figado, musculo e
branquias foram avaliados o dano oxidativo lipidico (TBARS) e capacidade
antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP). Os juvenis foram amostrados nos
tempos 0 h, 1 h e 24 h ap6s o transporte. A sobrevivéncia foi de 100% nos dois
tratamentos. Apenas peixes do tratamento TS aumentaram a glicemia logo apds o
transporte, enquanto as concentragfes de lactato e hematdcrito ndo diferiram entre 0s
tratamentos apos o transporte e durante a recuperacdo. A osmolalidade e a concentragédo
de CI" em TS foram maiores logo ap0s o transporte e 1 h ap6s a chegada em relacdo ao
TA. A concentragio de K* foi menor em TA ao fim do transporte, enquanto a
concentragdo de Na® foi reduzida em TA ao longo de 24 h. Ap6s 24 h, ndo foi
observada diferenca em nenhum parametro entre os tratamentos. A competéncia
antioxidante no figado apresentou um aumento transitério apés 1 h do transporte em
TA, porém em ambos os tratamentos ndo houve diferencas na ACAP em 24 h. As
branquias tiveram oscilagdes pontuais na ACAP, enquanto o muasculo manteve 0s
valores de ACAP inalterados ao longo do experimento. No entanto, ndo foi observado
dano oxidativo lipidico em nenhum tecido em ambos os transportes. Os resultados
indicam que é viavel o transporte de linguado sem agua por até 10 h e o transporte em
agua na densidade de 68 g/L, visto que ndo houve mortalidade. Em adig&o, o transporte
a seco pode representar uma reducdo de até trés vezes no custo do transporte de peixes

VIVOS.

PALAVRAS CHAVES: alteraces fisiologicas, confinamento, defesas antioxidantes,

parametros bioquimicos.
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ABSTRACT

Variations in water quality parameters during and after live fish transport, and the high
costs related for this activity, make it an important point for research, to improve and
develop new technologies. The present study aimed to evaluate secondary stress
responses and survival of juvenile flounder Paralichthys orbignyanus at simulated
transport in water or in dry environment. To achieve that, juveniles (26 £ 2 cm; 227 +
37 g) were fasted for 24 hours and then submitted to a progressive decrease in water
temperature from 23 °C to 10 °C (1 °C/ hour). Subsequently the fish were packed for
transport in the following conditions: with water (TA) and dry (TS). The transport
lasted 10 h and the temperature was maintained at 10 °C. Blood samples were collected
to evaluate the secondary stress responses; liver, muscle and gills were sampled to
evaluate lipid peroxidation (TBARS) and total antioxidant capacity against peroxyl
radicals (ACAP). Furthermore, juveniles were sampled at 0 h, 1 h, and 24 h after
transport and subsequently stocked in recovery tanks. The survival rate was 100% in
both treatments. Fish from TS treatment increased blood glucose levels after transport,
while lactate and hematocrit levels did not differ in both transports and during the
recovery. Osmolality and CI" concentration in TS were higher after transport and 1 h
after recovery in comparison with TA. The K" levels decreased in TA after transport,
while the Na* levels decreased during 24 hours in the recovery at TA. After 24 hours,
no differences were observed in any parameter between treatments. The total
antioxidant capacity in liver showed a transient increase in TA at 1 h after transport, but
the ACAP in both treatments no changes after 24 hours. We verified variations in
ACAP measured in gills, and the muscle ACAP remained unchanged. No changes were
observed in lipid peroxidation in any tissue at both transports. The results indicate that it
is possible to transport juvenile flounder in dry conditions for 10 h, and stocking density
for transport in water can reach 68 g /L, since no mortality was observed. In addition,
the cost of flounder transported in water is 3 times more expensive, therefore it is

recommended to transport flounder without water.

KEY WORDS: antioxidant defenses, biochemical parameters, confinement,
physiological changes.
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1. INTRODUCAO

Em 2014 a aquicultura foi responsavel por 73,8 milhdes dos 167,2 milhdes de
toneladas de organismos aquéticos consumidos, representando 44,1% do valor total.
Dentre os organismos cultivados, aproximadamente 49,8 milhdes de toneladas eram de
peixes (67,4%). A projecdo para 0s proximos anos é de um aumento da proteina animal
proveniente da aquicultura (FAO, 2016), e consequentemente havera um aumento das
atividades relacionadas & producédo aquicola, como o transporte de animais.

O transporte de peixes vivos é utilizado para diferentes fins, como o
deslocamento de animais para laboratérios de reproducéo; transferéncia de juvenis para
os tanques de engorda; transporte de peixes da engorda para O
processamento/beneficiamento; ou até mesmo para a comercializagdo de peixes vivos
em feiras e mercados (Berka, 1986; Lee & Sadovy, 1998; Lim et al., 2003; Nomura et
al., 2009; Shabani et al., 2016).

A aquicultura apresenta uma variedade de técnicas de transporte, podendo ser
realizado por meio do sistema fechado, que consiste em transportar 0s organismos em
sacos plasticos com agua e oxigénio dissolvido, geralmente na proporcéo de 1:2, ou por
meio do transporte em sistema aberto, no qual ha fornecimento constante de
aeracdo/oxigénio em caixas de transporte (Berka, 1986; Lim et al., 2003). No sistema de
transporte aberto as alteracfes da dgua tendem a ser menores que no sistema fechado,
visto que o fornecimento de ar/oxigénio pode ser controlado, o que minimiza a reducéo
de niveis de oxigénio dissolvido na agua (hipoxia), o acimulo de diéxido de carbono e
consequentemente reducdo do pH (Lim et al., 2003; Shabani et al., 2016). Ambas as
formas de transporte podem ser realizadas por via aérea, terrestre ou aquatica (Berka,
1986; King, 2009).

Os sistemas de transporte devem fornecer todo suporte necessario para manter 0s
peixes vivos durante e apos o transporte (King, 2009). O transporte de peixes vivos
requer uma serie de cuidados, principalmente em relacdo aos parametros fisico-
guimicos da agua, que tendem a se alterar durante o transporte (Berka, 1986; Lim et al.,
2003; Shabani et al., 2016). O fornecimento de niveis adequados de oxigénio dissolvido
¢ um fator importante durante o transporte, e estd relacionado com outras variaveis,

como a temperatura da adgua e densidade de estocagem durante o transporte, que varia
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conforme a espécie e a habilidade do peixe para tolerar o estresse (Berka, 1986; Lim et
al., 2003).

Outro aspecto importante durante o transporte de peixes é a concentragdo do
dioxido carbono (CO,), que tende a se acumular principalmente no transporte de peixes
em sistema fechado e que é um dos principais residuos metaboélicos produzidos durante
o transporte, gerado pela respiracdo dos organismos (Berka, 1986; Shabani et al., 2016).
O CO; influencia no equilibrio do pH, sendo que concentracdes elevadas de CO,
tornam o pH mais &cido. O acumulo de amonia é resultado da excrecdo dos peixes e se
apresenta de duas formas, como amdnia ionizada (NH,") e amonia ndo ionizada (NH3)
(Lim et al., 2003; Wright & Wood, 2012). O pH por sua vez age diretamente no
equilibrio da amdnia na agua, favorecendo a forma néo ionizada quando ha aumento do
pH.

A queda na qualidade da agua durante o transporte pode afetar diversos aspectos
fisioldgicos dos peixes (Barton, 2002; Sampaio & Freire, 2016; Shabani et al., 2016). O
transporte € uma atividade que gera estresse, levando a diversas respostas metabolicas
(Barton & Iwama, 1991), podendo refletir até na qualidade final do pescado, como
alteracdo da textura, sabor e cor (Skjervold et al., 2001).

O estresse pode ser definido como a resposta a um estimulo, sendo que esta
resposta pode de alguma forma alterar o estado homeostatico do peixe (Barton &
Iwama, 1991). Estas respostas podem ser ocasionadas por meio de estimulos quimicos
(contaminacdo e exposicdo a poluentes, acidificacdo e baixos teores de oxigénio da
agua), bioldgicos (densidade de estocagem inadequada), ou fisicos (manejo,
confinamento, captura e transporte) (Barton, 2002). As alteracdes fisioldgicas
ocasionadas pelo estresse agem em cascata, desencadeando uma serie de respostas,
conhecidas na literatura como resposta primaria, secundaria e terciaria (Barton & Iwama
1991; Barton, 2002).

As respostas primarias resultam no aumento das catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) produzidas nas células cromafins, e acdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-
interrenal (HPI), aumentando a liberacdo dos hormdnios corticosterdides (cortisol)
produzidos nas células interrenais (Barton & lwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997).

As respostas secundarias incluem mudancas metabolicas como o aumento da

glicose, lactato e diminuicdo do glicogénio nos tecidos, aumento da produgdo de HSP
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(Heat Shock Protein), distarbios osmorregulatérios, alteracbes hematolégicas como o
hematocrito e leucdcitos, além de afetar o sistema imunolégico (lwama, 1998; Barton,
2002). As respostas terciarias refletem no desempenho animal, afetando o crescimento,
reproducéo, resisténcia a doencas, e sobrevivéncia (Wendelaar Bonga, 1997; Barton,
2002; Schulte, 2014).

Muitos estudos vém sendo realizados para avaliar diferentes formas de
transporte que garantam o bem-estar dos peixes (Barton, 2002; Lim et al., 2003;
Harmon, 2009; King, 2009). Diferentes respostas bioquimicas sdo utilizadas a fim de
avaliar as alteragdes fisioldgicas diante a uma determinada circunstancia, como niveis
de cortisol, glicose e lactato (Hur et al., 2007; Gesto et al., 2015; Wu et al., 2015).
Outra alteracdo bioquimica do metabolismo utilizado para organismos aerobios é a
relacdo entre espécies pré e antioxidantes (Blier, 2014; Gao et al., 2014).

Os estudos com estresse oxidativo em peixes avaliam o efeito de xenobioticos
(Slaninova et al., 2009; Fonseca et al., 2011), aumento de temperatura no ambiente
(Grim et al., 2010; Vinagre et al.,, 2012; Madeira et al., 2016) e efeitos de
hipdxia/andxia seguidos de reoxigenacdo (Lushchak, 2011; Hermes-Lima et al., 2015).
Ainda sdo poucos os estudos avaliando o efeito das atividades relacionadas a
aquicultura no estresse oxidativo de peixes (Castro et al., 2012; Shim et al., 2012),
principalmente o efeito do transporte. Azambuja et al. (2011) e Salbego et al. (2014)
avaliaram o efeito do uso de anestésicos durante o transporte de Rhamdia quelen nos
parametros bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo. No entanto, pouco se sabe
sobre o efeito de diferentes formas de transporte nos parametros bioquimicos em outras
espécies de peixes.

Os organismos aerdbicos geram radicais livres e espécies reativas de oxigénio
(ROS). Estas substancias sé@o produzidas por diferentes tecidos pela redugdo do
oxigénio molecular (O,) (Halliwell & Whiteman, 2004). Os radicais livres e espécies
reativas de oxigénio (ROS), tais como, radical anion superéxido (O,"), radical hidroxila
('OH) e peroxido de hidrogénio (H,O,) participam de uma serie reagfes, onde varios
metabolitos reativos sd@o formados. Estes metabolitos sdo gerados naturalmente na
respiracdo mitocondrial, devido ao “escape” de elétrons da cadeia transportadora, ou por
alguma disfuncdo bioldégica (Halliwell & Whiteman, 2004; Slaninova et al., 2009;

Duragkova, 2010). A fim de remediar os efeitos negativos causados pelos radicais livres
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e ROS, os animais desenvolveram mecanismos de defesa conhecido como sistema
antioxidante, essencial para manter o estado redox (Slaninova et al., 2009; Dura¢kova,
2010).

O sistema de defesa antioxidante é classificado em enzimatico e ndo enzimatico.
Os antioxidantes enzimaticos sdo a catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (Gr), glutationa S-transferase (GST).
Estas sdo sintetizadas pelo préprio organismo (Halliwell & Whiteman, 2004; Martinez-
Alvarez et al., 2005). J& os antioxidantes ndo enzimaticos podem ter origem exdgena ou
dietética como o R-caroteno, acido ascérbico (vitamina C), flavonoides e a-tocoferol
(vitamina E) (Halliwell & Whiteman, 2004). Estas substancias tém funcdo de retardar,
impedir ou remover o dano oxidativo das moléculas alvo (Halliwell & Whiteman, 2004;
Martinez- Alvarez et al., 2005; Slaninova et al., 2009; Durackova, 2010).

O excesso de radicais livres e ROS podem alterar o estado redox. Se a acao pro-
oxidante superar a acdo antioxidante ocorre o estresse oxidativo (Halliwell &
Whiteman, 2004). As mudancas no estado redox estimulam ou inibem a sinalizacdo de
varias atividades proteicas, causam oxidacdo em proteinas; DNA e componentes
esterdides, bem como a oxidacéao de lipideos poli-insaturados nas membranas celulares
(Martinez- Alvarez et al., 2005; Lushchak, 2011; Hermes-Lima et al., 2015). No
entanto, a presenca de ROS e alguns radicais livres sdo necessarios para a regulacao e
sinalizacdo celular, como a expressdo de genes e reparacdo de processos de apoptose,
inflamacdo e proliferagéo celular (Slaninova et al., 2009; Durackova, 2010).

No ambiente aquatico o organismo esta sujeito a diversas variagdes ambientais
(Hermes-Lima et al., 2015). No caso do transporte de peixes, eles podem ser
submetidos a ambientes hiperoxicos, devido a saturacdo de oxigénio que é realizada na
agua para manter niveis de O, elevados durante o transporte, bem como em ambientes
hipdxicos, decorrente do consumo de oxigénio e consequente redugdo dos niveis de
oxigénio dissolvido na agua.

Os organismos oxirreguladores, em situacdo de hipoxia, aumentam a ventilagéo
branquial, a fim de elevar o volume de agua que passa pelas brénquias e aumentar a
disponibilidade do oxigénio, ao contrario dos oxiconformadores, que reduzem a
ventilagdo branquial em situacdo de hipdxia, devido a capacidade de regular o consumo

de oxigénio conforme a disponibilidade do ambiente. Contraditoriamente, os peixes
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oxirreguladores também podem reduzir a frequéncia do batimento cardiaco
(bradicardia), diminuindo o fluxo de sangue a fim de evitar o gasto de energia pelo
coracao e permitir a manutencdo de sangue para outros tecidos (Hughes, 1973).

A exposicéo a hipdxia aumenta a concentracdo da hemoglobina e o numero de
eritrécitos a fim de facilitar a captacdo de oxigénio na dgua (Pollock et al., 2007). Além
disso, exposicbes prolongadas a hipdxia afetam negativamente o sistema imune dos
organismos (Boleza et al., 2001), bem como crescimento e reproducéo (Wu, 2009).

O aumento de oxigénio no ambiente pode causar um excesso de producdo de
ROS. Caso o sistema antioxidante do organismo ndo seja capaz de enfrentar essa
situacdo, podera gerar estresse oxidativo (Lushchak, 2011). Ja se sabe que o processo de
anoxia/ hipdxia seguido de reoxigenacdo causa alteracdes no balanco redox de animais
aquaticos (Lushchak et al., 2001, 2005, Hermes-Lima et al., 2015). O transporte de
elétrons na respiracdo mitocondrial é reduzido durante a isquemia, sendo que durante a
reoxigenacdo a cadeia de elétrons volta a sua atividade, mas aumenta a producdo de
oxiradicais. Todavia, animais que naturalmente vivenciam variacfes de oxigénio no
ambiente podem apresentar adaptac@es fisioldgicas e bioguimicas, como o controle do
uso de energia, como estratégia de sobrevivéncia diante o ambiente com pouca
disponibilidade de oxigénio (Lushchak, 2011; Hermes - Lima et al., 2015).

A avaliacdo de mudancas bioguimicas, como a andlise de antioxidantes e de
dano oxidativo em conjunto com outras analises de respostas ao estresse podem trazer
resultados interessantes para avaliar o bem-estar do peixe diante do transporte.
Martinez-Alvarez et al. (2002) verificaram que o esturjdo Acipenser naccarii durante a
aclimatacdo a agua salgada (0 a 35%0) e apds 20 dias em recuperagdo na agua com
salinidade de 35%., restabeleceu os valores de osmolalidade e glicose no plasma. No
entanto, as enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx) e a peroxidacéo lipidica no plasma
e nas células vermelhas ndo retornaram aos valores iniciais. O “turbot” Scophthalmus
maximus ao ser exposto a diferentes concentragdes de nitrito durante 96 h ndo
apresentou diferencas nas concentra¢fes plasmaticas de glicose entre os tratamentos.
Porém, as concentracdes de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx) foram reduzidas e
maior dano lipidico nas branquias foi observado nas concentragdes mais elevadas de
nitrito (Jia et al., 2015).



222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252

O transporte € uma atividade de elevado custo e apresenta diversos riscos
relacionados a qualidade da agua. Desta forma requer uma serie de cuidados, tanto para
minimizar os impactos causados pelo estresse, como para diminuir 0S riscos
relacionados a perdas econdmicas (Lee & Sadovy, 1998). Diante deste contexto, é
importante estudar novas tecnologias para aprimorar o transporte de peixes (Sadovy et
al., 2003; Shabani et al., 2016).

Uma nova alternativa € o transporte a “seco” ou sem agua, como ja ¢ realizado
com sucesso em crustdceos como o Marsupenaeus japonicus e o Macrobrachium
rosenbergii (Shigueno, 1992; Salin, 2005), e de forma comercial com o "turbot"
Scophthalmus maximus (Group Adrien, 2015). No entanto, informacGes cientificas
relacionadas a este tipo de transporte em peixes sdo escassas, tendo um unico trabalho
realizado por Martin et al. (2014) com boas perspectivas para essa técnica para
reprodutores de Solea senegalensis.

A comercializagdo de peixes vivos é tradicional em paises do sudeste asitico,
portanto o transporte de peixes vivos € bastante comum nessa regido (Erdman & Pet-
Soede, 1996; Lee & Sadovy, 1998). Um exemplo sdo os mercados de peixes de Hong
Kong, local com grande comercializagdo de pescados vivos, no qual 90% dos peixes
comercializados sdo importados e posteriormente redistribuidos, por meio do transporte
aéreo ou naval (Sim et al., 2004). A comercializacdo de peixes vivos chega aumentar de
duas até trés vezes o valor de venda do pescado para o consumidor (Erdman & Pet-
Soede, 1996; Sadovy et al., 2003; Sim et al., 2004).

No Brasil a piscicultura marinha ainda é incipiente, porém diversos estudos tém
mostrado que o linguado Paralichthys orbignyanus tem potencial para a aquicultura
(Sampaio et al., 2008). Essa espécie apresenta caracteristicas interessantes, como
capacidade de tolerar ampla faixa de temperatura (Wasielesky et al., 1998) e salinidade
(Sampaio & Bianchini, 2002), baixos valores de pH (Wasielesky et al., 1997), bem
como concentragdes elevadas de compostos nitrogenados (Bianchini et al., 1996), além
de ser uma espécie euritérmica logo apos a metamorfose (Okamoto & Sampaio, 2012),
0 que o0 caracteriza como um peixe rustico. Além disso, ja existe um protocolo de
producdo de juvenis do linguado em cativeiro (Sampaio et al., 2008), que faz com que

essa espécie seja promissora para o desenvolvimento da piscicultura marinha no Brasil.



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

O transporte a “seco” ou sem agua ja ¢ realizado em atividades aquicolas,
porém, ha poucas informacGes na literatura sobre o transporte de peixes dessa forma. O
presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial do transporte do linguado P.
orbignyanus a “seco” em rela¢do ao transporte convencional com agua, bem como as

possiveis alteragdes fisiologicas ocasionadas por essa forma de transporte.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar a possibilidade do transporte a seco de juvenis do linguado Paralichthys
orbignyanus.
2.2.  Objetivos Especificos

a) Avaliar a sobrevivéncia de juvenis de linguado em transporte simulado a seco
em comparagdo com o transporte simulado em agua;

b) Estudar as respostas secundarias de estresse sanguineas: hematdcrito, glicose
lactato, osmolalidade e ions (cloreto, potéssio e sodio);

c) Avaliar alteracGes bioquimicas em termos de resposta antioxidante e dano

oxidativo no figado, musculo e branquias frente as diferentes simulacdes de transporte.
3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Local de Estudo e Obtencao dos Animais

O experimento foi realizado com 54 juvenis de linguado P. orbignyanus (26 + 2
cm; 227 + 37 @) produzidos no Laboratério de Piscicultura Estuarina e Marinha
(LAPEM) da FURG. Os peixes foram mantidos em tanques com volume util de 8.000
litros, em sistema de recirculacdo de agua (RAS), em condi¢cdes controladas de
fotoperiodo (14 h claro: 10 h escuro), temperatura (23 £ 0,2 °C), salinidade (26%o) ¢
aeracdo constante. Os juvenis foram alimentados duas vezes ao dia ad libitum com
racdo comercial (50% proteina bruta e 10% de lipideos) até a realizacdo do
experimento.

Os procedimentos realizados neste trabalho foram aprovados pela Comisséo
de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Rio Grande (Protocolo n°
Pg00512016).
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3.2.  Delineamento Experimental

Os juvenis de linguado foram divididos em dois tratamentos: transporte com
agua (TA) e transporte a seco (TS). Os animais utilizados no experimento foram
submetidos a 24 h de jejum. Posteriormente o0s juvenis foram distribuidos
aleatoriamente em dois tanques de 300 L, para a reducdo da temperatura da dgua de 23
°C para 10 °C (1 °C/h), com adic¢éo de bolsas de gelo marinho na agua.

Apls o processo de reducdo da temperatura, um grupo de 27 peixes foi
destinado ao transporte convencional com agua, em sacos plasticos com 10 L de agua
do mar e 20 L de oxigénio puro (Berka, 1986) a 10 °C, na densidade de trés peixes por
saco (68 g/L), além de trés sacos adicionais sem peixes para avaliar as alteracGes dos
parametros fisico-quimicos da &gua. Em cada caixa de isopor foram colocados trés
sacos plasticos. Outro grupo de 27 peixes foi distribuido individualmente em caixas de
plastico de 4 L, envoltos por uma manta umedecida com agua marinha a 10 °C para o
transporte a seco. Os recipientes plasticos foram dispostos um ao lado do outro, sem
sobreposicao, no fundo da caixa de isopor. A temperatura interna das caixas foi mantida
a 10°C, utilizando bolsas de gelo e monitorada por meio de um termémetro digital
(Incoterm, Brasil). A simulacgdo do transporte durou 10 h, sendo que a cada 120 minutos
as caixas eram gentilmente agitadas por 10 segundos, adaptado da metodologia de
Colburn et al. (2008).

Os linguados transportados foram amostrados em trés momentos: logo apds o
transporte (T1), bem como 1 h (T2) e 24 h (T3) ap6s o transporte e ao serem estocados
em tanques de recuperacao de 40 L. Durante a recuperagdo os peixes foram mantidos
em sistema estatico, com agua do mar inicialmente na temperatura de 10 °C, com
aumento gradativo até 23 °C em funcdo da temperatura ambiente, na densidade de trés
peixes por tanque. Foram utilizados nove peixes por tempo de amostragem de cada
tratamento.

Ap0s a finalizagdo do transporte, os sacos foram abertos e o0 oxigénio dissolvido,
temperatura e pH imediatamente aferidos, uma amostra de agua foi coletada para obter
os dados de alcalinidade, amonia total, nitrito e dioxido de carbono.

3.3.  Coleta de Material Bioldgico
Os juvenis foram anestesiados com hidrocloridrato de benzocaina (50 ppm) para

realizacdo das coletas de dados biométricos, com auxilio de uma balanca (Marte,
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BL3200H, Brasil 0,01 g) e ictiometro (0,1 cm). O sangue foi coletado por meio de
puncdo caudal utilizando seringas de 3 mL heparinizadas com heparina sodica. Uma
aliquota foi imediatamente transferida para micro capilares para determinacdo do
hematdcrito e o restante foi centrifugado em microtubos (1,5 mL) a 10.192 x g durante
10 minutos a 4 °C (centrifuga SOLAB SL-703, Brasil). O plasma foi transferido para
microtubos e armazenado a -80 °C. Em seguida, os linguados foram eutanasiados em
banho de hidrocloridrato de benzocaina (300 ppm) para coleta de musculo, figado e
branquias, que foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer a
-80 °C.
3.4.  Anélises Hematolodgicas

O hemataocrito foi determinado por meio da centrifugacéo (centrifuga Hsiang Tai
Machinery Industry CO., H-240, Taiwan) do sangue durante 10 min a 16.128 x g. A
glicose e o lactato foram aferidos com kits colorimétricos comerciais (Glicose
Enzimatica Liquida, Doles, Brasil; Lactato Enzimatico, Vida Biotecnologia, Brasil) com
leitura em espectrofotdmetro a 510 nm e 546 nm, respectivamente (Biospectro, SP-22,
Brasil). Os ions sodio e potassio foram medidos em fotdémetro de chama (Micronal,
B462, Brasil), e cloreto utilizando kit colorimétrico comercial (Cloretos Colorimétricos,
Doles, Brasil) com o protocolo adaptado para leitora de microplacas a 510 nm (Biotek,
Synergy HT, Winooski, VT, EUA). A osmolalidade foi mensurada com osmémetro de
pressdo de vapor (Wercor Inc., Vapro 5600, Logan, UT, EUA).
3.5.  Anélises Bioquimicas

As amostras de branquias, figado e mdsculo foram individualmente
homogeneizadas (1:5-p:v) em solucdo tampdo (20 mM Tris—Base, 1 mM EDTA, 1 mM
ditiotreitol (Sigma Aldrich, Canada), 500 mM sacarose, 150 mM KCI, 0,1 mM fluoreto
de fenilmetilsulfonila (PMSF, Sigma Aldrich, Alemanha), com pH ajustado em 7,6, e
centrifugados a 9.000 x g por 30 minutos a 4 °C, como descrito por Amado et al.
(2006). O sobrenadante foi estocado a -80 °C até a realizacdo das analises. A quantidade
de proteina total de cada homogeneizado foi determinada pelo método de Biureto,
utilizando kit colorimétrico comercial (Proteinas Totais, Doles, Brasil) por meio da
leitura de microplacas a 550 nm.

A capacidade antioxidante total frente ao radical peroxil (ACAP) foi

determinada pela dosagem de espécies reativas de oxigénio (ROS) como descrito por
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Amado et al. (2009), utilizando homogeneizado de tecidos com 2 mg/mL de proteina
total. Os radicais peroxil sdo formados pela termolise (37 °C) do 2,20-azobis 2-
metilpropianoamidinadihidrocloreto (ABAP), que na presenca de 2,7 diclorofluresceina
(H,DCF-DA) gera um fluoré6foro detectado em ondas de 488 nm para excitacdo e 525
nm para emissdo. Os valores de fluorescéncia para as branquias e o figado foram
quantificados a cada 5 min ao longo de 30 min, e 0 musculo devido a sua baixa
fluorescéncia ao longo de 120 min a cada 15 min, em leitora de placas (Biotek, Synergy
HT, Winooski, VT, EUA), como exemplificado na Figura 1. O valor da capacidade
antioxidante foi obtido pelo célculo da area relativa de com acordo com a formula:

Area Relativa = (Area com ABAP — Area sem ABAP) /(Area sem ABAP)

Esta técnica mede a competéncia do tecido em neutralizar ROS, considerando
tanto as defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas. Ou seja, a area relativa
retrata a capacidade antioxidante total, no qual menores valores da area relativa indicam

uma maior capacidade antioxidante.
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Figura 1- Valores de fluorescéncia dos tecidos com ABAP (pontos azuis) e sem ABAP
(pontos vermelhos): (1) leitura do muasculo ao longo de 120 min com valores de
fluorescéncia no tecido com e sem ABAP ajustados a curva; (2) leitura do masculo ao
longo de 30 min com valores de fluorescéncia no tecido sem ABAP mal ajustados a
curva devido a baixa fluorescéncia; leitura das branquias (3) e figado (4) ao longo de 30
minutos com valores de fluorescéncia com e sem ABAP ajustados a curva.
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O dano oxidativo lipidico foi avaliado conforme o protocolo de reacdo com o
acido tiobarbiturico (TBARS), descrito por Oakes & Van der Kraak (2003). Esta
metodologia envolve a reacdo do malondialdeido (MDA), um produto de degradacéo de
lipidios peroxidados, com o &cido tiobarbitdrico (TBA), que em condicfes de alta
temperatura e acidez gera um fluoréforo que é quantificado por fluorometria (excitagao:
515 nm e emissdo: 553 nm) utilizando o 1,1,3,3-tetramethoxypropano (TMP) como
padrdo. Utilizou-se 40, 60 e 100 puL de homogeneizado de branquia, figado e musculo,
respectivamente, que foram incubados durante 30 minutos a 95 °C com solucGes de
hidroxitolueno butilado (BHT), &cido acético 20%, TBA 0,8% e dodecil sulfato de
sodio (SDS). Apobs estarem em temperatura ambiente, foi adicionado n-butanol, e em
seguida foram centrifugados a 3.000 x g durante 10 minutos a 15 °C (centrifuga
SOLAB, SL-703, Brasil), para a separacdo da fase aquosa e da fase alcodlica, utilizando
a fase alcodlica para posterior leitura em microplacas (Biotek, Synergy HT, Winooski,
VT, EUA).

3.6.  Analise de qualidade da agua

As concentracOes de oxigénio dissolvido (OD) e temperatura foram aferidas com
o0 oximetro digital (YSI®, modelo 55A); a salinidade no refratdbmetro digital (Atago®,
PAL1) e o pH com pHmetro digital de bancada (Mettler 241 Toledo®, modelo FEZ20).
A alcalinidade por titulacdo de acordo com o método descrito por APHA (1999). As
analises de amdnia total (TAN) de acordo com a metodologia proposta por UNESCO
(1983) e os valores de ambnia ndo ionizada (NHs-N) pelo célculo proposto por
Ostrensky et al. (1992) adaptado de Whitfield (1974). A concentracdo de CO, foi
calculada pelo software Analysis Salt® (Timmons & Ebeling, 2010).

3.7.  Anélises Estatisticas

Os dados foram submetidos & analise de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (Levene), sendo que para os dados de glicose; TBARS do musculo;
ACAP das branquias e do figado foi aplicado transformacdes logaritmicas, e os dados
dos ions cloreto transformados em Box-Cox. Foi realizada ANOVA de duas vias, sendo
um fator a forma de transporte e outro fator o tempo de amostragem. Quando observada
diferencga significativa foi aplicado o Teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.
Para avaliar as alteracfes dos parametros fisico-quimicos da dgua nos sacos com peixe e

sem peixe foi realizado Teste T de Student. Os dados estdo expressos em meédia +
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desvio padrdo e foi utilizado o software livre de estatistica R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM).

4. RESULTADOS

Ao final do transporte e do periodo de recuperacéo, a sobrevivéncia foi de 100%
para os linguados transportados a seco ou com agua.

A agua dos sacos de transporte sem peixe (n=3) ap6s 10 h estava a 10 + 0,5 °C;
oxigénio dissolvido 31,19 + 3,0 mg O,/L; pH 8,17; alcalinidade 130 mg CaCOg/L;
salinidade 26%o; 1 mg CO,/L e sem niveis de aménia total e ndo ionizada. Foi
observada uma reducdo nos niveis de oxigénio dissolvido (6,94 + 1,53 mg O,/L) e pH
(7,3 £ 0,09) nos sacos com peixes (n=9) em relacdo ao sacos sem peixes (P < 0,05). A
concentracdo de dioxido de carbono (7,56 + 1,58 mg CO,/L) e ambnia total (0,37 + 0,03
mg/L) aumentou nos sacos com peixes (P < 0,05), mas sem niveis de amonia ndo
ionizada. Nao foi observada alteracdo na temperatura (11 + 0,38 °C) e na alcalinidade
(129,45 £ 3,00 mg CaCO3/L) entre os sacos com e sem peixes (P > 0,05).

4.1. Respostas secundarias do estresse

Os valores do hematocrito e lactato (Tabela 1) ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os tratamentos e entre os tempos de amostragem (P > 0,05). As
concentracdes de glicose plasmatica (Tabela 1) foram mais elevadas nos juvenis
transportados a seco (TS) logo ap6s o transporte (T1) em relagdo aos animais
transportados com agua (TA). Apés 1 h (T2) do transporte os valores de TS ainda
permaneciam elevados, mas ao longo de 24 h os niveis de glicose nos dois tratamentos
foram reduzindo, ndo apresentando diferencas entre si (P > 0,05).

Os linguados transportados em agua apresentaram menores Vvalores de
osmolalidade (Tabela 1) logo apos o transporte e ap6s 1 h (P < 0,05) em relacdo ao
tratamento TS. Apds 24 h os valores de osmolalidade de TA e TS nédo apresentaram
diferencas significativas (P > 0,05).

As concentracdes de Na® (Tabela 1) ndo apresentaram diferencas entre os
tratamentos no mesmo tempo amostral (P > 0,05). Porém foi possivel observar um
decréscimo dos valores de Na* em TA ao longo de 24 h. Os valores plasmaticos de K*

(Tabela 1) foram estatisticamente menores (P < 0,001) no tratamento TA logo ap6s o
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432  transporte em relacdo ao tratamento TS. Contudo, apds 24 h ndo apresentaram
433  diferencas entre si (P > 0,05).

434 Os peixes transportados a seco tiveram concentragdes maiores de CI” (Tabela 1)
435 no Tle T2 (P < 0,05) em relacdo ao TA. No entanto, apds 24 h as concentra¢fes nao
436  foram diferentes entre os tratamentos (P > 0,05).
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Tabela 1- Parametros plasmaticos e hematoldgicos indicadores de estresse dos juvenis de P. orbignyanus ap6s serem submetidos a
simulacdo do transporte a seco e com agua nos diferentes tempos de amostragem.

Tempo P valor
Tratamento Oh 1h 24h Tratamento Tempo Tratamento*Tempo
. TA 21,38 +1,58 20,34 +2,13 21,88 + 2,37
Hemaroorito 0181 0,649 0,358
(%) TS 21,89+ 1,70 22,12 +2,09 21,78 +1,03
| actato TA 0,08 +0,03 0,07 +0,02 0,08 + 0,04
0583 0,295 0,789
(mmol/L) TS 0,09 + 0,05 0,08 + 0,03 0,08 0,02
Glicose TA 46,09 +1821 A"  5574+2764"  21,95+10,04°
0037  <0,001 0,007
(mg/dL) TS 89,60 +1896”  7067+3509”  17,94+803°
. TA 330 + 41,86 * 320+17,89" 368,12 +57,90
Osmolalidade 0001 0768 0018
(mOsmi/kg) TS 393,12 + 33,41 384 + 43,98 355,89 + 43,58
Na* TA 238,70 +26,48" 198,36 +23,24% 189,45 +31,60°
0159 0,002 0,181
(mEg/L) TS 22940 +31,66  217,09+3497 211,77 +1533
K+ TA 291+0,614 2,95+ 0,604 465+1,228
0036 0,018 <0,001
(mEa/L) TS 420 +0,84 3,09 + 0,82 3,74 0,60
- TA 119,27 +5,87%°  130,81+7,85%  131,78+4,16 B
<0001  <0,001 <0,001
(mEq/L) TS 15430 +13,96”  159,19+7,09” 13519 +11,11°

Diferentes letras maiusculas indicam diferencas significativas ao longo do tempo em cada tratamento, e asteriscos (*) indicam diferencas entre
0s tratamentos no mesmo tempo amostral. Ambos determinados por ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey. Dados expressos em
média £ desvio padrdo (n=9). TS: transporte a seco. TA: transporte com agua. 0 h: logo apds o transporte; 1 h e 24 h apds o transporte em
recuperacao.



435
436
437
438
439
440
441

442
443
444
445
446
447
448
449

450
451
452
453
454
455
456

4.2. Capacidade antioxidante total contra radical peroxil (ACAP)

A capacidade antioxidante total contra radical peroxil no figado dos juvenis
transportados com agua foi significativamente maior apés 1 h em relacdo aos animais
transportados a seco no mesmo tempo e aos demais peixes transportados em agua nos
diferentes tempos amostrais (P < 0,05) (Figura 2). Porém, ndo houve diferenca na
competéncia antioxidante do figado nos juvenis ap06s o transporte e depois de 24 h entre

os tratamentos (P > 0,05).

ACAP Figado

[ Transporte com agua

Area relativa
-

0h 1h 24h
Tempo

Figura 2- Capacidade antioxidante total contra radical peroxil no figado de Paralichthys
orbignyanus nos diferentes tempos amostrais: 0 h, 1 h e 24 h ap6s o transporte.
Diferentes letras maiusculas indicam diferencas significativas ao longo do tempo em
cada tratamento, asteriscos (*) indicam diferencas entre os tratamentos no mesmo tempo
amostral. Ambos determinados por ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.
Dados expressos em média + desvio padréo (n=9).

Nas branquias ndo se observou diferencas na capacidade antioxidante entre os
tratamentos logo apos o transporte e depois de 1 h (P > 0,05). Todavia, ao longo de 24 h
a competéncia antioxidante foi aumentando em ambos os tratamentos (Figura 3),
apresentando diferengas significativas entre os tratamentos depois de 24 h (P < 0,05).

O transporte a seco e com agua ndo alterou a competéncia antioxidante do
masculo dos juvenis (Figura 4). Nos dois tratamentos as concentragdes ndo tiveram

diferencas entre si e nem ao longo do tempo (P > 0,05).
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Figura 3- Capacidade antioxidante total contra radical peroxil nas branquias de
Paralichthys orbignyanus nos diferentes tempos amostrais: 0 h, 1 h e 24 h ap6s o
transporte. Diferentes letras mailsculas indicam diferencas significativas ao longo do
tempo em cada tratamento, asteriscos (*) indicam diferencas entre os tratamentos no
mesmo tempo amostral. Ambos determinados por ANOVA de duas vias seguido do
teste de Tukey. Dados expressos em media + desvio padrdo (n=9).
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Figura 4- Capacidade antioxidante total contra radical peroxil no musculo de
Paralichthys orbignyanus nos diferentes tempos amostrais: 0 h, 1 h e 24 h ap6s o
transporte.

4.3. Lipoperoxidacdo lipidica (TBARYS)

O indicador bioquimico de dano oxidativo ndo apresentou diferencas
significativas para o figado (Figura 5) e branquias (Figura 6) entre os tratamentos e nos
diferentes tempos amostrais (P > 0,05). No entanto, foi observada uma elevacdo nos
valores de TBARS no figado no tratamento a seco ap6s 1 h em relagdo ao mesmo

tratamento logo apds o transporte (P < 0,05).
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Figura 5- Concentracdo de MDA no figado de Paralichthys orbignyanus nos diferentes
tempos amostrais: 0 h, 1 h e 24 h apds o transporte. Diferentes letras maitsculas
indicam diferencas significativas ao longo do tempo em cada tratamento, asteriscos (*)
indicam diferengcas entre o0s tratamentos no mesmo tempo amostral. Ambos
determinados por ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey. Dados expressos em
média £ desvio padrédo (n=9).
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Figura 6- Concentracdo de MDA nas branquias de Paralichthys orbignyanus nos
diferentes tempos amostrais: 0 h, 1 h e 24 h ap0os o transporte. Dados expressos em
média £ desvio padrdo (n=9).

No entanto, os juvenis transportados com &gua apresentaram menor dano
lipidico no masculo (Figura 7) apos 1 h (P < 0,05) em relacdo aos demais tempos

amostrais e ao tratamento a seco no mesmo tempo.
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Figura 7- Concentragdo de MDA no musculo de Paralichthys orbignyanus nos
diferentes tempos amostrais: 0 h, 1 h e 24 h ap6s o transporte. Diferentes letras
maiusculas indicam diferencas significativas ao longo do tempo em cada tratamento,
asteriscos (*) indicam diferengas entre os tratamentos no mesmo tempo amostral.
Ambos determinados por ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey. Dados
expressos em média + desvio padrao (n=9).

5. DISCUSSAO

As mudancas nos parametros de qualidade da &gua durante o transporte sdo 0s
maiores responsaveis pela mortalidade dos peixes (Berka, 1986; Lim et al., 2003;
Sampaio & Freire, 2016). Dependendo da espécie e das condi¢bes de transporte, o
metabolismo do peixe pode chegar a aumentar até trés vezes, o que resulta em maior
consumo de oxigénio e excrecdo de CO; na agua (Lim et al., 2003). Os altos niveis de
CO, acidificam a &gua, reduzindo o pH e elevando o CO, plasmaético, afetando o
equilibrio &cido — bésico sanguineo do peixe e a capacidade de transporte de oxigénio
no sangue, devido a menor afinidade da hemoglobina pelo oxigénio (Efeito Bohr)
(Ishimatsu et al., 2004; Treasurer, 2012).

As concentracOes de CO, observadas no presente estudo estavam dentro da faixa
encontrada em sistemas de producdo de peixes marinhos (Treasurer, 2012). Os demais
parametros de qualidade de agua estavam dentro das faixas de tolerancia descrita para
P. orbignyanus, que tem capacidade de tolerar ampla faixa de temperatura (Wasielesky
et al., 1998), salinidade (Sampaio & Bianchini, 2002), baixos valores de pH
(Wasielesky et al.,, 1997) e concentracOes elevadas de compostos nitrogenados
(Bianchini et al., 1996).

As respostas ao estresse variam conforme a espécie, sua magnitude e duragdo

(Wendelaar Bonga, 1997). A forma de transporte avaliada neste trabalho, além dos
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fatores estressantes intrinsecos a essa atividade, submeteu 0s juvenis a um processo de
reducdo da temperatura e exposi¢do a um ambiente com menor capacidade de obtencéo
do oxigénio, como no caso do transporte a seco. Diante desta serie de eventos, 0s
juvenis de linguado tiveram respostas fisiologicas diferentes entre as formas de
transporte.

A glicose é um parametro utilizado para avaliar respostas secundarias ao estresse
em peixes (Wedemeyer, 1997; Barton, 2002; Sampaio & Freire, 2016). Os juvenis
transportados a seco apresentaram um pico de glicose logo apds o transporte, indicando
um estresse mais acentuado nessa forma de transporte. Os altos valores de glicose
plasmética indicam uma resposta secundaria ao estresse proveniente da elevacdo das
catecolaminas (adrenalina, noradrenalina) e do cortisol (Barton & Iwama, 1991; Barton,
2002).

A adrenalina é o hormdnio sinalizador responsavel pela mobilizacdo de energia
para o animal durante o estresse, ela estimula a quebra do glicogénio (glicogendlise) no
figado, elevando as concentracdes de glicose no sangue, que serve de substrato enérgico
para a manutencdo do organismo diante das adversidades ocasionadas pelo estresse
(Barton & Iwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997).

Benovit et al. (2012) ao transportarem o linguado P. orbignyanus durante 7 h
ndo observaram alteracGes nos niveis plasmaticos de glicose, inferindo que o transporte
em si ndo causou alteracdo neste parametro. Os animais transportados em agua no
presente trabalho também ndo tiveram elevacBes na glicose devido ao transporte.
Entretanto, Bolasina (2011) observou niveis elevados de cortisol em P. orbignyanus
apos 1 h de transporte, inferindo que esta elevacdo foi uma resposta primaria ao
estresse. No entanto, elevados niveis de glicose plasmatica apds o transporte com agua
ja foram reportados para 0 Gadus morhua (Staurnes et al., 1994), Salmo salar (lversen
et al., 1998) Paralichthys olivaceus (Hur et al., 2007), Perca fluviatilis (Acerete et al.,
2004), Labeo rohita (Pakhira et al., 2015).

Apesar do aumento da glicose no transporte a seco, indicando que nessa forma
de transporte houve uma maior necessidade de mobilizagdo de energia para manutengéo
das atividades metabdlicas, foi possivel observar que os niveis de glicose plasméatica em
ambas os transportes diminuiram, tendo o mesmo efeito independe da forma de
transporte apés 24 h.

O lactato plasmatico também é um pardmetro secundario do estresse. Apesar dos

baixos valores encontrados neste trabalho para o P. orbignyanus, eles foram
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semelhantes aos reportado para o “turbot” Scophthalmus maximus quando mantidos em
diferentes concentra¢des de OD na dgua (7,2; 5,0; 3,5 mg O,/L) (Pichavant et al., 2000).
Independente disso era esperado um aumento do lactato nos animais no transporte a
seco, tendo em vista que eles foram expostos a um ambiente com menor capacidade de
obtencdo de oxigénio, 0 que poderia ativar 0 metabolismo anaerdbico, e
consequentemente a formacdo de lactato apds a exposi¢do ao ar, como observado em
Sparus aurata (Arends et al., 1999), Paralichthys olivaceus (Hur et al., 2007) e
Rachycentron canadum (Trushenski et al., 2010).

Quando o animal é exposto a niveis reduzidos de oxigénio e sua concentracao é
insuficiente para a sua manutencdo, dois mecanismos metabdlicos podem ser adotados:
producdo de ATP de forma anaerdbica, utilizando como substrato o glicogénio e tendo
como produto final o lactato; ou a reducdo da demanda de ATP, com a diminuicdo do
metabolismo abaixo da sua taxa metabdlica padrdo (Dalla Via et al., 1998). Como
exemplo temos o linguado comum Solea solea, que ao ser exposto a niveis menores de
oxigénio reduziu seu metabolismo (Dalla Via et al., 1997), mas quando exposto a uma
hipdxia severa apresentou um aumento no metabolismo anaerobico, seguido novamente
de uma reducdo nas taxas metabolicas (Dalla Via et al., 1998). Apesar da ativacdo do
metabolismo anaerdbico, foi verificada que a depressdo metabolica foi uma estratégia
mais eficiente do que a inducdo do metabolismo anaerdbico nessa espécie (Dalla Via et
al., 1998).

No entanto, nas duas formas de transporte as concentracfes de lactato
plasmatico foram baixas. Vale ressaltar que os juvenis de P. orbignyanus foram
submetidos ao um processo de reducdo da temperatura da agua, a fim de diminuir seu
metabolismo, para minimizar as possiveis alteracdes fisiologicas ocasionadas pelo
estresse durante o transporte, principalmente nos animais transportados a seco.

A reducdo da temperatura da agua para diminuir o metabolismo, e
consequentemente minimizar as respostas fisiologicas ao estresse € um método antigo
utilizado no transporte de peixes (Wedemeyer, 1997; Skjervold et al., 2001).

A atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) no musculo do Gillichthys
mirabilis foi inibida em até 50% quando a temperatura da agua foi reduzida para 10 °C
(Somero, 1973). Os niveis de lactato plasmatico em Oreochromis niloticus (Sun et al.,
1992; 1995) e Cyprinus carpio (Tanck et al., 2000) diminuiram ap0s 0s peixes serem
submetidos a reducGes de temperatura. O contetido de lactato no musculo do linguado

japonés Paralichthys olivaceus foi menor em baixas temperaturas (2 e 4 °C) do que em
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temperaturas mais elevadas (6, 8, 10, 12, e 20 °C) quando submetidos a quatro semanas
de restricdo alimentar (Shim et al., 2012). Sendo assim, pode ser sugerido que o
decréscimo da temperatura da agua antes e durante o transporte reduziu a atividade da
enzima LDH do P. orbignyanus, resultando em concentracfes baixas de lactato
plasmatico logo apds o transporte. No entanto, mesmo quando a temperatura da agua
volta a 23 °C durante as 24 h de recuperagdo, os valores de lactato ainda continuaram
baixos. Isto pode estar relacionado ao fato do animal estar em jejum (Deng et al., 2004),
e confinado em um ambiente pequeno, 0 que por si s6 ja mantém um metabolismo
baixo.

O desequilibrio hidromineral também pode ser alterado pelo estresse. A maior
exigéncia metabolica eleva o consumo de oxigénio e a pressdo sanguinea, que
consequentemente deixa as membranas branquiais mais permeaveis. Desta forma, causa
saida de agua e entrada de ions em peixes marinhos, e ganho de agua e perda de ions em
peixes de 4gua doce (Wendelaar Bonga, 1997, 2011). Contraditoriamente, os resultados
deste trabalho ndo mostraram elevacGes nos valores hidrominerais nestas condi¢des de
transporte. No entanto, foi observado que o0s juvenis transportados com &gua,
apresentaram menores valores i6nicos de Na®, K e CI" e de osmolalidade,
principalmente logo ap6s o transporte, uma resposta atipica para peixes marinhos em
situacdo de estresse. Contudo, no transporte a seco pode nao ter ocorrido trocas iénicas
dos peixes com 0 meio, 0 que consequentemente ndo alterou as concentracGes
plasmaéticas dos ions e da osmorregulacao ao fim do transporte.

A osmolalidade da Perca fluviatilis, espécie de agua doce, diminuiu apés ser
transportada por 4h (Acerete et al., 2004). O salmdo Salmo salar que na fase de smolt
habita agua doce, reduziu suas concentracBes plasmaticas de cloreto ap6s o transporte,
no entanto, ao avaliarem a osmolaridade e os ions de cloreto em outro trabalho,
verificaram o0 aumento plasmatico destes parametros ao final do transporte (lversen et
al., 1998, 2005). Enquanto, Boerrigter et al. (2015) relataram que a osmolaridade e ions
cloreto da espécie eurialina Anguilla anguilla, ndo alteraram devido ao transporte. O
peixe marinho Chanos chanos apés ser transportado por 20 h reduziu os ions CI e
aumentou as concentracdes dos fons Na* e K ao final do transporte (Paterson et al.,
2003). Ja o P. olivaceus aumentou sua osmolalidade apds o transporte (Hur et al.,
2007).

Visto que cada espécie de peixe responde de forma diferente ao balanco

hidromineral frente ao transporte, outro fator que pode ter influenciado nas alteracdes
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das concentragdes idnicas plasmaticas no presente trabalho podem estar relacionadas a
diminuicio da temperatura. O “turbot” S. maximus teve as concentragdes do fon K*
reduzidas quando submetido a uma temperatura menor, mas ndo houve alteracdes da
osmolalidade, Na* e CI" (Burel et al., 1996). Enquanto o esturjio Acipenser naccarii,
quando aclimatado de 25 a 17 °C apresentou reducdo nos valores ionicos de CI" (Cataldi
et al., 1998). Diferentemente do esturjdo, o "sunshine bass", hibrido de Morone
chrysops e Morone saxatilis, teve sua concentracdo plasmatica de CI" mais elevada em
menores temperaturas (Davis, 2004). Enquanto, espécimes de Atractoscion nobilis
reduziram sua osmolalidade frente a uma diminuicdo da temperatura da dgua de 18 °C
para 13,5 °C (Rombenso et al., 2015).

As concentracdes idnicas de Na* dos linguados seguiram a mesma tendéncia em
ambas as formas de transporte, ou seja, uma progressiva diminuicdo nas concentracdes
plasméticas. Em peixes marinhos ocorre a perda de agua via osmose e influxo de ions
ao longo do tegumento, e em particular sobre o epitélio branquial, que é compensada
pela absorcéo de agua do mar pelo intestino, e eliminagio de quantidades de Na * e CI’
pelas células de cloreto, além da excrecdo de ions bivalentes pelos rins e intestinos
(Wendelaar Bonga, 1997). A excrecdo de Na* é um processo normal na osmorregulagio
dos peixes, e parece ter sido pouco alterado pela forma de transporte em comparagéo
aos outros ions.

No entanto, os juvenis de P. orbignyanus ndo apresentaram diferencas para a
osmolalidade e os ions apds 24 h entre as duas formas de transporte. As concentracdes
ibnicas e a osmolalidade de P. orbignyanus ap6s 24 h do transporte foram semelhantes
aquelas observadas por Sampaio & Bianchini (2002) em linguados criados em agua
doce por 90 dias, que foram menores do que a dos linguados criados em agua salgada.
O menor crescimento dos linguados em agua doce pode caracterizar essa reducdo da
concentracéo de ions e osmolalidade como uma situacéo estressante.

Diante das alteracdes plasmaticas observados nos juvenis, pode-se inferir que 0s
valores de hematocrito ndo foram influenciados pela forma de transporte, visto que nédo
houve diferencas entre os tratamentos em nenhum tempo amostral.

A tolerancia ao estresse também estd relacionada a condi¢des determinadas
geneticamente, fazendo com que algumas espécies sejam mais resistentes do que outras
(Wedemeyer, 1997). O linguado P. orbignyanus é um peixe bentdnico de habito
sedentario (Figueiredo & Menezes, 2000), caracterizado como um peixe

marinho/estuarino eurialino capaz de tolerar diversas mudancgas ambientais (Sampaio &
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Bianchini, 2002). Estas caracteristicas naturais da espécie podem explicar o fato de o
linguado ter tolerado bem as adversidades expostas durante o transporte.

A formacdo de espécies reativas de oxigénio € inevitavel em organismos
aerobicos (Halliwell & Whiteman, 2004). Em situacGes onde ndo ha estresse, a
formagé&o e remocdo de ROS séo balanceadas no organismo (Zhang et al., 2016).

As mudancas na concentracdo de O, no ambiente alteram a producdo de ROS,
podendo gerar estresse oxidativo, tanto em hiperdxia como em hipoxia (Lushchak,
2011). Os efeitos de anoxia/ hipdxia e reoxigenacdo sobre o balanco redox e
mecanismos de adaptacfes nos organismos aquaticos também sdo bem conhecidas
(Lushchak et al., 2001, 2005; Hermes-Lima et al., 2015; Ransberry et al., 2016; Zhang
et al., 2016). A reoxigenacdo eleva a producdo de ROS, e caso o sistema de defesas
antioxidante do organismo ndo seja eficiente para remover o excesso de ROS, podera
gerar danos (Halliwell & Whiteman, 2004).

Em algumas espécies de peixes foi observado aumento das atividades
antioxidantes quando os animais foram expostos a hipdxia (Lushchak et al., 2001, 2005;
Zhang et al., 2016), o que € considerado uma preparacdo dos peixes para enfrentar a
formagdo em excesso de ROS quando reoxigenados, e consequentemente evitar um
possivel estresse oxidativo (Hermes-Lima et al., 2015). No entanto, nem todos os
animais respondem a restricdo de oxigénio elevando os niveis de antioxidantes
(Hermes-Lima et al., 2015), pois, as respostas ao ambiente com pouco oxigénio variam
conforme as espécies de peixes e 0 grau de hipoxia (Xiao, 2015; Zhang et al., 2016).
Contudo, é importante salientar que as respostas ao estresse oxidativo sdo tecido e
espécie especificas (Vinagre et al., 2012; Madeira et al., 2016; Zhang et al., 2016).

Os valores de TBARS no figado ndo apresentaram diferencas entre o0s
tratamentos no mesmo tempo amostral. O Carassius auratus ao ser submetido a hipoxia
e reoxigenagdo aumentou as atividades da catalase e GR, e manteve niveis altos de
outros antioxidantes (SOD, GPx, GST, G6PDH, e GSH) no figado ap6s 14 h de
recuperacgdo, no entanto, o aumento das enzimas antioxidantes ndo foi suficiente para
evitar dano lipidico neste tecido (Lushchak et al., 2001). Espécimes de Acanthopagrus
schlegeli ao serem submetidos a estresse termal e salino, apresentaram maior expressao
genica de Cu/Zn-superoxido dismutase (Cu/Zn-SOD), catalase, glutationa peroxidase
(GPx) no figado, consequentemente as concentracdes dessas enzimas também
aumentaram, além de observado maiores valores de malondialdeido (MDA), um

subproduto da oxidacéo lipidica (An et al., 2010). Ja o linguado Solea senegalensis ao
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ser submetido ao estresse termal (12-18 °C e 18-12 °C) ndo apresentou danos lipidicos
no figado e nem aumento das enzimas antioxidantes (Castro et al., 2012).

A branquia é um dos 6rgdos mais susceptiveis a formacdo de ROS, obviamente
por estar em constante contato com o ambiente (Wu et al., 2015). Mesmo com as
alteracbes na ACAP na branquia, o linguado também foi capaz de manter seu balango
redox diante das adversidades do transporte para este tecido, visto que ndo houve
diferencas nas concentra¢des de TBARS. O “turbot” Scophthalmus maximus ao ser
submetido a diferentes concentracdes de nitrito, apresentou menores valores das
enzimas GPx, SOD, CAT, nas concentra¢es onde niveis de MDA, eram mais elevados
(Jia et al., 2015). Os juvenis de jundid Rhamdia quelen ao serem transportados em
situacdo de hiperdxia e hipoxia, com a adicdo do 6leo essencial de Lippia alba na agua,
apresentaram menor lipoperoxidacdo lipidica nas branguias, tanto em hiperdxia como
em hipdxia em comparagdo aos juvenis transportados sem o anestésico (Azambuja et
al., 2011).

Em relacdo ao musculo, a capacidade antioxidante também nao teve alteracdes,
no entanto, foi possivel verificar uma diminuicdo pontual dos valores de TBARS nos
animais transportados em agua 1 h apds o transporte, sendo inferior tanto em relacdo ao
outro tratamento como os animais na mesma forma de transporte logo ap6s o transporte
eem 24 h.

A oxidacdo lipidica é uma das respostas mais relevantes do dano celular. Ocorre
quando os ROS, principalmente o "OH atua nos &cidos poli-insaturados, gerando uma
reacdo em cadeia e uma severa injuria, resultando em disfuncéo e perda na integridade
da membrana celular (Halliwell & Whiteman, 2004).

Os animais transportados a seco ndo apresentaram danos lipidicos nos tecidos
analisados, tendo em vista que ndo houve diferencas entre os tratamentos no mesmo
tempo, principalmente ap0s a reoxigenacao, no caso do transporte a seco, pois sabe-se
que o aumento nos niveis de O, elevam a producéo de ROS, e se o sistema de defesa
antioxidante ndo for capaz de remove-lo, pode gerar dano. Vale ressaltar que apesar das
alteracOes pontuais na capacidade antioxidante no figado e nas branquias, as formas de
transporte ndo causaram dano lipidico. Além disso, as alteragdes na competéncia
antioxidante podem estar relacionadas ao ritmo circadiano, que devido as variaces no
consumo de oxigénio dos animais ao decorrer do dia podem levar a altera¢fes no estado
redox, independente do tratamento submetido, como observado no caranguejo

Chasmagnathus granulata (Maciel et al., 2004).
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Ao longo dos anos novas técnicas de transporte foram adotadas para minimizar o
estresse durante o transporte: como manter os animais em jejum, utilizar sal, anestésicos
e tampdes na agua, bem como reduzir a temperatura da agua para o transporte (Lim et
al., 2003; Harmon, 2009; Sampaio & Freire, 2016). Esses procedimentos buscam
minimizar o efeito do estresse ocasionado pelo transporte para minimizar as taxas de
mortalidade durante e apds o transporte (Lim et al., 2003), de maneira que seja possivel
aumentar a densidade de transporte em um menor volume de agua, principalmente
quando o transporte € realizado por avido. A mortalidade de peixes decorrente do
transporte significa perda econémica, e a aquicultura como qualquer atividade produtiva
busca medidas para evitar tais perdas.

O custo do transporte também é um atrativo para aperfeicoar as técnicas de
transporte a seco. O transporte de carga viva oferecido pelas companhias aéreas
nacionais chega a custar R$ 35/kg. O peso do saco de transporte com agua e trés
animais é de aproximadamente 10,7 kg (10 kg o saco com agua + o peso dos juvenis), e
no transporte a seco o peso € aproximadamente 2,2 kg (trés recipientes, cada um 0,5 kg,
mais 0 peso dos juvenis). Sendo assim, ao incluir o peso da caixa de isopor mais a
quantidade de gelo utilizado para manter a temperatura durante o transporte (2,4 kg cada
caixa de isopor + 2 kg referente ao gelo utilizado em cada caixa) o valor do transporte
com a agua seria de R$ 1277,5 equivalente a uma caixa de isopor com trés sacos de
transporte, o que totaliza um valor de R$ 3832,5 (trés caixas de isopor com 27 peixes no
total), enquanto, o transporte a seco custaria R$ 332,85 para uma caixa de isopor com
sete recipientes plasticos mais 0s peixes, resultando num total de R$ 1229,55 (trés
caixas de isopor com 21 peixes + uma caixa de isopor com trés peixes). Levando em
consideracdo a metodologia aplicada em ambas as formas de transporte neste trabalho, o
transporte a seco pode reduzir o custo em até aproximadamente trés vezes.

Ambas as formas de transporte propostas neste trabalho se mostraram muito
eficiente para o P. orbignyanus, visto que ndo houve mortalidade durante o transporte e
apos 24 h. A densidade de estocagem utilizada nesse trabalho para o transporte com
agua (68 g/L) foi mais elevada que a relatada em outros trabalhos para linguado.
Benovit et al. (2012) ao transportar juvenis de P. orbignyanus, durante 7 h, na
densidade de 35 g/L a 20 °C, em sistema fechado, ndo observou mortalidades referente
ao transporte, mas quando o transporte foi realizado em conjunto com 6leo essencial de

Aloysia gratissima nas concentracdes de 135 mg/L e 90 mg/L, obteve uma mortalidade
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de 100% e 83%, respectivamente. Ja Bolasina (2011) ao transportar P. orbignyanus
durante 1 h, na densidade de 1,71 g/L em container de 20 L a 20 °C, também néo

observou mortalidade decorrente do transporte.
6. CONCLUSAO

O processo de reducdo da temperatura da &gua se mostrou efetivo para
minimizar o efeito do estresse ocasionado pelo processo envolvido no transporte
(manuseio, confinamento) tanto a seco como em agua. Em adicdo, o linguado P.
orbignyanus mostrou ser uma espécie resistente e com mecanismo bioquimico muito
eficiente, visto que os processos adotados para a simulagdo do transporte ndo causaram
mortalidade e ndo induziram estresse oxidativo aos peixes. Dessa maneira, € possivel
inferir que o linguado pode ser transportado a seco pelo periodo de até 10 h a 10 °C,
tendo em vista que ambas as formas de transporte causam o mesmo efeito nos peixes
apos 24 h. Além disso, o transporte a seco pode representar uma economia de até trés

vezes no valor do transporte.
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