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RESUMO

O significativo aumento no consumo de peixes nas ultimas décadas, tem
levado a uma exploracdo extrativista consideravel, podendo trazer assim
consequéncias danosas ao meio ambiente e a comunidade que vivem da
exploracdo sustentavel de pescado. Torna-se, portanto, fundamental a busca
de meios que amenizem essa condicdo. O desenvolvimento da piscicultura
surge como alternativa capaz de contribuir para a solucdo desse problema,
uma vez que seria assim possivel manter a demanda social pelo pescado.
Como forma estratégica, o exercicio vem se destacando pelos efeitos que
produz diretamente sobre a fisiologia animal. Em peixes, existem evidéncias
que a pratica de natacdo sustentada traz melhorias nos parametros
hematoldgicos, no perfil metabdlico dos animais, podendo leva-los a terem
grandes beneficios em saude e no bem estar. No estudo foram avaliados os
parametros hematologicos e metabdlicos e a resposta antioxidante de Brycon
amazonicus sob-regime ou ndo de natacao sustentada, submetidos ou néo ao
estresse por excesso de nitrito. Atualmente um dos maiores problemas em
sistemas de recirculacdo enfrente na piscicultura em seus filtros biolégicos. Os
animais submetidos a atividade de natacdo sustentada tiveram um ajuste
metabdlico indicativo de atenuacdo do estresse causado pelo nitrito. Os
animais sob o efeito da natacdo sustentada aperfeicoam a oxidacdo de
carboidratos como objetivo de producdo de energia, minimizando assim a
oxidacdo de aminoacidos para esse fim. Da mesma forma, os peixes que foram
submetidos a natacdo sustentada apresentaram valores diminuidos de
peroxidacao lipidica, indicando que a essa atividade de natacdo pode ser uma
Otima ferramenta contra o0 estresse oxidante. Em conclusdo, matrinxas
adaptados a natacdo sustentada sdo mais aptos para enfrentar o estresse
oxidativo causado pelo nitrito ambiental, promovendo alteracdes
hematolodgicas, bioquimicas e do metabolismo, capazes de melhorar os
processos metabolicos oxidativos.

Palavras-chave: natagéo sustentada, matrinxa, estresse oxidativo.



ABSTRACT

The significant increase in fish consumption in recent decades has led to
considerable extractive exploitation that can bring harmful consequences to the
environment and the community living the fishing sustainable exploitation.
Therefore, it is essential the search for ways to mitigate this condition. The fish
farming development appears as an alternative capable of contribute to the
solution of this problem, since it would be possible to maintain the social
demand for fish. In a strategic way, the exercise have been standing out by the
effects produced directly on animal physiology. On fish, there is sustained
evidence that swimming practices brings improvements in hematological
parameters, in the metabolic profile of the animals and that may lead them to
have great benefits into health and well-being. In study was evaluated the
hematological and metabolic parameters and antioxidant response of Brycon
amazonicus under control or not of sustained swimming and submitted or not to
nitrite excess stress. Currently a major problem in recirculation systems face in
fish farming in their biological filters.The submitted animals to sustained
swimming activity had an attenuation indicative metabolic adjustment on the
stress caused by nitrite. The animals on sustained swimming effects optimizes
the carbohydrates oxidation aiming the energy production, thereby minimizing
amino acids oxidation for this purpose. Similarly, the fish that were submitted to
sustained swimming had produced reduced FOX values, indicating that this
swimming activity can be a great tool against oxidative stress. In conclusion,
Matrinxds adapted to sustained swimming have a better ability to face oxidative
stress caused by environmental nitrite, making changes hematological,
biochemical and metabolism, which can improve oxidative metabolic processes.

Keywords: Sustained swimming, matrinxd, oxidative stress.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

Dado o significativo aumento no consumo de peixes nas Ultimas décadas,
sua exploracdo extrativista pode trazer consequéncias danosas ao meio e
prejuizos irreversiveis a espécies de interesse comercial. Além disso, a base
alimentar de comunidades que vivem da exploracdo sustentavel de pescado
pode estar ameacada por sua reducdo nos ultimos anos. Torna-se, portanto
fundamental a busca de meios que amenizem essa condicdo. O
desenvolvimento da piscicultura surge como uma das alternativas capazes de
contribuir para a solucdo desse problema, uma vez que seria assim possivel
manter a demanda social pelo pescado. A piscicultura no Brasil é uma
alternativa com grande potencial de sucesso tendo em vista a grande

variedade de espécies cultivaveis e as condicdes climaticas do pais.

Para isso deve-se investir em uma politica efetiva de organizacdo e
promocao do desenvolvimento ndo so da piscicultura, mas da aquicultura como
alternativa de producédo de alimentos (RESENDE, 2003). Segue-se a isso, a
necessidade de informacdes técnicas sobre as espécies nativas, que serviria
de indicativo de potencial de exploracdo sustentavel. Os dados relativos aos
beneficios da producéo, associados ao entendimento da necessidade do bem-
estar dos peixes em criacdo, vém crescendo paulatinamente. Nesse contexto,
0 conhecimento e a preocupagdo com O estresse causado por situacdes
comuns nas praticas de criacdo e manejo (INOUE; MORAES, 2003; ROJAS et.
al., 2011) a agressao causada por xenobioticos (AVILEZ et. al., 2004; AVILEZ
et. al., 2013), e as necessidades nutricionais (ALMEIDA et. al., 2006; ALMEIDA

et. al., 2011) sdo fundamentais ao desenvolvimento da aquicultura e da
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piscicultura em particular, uma vez que contemplam as condi¢bes ambientais e

procedimentos relacionados a saude e bem estar animal.

Uma estratégia bastante promissora e cujo conhecimento dos parametros
essenciais ao seu sucesso vém sendo avaliados na ultima década, € a natacédo
sustentada. Este tipo de manejo tem se mostrado altamente benéfico, tanto
sobre os parametros fisiolégicos, quanto metabdlicos dos peixes, permitindo
que estes obtenham aumento da taxa de sobrevivéncia (DAVISON, 1997;
SHANGAVI; WEBER, 1999, YOGATA; OKU de 2000, AZUMA et. al., 2002;
ARBELAEZ-ROJAS; MORAES, 2009; MORAES et. al., 2009; KIEFFER et. al.,
2009). Quando aplicado de forma moderada, a natacdo sustentada mostra
melhoras nos parametros hematolégicos: Ht (hematdécrito), Hb (hemoglobina),
RBC (contagem de células vermelhas do sangue), VCM (volume corpuscular
médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e CHCM (concentracdo de
hemoglobina corpuscular), aumentando consequentemente a oferta de
oxigénio aos tecidos periféricos (LOWE; WELLS, 1997; ARBELAEZ-ROJAS;

MORAES, 2009; MORAES et al, 2009; FABRIZZI et. al., 2013).

Os resultados advindos dessa pratica de manejo sugerem que 0S peixes
criados sob condigbes de exercicio sustentado apresentam melhor
desempenho otimizando a producéo de energia por meio do metabolismo
oxidativo de carboidratos e lipideos, preservando assim 0os aminoacidos para a
conversdo em proteinas. No entanto, esses beneficios estdo diretamente
ligados a intensidade de nado aplicada aos animais, a qual tem relacdo direta
com caracteristicas morfofuncionais das diversas espécies (DAVISON, 1997;
AZUMA et. al., 2000; RICHARDS et. al., 2002; HACKBARTH; MORAES, 2006;

ARBELAEZ-ROJAS, 2007; MORAES et. al., 2009). Por exemplo, matrinxa
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(Brycon amazonicus) mantido em exercicio sustentado apresenta maiores
taxas de crescimento quando as velocidades de nado sdo mantidas entre 1,0 e
1,5 Comprimentos Corporais (CC) seg’ (ARBELAEZ-ROJAS, 2007). Ainda,
estudos com a mesma espécie mantida em natacdo sustentada de forma
intermitente, com periodos de atividade e recuperacdo 12/12h, mostram
alteracbes benéficas sobre os parametros hematolégicos e metabdlicos,
quando a velocidade de nado foi mantida a 1,0 (CC)/seg (FABRIZZI et. al.

2013).

Entre os fatores geradores de estresse nas atividades de criagcao de peixes
podemos destacar a producdo de nitrito, quando os sistemas entram em
desequilibrio. E sabido que altas concentraces de nitrito no meio aquatico
resultam em quadros indesejaveis ao metabolismo e fisiologia normais do
animal (AVILEZ et. al., 2013). Entre estes, a transformac¢do da hemoglobina em
metahemoglobina, decorrente da oxidagao do grupo heme da forma ferrosa (Fe
2") para a forma férrica (Fe %), o que impede o transporte de oxigénio
(CAMERON, 1971; BATH; EDDY, 1980; WILLIAMS; EDDY F.B. (1986);
DOBLANDER et. al.,, 1996). No presente trabalho, esse fator ambiental
indesejavel, porém passivel de ser encontrado principalmente em sistemas de
criagdo intensiva, foi selecionado como forma de desafio a animais treinados,
na expectativa de que a pratica de nado sustentado como forma de manejo
fosse uma atenuadora do estresse oxidante. Com base nessa hipotese, a
natacdo sustentada poderia ser uma ferramenta importante para atenuar os
aspectos prejudiciais das formas de estresse presentes na atividade de criacéo

de peixes.
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Revisado de literatura

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Matinxa (Brycon amazonicus (GUNTHER, 1869)).

A espécie matrinxd, pertence a familia Characidae e a subfamilia
Bryconinae (ZANIBONI et al, 1988)(Figura 1), origena-se da bacia Amazonica
(HOWES, 1982), e se encontra bem distribuida no Prata e S&o Fransisco
(GOULDING, 1980; 1981). Podendo atingir 5 kg e um comprimento de 50 cm,
tem um porte médio e um periodo de vida curto, em torno de 3,5 anos na
natureza (SAINT-PAUL, 1986; VILLACORTA-CORREA, 1987). Em cativeiro

matrinxa pode alcancar entre 1,2 kg em 10 meses (GRAEF, 1995; VILAS

BOAS, 2001).

Figura 1. Exemplar de matrinxad (Brycon amazonicus). Fonte: Moraes (2013a).

E uma especie bastante interessante para o cultivo, pois, € uma espécie
bastante procurada para a pratica da pesca esportiva, suporta altas densidades

de estocagem, responde bem a atividade de natacdo sustentada (CYRINO,
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1986; ARBELAEZ-ROJAS et al, 2002; URBINAT; CARNEIRO, 2004;
BRANDAO et al., 2005) e tem um alto valor comercial (VILLACORTA
CORREA, 1987; SAINT-PAUL, 1989; HONCZARYK, 1994; SCORVO FILHO et

al., 1998).

2.2. Atividade de natacao em peixes.

A natacdo em peixes € conhecida pela capacidade de acarretar muitos
beneficios aos animais, sendo uma ferramenta de grande valia para o cultivo,
bem estar e saude destes, re-induzindo ajustes que permitem aos animais
desenvolverem varias capacidades, entre elas, transportar melhor o oxigénio e

utiliza-lo de forma eficaz no metabolismo energético e oxidante.

Mesmo os peixes tendo um metabolismo bastante similar aos animais
terrestres, entretanto apresentam particularidades adaptativas, que o0s
permitem viver em variados meios aquaticos. Assim, € evidenciado mais uma
vez que o conhecimento no ambito dos processos fisioldgicos, do metabolismo
intermediario e da nutricdo desses animais é bastante importante. Dessa
forma, a pratica de atividades que aumentem o gasto energético (dos lipideos e
carboidratos) do animal se torna uma estratégia muito interessante, assim, é
conhecido que a natacdo promove esse aumento do gasto energético e
consequentemente uma variedade de respostas fisioldégicas e metabdlicas que
irdo resultar em melhora no crescimento e no comportamento dos peixes.
(MORAES et al., 2009; (DAVISON, 1997; SHANGAVI; WEBER, 1999,
YOGATA; OKU de 2000, AZUMA et. al., 2002; ARBELAEZ-ROJAS; MORAES,

2009; MORAES et. al., 2009; KIEFFER et. al., 2009).).
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Nos peixes, embora o nado seja a atividade com caracteristicas inatas, a
atividade de nado se da por meio de um sistema complexo de movimentos, 0s
quais eles realizam numerosas atividades relacionadas a sua sobrevivéncia em

diversos habitats (EVANS, 1993).

Entretanto, em ambientes controlados as atividades de nado acontecem
por meio da natagdo sustentada que deve sempre ser muito bem ajustada,
uma vez que seus beneficios tem uma correlacdo direta com a intensidade
dessa atividade, a qual tem uma especificidade determinada a cada espécie
(DAVISON, 1997, AZUMA et. al, 2000; RICHARDS et. al., 2002;
HACKBARTH; MORAES, 2006; ARBELAEZ-ROJAS, 2007). Segundo
JOBLING (1994) e HOLK & LYKKEBOE (1998) a atividade de natacéo
sustentada pode ser classificadas principalmente pela intensidade imposta
(velocidade de nado) e pelas reacdes metabolicas responsaveis pela
manutencdo energética durante a atividade, assim, inferindo em funcdo do
tempo e intensidade, o tipo de fibras musculares recrutadas no momento de

atividade.

Altas intensidades de nado a velocidade alta podem ser sustentadas por
curtos periodos, pois promove fadiga aos peixes, rapidamente, o que pode
acarretar no comprometimento da saude e do seu crescimento desses animais.
Entretanto, quando realizada a uma intensidade entre moderada a leve, pode
ser sustentada por periodos longos, permitindo que os animais obtenham
maiores taxas de crescimento, principalmente por aproveitarem melhor seu
alimento e por diminuirem seu comportamento agressivo (TAYLOR et al., 1995;
DAVISON, 1997; HOLK; LYKKEBOE, 1998; AZUMA et al., 2002; BUGEON et

al., 2003).
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Como foi descrito acima, a determinagdo da velocidade de nado é
fundamental e um parametro ideal para que se possa ajustar essa variavel e a
velocidade critica de natacdo (Ucrit). Esse parametro, foi desenvolvido por
BRETT em 1964, e permite determinar a velocidade maxima que o peixe €
capaz de se sustentar até atingir a fadiga (momento em que o peixe perde sua
posicdo de nado natural). A velocidade critica corresponde a velocidade
méaxima (Unax) €m que o animal consegue se sustentar durante o aumento da
velocidade de fluxo incrementada (AU) em um pefodo de tempo de 5 minu tos

(t). Dada pela seguinte formula:

Verit= Upax + (tf/ti) x AU

Onde: Unax representa a velocidade maxima alcancada; t; representa o tempo
em que o peixe nadou durante o ultimo intervalo de tempo; t; representa o
tempo total de intervalos (5 min); AU representa a velocidade incrementada. E

a velocidade é expressa em CC/seg (Comprimento Corporal por segundo).

Além da intensidade de nado (determinada pela velocidade de natacéo),
a velocidade de natacdo determina também o dispéndio respiratorio e
metabolico utilizado pelos animais para atender as demandas energéticas
impostas pelos diferentes tipos de natacdo (HOCHACHKA, 1985; JOBLING,
1994; HOLK; LYKKEBOE, 1998). Sao classificadas segundo JOBLING (1994)
e HOLK; LYKKEBOE (1998) em: atividade de natacdo explosiva; atividade de

natacdo prolongada; atividade de natacao aerdbica (natacdo sustentada).

2.2.1 Tipos de Atividade de natacao
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2.2.1.1 Atividade de natacéo explosiva

A atividade de natacdo explosiva € caracterizada por intensidades
extremamente altas, os peixes sé&o forgcados a nadarem a uma velocidade
bastante grande, devido a isso 0Ss animais conseguem permanecer em
atividade por um tempo curto, atingindo a fadiga muscular rapidamente
(JOBLING, 1994; TAYLOR et al., 1995). Em atividade de natacao explosiva os
peixes permanecem em exercicio por um tempo aproximado de apenas 20
segundos. Dessa forma, nos animais s&o recrutadas fibras musculares
glicoliticas, também conhecidas como fibras musculares do tipo Il. Essas fibras
tem como caracteristica realizarem contracfes rapidas, no entanto, possuem
também alta fadigabilidade e utilizam preferéncialmente como fonte geradora
de energia o metabolismo anaerobico. Esse tipo de atividade de natacéo, por
ser de alta intensidade podem comprometer o metabolismo, promover
distarbios hidroeletroliticos e queda do pH, acarretando assim em diminuicéo
do crescimento dos animais (WOOD, 1991; POSTLETHWAITE; McDONALD,
1994; HOLK; LYKKEBOE, 1998; LACKNER et al, 1988; MOYES; WEST, 1995;

TAYLOR et al, 1995; MILLIGAN, 1996; RICHARDS et al, 2002).

2.2.1.2 Atividade de natacédo prolongada

A atividade prolongada de natacdo apresenta um tempo de duracédo de
aproximadamente 20 segundos a 200 minutos, podendo acarretar em fadiga ao

final.
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Para que os animais possam manter-se em atividade, o metabolismo
utilizado é o metabolismo aerdbico suplementado pelo anaerdbico, uma vez
gue a demanda metabdlica imposta pela intensidade do exercicio é grande,
promovendo assim o0 acumulo de lactato para ressintese de nicotinamida
dinucleotideo (NAD"), molécula esta fundamental para o funcionamento da
enzima Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, peca indispensavel para a via
glicolitica (BERG, 2008; LEHNINGER, 2004; MAUGHAN, 2000). Ocorre neste
tipo de atividade de natagao o recrutamento inicial de fibras musculares do tipo
I, porem, devido ao tempo de atividade e a caracteristica de contracédo
(determinada pela intensidade da atividade de natacdo), sdo recrutadas

também, posteriormente, fibras musculares do tipo Il (MOYES; WEST, 1995).

2.2.1.3 Atividade de natacao aerébica de longa duracéo, ou sustentada.

A atividade de natacdo sustentada também pode ser chamada de
atividade de natacdo de longa duracéo. Isso se deve ao fato de que esse tipo
de atividade tem como principal caracteristica sua baixa intensidade, o que
permite aos peixes realiza-la por um periodo longo de tempo, acima de 200
minutos. Neste tipo de atividade de natacdo 0s peixes conseguem permanecer
em atividade por um tempo prolongado, sem desenvolverem fadiga muscular.
Para que 0s peixes possam gerar energia para esse tipo de atividade, utilizam
metabolismo oxidativo, utilizando como combustivel lipideos (acidos graxos e
triacilglicerdis) (TOTLAND et al., 1987; YOUNG & CECH JR, 1994; VAN DEN
THILLART; VAN RAAJI, 1995; WEBER; HAMAN, 1996; FORSTER & OGATA,

1996; BERNARD et al., 1999; YOGATA,; OKU, 2000; OGATA & OKU, 2000) e
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carboidratos (glicose e glicogénio), poupando proteina para o0 crescimento
(DAVISON, 1997; WOOD, 2001). As fibras recrutadas preferencialmente pelos
peixes neste tipo de atividade de natagcdo sao fibras do tipo I, as quais tém
como caracteristicas principais contracdes lentas, sdo metabolicamente
oxidativas e baixa fadigabilidade e contracdes mais fracas, quando comparada

as outras (MOYES; WEST, 1995).

2.3. Beneficios na Atividade de natacdo sustentada

O método de natacdo sustentada age de forma benéfica nos peixes,
promovendo diminuicho no comportamentento agressivo, otimiza o0
metabolismo de forma a minizar a degradacdo de proteinas, melhora a
captacao e transporte de oxigénio, resultando aos animais uma melhor taxa de
conversdo alimentar, aumentando seu crescimento e sobrevida (FABRIZZI et
al., 2013; Nunes et al.,, 2013; DAVISON, 1997; SHANGAVI; WEBER, 1999;

YOGATA,; OKU, 2000; AZUMA et al., 2002).

Varios estudos que avaliaram o efeito da atividade de natacao
sustentada de espécies como, salmonideos, (DAVISON; GOLDSPINK, 1977;
LEON, 1986; TOTLAND et al., 1987; HOULIHAN; LAURENT, 1987; DAVISON,
1987; CHRISTIANSEN; JOBLING, 1990; JOBLING et al.,, 1993; YOUNG,;
CECH, 1994) catfish (Ictalurus puntactus), striped bass (Morone saxatilis),
whiting (Merlangius merlagus); trutas (Oncorhynchus mykiss), “striped bass”
(Morone saxatilis), “red sea bream” (Pagrus major), yellowtail (Seriola
qguinqueradiata) e matrinxd (Brycon amazonicus) (YOUNG; CECH, 1993a;

YOUNG,; CECH JR., 1994; JABOE; GRANT, 1996; HAMMER, 1996; DAVISON,
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1997; YOGATA; OKU, 2000; AZUMA et al., 2002; HACKBARTH; MORAES,
2006; ARBELAEZ-ROJAS, 2007) influenciava de forma positiva o crescimento

dos animais.

Outras respostas benéficas obtidas através dessa atividade de natacéo
também foram detectadas, tais como mudancas no comportamento alimentar
dos peixes, 0s quais passam a ter melhor taxa de conversdo alimentar
acompanhada de aumento em peso (CHRISTIANSEN; JOBLING, 1990;
HALLER, 1991a,b; JORGENSEN; JOBLING, 1993). Além disso, o fluxo de
adgua forcado faz com que a ragdo seja melhor distribuida nos tanques,
promovendo a remocdo de compostos toxicos como amoénia e Nitrito,
resultando em crescimento mais uniforme dos peixes (JOBLING, 1994; WOOD,

2001; HACKBARTH; MORAES, 2006; ARBELAEZ-ROJAS, 2007).

Em um estudo com matrinxd (Brycon amazomicus) exercitado
aerobiamente por 30 dias a velocidade de 1CC/seg, observou-se melhores
taxas de conversao alimentar e de crescimento, com ganho em peso superior a
38 % em relacdo aos peixes nao exercitados (HACKBARTH; MORAES, 2006).
Da mesma forma, pacus (Piaractus mesopotamicus) exercitados
aerobicamente a uma intensidade de 1 a 2 CC/seg apresentaram melhores
taxas de ganho em peso, comprimento, altura, conversao alimentar (CA) e taxa
de eficiéncia proteica (TEP) (HACKBARTH, et al., 2007). No mesmo estudo,
exemplares de pacu que praticaram atividade a 2CC/seg cresceram mais de
50% em peso em relacdo aos peixes ndo exercitados e apresentam o0s
melhores valores de CA e TEP. Os autores concluiram que este tipo de
atividade de natacdo estimula o crescimento, bem como uma melhora no

aproveitamento dos nutrientes da dieta (HACKBARTH et al., 2007).
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No musculo, a atividade de natagdo forgcada aerdbica ocasiona em
peixes um aumento no tamanho das fibras do musculo vermelho e do musculo
branco (hipertrofia), devido a maiores taxas de sintese proteica nestes tecidos
(HOULIHAN; LAURENT, 1987). Como o musculo representa de 50 a 60 % do
peso corporal dos peixes, mudancas neste tecido influenciam o crescimento do
corpo como um todo (DAVISON; GOLDSPINK, 1977; JOHNSTON; MOON,

1980 a; TOTLAND et al., 1987; DAVISON, 1989).

Além dos beneficios supra citados, os parametros hematolégicos sao
ferramentas Uteis na avaliacdo das condi¢cdes dos peixes submetidos ao
exercicio, uma vez que essa atividade acarreta mudancas no fluxo sanguineo e
no didametro dos vasos, além de promover aumento na entrega de oxigénio.
Dessa forma, sdo esperadas alteracdes na concentracdo de hematocrito (Hct),
no conteudo de eritrocitos (RBC), e no conteuddo de hemoglobina (Hb)
(MARTINEZ et al., 1994; SATCHELL, 1991). Da mesma forma, a atividade de
natacdo também promove alteragcdo no parametro Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM), o qual nos indica a concentracdo de hemoglobina em cada
eritrocito e mostrando como esta a capacidade respiratoria do animal. Além
disso, os parametros Volume Corpuscular Médio (VCM) e Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) estdo envolvidos com o fluxo

sanguineo e a dinamica cardiaca (HOUSTON, 1990).

Sabe-se que peixes submetidos ao exercicio de intensidade alta,
apresentam alteracfes nas variaveis hematoldgicas e que o mesmo quadro
nao € visto em peixes submetidos a atividade de intensidade moderada ou leve
(FRANKLIN et al, 1993; WOOD, 1991; HOLK; LYKKEBOE, 1998). Além de

avaliar o impacto da atividade imposta sobre o transporte e aporte de oxigénio,
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os indices hematolégicos sao utilizados também nos estudos de controle de

patologias e de estresse de qualquer natureza (MARTINEZ et al., 1994).

Atividade de natacdo em peixes reorganiza seu metabolismo de forma a
diminuir a mobilizagcdo proteica para fins energéticos, com aumento
consequente do catabolismo de lipidios e carboidratos, permitindo assim maior
sintese de proteina e maior taxa de crescimento (DAVISON, 1997; MOYES;
WEST, 1995; WOOD, 2001; RICHARDS et al., 2002; HACKBARTH; MORAES,
2006; ARBELAEZ-ROJAS, 2007). Matrinxds exercitados aerobiamente
apresentam maior capacidade para oxidar lipidios e carboidratos, com taxa
catabdlica superior a 40 e 15 %, respectivamente. Além disso, observa-se
aumento de 30 % na sintese de proteina muscular (ARBELAEZ-ROJAS, 2007).
Visto que a atividade de natacdo de longa duracéo favorece o crescimento ao
permitir que os peixes metabolizem melhor o alimento ofertado, sua execucéo
poderia contribuir para diminuicdo do problema de gastos com fontes proteicas,
usualmente enfrentado na piscicultura. Os nutrientes proteicos representam de
50 a 70 % dos custos de producao, e a reducdo desta porcentagem pode ser
alcancada por meio da utilizacao de ingredientes de alta qualidade, do uso de
técnicas eficazes de processamento das racdes e da aplicacdo de estratégias
na alimentacéo e na criacdo (KUBITZA, 1998). A atividade de natacdo aerdbica
poderia, desta forma, aumentar o aproveitamento da dieta resultando em
maiores taxas de crescimento devido a melhor utilizacdo de fontes néo
proteicas. Todavia, todas as respostas fisiolégicas apresentadas acima
dependem da velocidade de natacdo a que os peixes sdao submetidos. E este
valor geralmente se encontra entre um e dois comprimentos corporais/segundo

(cc/s) (DAVISON, 1997, AZUMA et al, 2000; RICHARDS et al, 2002;



32

Revisado de literatura

HACKBARTH & MORAES, 2006; ARBELAEZ-ROJAS, 2007). Em matrinxa (B.
amazonicus), a velocidade ideal observada foi de 1,0 CC/seg. Esse valor foi
obtido baseado em parametros de desempenho da espécie (ARBELAES-

ROJAS, 2007).

Dessa forma pode-se destacar a importancia do presente estudo, visto
que a atividade de natacao traz beneficios ao bem estar animal. Além disso, a
aplicacdo da atividade de natagdo em sistemas de cultivo pode acarretar
minimizacdo de gastos para os produtores se forem aplicados intervalos
regulares de repouso. Essa estratégia, entretanto, demanda o conhecimento do
intervalo de tempo ideal de repouso para a recuperacdo do animal apos a
atividade de natacdo Iimposta, otimizando as respostas metabdlicas

aumentando a mobilizacéo de proteinas para o crescimento.

2.4. Nitrito

Peixes confinados em sistemas de criacdo intensiva recebem racao
comercial com elevados niveis de proteina. Parte dessa proteina € consumida
e absorvida pelos animais, favorecendo dessa forma o seu desenvolvimento e
crescimento. Contudo, uma porcdo da proteina que € ingerida pelos peixes
pode ndo ser metabolizada, sendo assim excretada nas fezes como nitrogénio
organico ou amonia. A porcao de proteina que ndo é consumida pelo animais,
somado a adicdo de fertilizantes e adubos organicos (muito comum em
pisciculturas), podem promover um aumento de nitrogénio na agua
(BALDISSEROTO, 2002; ATWOOD et al., 2001; BOYD, 1982; URBINATI;

CARNEIRO, 2004), podendo atingir niveis bastante elevados, o que torna um
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fator limitante para a criacdo de peixes (HILMY et al., 1986; SVOBODOVA et

al., 2005a).

Em ambiente aquéatico, a aménia (NH3) é oxidada a nitrito (NO3) por
meio de bactérias nitrificantes quimiossintéticas  (Nitrosomonas e

Nitrosococcus), como apresentado na reacao 1:

Reagéo 1= NH4+ + 1% 0,—NOs + 2H + H,O

O NO; pode ser oxidado a nitrato (NO3), por agdo de bactérias

Nitrobacter, conforme apresentado na reacéo 2:

Reagéo 2 = NOy + % O, — NOg3’

Ambos o0s processos acima se dao em condi¢cdes aerObicas e sao
denominados nitrificacdo. A reacédo inversa, de nitrito a amonia, é denominada
desnitrificacdo e pode ocorrer em ambientes eutrofizados, devido a
decomposicdo de matéria organica (ARANA, 1997, GROSELL e JENSEN,

2000).

O nitrato é toxico aos peixes apenas em altas concentracdes, entretanto
a amonia e o nitrito sdo toxicos a estes animais em baixas concentracdes
(BALDISSEROTO, 2002). Em casos de sistemas de recirculacdo de agua
(sistemas fechados), altas concentracdes de nitrato podem ser alcancadas por
meio da nitrificacdo da amonia (ARANA, 1997). Em condi¢des de baixos teores
de oxigénio, a acdo das bactérias do tipo Nitrobacter € prejudicada, permitindo

que ocorra um acumulo de nitrito (LATONA, 2002).

Em altas concentragdes, o nitrito promove danos aos peixes (BIANCHINI

et al., 1995; DOBLANDER; LACKNER, 1995; LEWIS; MORRIS, 1986), como
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lesBes no epitélio branquial, altera¢des nos fluidos corporais e outros disturbios

bioguimico-fisiolégicos (JENSEN, 2003).

No epitélio gastrico, 0 excesso de nitrito pode ser mutagénico e
carcinogénico (BRUNING-FANN; KANEENE 1993b), principalmente por agéo
de nitrosaminas (substancia formada por meio de reagOes entre nitrito e

proteinas) (WENG et al., 1992).

Segundo Brunning-Fann; Kaneene (1993), além dos efeitos deletérios
promovidos no epitélio gastrico, o excesso de nitrito pode causar alteracdes na

atividade elétrica, motora e cerebral.

Uma das consequéncias indesejaveis causadas pelo nitrito em peixes é
a oxidacdo de hemoglobina em metahemoglobina. Essa reacdo é decorrente
da oxidacao do ferro do grupo heme da hemoglobina, no qual a forma ferrosa
(Fe?") é oxidada para a forma férrica (Fe3"), trazendo grande prejuizo no
transporte de oxigénio dos animais (KOSAKA; TYUMA, 1987; CAMERON,
1971). A formacdo de metahemoglobina provocadeficiéncia no transporte de
oxigénio, uma vez que leva a diminuicdo de hemoglobina e hematdcrito por
meio de hemdlise (VAN LEEUWEN 2000; SCARANO& SAROGLIA, 1984,

ARILLO et al., 1984; AVILEZ et. al., 2013).

Dessa forma, o excesso de nitrito pode promover alteracbes tanto em
nivel metabdlico, quanto estrutural nos peixes, gerando assim mudancas na
captacdo e no transporte de oxigénio, além de modificar o metabolismo.
Portanto, a busca de ferramentas que possam minimizar essas respostas
indesejadas é de grande interesse ndao apenas comercial, mas também para a

melhoria da salde e do bem estar animal.
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2.5. Metabolismo Oxidante e antioxidante

A oxidacao biolégica é fundamental para os animais, pois € o principal
processo pelo qual esses seres vivos obtém energia. Esse processo ocorre por
meio da oxidacdo das biomoléculas, gerando ATP (trifosfato de adenosina),
molécula considerada moeda energética para as células. A hidrolise do ATP
promove a liberagdo de energia para a realizacdo de trabalhos, como
contragdo muscular, transporte de membrana, sintese de biomoléculas, entre
outros. Para tal os organismos aerébicos consomem O, e geram CO,, como

apresentado de forma geral na reacéo 3 (VOET, 2006).

Reacéo 3:

(Oxidacédo da glicose):

CeH1206+60,+ADP+Pi + NAD"_, 6CO,+6H,0+ATP

Na cadeia transportadora de elétrons da mitocondria, embora o processo
de reducédo do oxigénio a agua seja bastante eficiente e preciso, as vezes,
esse mecanismo ndo é completado, promovendo assim a geracdo de
moléculas com elétrons desemparelhados, chamada de espécies reativas de
oxigénio (ERO), com fun¢gbes muitas vezes prejudiciais, pois promovem
oxidacdo das membranas, das proteinas e do DNA, levando a morte celular

(VOET, 2006).
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Das moléculas derivadas de oxigénio, podemos destacar o anion
superoxido (0,%), o carbonato (CO3™), o acido hidroperoxila (HO;%), o peroxil
(RO,") e o alcoxil (RO®), a hidroxila (*OH), peréxido de hidrogénio (H.O,), o
acido hipocloro (HOCI), hidroperéxidos de acidos graxos (FAOOH), aldeidos
reativos, oxigénio singlete e outros compostos (JEZEK; HLAVATA, 2005). O
0O," é fracamente reativo, entretanto o *OH é extremamente reativo e capaz de
provocar danos as células (DI GIULIO; MEYER, 2008; LUSHCHAK, 2011). O
H.O,, mesmo tendo uma caracteristica oxido/redutora, penetra na célula com
facilidade principalmente por ser uma molécula apolar, além disso, é uma forte

precursora do "OH (HABER; WEISS, 1934; DI GIULIO; MEYER, 2008).

Além das espécies reativas de oxigénio, também sdo conhecidas as
espécies reativas de nitrogénio (ERN), das quais podemos destacar o éxido
nitrico ("NO), peroxinitrito (OONQ), 6xido Nitroso (N.O3), didxido de nitrogénio
('NO2), N-nitrosaminas (R,N-N=0),S-nitrosotiols (R-S-N=0) (JEZEK;
HLAVATA, 2005; DI GIULIO; MEYER, 2008),acido nitroso (HNO,), nitritos

(NO3 ) e nitratos (NO3 ) (HALLIWELL, 1999).

O radical 6xido nitrico (NO") é produzido no organismo por meio da
enzima Oxido nitrico sintetase a partir do aminoacido arginina, O, e NADPH
(Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo-Fosfato-Hidrogénio), gerando  como
subproduto o NADP® (Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo-Fosfato) e o
aminoacido citrulina (TAMIR; TANNENBAUM, 1996). Conforme ja exposto
anteriormente, o nitrato pode gerar nitrito e este pode interagir com acidos do
suco gastrico gerando o acido nitroso (HNO;). Outra forma de geracdo de

HNO, é por meio da reacéo entre 6xido nitroso (N.O3) e H,O. O produto HNO,
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age sobre o DNA promovendo a desaminagéo das bases nitrogenadas citosina,
adenina e guanina, promovendo a formagdo de uracila hipoxantina

(BERGER,et al., 1999) e xantina, respectivamente (SCHONEICH et al., 1999).

Muitos mecanismos sdo responsaveis por gerar as ERO na célula. A
cadeia transportadora de elétrons, que se encontra na membrana interna da
mitocondria, é a principal fonte de ERO, sendo que os principais produtores de
ERO na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial sdo a Coenzima Q e o
complexo I, local onde o O, da origem ao O," (JEZEK; HLAVATA, 2005;
LUSHCHAK, 2011).

O estresse oxidante pode resultar em efeitos bastante danosos para as
biomoléculas constituintes da célula (lipideos de membrana celular, proteinas e
0 DNA) podendo leva-la a morte (apoptose celular) (GUTTERIDGE, 1995;
JEZEK; HLAVATA, 2005).

As ERO podem agir sobre os lipideos de membrana causando sua
oxidacao e formando hidroperdxidos, mecanismo conhecido como peroxidagao
lipidica (LPO). Assim, a detec¢édo de LPO € um importante marcador de leséo
na membrana celular e estresse oxidante (GUTTERIDGE, 1995; BUETTNER,
1993).

O processo de LPO ocorre em trés etapas: iniciacdo, propagacgao e
terminacdo. A fase de iniciacdo da-se no momento em que os &cidos graxos
encontrados na membrana da célula (poli-insaturados) e organelas sé&o
metabolizados, formando assim radicais alquila (L*), que quando em contato
com O, forma o radical peroxila (LOO®) (figura 2). O LOO® pode reagir com o

hidrogénio alélico de outro &cido graxo, promovendo a formagdo de um
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hidroperoxido de lipidio (LOOH) (produtos primarios da peroxidacdo de acidos
graxos poli-insaturados, podem ser quantificados colorimetricamente pelo
método FOX (Ferrous Oxidation/Xylenol) (JIANG et al., 1992) e outro L°,
promovendo assim a etapa de propagacao. A etapa de terminac&o ocorre pela
aniquilacdo dos radicais formados originando produtos n&o radicalares
(GUTTERIDGE, 1995; LIMA; ABDALLA, 2001).

A LPO pode promover uma desestabilizacdo da membrana celular,
reducdo de sua fluidez e inibicdo das enzimas nela inseridas (GUTTERIDGE,

1995; DI GIULIO; MEYER, 2008).
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Figura 2. Ataque da membrana celular por ERO ou ERN. Fonte: modificada de Buettner, 1993.
ERO e ERN oxidam fosfatidilcolina, formando o radical lipidio (80), que ao adicionar O, forma
radicais lipidio-peroxila (81), permitindo o acumulo de lipidios nessas paredes e,
consequentemente, seu entupimento.

Segundo Lesser (2012), o DNA é muito sensivel a acdo de ERO, ja que
suas bases nitrogenadas podem ser oxidadas pelas espécies reativas.

Um modelo de ataque do HOs ao DNA e RNA, que pode ser ocasionado
pela retirada de um dos atomos de hidrogénio, gerando quase sempre a
ruptura da cadeia da molécula, formando assim a 5’-8-ciclo-2’-desoxiadenosina
80OHdA e 5’-8-ciclo-2’-desoxiguanosina 80OHAG (BERGER, 1999)

As gquebras de fitas do DNA podem estar diretamente associadas a
presenca de radicais livres na célula. As ERO podem oxidar as bases
nitrogenadas das purinas e pirimidinas, levando a formacdo de quebra de fitas
simples ou duplas (BERRA et al., 2006). O radical “OH, por exemplo, pode ser

adicionado na posi¢cao 8 da desoxiguanosina (dGuo), cujo produto final oxidado
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€ a 8-oxodGuo. Além disso, os produtos da LPO séo altamente reativos com o
DNA, podendo gerar adutos, que sao modificacbes covalentes no DNA que
envolvem os sitios das bases, 0s quais estdo envolvidos nas pontes de
hidrogénio, que mantém a estrutura de dupla hélice (CARVALHO,
2001)(Figura 4).

A oxidacgdo de proteinas por radicais livres pode resultar em alteragdes
estruturais dos aminoacidos e inativacdo catalitica, caso ela tenha funcgéo

enzimatica (LESSER, 2012) (Figura 3).
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Figura 3: Principais produtos da oxidacdo dos aminoacidos e proteinas por ERO e ERN.
Fonte, modificada de Barreiros (2006). Apresenta 0s principais produtos das reacdes de
degradacdo de aminoacidos por ERN e ROS (tiohidroperéxido (1), cistina (2), 2-oxo-histidina
(3) em equilibrio com a 2-hidroxi-histidina (4),metionina sulféxido (5), metionina sulfona (6) 14,
derivados da arginina, lisina e prolina (7, 8 e 9), nitroacetato (10), oxima (11), hidroxilamina
(12), oxalato (13) e derivados da tirosina (15-20).
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Figura 4: Principais produtos da oxidacdo de DNA por ERN e ERO. Fonte: modificada de
Barreiros (2006) A figura 4 apresenta um modelo de ataque do HO+ ao DNA e RNA, que pode
ser ocasionado pela retirada de um dos atomos de hidrogénio (1-3), gerando quase sempre a
ruptura da cadeia da molécula, formando assim a 5'-8-ciclo-2'-desoxiadenosina 8OHdA (4) e 5'-
8-ciclo-2’-desoxiguanosina 80HAG (5).

Outro local importante para a formacdo de ERO é o reticulo
endoplasmatico, local que tem como objetivo a metabolizacéo de toxicos, pelo
citocromo P450. A metabolizacdo dos xenobidticos (substancias exdgenas com
caracteristicas toxicas) ocorre por enzimas como a xantina oxidase e o
NADPH-citocromo P450 redutase, transferindo o elétron da substancia para o
O, produzindo com isso 0 O," e regenerando, assim uma Unica molécula de
composto pode gerar varios oxirradicais. (DI GIULIO; MEYER, 2008;
LUSHCHAK, 2011).

A producdo de ERO nem sempre estd associada aos danos celulares.
Algumas células, como os leucdcitos, possuem um sistema de producao
especifica de ERO. Este sistema € regulado pela NADPH-oxigenase e as ERO
produzidas por este sistema sdo utilizadas para atacar microrganismos
invasores, conferindo a célula um papel protetor (LUSHCHAK, 2011).

Entretanto, as ERO podem ser removidas e quem tem a funcédo de
promover essa regulacdo é o sistema antioxidante, que sdo assim nomeados
pelo fato de combater ou inibir danos oxidantes. (ABDOLLAHI et al., 2004; DI

GIULIO; MEYER, 2008; LUSHCHAK, 2011).
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Os antioxidantes podem ser tanto hidrofilicos, como a glutationa (GSH) e
0 acido ascorbico, quanto hidrofébicos como os carotendides, o retinol e o a-
tocoferol. Em pH fisiologico, o &cido ascorbico (ou vitamina C) é encontrado
principalmente como ascorbato e é altamente sollvel em agua. A GSH é um
tripeptideo (y-glutamil-cisteinil-glicina) que tem inumeras func¢des celulares,
entre elas a funcdo antioxidante, participando da reacdo acoplada com a
gluationa peroxidase (GPX), metabolizando assim os peroxidos de hidrogénio
(H20,) e hidroperoxidos de lipidios (LOOH). Além disso, a GSH pode agir de
forma direta em ERO (O,", °*OH), por meio do seu grupo tiol (—SH)
(GUTTERIDGE, 1995; DI GIULIO; MEYER, 2008).

O sistema antioxidante enzimatico € composto pelas enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A
SOD possui trés isoformas: SOD CuZnSOD, que aparece predominantemente
no citosol nos lisossomos e no ndcleo; a MNSOD, encontrada principalmente
na mitocondria; e a SOD extracelular (ECSOD), bastante encontrada nos
espacos extracelulares de vasos sanguineos. O substrato da SOD é a

molécula de superéxido (O,") (reagéo 4).

Reacéao 4
02"+ 0," _, H,0,+ O,
SOD
A CAT ¢é encontrada geralmente nos peroxissomos, organela
responsavel pela degradacdo de &acidos graxos. Para que ocorra a
dessaturacédo de acidos graxos em &cidos graxos insaturados (nf -oxidacao

de acidos graxos), ocorre a liberagdo de uma molécula de H,O, como
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subproduto, a CAT tem uma atuacéo direta sobre o substrato H,O, desta forma
pode agir sobre ele também fora do peroxissoma (reagéo 5).

Reacao 5

2H,0, _, O, + 2H,0
CAT
A GPx além de agir metabolizando a H,O,, como a CAT, age também
sobre hidroperoxidos de lipideos, reduzindo assim radicais como os LOOH,
como apresentado nas reacoes, 6 e 7 respectivamente. Foram descritas quatro
isoformas de GPx em mamiferos, sdo elas: GPx1 (classica), GPx2
(gastrointestinal), GPx3 (plasmatica) e a GPx4 (que promove a reducédo de

LOOH ligados as membranas) (GUTTERIDGE, 1995; DI GIULIO; MEYER,

2008).
Reacéo 6:
H,O, + 2GSH — GSSG + H,O
GPx
Reacéo 7:

LOOH + 2GSH — GSSG + LOH
GPx
As enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e a enzima
glutationa redutase (GR) apresentam funcdes especificas no sistema
antioxidante. As glutationa redutase promove por meio da glutationa dissufeto,
a regenera da glutationa (GSH) (molécula fundamental na reacdo da GPx) a
partir de glutationa dissulfeto (GSSG) e da molécula de NADP(nicotinamida

adenina dinucleotideo fosfato). A enzima glicose-6-fostato desidrogenase
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participa das reacOes da via das pentoses, que tem como um dos principais
objetivos, a producdo de NADPH, molécula fundamental no funcionamento das
vias do anabolismo (GUTTERIDGE, 1995; DI GIULIO; MEYER, 2008;

LUSHCHAK, 2011; BERG, 2008).

Na tentativa de minimizar os efeitos causados pelo estresse oxidante em
sistemas de criacao de peixes, estudos no ambito da nutricdo e das respostas
fisiologicas associadas ao exercicio fisico ttm aumentado gradativamente, uma

vez que se tem mostrado ser uma ferramenta importantissima.

2.6. Exercicios Fisicos X Metabolismo Oxidante

Uma vez que relatos sobre exercicio fisico e estresse oxidante em
peixes é muito escasso, o levantamento bibliografico feito neste capitulo foi por
meio de estudos com mamiferos.

Em repouso, o musculo esquelético gasta em torno de 13 kcal/kg de
musculo/dia (ELIA, 1991), porem quando em exercicio pode atingir um gasto
100 vezes maior, necessitando assim de um fluxo de oxigénio muito maior para
a mitocondria, para suprir a necessidade do metabolismo aerdbico (SAHLIN et
al., 1998), o que determina um aumento da producdo de ROS durante o
exercicio fisico (DAVIES et al., 1982; KNIGHT, 1999; RADAK, 1999; RADAK,
2001; RADAK et al., 2008; SEN, 1995). Outros fatores como a enzima NADPH-
oxidase (MCHUGH et al., 1999; BABIOR 2004; ORTENBLAD et al., 2003) e a
via da xantina oxidase (CHEVION et al., 2003, GOMES et al., 2005; DROGE,
W., 2002; DUARTE et al., 1993) também promovem aumento da producao de

ROS durante o exercicio fisico.
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Entretanto, estresse oxidante é a condi¢do pela qual as células excedem
a producéo fisiolégica de moléculas oxidantes (ERO e ERN, e Radicais livres)
(GOLDFARB, 1999; SIES, 1991).

No entanto, € sabido que o exercicio fisico promove a diminuicdo de
doencas cronicas (RADAK, 2003). Assim, fica claro que a pratica regular de
exercicio fisico promove adaptacbes benéficas, que permite uma melhor
resposta ao aumento de ERO, minimizando ou inibindo oxidacao celular por
esse meio.

Acredita-se que tanto a producdo de ERRO, quanto o desenvolvimento
de estresse oxidante tem uma relacéo direta com a intensidade do exercicio.
Estudos comprovaram que exercicios exaustivos promovem aumento de
indicativos de estresse oxidante como as atividades das enzimas glutationa (JI
et al., 2004) e superoxido dismutase, além de peroxidacgao lipidica em endotélio
de ratos submetidos ao exercicio exaustivo em esteira (RADAK et al., 1995).

Outros estudos mostraram que o exercicio fisico, quando praticado de
forma exaustiva, promove um aumento bastante significativo na producao de
EROS nos complexos | e Il da cadeia transportadora de elétrons (em torno
187% e 138%, respectivamente), do tecido muscular de ratos (SABORIDO et
al., 2011).

Haja visto que o exercicio fisico promove o aumento de ERO, qual seria
entdo sua relagcdo com o beneficio causado na prevencdo, na minimizacao e na
cura de doencas cronicas?

Uma vez que o estresse oxidante tem uma relacdo direta entre a
producdo de ER e a defesa antioxidante do organismo, parece claro que,
quando realizado de forma exaustiva, o exercicio fisico acarreta um balanco

positivo de ER. Entretanto, quando praticado de forma moderada o exercicio
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fisico promove grandes beneficios, como, aumento da atividade das enzimas
antioxidantes (SOD e GPx), em cérebro de ratos (SOMANI; HUSAIN, 1996).

Outro estudo demonstrou que ratos fémeas e machos idosos tiveram
aumento a atividade das enzimas SOD, GPx e CAT em cérebro, coracgdo,
figado e rins apdés 52 semanas de exercicio moderado. Além disso, foi
apresentado nesse mesmo estudo diminuicdo dos equivalentes de lesé&o
oxidantes, acido tiobarbittrico (TBARS) e proteina carbonilada em todos os
tecidos, cérebro, coracdo, figado e rins (NAVARRO et al., 2004).

Também foi observado reducdo de estresse oxidante em cérebro de
ratos submetidos ao treinamento de esteira de forma moderada por 15
semanas, nesse estudo, os autores descreveram em seus achados que os
animais tiveram aumento da atividade das enzimas SOD e GPx e diminuicéo
de proteinas carboniladas no hipocampo desses animais (MAROSI et al.,

2012).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Sabendo-se que os peixes mantidos em natacédo sustentada usufruem de
inUmeros resultados fisiolodgicos, bioquimicos e comportamentais entre outros
beneficios aos animais, a utilizacdo desta pratica de manejo como estratégia
na melhora do seu desempenho de crescimento e do seu bem estar frente aos
estressores presentes nas atividades de criagdo, pode ser bastante
promissora. Assim, a avaliacdo do perfil metabolico em matrinxa desafiados por
agentes estressores apos periodo de criagcdo em natacdo sustentada foi a
ferramenta considerada confiavel e de escolha na avaliacdo dos efeitos desta

pratica de manejo sobre as condi¢des fisioldégicas dos peixes.

O objetivo do presente estudo foi avaliar as respostas bioquimicas ao
estresse oxidante além das respostas hematologicas e do metabolismo
intermediario em matrinxas juvenis adaptados a natagdo sustentada usando

como desafio a exposi¢cao aguda ao nitrito.
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4. MATERIAL E METODOS

Matrinxd juvenis da fazenda S&o Geraldo (Sertdozinho, SP) foram
transportados para as instalacdes de laboratério e mantidos em tanques de
2000L com fluxo continuo de agua e com controles de temperatura, pH e
aeracdo. A agua era filtrada através de um sistema de bio-beds e retornada
aos tanques. Os peixes permaneceram nesse sistema por uma semana para
aclimatacdo as novas condi¢cdes ambientais. Apos o periodo de aclimatacéo,
72 peixes pertencentes a mesma classe de peso e tamanho foram amostrados
e submetidos a um banho de anestésico contendo 40 mgL™ de eugenol
(INOUE et. al., 2003) por 30 segundos. Apds a anestesia leve, os peixes foram
avaliados quanto a biometria. O peso médio dos animais variou de 28 a 29mg e
o comprimento médio entre 13 e 14 cm. Depois da biometria, os peixes foram
distribuidos aleatoriamente (n=12) em seis tanques circulares de 200L em fibra
de vidro. Nesses tanques experimentais a 4gua chegava por injecdo forcada
por meio de bomba de % HP através de um tubo em L imersos na coluna
d’agua de cada tanque. Os tubos em L eram perfurados em toda sua extensao
ao longo de uma face com furos de 5/32” dispostos a cada 1,5 cm e lacrados
na extremidade da haste vertical. A haste vertical mantinha o fluxo circular da
coluna d’agua, auxiliado pela haste horizontal na superficie do tanque, através
da qual entrava a 4gua injetada. A regido central dos tanques, onde a agua tem
velocidades escalares menores, tinha o acesso impedido por um cilindro de
rede de nylon, restringindo a coluna d’agua em movimento a uma largura de 20
cm na regidao mais periférica do tanque. A agua dos tanques era escoada por
um esgoto central no fundo de cada tanque e filtrada, antes do seu retorno pelo

sistema em L, em um Filtro de Rotagdo Biolégico com rede de aco de
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porosidade de 0,2mm. A velocidade da agua era controlada por uma torneira
de registro antes de chegar as hastes horizontais em L através de um medidor
de fluxo (GO Ambiental, Mecanica Medidores de vazao, modelo 2030 Series)
Contador de Rotagdo Biologico (RBC -system). O sistema experimental era
assim mantido sempre filtrado e a agua era aerada durante a filtracdo e pela
propria penetracdo no sistema através das hastes em L. A qualidade da &gua
foi preservada ao longo do periodo experimental e mantida em: 26,4 + 1,3 °C;
pH-7,3+0,2,DO-56+0,4mgL % NH, -0,95+0,09 mg.mL?, NO -1,78 +
0,22 mg L *. Os peixes permaneceram nestas condicdes durante uma semana

e a primeira etapa experimental foi iniciada.

4.1. Delineamento experimental

4.1.1. Experimentol

Duas condi¢cdes experimentais foram previamente estabelecidas: condigéo
controle SN (peixes mantidos sem atividade de natacéo sustentada) e condig&o
experimental NS (peixes mantidos em natacdo sustentada). Os seis tanques
experimentais foram nomeados aleatoriamente como SN e NS de tal forma que
as condi¢cOes fossem realizadas em triplicata. Na condigcdo NS a velocidade da
adgua foi ajustada para 1,0 CC seg’. Esta velocidade foi previamente
estabelecida como ideal para matrinxd (ARBELAES-ROJAS, 2007). Os 12
peixes por caixa (n = 72) permaneceram nessas condigcdes experimentais por
90 dias e eram alimentados até a saciedade duas vezes ao dia com ragao

comercial contendo 36% de proteina bruta. Apos o periodo experimental, seis
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peixes de cada tanque (n = 36) foram amostrados, anestesiados conforme
descrito anteriormente e 0 sangue foi puncionado da veia caudal com seringas
heparinizadas. Em seguida, os peixes foram submetidos a eutanasia por meio
de um corte no tronco medular. ApGs a coleta do sangue, os peixes foram
dissecados sobre placa de vidro gelada e o figado e uma amostra de musculo
branco foram excisadas e transferidas para tubos plasticos e guardadas em
nitrogénio liquido para andlises posteriores. Esses animais foram considerados
controle e foram usados para comparagdo com 0S animais posteriormente
desafiados pela exposi¢cdo ao nitrito; denominados SNNi e NSNi(experimento

2).

4.1.2. Experimento 2

Os seis peixes restantes por caixa, oriundos do experimento 1, foram
mantidos em suas caixas originais para realizacao do desafio. Decorridas vinte
e quatro horas do experimento 1, esses peixes remanescentes foram expostos
a uma concentracdo de 1,0 mg L'de nitrito por 24 horas a (concentracdo
méaxima permitida ambiental pelo CONAMA - Resolugéo n° 357,-.2005). Apos a
exposicdo ao nitrito, os peixes foram anestesiados e 0 sangue e tecidos,
coletados como descrito acima. Estes peixes foram designados como SNNi
(peixes mantidos sem atividade de natacao sustentada por 90 dias e expostos
ao NO?) e NSNi (peixes submetidos & natacdo sustentada por 90 dias e

expostos ao NO™).

4.2. Metodologia
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4.2.1. Determinag6es hematimétricas:

4.2.1.1. Hematocrito

Amostras de sangue eram transferidas para tubos de microhematdcrito
heparinizados e posteriormente fechados com massa apropriada, centrifugados
em centrifuga de microhematocrito por 3 minutos a 12.000 x g, e a

porcentagem de sedimentacao dos eritrécitos era lida em cartdo padronizado.

4.2.1.2. Hemoglobina

O teor de hemoglobina foi determinado em aliquotas de 10uL de sangue
adicionadas em 2mL de solucédo de Drabkin (KCN, KH2PO4, K3[Fe(CN)6] em
agua destilada). A densidade 6ptica era determinada em 540nm (DRABKIN,

1948).

4.2.1.3. Contagem de eritrocitos (RBC)

Para contagem de eritrécitos eram diluidas aliquotas de 10uL de sangue
em 2mL de solucdo de citrato formol (isotonica). Desta mistura, 10puL eram
transferidos para uma camara de Neubauer e as células eram contadas sob
microscopia optica (LIMA et al, 1969).

Foram calculados, o Volume Corpuscular Médio (VCM) por meio dos
valores de hematdcrito e da contagem de eritrécitos, Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM) através dos valores de hemoglobina total e da contagem de
eritrocitos, e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) por
meio dos valores de hemoglobina total e de hematdcrito.

4.2.1.4 Metahemoglobina
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A percentagem de metahemoglobina (MetHb) foi determinada como
descrito por Matsuoka (1997). Resumidamente, 6uL de sangue total eram
adicionados a 1,2 ml de 4gua destilada e deixado por 2 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, 600uL de tardp PO 4 pH 6,8 era adicionado e a
mistura era centrifugada a 500 x g por dois minutos. O sedimento era
descartado e a MetHb era determinada no sobrenadante a 563nm de
densidade optica (PS, sonda de solucédo) em quatro passos: 1) (OD1) de 600uL
de PS lida contra H,O dest.; 2) (OD2) depois da adicdo de 4L de KCN 0.9M
ao PS, seguido por agitacdo durante 30 segundos e lida contra H,O dest.; 3)
(OD3) densidade 6ptica de 600uL de PS mais 60 pL de K3[Fez(CN)g] 0,9 M lido
dois minutos apos a adicéo de ferro cianeto contra um solugdo contendo 600uL
de agua e 60ul de K 3[Fez(CN)¢] 0,9 M 4) (OD4) densidade 6ptica da solucéo
do passo 3 ao qual era adicionado 4uL de KCN a@s a leitura DO3 e deixado

por 30 seg. para reagir. As concentracdes de MetHb foram calculadas de

acordo com a expresséo: MetHb % = [(D2 - D1) x 100] x [(D4 - D3) x 1,1] -1.

4.2.2. Preparacgao dos extratos acidos

Em 100uL de plasma eram adicionados 1mL de &cido tricloroacético
(TCA) 20%e centrifugado por trés minutos a 12.000 x g. O sobrenadante era
utilizado como extrato celular. Figado e musculo branco eram pesados em
quantidades apropriadas para as determinacbes dos intermediarios
metabdlicos, mantendo-se a proporcédo de 100mg de tecido para 1,0mL TCA 20

%. Os tecidos eram homogeneizados a 1.000 rpm e homogeneizador rotativo
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(Turrax® T10 lka), sob banho de gelo, seguido de centrifugacdo por trés
minutos a 12.000 x g, e os sobrenadantes eram utilizados como extratos

celulares.

4.2.3. Preparacgéo dos extratos neutros

Aliguotas de plasma, figado e musculo branco eram diluidas na
proporcdo de 1/10 com agua destilada. O processo era feito como descrito na

preparacao de extratos acidos, substituindo-se o TCA por agua destilada.

4.2.4. Preparagéo dos extratos alcalinos

Nos extratos alcalinos, as amostras de tecido eram pesadas e
colocadas em tubos de ensaio, aos quais era adicionado 1 ml de KOH 6,0 N.
Em seguida, os tubos eram fervidos em Banho-Maria por 5 minutos e

posteriormente agitados para a dissolu¢gdo completa dos tecidos.

4.2.5. Metabolismo intermediario

4.2.5.1. Glicogénio

As determinacdes de glicogénio foram realizadas em homogeneizados
alcalinos como descrito por Bidinotto e colaboradores (1997). Amostras de
figado e masculo branco eram homogeneizadas em meio alcalino e 250uL de

extrato eram transferidos para um tubo rigorosamente limpo onde eram
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adicionados 3 mL de etanol e 100uL de K;SO4 10%, seguidos de agitacdo. As
amostras serdo centrifugadas a 3.000 x g por trés minutos e o precipitado
ressuspendido em 2,5mL de 4gua destilada, seguido de agitacdo. Um volume
adequado desta dissolucdo era avaliado quanto ao seu teor de agucares
(DUBOIE et al, 1956). A leitura dptica era realizada em 480nm. A concentracdo
de acuUcares totais foi estimada contra um padrao de glicose 1mM e o valor foi

expresso em pmol de glicosil-glicose/mg de tecido.

4.2.5.2. Glicose

A andlise de glicose foi feita pelo método de Glicose Oxidase
LABTEST (teste enzimético-TRINDER, 1969). Neste método, a glicose reage
com O oxigénio e com a agua, liberando acido gluconico e peréxido de
hidrogénio. O peréxido de hidrogénio reage com 4- aminoantipirina e fenol sob
a acdo catalisadora da peroxidase, através de uma reacdo oxidativa de
acoplamento que forma uma antipirilquinonimia vermelha. A leitura do produto

de reacéo era feita em 525nm.

4.2.5.3. Lactato

Os teores de lactato no plasma e nos extratos acidos foram estimados
de acordo com Harrower; Brown (1972). Um volume adequado de extrato era
adicionado a 20pL de solucdo de CuSO4.H,O 4%, 3,5mL de acido sulfdrico
concentrado e 80uL de p-fenilfenol (1,59 de p-fenilfenol em solugcéo aquosa de

NaOH 2%). Apdés uma hora, os tubos eram fervidos por 90 segundos e
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imediatamente resfriados em banho de agua. Era utilizado um padrdo de

lactato contendo 20 nmols e a leitura Optica, realizada em 570nm.

4.2.5.4. Piruvato

A determinacé@o de piruvato era realizada em extratos acidos, segundo
Lu (1939). Um volume adequado de extrato era adicionado a 250uL de
dinitrofenilhidrazina 0,1% em HCL 2,0N. Apés 30 minutos de repouso, a 37° C,
eram adicionados 3,0mL de NaOH 1,3N e a leitura Optica era efetuada em

440nm contra um padrao de piruvato contendo 100nmols.

4.2.5.5. Proteina

O conteudo de proteina total nos tecidos foi determinado em aliquotas
de plasma, musculo branco e figado. As amostras eram pipetadas nos pogos
de uma microplaca e em seguida 200ul do reagente de Bradford eram
adicionados (BRADFORD et al., 1976). Esse reagente consiste de uma mistura
do pigmento Comassie Brilliant Blue diluido em Etanol P.A e &cido fosforico.
Em cada placa, juntamente com as amostras, era realizada uma curva padrao
de caseina 1%. A concentragdo de proteina foi determinada
espectrofotometricamente em 520 nm em um leitor de microplacas, e esta

expressa em mg/g de tecido.

4.2.5.6. Aminoacidos livres
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Uma aliquota de plasma ou de extrato neutro de musculo branco ou
figado era transferida para um tubo de vidro e em seguida era adicionado 2mL
de ninhidrina 0,1% em propanol. Os tubos eram vedados e entdo colocados em
banho-maria a 40° C, por 40 minutos. ApOs este periodo, a leitura Optica era
realizada em 570nm contra um padrdo de acido aminoacético 10mM (COPLEY,

1941).

4.2.5.7. Amodnia

Uma aliquota de plasma ou de extrato acido de muasculo branco ou
figado era transferida para um tubo de vidro com agua destilada para um
volume final de 2,0mL e entdo adicionado 0,5mL de reativo de Nessler
(GENTZKOW & MASEN, 1942). A leitura Optica era realizada em 420nm contra

um padréao contendo 100nmols de amdnia.

4.2.6. Peroxidacao lipidica tecidual - LPO

O nivel de peroxidacao lipidica foi determinado em figado e musculo
pela oxidacdo do Fe?* na presenca de xilenol laranja, conhecido como ensaio
FOX - Ferrous Oxidation/Xylenol - (JIANG et al.,, 1992). Uma amostra de
200mg de tecido era homogeneizada em 1 ml de tampéao K,HPO,4 0,1M pH 7,0,
em homogeneizador (Turrax® T10, lka) sob velocidade média. Os
homogeneizados eram centrifugados a 14000 x g por 30 min a 4 °C. Em 100
pL de sobrenadante eram adicionados 100 puL de TCA 10% (1:1); esta mistura

era centrifugada a 5000 x g por 10 min a 4 °C. Uma aliquota de 100 pL do
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sobrenadante era utilizada para a quantificacdo de LPO. Ao sobrenadante
eram adicionados 900 pL da seguinte mistura de reacdo: 0,1 mM de xilenol
laranja, 4 mM butilhidroxitolueno (BHT), 25 mM de &cido sulftrico, 0,25 mM de
(NH4).Fe(SO4), em metanol 90%. Esta mistura era incubada no escuro por 30
min. A concentracdo de hidroperéxidos era entdo determinada a 560 nm,
contra um padrdo de 100 nmol de hidroperéxido de cumeno (CHP). A

concentracéao foi expressa em pmol de CHP por grama de tecido.

4.2.8. Enzimas antioxidantes.

As atividades da Glutationa peroxidase (GPx) e Catalase (CAT) foram
determinadas segundo os métodos de BEUTLER (1984). Os homogeneizados
de tecidos eram preparados em tampdo de homogeneizagdo de fosfato de
potassio 0,1 M pH 7,0 contendo sacarose 0,25 M. As amostras eram
homogeneizadas em homogeneizados tipo Turrax em banho de gelo e em
baixa velocidade. Em seguida, as amostras eram centrifugadas por 10 minutos
a 1500 x g a 4 °C. Os sobrenadantes, contendo concentra¢cées conhecidas de

proteinas, eram utilizados para as determinacdes enzimaticas.

4.2.8.1. Catalase (CAT).

Aliguotas dos tecidos eram homogeneizadas em tampdo de
homogeneizacdo (fosfato-sacarose) e diluidas apropriadamente, quando
necessario, no mesmo tampdo. Aos homogeneizados diluidos eram

adicionados 20 pL de etanol 95% para impedir a reversdo da atividade da
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enzima. Para confeccdo da solucdo de perdxido de hidrogénio era necesséria a
determinacdo da concentragédo exata do estoque. Para isso, era adicionado a
uma cubeta de passo Optico de 1 cm, 1,8 mL de tampao fosfato de sodio 0,1 M
pH 7,0 e realizada uma leitura optica em 230 nm, (DO;). Apds essa leitura, era
adicionado a mesma cubeta 200 uL da H,O, estoque, diluida 100 vezes, e uma
nova leitura Optica era feita (DO,). O Célculo da concentracdo foi baseado na
subtracdo DO, — DO; multiplicada por 141, dado que o & da H,O, é
0,071/mM.cm e o volume final na cubeta foi de 2 mL.

A atividade especifica da CAT foi entdo determinada adicionando-se em
uma cubeta de passo 6ptico de 1 cm, 100 pL de tampéo fosfato de sédio 0,1 M
pH 7,0; 900 pL de H,O, 50 mM e agua destilada para completar 1950 pL. A
mistura era incubada por 2 minutos com um volume apropriado de
homogeneizado e a variacdo de DO,z era registrada a cada 10 segundos. O
valor do coeficiente de extingdo molar utilizado para os calculos foi 0 mesmo

acima.

4.2.8.2. Glutationa peroxidase (GPx).

A atividade especifica da GPx foi determinada através da reacdo da
glutationa redutase (GSH) e da oxidacdo do NADPH, utlizando-se
hidroperdoxido como substrato. Aliquotas dos tecidos eram homogeneizadas em
tampdo de homogeneizagdo (fosfato-sacarose) e, em seguida, o0s
homogeneizados eram devidamente diluidos no mesmo tampdo. Para a
determinacdo enzimatica eram adicionados a cubeta de passo 6ptico de 1,0

cm: 100 pL de Tris-EDTA 1 M pH 8,0; 20 uL GSH 0,1 M; 100 pL glutationa
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redutase 10 U/mL; 100 pL de NADPH 2 mM; 380 uL de azida sédica 2,6 pM;
volume apropriado de homogeneizado diluido e um volume de agua destilada
para completar 970 yL. Esta amostra era pré-incubada por 2 minutos. Em
seguida eram adicionados 30 L de t-butil hidroperoxido 7 mM.

A oxidacado do NADPH era determinada por 2 minutos com registros a
intervalos de 15 segundos. O decréscimo da densidade Optica era determinado
contra um branco a 340 nm. O valor do coeficiente de extingdo molar utilizado

para os calculos foi ¢ = 6,20/nM.cm.

4.2.8.3. Superédxido dismutase (SOD).

A determinacéo da atividade da SOD foi realizada a partir do principio de
auto-oxidacéo de pirogalol, que € inibido na presenca da SOD. Aliquotas de
tecido foram homogeneizadas em tampdo de homogeneizacdo (fosfato-
sacarose) e diluidas apropriadamente no mesmo tampao.

A determinagéo da SOD foi realizada em uma cubeta de 3 mL, onde
foram adicionados 200 pL de Tris HCL-EDTA 1M, pH 7,5; e um gradiente de
volumes do homogeneizado diluido, completando-se o volume para 1960 pL
com agua destilada. As amostras foram entdo pé-incubadas a 25°C por 2
minutos. Em seguida, foram adicionados 40 uL de pirogalol 10 mM (em HCI 10
mM). As variacdes de densidade Optica foram determinadas em 420 nm, em
reagles cinéticas de 2 minutos, com registros a cada 10 segundos. O Calculo
da atividade da SOD foi feito sabendo-se que uma unidade (U) de SOD inibe

50% da auto-oxidag&o do pirogalol.
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4.3. Andlises Estatisticas

Os valores obtidos dos parametros: concentracdo de intermediarios
metabdlicos, atividades enzimaticas e indices hematolégicos foram avaliados
quanto a sua normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As comparagdes
entre as médias obtidas dos parametros estudados foram comparadas por um
teste paramétrico (teste t de Student) com intervalo de confianca de 95% (p <

0,05). As variaveis estao expressas em média + DP.
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5. RESULTADOS

5.1. Perfil Hematologico

Os valores relativos de metahemoglobina dos peixes submetidos ao
desafio de estresse oxidativo causado por exposi¢cdo ao nitrito ndo variaram
significativamente estando todos os valores entre 5,51 e 1,41 %.

Apesar de ndo terem sido estatisticamente comparados, observou-se um
decréscimo dos valores de hematodcrito nos peixes submetidos a natacéo
sustentada (NS), quando comparados aos animais do grupo sem exercicio
(SN). A concentracdo de hemoglobina nos peixes nao aclimatados ao nado
sustentado aumentou apos a exposicdo ao nitrito (SNNi), observando-se o
mesmo padrédo de resposta nos aclimatados a natacao sustentada. A amplitude
de variacdo de Hb nos peixes mantidos em NS foi de 1,18 enquanto que entre
0s peixes mantidos na condicdo SN essa variacéo foi de 1,20 sendo, portanto
praticamente a mesma tanto nos peixes adaptados ao nado sustentado, quanto
aos nao (Figura. 5). A contagem de glébulos vermelhos (RBC) nédo se alterou
em qualquer condi¢do. Os indices hematimétricos VCM, HVM e CHCM, sendo
reflexos das variagcbes observadas nos parametros hematolégicos, ndo se
alteraram nos peixes de qualquer das condi¢des estudadas. Os valores dos
parametros hematoldgicos e indices hematimétricos estdo mostrados na tabela

1.
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Figura 5. A variacdo da concentracao de Hb em torno da média foi calculada subtraindo-se o
valor médio da concentracédo de Hb em cada condigcédo pela média das concentracdes de Hb de
todas as condicoes.

Tabela 1. Perfil hematologico de Brycon amazonicus submetidos a atividade de natacdo e

exposicdo de nitrito.

Perfil
Hematolégico Condicao

SN SNNi NS NSNi
Ht (%) 3815 36+ 2 34+3,4 3613,4
Hb (g/100 mL) 10,75+1,45 B 12+1,26 A 10,17+1,15B 11,37+0,58 A
RBC (106/mm3) 0,58+0,21 0,56+0,1 0,61+0,13 0,53+0,17
VCM (u3) 599+96 6041125 669+134 616 +157
HCM (ug) 186+40 185+47 218+59 201+46
CHCM (%) 31+3 31+3 28+3 B 334 A

Juvenis de matrinxa foram submetidos a atividade de natacéo a velocidade de 1CC seg-1 por
periodo experimental de 90 dias. SN — sem natacao sustentada; NS — natacdo sustentada;
SNNi - sem natagéo sustentada exposto ao nitrito; NSNi - natacao sustentada e exposi¢cao ao
nitrito. Ht — hematdcrito; Hb — hemoglobina; RBC — ndamero de eritrécitos; VCM — volume
corpuscular médio; HCM - hemoglobina corpuscular média; CHCM - concentracdo de
hemoglobina corpuscular média. As letras mostram diferencas significativas entre as condi¢des

para p<0,05. As variaveis estao expressas em média + DP.
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5.2. Perfil metabdlico proteico

Com relacdo ao metabolismo proteico de todos os tecidos ndo foram
observadas diferencas significativas nos teores de proteina entre os animais de
ambos as condi¢cdes, SNNi e NSNi. Os peixes submetidos ao nado sustentado
e expostos ao desafio pela exposicdo ao nitrito apresentaram um aumento no
teor de aminoécidos livres hepaticos. Entretanto, os peixes que foram mantidos
sem exercicio ndo apresentaram o mesmo efeito, tendo sua concentracdo de
aminoacidos livres inalterada. Os teores de aminoacidos plasmaticos e
musculares aumentaram apenas nos peixes submetidos a estresse por nitrito
nos peixes ndo mantidos em nado sustentado. Os teores de aménia foram
significativamente maiores no figado dos peixes desafiados com nitrito e
treinados em nado sustentado. Entretanto, no plasma e no muasculo branco
desses animais ndo se observou nenhuma alteracdo desse parametro. Os
teores de amonia plasmatica e muscular dos peixes criados fora do regime de
nado sustentado apresentaram aumento quando submetidos ao desafio

oxidativo por nitrito. Este conjunto de valores esta apresentado na tabela 2.
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Tabela 2. Perfil proteico de Brycon amazonicus submetidos a atividade de natacdo e exposicédo

de nitrito.

Tecido Condicdo

Figado SN SNNi NS NSNi
Proteina 434 3847 42+10 377
Aminoacidos 11+3 10+5 12+2 B 15.7+4 A
Amonia 96+23 123+56 73+35B 136+36 A
Plasma SN SNNi NS NSNi
Proteina 2916 2845 2714 31+3
Aminoacidos 0.2+0.1B 0.3x0.1 A 0.2+0.1 0.3+0.04
Ambdnia 0.7¢0.1 B 1.5+0.5 A 1+0.1 1+0.3
Musculo SN SNNi NS NSNi
Proteina 3713 38+13 3015 3615
Aminoacidos 6.4+x1 B 10.7£3.2 A 7.4x1.6 6.5+1
Ambdnia 26x2.5B 30.6£3.4 A 27.5%1 28+3

Juvenis de matrinxa foram submetidos a atividade de natac&o a velocidade de 1CC seg-1 por
periodo experimental de 90 dias. SN — sem natacdo sustentada; NS — natacdo sustentada;
SNNi - sem natagéo sustentada exposto ao nitrito; NSNi - natacao sustentada e exposi¢cao ao
nitrito. Os valores apresentados nos tecidos estdo expressos em: Proteina (mg g™);
Aminoacidos (umol g™); Amdnia (umol g™) para os tecidos (Figado e Musculo), e Proteina (mg
ml™); Aminoécidos (nmol ml™"); Aménia (nmol ml™) para o plasma. Os valores estdo
apresentados como média + DP. As letras mostram diferencas significativas entre as condi¢gées

para p<0,05. As variaveis estao expressas em média + DP.

5.3. Perfil metabdlico glicidico

No figado de matrinxd submetido ou ndo ao nado sustentado e
desafiado pela exposicdo ao nitrito, ndo foram observadas alteracoes
significativas nos teores de glicogénio, piruvato e lactato. Os teores de glicose
plasmatica aumentaram nos peixes expostos ao nitrito, tanto nos animais
previamente submetidos ao nado sustentado, quanto naqueles mantidos na

condicdo sem exercicio. Porém, em peixes mantidos em regime sedentério as
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concentracOes de glicose foram maiores que naqueles mantidos em regime de
nado sustentado (Figura. 6). As concentracfes de lactato plasmatico ndo se
alteraram em qualquer das condi¢cdes. O musculo branco de matrinxas néo
submetidos previamente a condicdo de nado sustentado mostrou reducdo nos
teores de glicogénio quando os peixes foram expostos ao nitrito. Entretanto,
nos peixes adaptados ao nado sustentado esses teores apresentaram aumento
(Figura. 7). As concentracOes de lactato e piruvato ndo se alteram nos tecidos

hepético e muscular em qualquer das condi¢des. Estes dados estdo mostrados

na Tabela 3.
100— = NS //.
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Figura 6. Teor de glicose plasmatica de matrinxd mantido nado sustentado (NS) inicial (Ti),
apo6s 90 dias de aclimatacédo (Ta) versus animais ndo aclimatados (SN) mantidos em agua sem
movimento forcado. Ambas as condi¢cdes acima apdés submeter os animais ao desafio de
exposicdo a 1ppm de nitrito por 24h (Te).
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Figura 7. Teor de glicogénio muscular de matrinxa mantido nado sustentado (NS) inicial (Ti),
apo6s 90 dias de aclimatacédo (Ta) versus animais ndo aclimatados (SN) mantidos em agua sem
movimento forcado. Ambas as condi¢cdes acima apdés submeter os animais ao desafio de
exposicdo a 1ppm de nitrito por 24h (Te).
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Tabela 3. Perfil glicidico de Brycon amazonicus submetidos a atividade de natacao e exposi¢ao

de nitrito.

-Fl;%gigetro Condicéo

Figado SN SNNi NS NSNi
Glicogénio 10417 52+44 10076 87+19
Piruvato 0.9+0.1 1.1+0.3 1+0.4 1.2+0.1
Lactato 5.1+1 4.6x1 4.7+1 4+1
Plasma

Glicose 7715 B 101+18 A 7016 B 8622 A
Lactato 0.3+0.2 0.3+0.1 0.2+0.1 0.3+0.1
Musculo

Glicogénio 13647 A 7743 B 72+31 B 96+47 A
Piruvato 0.5+0.1 0.6+0.2 0.6+0.2 0.4+0.05
Lactato 48+11 494 477 342

Juvenis de matrinxa foram submetidos a atividade de natacdo sustentada a uma velocidade de
1CC seg'1 por periodo experimental de 90 dias e expostos a concentracao de 1ppm de nitrito
por 24hs. SN — sem natacdo sustentada; NS — natacdo sustentada; SNNi - sem natacéo
sustentada exposto ao nitrito; NSNi - atividade de natacdo e exposicao ao nitrito. Os valores
estdo expressos em: glicogénio (umol de glicosil-glicose g proteina™); piruvato (nmol g™);
lactato (umol g™) nos tecidos (hepatico e muscular), e glicose (mg dL%); lactato (nmol mI™) no
plasma. Os valores estdo apresentados como média + DP. As letras mostram diferencas

significativas entre as condi¢des para p<0,05. As variaveis estdo expressas em média + DP.
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5.4. Metabolismo Antioxidante

As atividades das enzimas GPx e CAT hepética e muscular nao
sofreram alteracdo em nenhuma das duas condigcbes experimentais. A
atividade de SOD hepatica foi determinada em figado, ndo se registrando
alteracdes significativas em quaisquer das condicbes; em muasculo foram
registrados apenas tracos dessa atividade enzimatica. Entretanto, os valores
de lipoperoxido hepatico aumentaram significativamente nos peixes né&o
adaptados ao nado sustentado e expostos ao estresse oxidativo por exposicao
ao nitrito. No tecido muscular houve aumento significativo nos teores de
lipoperéxido dos peixes expostos ao desafio por nitrito tanto naqueles néao
adaptados ao nado sustentado quanto nos adaptados. Esses dados estédo

todos representados na Tabela 4.
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Tabela 4. Atividade das enzimas do metabolismo Oxidante de Brycon

amazonicus submetidos a atividade de natagao e exposicao de nitrito.

Tecido

Parametro Condicao

Figado SN SNNi NS NSNi
GPx 192+ 82 243+ 125 225 £ 69 287 £194
CAT 223 £ 158 340 + 166 286 + 125 238 + 108
SOD 4+3 7%3 6+3 8+4
FOX 1+£05B 16+05A 1,7+04 1,8+04
Musculo

GPx 0,03+0,01 0.02 + 0,02 0,03+0,01 0,03+0,01
CAT 0,7+0,4 0.5+0,5 0,32+0,3 0,6 0,2
FOX 7+0,8B 14+ 12 A 8,1+£128B 99+14A

Juvenis de matrinxa foram submetidos a atividade de natacao sustentada a uma velocidade de

1CC seg™ por periodo experimental de 90 dias e expostos & concentracdo de 1ppm de nitrito

por 24hs. SN — sem natacdo sustentada; NS — natacdo sustentada; Ni -

sustentada exposto ao nitrito; NSNi -

sem natacao

natacdo sustentada e exposicdo ao nitrito. GPx —

Glutationa Peroxidase (pmol/min/mg.prot); CAT - Catalase (pmol/min/mg.prot); FOX -

Lipoperdxido (nmol CHP/ mg.prot) . As letras mostram diferengas significativas entre as

condicdes para p<0,05. As variaveis estao expressas em média + DP.
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6. DISCUSSAO

6.1. Perfil hematologico

Apesar de neste estudo néo termos comparado todos 0s grupos entre si,
mas apenas 0s grupos de peixes desafiados com seus respectivos controles,
pode-se observar diferenca marcante nos valores de hematdcrito entre os
animais dos grupos controle, valores menores de Ht em peixes adaptados ao
nado sustentado sédo perfeitamente compreensiveis. O Ht de quaisquer dos
animais em estudo deve ser maior do que aquele que se observaria na
situacdo tedrica de coleta de sangue, sem qualquer distarbio estressante.
Todavia, na situacdo experimental esse estresse existe e aparece como um
valor de fundo praticamente impossivel de ser eliminado ou mesmo
descontado. A otimizacdo se da no momento, em que 0 estresse da coleta de
sangue € minimizado ao maximo e se pretende que tenha o mesmo nivel de
intensidade para todos 0s animais. 1SS0 € 0 que Se espera no presente caso.
Assumindo-se que o0s dois grupos de peixes apresentam valores de Ht de
animais sem perturbacdes ambientais, excecdo aquela imposta pela coleta, é
possivel afirmar que aqueles adaptados a natacdo sustentada suportam o
estresse de coleta melhor que aqueles mantidos sem atividade ou sem nado
sustentado, uma vez que seus valores Ht foram menores. Como € sabido, o
estresse ativa o eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal, promovendo a liberacédo de
catecolaminas, as quais disparam a um aumento de hematécrito (MAZEAUD,
1977). Esse aumento pode ser considerado resultado do aumento da contracdo

esplénica realizada pelo baco, a qual € considerada um efeito secundario de
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estresse (BARTON & IWAMA, 1991). A concordar com o fato de que a
atividade de natacdo sustentada diminui os niveis de estresse dos animais,
Huntingford (2010), apresenta que peixes submetidos a esta condi¢cdo de nado
apresentam valores menores de cortisol. Desta forma, é possivel admitir que a
atividade de natacdo contribua para atenuar o nivel de estresse em B.
amazonicus causado pela manipulacdo. Apesar disto, os efeitos causados pelo
desafio a um estresse oxidativo gerado pela exposicdo ao nitrito parecem nao
terem sido atenuados em animais aclimatados ao nado sustentado, visto que
nao se observou alteracdes significativas de Ht entre os animais desafiados e
seus respectivos controles. Foi observado o mesmo tipo de resposta dos
peixes ndo aclimatados ao nado sustentado. Efeitos semelhantes aconteceram
em dois estudos com pacu submetidos a natacdo sustentada a um BL/s
(HACKBARTH et al.,, 2006; NUNES et al., 2013), a mesma velocidade
empregada neste trabalho. Também foi observado uma mesma resposta em
animais da mesma espécie sob condicdo de nado sustentado a mesma
velocidade, porém com intermiténcia de 12 e 12 horas (FABRIZZI et al., 2013).

Apesar dos aumentos significativos observados nas concentracdes de
Hb dos animais expostos ao estresse oxidante, causado por nitrito, suas
amplitudes foram praticamente iguais (1,19). Assim, mesmo com variacao
significativa neste parametro sanguineo é possivel concluir que nao houve
diferencas entre as respostas hematoldgicas de ambas as condicdes
experimentais. Essa concluséo é corroborada pela estabilidade do nimero de
células vermelhas em ambas as condi¢cdes. Em consequéncia, 0s outros trés
indices derivados dos parametros sanguineos (VCM, HCM, CHCM)
permaneceram inalterados. Mesmo assim, pode-se afirmar que B. amazonicus

submetido & exposicdo aguda ao nitrito aumenta a sintese da hemoglobina
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quer adaptado ou ndo ao nado sustentado. Essa resposta seriam esperada,
uma vez que o nitrito ambiental em excesso pode se ligar a hemoglobina das
hemacias, resultando na oxidacéo do ferro de seu grupo heme do estado de
Fe* a Fe* e levando a formacéo de metahemoglobina. Esse efeito acarretaria
em um prejuizo no transporte de oxigénio (SCARANO; SAROGLIA 1984;
KROUPOVA et al., 2008; AVILEZ et al., 2013).

No presente estudo, ndo se observou mudancas dos niveis de
metahemoglobina. Esse resultado néo significa que nao tenha havido aumento
na formacao dessa molécula, mas mostra que B. amazonicus deve apresentar
mecanismos eficazes no restabelecimento da hemoglobina oxidada. Nao foi
ensaiada a atividade de metahemoglobina redutase, entretanto. Esta atividade
deve ter aumentado, justificando a constancia nos niveis de metahemoglobina,
como ja descrito por outros autores (AVILEZ et al., 2004; YILDIZ et al., 2007).
Portanto, a manutencao do transporte regular de oxigénio nos peixes expostos
ao nitrito demandou o0 aumento da sintese de hemoglobina. Os peixes expostos
ao nitrito e adaptados a natacéo sustentada ndo apresentaram concentracdes
de hemoglobina menores que as observadas em peixes ndo adaptados ao
exercicio, como era de se esperar. Esse resultado sugere que a atividade
natatoria sustentada, que se esperaria levar a um aumento da capacidade de
transporte de oxigénio por outros mecanismos fisiologicos néo ligados
unicamente a concentracdo de Hb, tais como aumento da irrigacdo sanguinea,
nao deve ter ocorrido de maneira significativa. Esta conclusao pode ser melhor
observada quando comparamos a variagao de Hb entre os peixes expostos ao
nitrito e seus controles, nas duas condi¢cbes experimentais. Nessa comparacao,
as amplitudes de ambas as variagcdes nas concentracbes de hemoglobina sé&o

praticamente iguais (1,09 = 0,10), o que sugere ser a necessidade de
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hemoglobina para enfrentar o estresse oxidativo praticamente a mesma em
ambas as condi¢des. Entretanto, cabe ressaltar que, embora ndo tenhamos por
fim a comparacdo entre os peixes das condicdes SN e NS, o valor de Ht dos
animais adaptados ao nado sustentado foi menor que o dos ndo adaptados.
Considerando-se que o0 numero de células vermelhas ndo sofreu alteracéao pela
condicdo de nado sustentado, observou-se uma reducdo no tamanho das
células (microcitose). Efeitos similares ja foram relatados para a mesma
espécie, adaptada por 72 dias ao nado sustentado (Hackbarth, 2006). Essa
microcitose € acompanhada da variacdo natural dos indices hematimétricos
correspondentes, e em consequéncia temos ceélulas sanguineas com
concentracfes de Hb pouco mais elevadas nos peixes adaptados ao nado
sustentado. Esse quadro fisioldgico, ainda que mantida constante a
concentracdo de Hb, deve facilitar a mobilizagcdo vascular das hemacias
através da microvascularizacdo e incrementar a distribuicdo de oxigénio aos
tecidos. Fato classico de resposta a adaptacdo da atividade de natacao
sustentada, uma vez que 0s animais sob essa condi¢cao passam a utilizar mais
energia para a contracdo muscular, aumentando predominantemente o
metabolismo aerObico para suprir essa necessidade, dessa forma a
mobilizacdo e o transporte de oxigénio passa ser otimizado (FABRIZZI et al.,
2013; HACKBARTH; MORAES, 2006; MORAES et al., 2009; ARBELAEZ-
ROJAS; MORAES, 2010). Entretanto, essa adaptacdo nao parece ter sido

suficiente para suprir a demanda causada pelo estresse oxidativo.

6.2. Alteragdes metabdlicas
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Aumentos de glicose, lactato e aménia de plasma séo considerados
respostas de estresse, consequéncia a liberacdo de catecolaminas e cortisol
(PICKERING; POTTINGER, 1995; MILLIGAN, 2003; BARTON; IWAMA, 1991;
TAVARES-DIAS et. al, 2001). As concentracdes inalteradas de lactato
plasmatico em matrinxas submetidos ao estresse por nitrito poderiam sugerir
niveis insignificantes de estresse. Uma vez que ja € sabido que esse tipo de
substancia quando em estresse promove aumento de lactato em matrinxas
(AVILEZ et al.,, 2013). No entanto, glicose e amobnia aumentaram
significativamente indicando que a alteracdo ambiental imposta foi suficiente
para causar estresse. O lactato ndo esta ligado somente a liberacdo de cortisol
na corrente sanguinea como resposta ao estresse, mas, também a
caracteristicas particulares da espécie e ou a alteracdbes metabdlicas
resultantes da deficiéncia tissular de oxigénio. Além disso, algumas espécies
sdo sabidamente liberadoras de altos niveis de lactato, enquanto outras,
mesmo apos estresse prolongado ou intenso, ndo aumentam significativamente
sua lactemia. Os valores inalterados de lactato no plasma podem, portanto
indicar que o matrinxd ndo sofreu anaerobiose significativa em consequéncia
da exposicdo ao nitrito e ou que se trata de uma espécie pouco produtora de
lactato. Os valores constantes de metemoglobina observados apds a exposicao
ao nitrito sugerem que o estresse oxidativo ndo foi suficientemente alto para
elevar os niveis de lactato, como descrito também em truta (ARILLO et al.,
1984). Os valores constantes da metamoglobina devem estar relacionados com
a eficacia de metahemoglobina redutase na espécie, caracteristica
anteriormente sugerida por Avilez (2004), e que deve ser intrinseca a espécie e
ndo diretamente relacionada a adaptacdo desenvolvida pela natacdo

sustentada. Outro fator que devemos admitir € o possivel aumento de ciclo de
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cori, que permite a otimizagdo do uso do lactato como fonte neoglicogénica
(JORGENSEN; MUSTAFA 1980; HOCHACHKA; SOMERO 1984, 2002; YU;
WOO, 1987; WOO; CHIU 1997; MORAES et al., 1998, 2002), esse fato foi
observado em um estudo com a mesma espécie porém sobre a condicao de
natacdo sustentada com intermiténcia de 12 horas de nado por 12 horas de
repouso, por um periodo de 30 dias (FABRIZZI et al., 2013).

A observacdo dos perfis metabdlicos de matrinxd expostos ao nitrito
mostra algumas diferencas significativas entre os peixes adaptados ao nado
sustentado e os ndo adaptados. A glicemia dos animais de ambas as
condicbes apresentou-se aumentada pelo estresse ao nitrito, entretanto os
peixes aclimatados tém um nivel glicémico mais baixo e consequentemente
uma elevacgao glicémica menor. Esta reducao natural da glicemia basal oriunda
do exercicio nos parece positiva tendo em vista os beneficios metabdlicos
naturais ligados a esses valores reduzidos, tais como as alteracbes que
implicam na sintese de compostos como glicogénio e Lipideos e todas as suas
consequéncias. Aléem disso, observa-se uma reducdo da ordem de 20% na
hiperglicemia proveniente do estresse causado pela exposicdo ao nitrito,
observado também em outro estudo com a mesma espécie sob exposi¢cdo ao
excesso de nitrito (AVILEZ et al., 2013). Essa reducdo marcante da glicemia
frente ao agente estressante é sugestiva de que os animais adaptados ao nado
sustentado suportam as adversidades do estresse com menor gasto de
energia. Além disso, considerando-se que o0s teores elevados de glicose
sanguinea, neste caso em particular, s&o uma resposta secundaria aos niveis
de catecolaminas e cortisol (principais agentes em resposta ao estresse), pode-
se supor que o efeito estressante do nitrito foi menor em peixes adaptados ao

nado sustentado. Um aspecto que corrobora esta suposi¢cdo € que a glicemia
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observada nas duas condi¢cfes parece ter consequéncias e ou razdes distintas.
Enquanto a glicemia aumentada nos peixes nao exercitados vem
acompanhada de uma glicogendlise muscular, a hiperglicemia em peixes
adaptados ao nado sustentado acompanha uma sintese de glicogénio. Esses
dois quadros devem ter razbes fisiolégicas distintas. Em peixes né&o
aclimatados ao nado sustentado, a demanda energética do musculo seria
maior que aquela observada em peixes aclimatados ao nado sustentado. A
hiperglicemia nos peixes aclimatados ao nado sustentado seria uma resposta
secundaria do estresse oxidativo. Entretanto, a hiperglicemia nos peixes néo
adaptados ao nado sustentado seria, aléem disso, para manutencdo energética
aumentada pelo estresse causado pelo nitrito. O aumento de catecolaminas
causado pelo estresse elevaria a neoglicogénese com consequente aumento
de glicogénio; quadro esse observado em animais adaptados ao exercicio.
Entretanto, o efeito deste suposto aumento de catecolaminas em animais nao
exercitados nao foi suficiente para sobrepor ao desgaste energético causados
pelo nitrito em animais ndo exercitados, levando a uma reducdo do glicogénio
muscular. Efeito apresentado também em outras espécies submetidas a
exposicdo ao nitrito (bass Lates calcarifer (WOO; CHIU, 1997) e traira Hoplias
malabaricus (MORAES; CATTONY; SOUZA 1998)).

Apesar do aumento no metabolismo glicidico em consequéncia da
demanda energética causada pela exposicdo ao nitrito, ndo se observou
aumento nos teores de lactato plasmatico ou muscular. Isso € sugestivo, tal
como ja discutido anteriormente que, apesar de gerador de estresse, o teor de
nitrito ambiental ndo foi suficiente para gerar uma condigcdo de hipoxia
intracelular. Estes niveis de hipdxia gerados pela exposi¢cdo ao nitrito teriam

gerado niveis elevados de metahemoglobina, o que ndo se observou. As
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defesas celulares que preveniram essa condicdo metabdlica (atividade de
metahemoglobina redutase) certamente contribuiram para manter a demanda
energética por meio de processos catabolicos aerdbicos.

O aumento de amoénia plasmatica observada em peixes nao aclimatados
ao exercicio e expostos ao nitrito € um indicativo seguro de estresse. Esse é
um indice classico e esta € uma resposta observada em um grande numero de
situacdes estressantes. Neste caso em particular, o0 aumento de amonia nao foi
apenas observado no plasma, mas no tecido muscular. Este dado faz supor
que a hiperamonemia observada foi, muito provavelmente, devido a um
aumento da degradacéo muscular de aminoacidos. Mesmo assim, ndo se pode
descartar a origem, ainda que parcial, da aménia gerada no figado em funcéo
de provavel gliconeogenese hepatica, como discutido acima. Esse aumento da
degradacdo de aminoacidos teria um papel metabodlico inquestionavel,
principalmente tendo-se em consideracdo o aumento da demanda energética ja
discutida anteriormente. Neste caso, vé-se que o atendimento da demanda
energética ndo se deu apenas pelo aumento do catabolismo de carboidratos,
mas também de aminoacidos, condicdo metabdlica bem conhecida e
apresentada por outros autores (PICKERING, 1981; VIJAYAN et al., 1991;
WENDELAAR BONGA, 1997; CASTRO; FERNANDES, 2009).

O aumento de aminoacidos observado em paralelo aos niveis de amonia
no tecido hepatico deve-se provavelmente ao seu catabolismo aumentado. O
aumento do catabolismo de carboidratos em matrinxa causado pelo estresse
de exposicdo ao nitrito ndo foi suficiente para atender as necessidades
metabdlicas sendo, portanto necesséaria a degradacdo de aminoacidos. Fica
dubia a utilizacdo de proteinas neste momento fisiolégico, visto que 0s niveis

de proteinas permaneceram inalterados. E plausivel que a demanda pelo
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catabolismo nitrogenado seja mais por conta do pool de aminoacidos
musculares do que pela degradacdo de suas proteinas, visto que seus niveis
permanecerem constantes. A reducdo dos niveis de proteina hepatica justifica
a suposicdo de que o figado tenha utilizado aminoacidos em um processo de
neoglicogenese na formacéo de glicose para os tecidos periféricos. Apesar de
nao significativo, a tendéncia de aumento na concentracdo de amdnia hepatica
reforca essa proposicao.

O quadro de catabolismo nitrogenado observado nos peixes né&o
aclimatados ao nado sustentado e expostos ao estresse por nitrito ndo foi
observado em peixes mantidos em nado sustentado. Ainda assim, observou-se
um aumento nos teores de aminoacidos livres sugerindo um aumento no
catabolismo nitrogenado a partir de aminoacidos. Dada a menor reducédo de
proteinas hepaticas nos peixes mantidos em nado sustentado do que em
peixes sedentarios, € mais provavel que apenas 0s aminoacidos do pool
hepatico tenham contribuido para esse perfil. Isso €& provavelmente
consequéncia de menor demanda metabdlica nesses peixes. A degradacéo
dos aminoacidos do pool hepéatico deve-se ao processo aumentado de
gliconeogénese. Esse quadro ocorreu ou para manter a demanda de glicose
pelos tecidos periféricos ou mais provavelmente como consequéncia natural de
niveis mais elevados de catecolaminas e cortisol oriundo do estresse, tal como
discutido acima. Desta forma, fica claro por meio das respostas metabdlicas
gue os niveis de estresse por nitrito s&o menores ou menos efetivos em peixes
criados em nado sustentado que em peixes mantidos em sistemas sem fluxo
de 4gua. Esses resultados fortalecem a ideia ja proposta por outros autores de
que, a atividade de natacdo sustentada desenvolve um ajuste metabdlico

benéfico a salide e ao bem estar dos peixes (FABRIZZI et al, 2013; ARBELAEZ
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et al., 2011; ARBELAEZ-ROJAS; MORAES, 2009; HACKBARTH; MORAES,

2006; NUNES et al., 2013). Os perfis metabdlicos dos peixes submetidos ao
estresse de exposicdo ao nitrito e mantidos em regime sedentario ou de nado

sustentado estdo representados nas figuras 8 e 9 respectivamente.
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Animais ndo adaptados a natagdo sustentada expostos ao nitrito

Musculo branco
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Figura 8. Mapa metabdlico de matrinxa criado em regime sedentario e exposto

estresse por 1 ppm de nitrito ambiental.
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Animais adaptados a natagdo sustentada expostos ao nitrito
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Figura 9. Mapa metabdlico de matrinxa criado em regime de nado sustentado e exposto ao
estresse por 1 ppm de nitrito ambiental.

6.3 Metabolismo Antioxidante
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Os dados hematolégicos e, mesmo os de metabolismo intermediario,
Sao muito sugestivos de que a exposicao ao nitrito foi bem compensada pelos
matrinxas expostos, tanto aqueles mantidos em condi¢des sedentarias quando
agueles em nado sustentado, reduzindo significativamente o estresse oxidativo.
Desta forma, ndo foram observadas diferencas significativas nas atividades de
CAT e GPx tanto em musculo quanto em figado de ambas as condi¢cdes
experimentais. Mesmo assim, observou-se aumento nos niveis de peroxidacéo
lipidica, evidenciados pelo teste de FOX, tanto nos peixes submetidos ao nado
sustentado, quando nos sedentarios expostos ao nitrito. Apesar de ocorrer
peroxidacao lipidica em ambos as condi¢cdes experimentais péde-se observar
gue nos peixes mantidos em nado sustentado as variacées nos valores de FOX
muscular foram menores que nos animais sedentarios. Além disso, a
peroxidacdo no tecido hepatico foi observada apenas nos peixes sedentarios,
sendo insignificante a variacdo nos peixes mantidos em nado sustentado. Mais
uma vez, as alteracdes fisiologicas induzidas pela atividade de nado
sustentado foram benéficas ao matrinxd, reduzindo a peroxidacao lipidica em
tecido hepatico, ainda que essa nédo tenha atingido magnitude suficiente para
induzir a atividade das enzimas do estresse oxidante. E bem sabido que o
exercicio fisico causa adaptacdes antioxidantes benéficas em mamiferos
(PERRY et al.,, 2005; RADAK et al.,, 2005; MATTSON; MAGNUS, 2006;
MATTSON; WAN, 2005; YU; CHUNG, 2006), entretanto ndo foi encontrado
nenhum estudo que relaciona a atividade de natagdo sustentada em peixes,

estando eles expostos ou nao ao nitrito.
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Conclusao

7. CONCLUSOES

Matrinxds adaptados a natacdo sustentada sdo mais aptos para
enfrentar o estresse oxidante, causado pelo nitrito ambiental. A atividade de
natacdo sustentada promove alteracdo das respostas hematoldgicas capazes
de melhorar os processos metabdlicos oxidativos. A natacéo sustentada altera
a capacidade de mobilizar os carboidratos para fins energéticos, facilitando os
processos de desintoxicacdo dependentes de energia e minimizando a
mobilizacdo de aminoacidos para este fim. A natacdo sustentada promove

inibicdo da peroxidacéo lipidica hepatica causada pela exposi¢ao ao nitrito.
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