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RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo avaliar a influéncia de diferentes niveis de salinidade sobre o
desempenho zootécnico, pardmetros hematolégicos e células de cloreto de tilapia do Nilo. 144
peixes, durante 97 dias, foram submetidos a quatro tratamentos experimentais de 0%o, 10%o, 20%o e
25%o de salinidade. Realizaram-se biometrias para acompanhamento dos indices zootécnicos,
coletas de amostras sanguineas para determina¢do do nimero de eritrécitos, volume globular,
concentragdo de hemoglobina, indices hematimétricos, contagem de trombdcitos e de leucdcitos
total e diferencial, além do perfil eletroforético das proteinas séricas. As amostras branquiais foram
para contagem do ndmero de células de cloreto. Diferencas significativas foram encontradas na
concentragdo de hemoglobina, nas proteinas plasmaéticas totais e no ntiimero de eritrécitos (p<0,05).
Néo foi observada diferenca no ntumero de leucécitos e de trombdcitos. As proteinas séricas
apresentaram diferencas (p<0,05) nas fra¢des pré-albunima, al-globulina, a2-globulina, B-globulina
e y-globulina. Verificou-se relagdo direta entre o ntimero de células de cloreto e o aumento nos
niveis de salinidade (p<0,05). Os constituintes do hemograma, o perfil eletroforético de proteinas,
bem como a analise quantitativa de células de cloreto branquiais, podem servir como indicares do
mecanismo de adaptacdo e de tolerancia a salinidade em tilapia do Nilo.

Palavra-chave: branquias, células de cloreto, eletroforese, globulinas, tolerancia.

HEMATOLOGICAL AND HISTOLOGICAL PARAMETERS OF NILE TILAPIA IN
RESPONSE TO THE CHALLENGE OF DIFFERENT SALINITY LEVELS

ABSTRACT

This research aimed to evaluate the influence of different levels of salinity on growth performance,
haematological parameters and the cells of Nile tilapia chloride. 144 fish were used during a 97 day
trial period, submitted to four experimental treatments of 0 %o, 10 %o, 20 %0 and 25 %o salinity.
Sampling were collected for monitoring of performance parameters, blood samples to determine
the erythrocyte count, packed cell volume, hemoglobin concentration, the erythrocyte indices, the
count of thrombocytes and leukocytes and the electrophoretic profile of serum proteins. Gill
samples were also collected for counting the number of cells chloride. Significant differences were
found in hemoglobin concentration, the total plasma proteins and the number of erythrocytes (p
<0.05). There was no difference in the number of white blood cells and thrombocytes. Serum
proteins showed differences (p <0.05) from pre-albunima fractions, al-globulin, a2-globulin, [-
globulin, and y-globulin. There was a direct relationship between the number of chloride cells and
increase in salinity levels (p <0.05). The CBC constituents, the electrophoretic profile of proteins as
well as quantitative analysis of gill chloride cells can serve as indicares mechanism of adaptation
and tolerance to salinity in Nile tilapia.
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INTRODUCAO

A maioria das espécies de tildpias é capaz de
tolerar uma ampla variedade de salinidade. Sao
espécies eurihalinas e, portanto, possuem
habilidade para sobreviver em &guas estuarinas
ou mesmo em agua do mar (GARCIA-ULLOA et
al, 2001). Essas espécies podem crescer e se
reproduzir em Aagua salgada, no entanto, os
limites de tolerdncia variam consideravelmente,
em fungdo da espécie, da linhagem, da idade, do
tempo e do método de aclimatagédo a 4gua salgada
e dos fatores ambientais (CHERVINSKI e
HERING, 1973; SURESH e LIN, 1992). A tilapia do
Nilo apresenta tolerancia moderada a salinidade,
suportando até 36%. quando a transferéncia de
agua doce para dgua salgada é feita pelo método
gradual, e de 18%o quando a transferéncia é
direta, sendo a faixa 6tima de 5 a 10%. (EL
SAYED, 2006). Segundo WATANABE et al (1985),
o hibrido da O. niloticus X O. mossambicus é a
espécie mais tolerante, com facilidade de
adaptagdo na faixa de 10 a 15%o.

Essa capacidade de tolerancia da tilapia as
aguas salobras ou salinas torna o cultivo dessa
espécie uma alternativa para as regides onde hé
ambientes favoraveis, como por exemplo, as
regides estuarinas ou costeiras.

Contudo, flutuagdes nos niveis de salinidade
podem gerar estresse sobre os animais expostos,
podendo modificar seu estado homeostatico
(BALDISSEROTO, 2009). Estudos vém sendo
realizados para investigar os limites fisiol6gicos
de tildpias a 4dgua salgada, demonstrando as
melhores condigdes para o crescimento,
reprodugdo e sobrevivéncia (AL-MOUDI, 1987;
SURESH e LIN, 1992; AL-AHMED, 2001).

A necessidade fisiolégica para responder as
mudancas de salinidade pode ocorrer de forma
rapida ou mais lenta. Tem-se observado que as
mudancas nas caracteristicas sanguineas e nos
niveis plasmaticos servem como um importante
elo entre as mudancas ambientais e as respostas
fisiolégicas (McCORNICK, 2001). O uso dos
parametros hematolégicos na avaliacido da
fisiologia de peixes foi proposto por HESSER
(1960), e desde entdo, a hematologia tem sido
utilizada como indice de avaliacdo do estado de
satde desses animais, com o propésito de detectar

alteragdes funcionais como resposta as diversas
condicoes de estresse.

Os peixes sdo conhecidos por estar em estreito
relacionamento com o meio ambiente em que
vivem e, por isso o sangue ird revelar a condicdo
corporal interna antes mesmo que haja
manifestacdo  clinica  visivel (MUSA e
OMOREGIE, 1999; OKECHUKWU et al. 2007;
BARBIERI e BONDIOLI, 2013). Os parametros
sanguineos vém sendo, cada vez mais,
reconhecidos como uma ferramenta de valor para
o monitoramento da satide de peixes (SCHUTT et
al.,, 1997), com resultados bastantes confidveis
(KATALOG e PARLAK, 2004).

Outros mecanismos que permitem as tildpias
tolerarem as elevadas salinidades também sdo
investigados. A proliferacdo de células de cloreto
em filamentos branquiais, quando os peixes sdo
submetidos a niveis de salinidade elevados,
aparentemente aumenta a sobrevivéncia da
espécie nessas condi¢des (AVELLA et al., 1993).

Dessa forma, este estudo teve por objetivo
investigar a influéncia de diferentes niveis de
salinidade sobre os parametros hematolégicos, o
proteinograma e também as possiveis variagoes
morfolégicas nas células de cloreto de tildpia do
Nilo  (Oreochromis  niloticus), mantidas sob
condigdes experimentais.

MATERIAL E METODOS

Animais Experimentais

Foram utilizados 144 tildpias do Nilo, com
peso médio de 9,7g £ 51. Os peixes foram
distribuidos, aleatoriamente, em 12 tanques com
capacidade de 1000L cada, na densidade de 12
peixes por tanque, onde cada tanque representou
uma unidade experimental. Os  peixes
permaneceram nesses tanques durante 97 dias,
sendo os sete primeiros dias para adaptacdo as
condi¢des ambientais do sistema de cultivo e o
tempo restante para desenvolvimento do
experimento.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente, casualizado e; o0s animais foram
submetidos a quatro tratamentos experimentais,
com trés repeticdes para cada tratamento, onde
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T1: 0% de salinidade (controle); T2: 10%. de
salinidade; T3: 20%o0 de salinidade e T4: 25%o0 de
salinidade, o valor méaximo da salinidade foi
obtido com base no teor de salinidade encontrado
na Baia de Todos os Santos durante as coletas de
agua.

Para a obtencdo dos niveis de salinidade dos
quatro tratamentos (0, 10, 20 e 25%o) foi utilizado
o regime de aclimatacdo gradual, onde 2%. de
dgua salgada eram acrescido diariamente, até
alcangar os respectivos tratamentos.

Durante todo o periodo experimental
realizou-se 0 monitoramento dos parametros de
qualidade de agua como: temperatura (23,5 -
24,6°C), oxigénio dissolvido (5,82 - 8,55mg/L), pH
(7,05 - 8,46) e salinidade (0, 10, 20 e 25%o) os quais
foram mensurados com o uso de termoémetro
digital, oximetro, phametro e refratdmetro. Para
acompanhar o desempenho zootécnico foram
realizadas biometrias, quinzenalmente, onde
todos os animais eram medidos e pesados.

Colheita das amostras de sangue

Ao final do periodo experimental (97° dia), os
animais foram capturados, com auxilio de um
puga e contidos, mecanicamente, com pano tmido
para a colheita das amostras sanguineas. Foi
coletado uma aliquota sanguinea de 1mL de
cada/animal, por venopungado caudal, com o uso
de seringas estéreis de 3mL, utilizando-se agulha
de 25x7. Cada seringa, continha 10pL do
anticoagulante EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) 10%. Em seguida, as
aliquotas eram transferidas para microtubos de
polietileno de 1,5mL, mantidas sob refrigeragdo
em isopor e, encaminhadas para o Laboratério de
Pesquisa em Hematologia e Bioquimica Clinica do
Hospital Veterindrio da UFBA, onde foram
processadas.

Determinacido dos Parametros Hematoléogicos

Determinou-se a contagem de eritrécitos em
camara de Neubauer (x10°/pL), apds diluigdo
1:200 em solucao Natt-Herick; o volume globular
foi determinado pelo método. A concentragdo de
hemoglobina foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina sendo as leituras feitas em
espectrofotdmetro. Os indices hematimétricos,

Volume  Corpuscular Médio (VCM) e
Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular

Média (CHCM) foram calculados.

A contagem dos leucécitos total e diferencial e
segundo
metodologia indireta, proposta por HRUBEC e
SMITH (1998) por assegurar maior grau de
confiabilidade quanto a diferenciagdo entre os
linfécitos e trombodcitos. Para tanto, foram

dos  trombodcitos  foi  realizada

confeccionadas extensdes sanguineas coradas com
May-Grunwald-Giemsa, utilizando o método
sugerido por ROSENFELD (1947).

Para a realizacdio do proteinograma
inicialmente foi determinada a concentracdo de
proteina plasmatica total pela técnica da
refratometria (refratdmetro). As fragbes proteicas
plasmaéticas foram determinadas pela técnica de
eletroforese em gel de agarose, utilizando-se kit
comercial (CELMGEL - CELM®), segundo
preconizado por NAOUM (1990). Utilizou-se 0,4
pL do plasma no filme de agarose. Os filmes
foram corados com amido Black a 0,1% e depois
clareados com solugdo de 4cido acético a 5%. Apds
a secagem, os mesmos foram escaneados para
determinacdo dos valores absolutos e relativos das
fracdes de pré-albumina, albumina, alfa 1, alfa 2,
beta e gamaglobulina.

Analise Quantitativa e Morfométrica das células
de cloreto

Ap6s a colheita sanguinea, os 60 animais
foram anestesiados e, em seguida eutanasiados,
por meio de seccdo medular. As branquias, do
lado direito de cada animal, foram retiradas e
colocadas em recipientes contendo solugdo
fixadora de formol neutro a 10% tamponado por
um periodo de 48 horas e encaminhados para o
laboratério de Patologia do Hospital de
MedicinaVeterinaria da UFBA. Depois desse
periodo as amostras foram submersas em solucéo
de é&cido férmico a 10% por 72 horas para
descalcificagdo (PROPHET et al., 1992).

Ap6s todo o processamento de desidratacdo e
descalcificacdo, as branquias foram incluidas em
parafina e, em seguida, com auxilio de micrétomo
foram obtidos secgdes de 4um de espessura e
corados em azul de alcian e eosina para obtengdo
de contraste. Posteriormente as laminas foram
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analisadas em microscopia de luz (POWELL et al.,
2001).

Imagens contendo trés filamentos branquiais
integros, de cada animal, foram capturadas por
meio de microfotografia. De cada campo
capturado, o namero de células de cloreto foi

Analises Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao
programa Statistical Package for Social Sciences -
SPSS. Foi feita analise de variancia (ANOVA) e,
em seguida, aplicou-se o teste de Mann-Whitney
para analise de amostras ndo paramétricas. O

quantificado e  suas  respectivas  areas limite de confiabilidade foi de 95%.
Medidas em um? foram

demarcadas por meio do programa analisador de

determinadas.

imagens (Bel Microimage Analyser 2.3).

Parametros T1 (0%o) T2 (10%o) T3 (20%o) T4 (25%0)
pH 7,79 +0,27 7,65 +0,35 7,54+ 0,37 7,53+ 0,25
Oxigeénio Dissolvido (mg/L) 6,52 +0,54 7,67 +0,85 7,15+0,71 6,71 +0,60
Temperatura (°C) 24,2 +0,18 24,0+ 0,25 24,2+ 0,21 24,1+ 0,21

Tabela 1: Média e desvio padrdo dos pardmetros de qualidade de 4gua dos diferentes niveis de salinidade,
onde T1=controle; T2= 10%o; T3= 20%o0 e T4= 25%e..

RESULTADOS estabelecidos para cada tratamento. Os niveis de

) . salinidade praticados nesse experimento foram
No decorrer do periodo experimental, os

. R .. semelhantes ao que é, comumente, encontrado
valores das varidveis dos paradmetros fisicos e

P . o1 ~ nos ambientes estuarinos.
quimicos da agua utilizada nos tratamentos nao
diferiram significativamente (p<0,05). As médias
registradas de pH, oxigénio dissolvido e

temperatura estdo apresentados na tabela 1:

O ganho de peso médio variou de 68,3g a
79,2g nao tendo sido observado efeito significativo
das diferentes salinidades sobre ele, assim como a
A . . taxa de sobrevivéncia ndo foi afetada. Os valores
Todos os parametros analisados mantiveram- . i )
se dentro dos valores recomendados para o bom médios de ganho de peso e de comprimento, além
desempenho da espécie (KUBITZA, 2003;
ARANA, 2004) e a salinidade era corrigida,

diariamente, e mantida dentro dos limites

da sobrevivéncia em cada tratamento foram
apresentados na Tabela 2.

Parametros T1 T2 T3 T4
(0%o) (10%o) (20%o) (25%0)
PI(g) 11,8 +6,0 10,7 £5,2 78+4,5 8,4+49
PF (g) 80,1 +20,6 86,2 +24,8 81,8+245 87,6 +24,1
GP (g) 68,3+14,6 75,5+19,6 74,0+ 20,0 79,2+19,2
CI (cm) 8,5+1,6 82+1,8 74+£1,6 7,616
CF (cm) 16,8 +2,0 175+1,7 17,0+1,8 174+£1,7
GC (cm) 8,3+04 9,3+0,3 9,6 0,2 9,8+0,1

Bol. Inst. Pesca, Sdo Paulo, 42(3): 635-647, 2016



2 PEREIRA et al.

PS (%) 100%

100% 100% 100%

Tabela 2: Média e desvio padrdo do peso inicial (PI), peso final (PF), ganho de peso (GP), comprimento
inicial (CI) e comprimento final (CF), ganho de comprimento (GC) e percentual de sobrevivéncia (%) de
tilapia do Nilo submetida a diferentes niveis de salinidade, onde Tl=controle; T2=10%o; T3=20%0 e

T4=25%0. (n=144).

Auséncia de letras = ndo significativo de

Os valores da mediana da concentracdo de
hemoglobina aumentaram significativamente
(P<0,05) em todos os tratamentos. Quanto maior
o nivel de salinidade maior era a concentragio de
hemoglobina. De forma inversa, os valores da
mediana dos nimeros de eritrécitos reduziram
conforme os niveis de salinidade aumentavam,
contudo entre os tratamentos de 10%o e 20%o0 0s
valores ndo apresentaram diferenca significativa.
O volume globular, embora ndo significativo,
apresentou valores de mediana elevados nos
peixes mantidos nos tratamentos com niveis de
10%o e 20%o. No entanto, os peixes mantidos no
tratamento com o maior nivel de salinidade, de
25%o, apresentaram valores de mediana do
volume globular foram inferiores aos demais
tratamentos com &gua salgada, porém superior
ao tratamento a 0%o (controle).

Os valores de VCM mostraram alteragbes
nos peixes dos tratamentos 20%o0 e 25%o,

acordo com o teste de Mann-Whitney (P<0,05).

apresentando aumento significativo em relacao
aos demais. No entanto, ndo houve diferenca
significativa. entre os dois. Os valores de HCM
foram semelhantes entre os peixes dos
tratamentos controle (0%o) e 10%o, porém os dos
tratamentos de 20% e 25%.  foram
significativamente
apresentaram diferencas entre si. J4, os valores de
CHCM foram maiores em todos os peixes dos

maiores, mas nao

tratamentos com 4gua salgada, e ndo
apresentaram diferenca apenas dos tratamentos
de 20%o e 25%eo.

As proteinas totais demonstraram aumento
significativo em todos os tratamentos com agua
salgada, sendo que, apesar de ndo haver
diferenca entre os tratamentos com salinidade, os
valores de mediana foram maiores nos peixes do
tratamento de 10%o (tabela 3).

T1(0%o) T2 (10%o)
Parametros Mediana Mediana
(v.max - v.min)

(v.max - v.min)

T3 (20%o) T4 (25%o0)
Mediana Mediana
(v.max - v.min) (v.max - v.min)

RBC (x106pL-1) 1,9 (3,9 -28)

1,7 (5,8 -2,2)b

1,5 (6,6 - 1,9)° 1,1 (4,6 -3,6)

VG (%) 39,0 (69,0 - 25,0)a 42,0 (75,0 - 34,0)a 42,0 (61,0 - 36,0)a 40,0 (57,0 - 28,0)a

Hb (g/dL-1) 10,2 (67,3 - 7,4)a 16,9 (23,5 - 9,5)b 18,6 (54,5 - 13,3)c 19,2 (60,7 - 13,1)d
VCM (fL/pL-1) 2,1(10,2 -1,0) 2,4 (11,9 - 1,6)a 2,9 (6,1 - 2,0 3,3 (8,0 -1,0)°
HCM (g/dL-) 0,5 (3,8 -0,3)e 0,9 (2,7 - 0,4) 14 (31-09) 1,7 (54 - 0,5)°

Tabela 3: Eritrograma (Mediana, Maximos e Minimos) de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus)
submetidas a diferentes niveis de salinidade, onde T1=controle; T2=10%0; T3=20%0 e T4=25%.. RBC=
eritrécitos; VG = volume globular; Hb = hemoglobina; VCM = volume corpuscular médio; HCM =
hemoglobina corpuscular média; CHCM = concentracdo de hemoglobina corpuscular média. (n=144).

Letras diferentes entre os tratamentos séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Mann-Whitney (P<0,05).
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CHCM (g/dL1) 29,9 (192,0 - 14,2)e 35,8 (58,9 - 14,8)b 46,1 (126,7 - 29,3)c 48,6 (175,3 - 31,5)c
PPT (mg/dL") 54 (7,8 -4,3) 6,5 (7,7 - 5,6)b 6,3 (7,1-52)p 6,3 (7,2 -572)

O numero total de leucécitos ndo apresentou também ndo apresentaram diferenca significativa

diferenca entre os peixes dos tratamentos controle, entre os tratamentos.

10%0 e 20%o, no entanto, nos dos tratamentos 25 %o
houve redugdo significativa influenciada pela
reducdo dos linfécitos neste mesmo tratamento
(linfopenia). O ntimero de neutréfilos aumentou

Os trombodcitos aumentaram
consideravelmente nos peixes do tratamento 10%o,
reduziram no tratamento 20%. e voltaram a
- - i aumentar no tratamento 25%.. Entretanto, pela
em relagdo ao controle, mas ndo houve diferenca . L. » -

analise estatistica verificou-se que ndo houve

significativa entre os tratamentos. Os mondcitos . e pe
& diferenca significativa (tabela 4).

Tabela 4: Leucograma e trombograma (Mediana, Maximos e Minimos) de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) submetidas a diferentes niveis de salinidade, onde T1=controle; T2=10%o; T3=20%0 e T4=25%o.
Trom. = tromboécitos; LT = Leucodcitos Totais; Lf = Linfocitos; Nt = neutroéfilos; Mn = mondcitos; Es=
eosinofilos; Bs = basofilos (n = 144).

T1 (0%o) T2 (10%0) T3 (20%0) T4 (25%0)
Parametros

Mediana Mediana Mediana Mediana
(g/dL)

(max - min) (méax - min) (méax - min) (méax - min)
Proteinas totais 4(78-4.3) 6,5 (7,7 - 5,6)b 6,3(7,1-5,2)b 6,3(7,2-5,2)b
pre-albumina 5(0,7-04)a 09 (1,0-0,7)k 0,3(09-0,2)2 02(04-0,1)
albumina 0,7 (0,8 -0,5) 0,6 (1,0 - 0,5)= ,9 (1,0 - 0,6)2 0,7 (1,1-0,5)
al - globulina 0,5 (0,6 -0,4) 0,6 (0,9 -0,4) ,6 (0,7 - 0,6)2 0,9 (1,0-0,7)b
a2 - globulina 1,0 (1,2-0,6) 1,1(1,3-1,0) ,0 (1,7 -1,0) 1,2(1,4-1,0)
- globulina 14(1,6-12) 1,2(14-1,2) 22(2,6-21) 21(25-1,6)b
Y- globulina 1,1(1,2-0,9) 1,6 (2,3 -1,6)b 1,0(1,2-0,9)2 1,1(1,2-0,9)

Letras diferentes entre os tratamentos sao estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Mann-Whitney
(P<0,05).

Quanto a analise do perfil eletroforético das albumina e a fragdo a2-globulina néao
proteinas das tilapias foi possivel identificar seis apresentaram diferenca entre os tratamentos. Ja a
fragdes, que foram enumeradas em ordem fragdo  al-globulina  apresentou  aumento
decrescente,  pré-albumina, albumina, al- significativo no tratamento de 25%.. A fragdo beta
globulina, a2-globulina, f-globulina e y-globulina. apresentou aumento nos tratamentos de 20%. e
As fracdes de pré-albumina apresentaram um 25%o. E, a fracdo gama apresentou aumento
aumento significativo no tratamento de 10%., no apenas no tratamento de 10%.. Os resultados
entanto, essas fragdes apresentaram redugdo no estdo apresentados na tabela 5. A caracterizagao
tratamento de 25%o. A das bandas das fracdes proteicas pode ser

observada na figura 3.
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Tabela 5: Perfil eletroforético (Mediana, Méximos e Minimos) das fra¢des de pré-albumina (I), albumina
(II), alfa 1 (III), alfa 2 (IV), beta (V) e gama (VI) globulinas de tildpias do Nilo tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) submetidas a diferentes niveis de salinidade, onde T1=controle; T2=10%o; T3=20%o e T4=25%o (n

= 20).

Paradmetros
(g/dL)

T1 (0%o)
Mediana
(méx - min)

T2 (10%o)
Mediana
(max - min)

T3 (20%o)
Mediana
(méax - min)

T4 (25%b)
Mediana
(méax - min)

Proteinas totais
pre-albumina
albumina

al - globulina
a2 - globulina
- globulina

y- globulina

54 (7,8 -4,.3)
0,5 (0,7 - 0,4)
0,7 (0,8-0,5)
0,5 (0,6 - 0,4)
1,0 (1,2-0,6)
14 (1,6 -1,2)
1,1 (1,2 -0,9)

6,5 (7,7 - 5,6)°
0,9 (1,0 -0,7)>
0,6 (1,0 -0,5)a
0,6 (0,9 - 0,4)a
1,1 (1,3 -1,0)
1,2 (14 -12)
1,6 (2,3 - 1,6)°

63 (71-52)
0,3 (0,9 -0,2)
0,9 (1,0 -0,6)
0,6 (0,7 - 0,6)
1,0 (1,7 - 1,0)2
22 (2,6-2,1)
1,0 (1,2 -0,9)

63 (72-52)
0,2 (04 - 0,1)c
0,7 (1,1-0,5)
0,9 (1,0 -0,7)>
1,2 (14 -1,0)
2,125 -1,6)
1,1(1,2-0,9)

Letras diferentes entre os tratamentos sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Mann-Whitney
(P<0,05).

A - controle B - 25%o
; | ;-
§ | § 2 }
S 25 60 75 100 155 150 378 ‘P““_I, 20 375 350 335 350 378 & ™ % ' %0 138 1% ;.i,“lh T 330 378 30 339
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Figura 3 - Perfil eletroforético das fragdes de pré-albumina (I), albumina (II), alfa 1 (IIl), alfa 2 (IV), beta (V) e
gama (VI) globulinas de tildpias do Nilo em diferentes niveis de salinidade: T1 = controle (0%o), T2 (10%o), T3
(20%o0) e T4 (25%o) n=60

Em relacdo as andlises quantitativas das
células de cloreto verificou-se relagdo direta entre
o namero de células e o aumento nos niveis de

alta, de 20%o e 25%.. No entanto, o mesmo
resultado ndo foi observado quanto ao aumento
na area dessas células, conforme apresentado na

salinidade (p<0,05), visto que o ntimero delas era figura 4.
maior nos peixes dos tratamentos com salinidade
A 500 B .131
140,00
8
~_% 4007 12000
=
"l; 100,00+
9 300 ]
g . 5
[] 2 80,00
° °
-g 200 5 60,00 "
() L]
5
% 1001 [ 40,00
3 . 2016
20,00
07 B ﬁ
| \ \ T o]
0 ppm 10 ppm 20 ppm 25 ppm 100 200 a0 400
Qalinidade Tratamento




2 PEREIRA et al.

Figuras 4 A, B - Numero de células de cloreto e a area das células em branquias de tilapias do Nilo em diferentes
niveis de salinidade: T1 = controle (0%o), T2 (10%o), T3 (20%0) e T4 (25%o) n=60

Os locais onde as células de cloretos foram
encontradas referem-se, principalmente, a superficie
dos filamentos e a posicdo intralamelar. No
tratamento controle ndo houve registro de células

de cloreto. No tratamento de 10%., foram

encontradas 61 células de cloreto, no tratamento de
20%0 esse numero foi significativamente maior,
sendo encontradas 183 células e, no tratamento de

25%0, também houve aumento significativo

contabilizando-se 484 células (figura 5).
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Figura 5 - Células de cloreto (setas) em branquias de tildpias do Nilo em diferentes niveis de salinidade: T1 =
controle (0%o), T2 (10%o), T3 (20%o) e T4 (25%0) n=60. Aumento de 40X.

DISCUSSAO

Os resultados de desempenho do presente
estudo demonstraram que o aumento da
salinidade até 25%o ndo interfere no crescimento
e na sobrevivéncia dessa espécie, reforcando a
caracteristica de rusticidade da espécie.
STICKNEY (1986) ao comparar o desempenho de
tildpia do Nilo criada em &dgua doce com as
criadas em agua salgada também ndo verificou
diferenca significativa entre elas. Resultado
semelhante foi observado por JAMIL et al. (2004)
ao avaliarem a resposta de crescimento de
juvenis de tildpia, da espécie O. mossambicus
criadas em diferentes niveis de salinidade, 0, 5,
10,15 e 20%o. Pode-se atribuir esses resultados a
habilidade dessas espécies em adaptar-se as
diferentes, conferindo-lhe a possibilidade de
producdo em ambientes salobro ou marinho.

Ha ainda relatos que demonstram que
algumas espécies de tilapia apresentam melhor
desempenho de crescimento em ambiente salino
do que em agua doce (ALTUN e SARIHAN,
2008; IQBAL et al, 2012). A habilidade das
diferentes espécies de tilapias em sobreviver e
crescer em aguas salinas é bastante variada e
diversos fatores podem ter influéncia, dentre eles
destaca-se: a carga genética, idade, sexo,
temperatura, oxigénio e pH.

A reducdo observada no numero de
eritrocitos no presente estudo também foi
relatada por AKINROTIMI et al. (2010) apds
aclimatarem T. guineensis em salinidade de 17%o.
Contudo, contrariamente a este trabalho, a taxa
de hemoglobina e o volume globular também
sofreram reducdo em razdo da salinidade.
Resultados
observados apés, juvenis e adultos de T.
guineenses, serem aclimatados de a salinidade de
15%o0 (AKINROTIMI et al, 2012). Por outro lado,
LEAMASTER et al. (1990) relataram um aumento
significativo do numero de eritrécitos e da
concentracdo da hemoglobina apés submeter
duas espécies de tilapias, S. melanotheron e o
hibrido tilapia vermelha, & salinidade de 32%o
pelo método gradual de aclimatacao.

semelhantes também foram

As mudangas nas caracteristicas
hematolégicas consideradas padrdo dos peixes
tele6steos pode ser resultado do estresse causado
pelos altos niveis de salinidade aos quais os
animais foram submetidos. O aumento de
salinidade tem sido relatado por alterarem os
padrdes hematolégicos de teledsteos (BARTON e
IWAMA, 1991; YADA e NAKANISHI, 2002), seja
reduzindo os niveis de alguns parametros
sanguineos, a exemplo do ndmero de eritrécitos
(MARTINS et al, 2002) ou aumentando os
valores dos componentes (MARTINS et al., 2004).

A reducdo do ntumero de eritrécitos pode
estar relacionada com a fragilidade celular
resultante do processo de osmolaridade, em que
a célula perde &agua para o meio e, em
contrapartida, ganha uma quantidade excessiva
de sais (EMELIKE et al.,, 2008). Em Colossoma
macropomum aclimatado em dgua com 2000mg/L-
1 de NaCl ocorreu redugdo da concentracdo de
hemoglobina e do ntmero de eritrécitos,
sugerindo que a diminuicdo desses dois
parametros ocorre quando a osmolaridade
plasmética aumenta (MARUYAMAL e VAL,
1998).

J& o aumento na concentracio de
hemoglobina pode estar relacionado com a maior
demanda do consumo de oxigénio. O aumento
da salinidade diminui a solubilidade do oxigénio
na  4gua, provocando  uma  resposta
compensatéria dos animais, no intuito de
minimizar os impactos sobre o transporte de
oxigénio (BRAUNER et al.,, 2002; JERSEN et al.,
2002). FARGHALY et al. (1973) também
observaram aumento nos niveis de hemoglobina
de Tilapia zilli submetidas as variacdes de
salinidade entre 20 a 25%o.

As alteracbes de salinidade nao tiveram
influéncia sobre o volume globular e resultado
semelhante foi relatado em outros estudos
(VERDEGEM et al., 1997; KARSI e YILDIZ, 2005)
em hibrido de tildpia vermelha e de tildpia do
Nilo, respectivamente.

Sabe-se que quando peixes sdo submetidos
ao estresse cronico, como por exemplo, agentes
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infecciosos, contaminantes ou variagdes de pH e
de salinidade manifestam linfopenia (DAVIS et
al., 2008; CAZENAVE et al, 2009). Segundo
FAZIO et al. (2013) a resposta hematolégica de
Mugil cephalus foi afetada no ndmero de
leucécitos  totais, que apresentou redugdo
significativa apés serem mantidos em ambiente
salino. Esse mesmo resultado foi encontrado
neste trabalho.

FARGHALY et al. (1973) ap6s submeterem a
Tilapia zilli a diferentes salinidades, perceberam
um decréscimo nos valores dos leucdécitos totais a
medida que a salinidade aumentava. Ja
AKINROTIMI et al. (2012) obtiveram respostas
contrarias da Tilapia guineensis, com os valores
dos mondécitos e neutréfilos aumentados
significativamente ap6s exposigdo a salinidade de
10%o € 15%o.

De acordo com RANZANI-PAIVA et al
(2004) o estresse, em peixes, é capaz de causar
aumento nos niveis séricos de proteinas, uma vez
que esta sofre alteracdo, principalmente, por
mudangas no volume plasmatico que por sua
vez, ocorre em consequéncia do desequilibrio
osmotico. O aumento das proteinas totais em
razdo da salinidade ocorre para manter a funcao
de osmorregulacao do sangue (FARGHALY et
al, 1973). Semelhante ao presente trabalho
LEAMASTER et al (1990) observaram niveis
séricos de proteina total maiores tilapias expostas
a dgua salgada, do que nas criadas em agua doce.
Essas modificagdes podem ser vistas como
fatores de adaptacdo ao aumento gradativo da
salinidade (FARGHALY et al., 1973).

Os resultados da presente pesquisa sugerem
que o aumento da salinidade pode ter,
inicialmente, provocado desidratagio em
consequéncia da perda de dgua para o meio
ambiente, levando a maior concentragdo dos
niveis de proteina totais dos animais expostos a
salinidade. No entanto, observou-se que os
tratamentos de salinidade entre 10 e 25%0 nao
apresentaram diferenca, demonstrando aparente
estabilidade nos niveis proteicos. Tal fato pode
estar relacionado a resposta adaptativa da tilapia
a salinidade, que foi realizada de forma gradual.

As proteinas séricas podem refletir o nivel
metabdlico do organismo e sua adaptacdo as
flutuagdes ambientais (ZOWAIL et al., 1994).

Contudo, a interpretacao do teor de proteinas
totais deve ser associada a avaliacdo das
proteinas fracionadas, visto que anormalidades
na concentragdo de albumina ou globulinas
podem alterar o valor total de proteinas

(THRALL, 2006).

A pré-albumina é uma macro fragdo proteica,
cujos niveis séricos sdo deprimidos em resposta a
um processo inflamatério ou uma infecgdo
(MORGADO et al., 2007). A fracdo al-globulina
teve seus valores aumentados nos peixes do
tratamento com salinidade de 25%.. Segundo
THRALL (2006) o aumento no teor de a-
globulinas é inespecifico e de importancia
diagnostica limitada, a inflamacdo aguda é a
causa mais comum. Esta fracdo, em geral, tem
seus valores aumentados mnos processos
inflamatérios, infecciosos e imunes (LASON,
1974).

As fragbes P e y estdo associadas a doenca
cronica (GICKING et al., 2004) e relacionados a
quadros inflamatérios (THRALL et al., 2006).
Segundo LABARRERE (2011) a concentragdo das
gamaglobulinas pode aumentar em respostas
imunolégicas, porém o quadro de estresse pode
ser caracterizado pela sua diminui¢do. O
conhecimento das caracteristicas hematolégicas é
ferramenta fundamental para a discussdo sobre a
resposta ao estresse e a reagdo inflamatéria
(MARTINS et al, 2004). Entretanto, outros
parametros fisiolégicos também podem ser
utilizados para avaliar essa resposta. GUNER et
al. (2004) observaram redugdo do nimero das
células de cloreto de tildpia do Nilo e aumento da
sua area em relacdo ao aumento da salinidade.
Porém, esse aumento so foi observado até 20%o
no presente estudo. A partir desse valor o
tamanho dessas células comegou a decrescer.
CIONI et al. (1991) observaram que o ntiimero de
células de cloreto de Oreochromis niloticus e O.
mossambicus ndo aumentou em nimero por causa
da aclimatacdo em agua salgada, mas aumentou
em area.

Estudos revelam que a densidade das células
de cloreto aumenta, em determinadas espécies de
teledsteos, apds exposicdo a altas salinidades
(FOSKETT et al., 1981).

Segundo BALDISSEROTO (2009), durante a
adaptacdo de peixes eurihalinos a 4gua do mar, é
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possivel observar aumento no nimero e no
tamanho das células de cloreto.

Uma resposta adaptativa esta relacionada
com a mudanga no epitélio branquial, incluindo a
proliferacdo e a hipertrofia de células de cloreto
quando os peixes sdo estimulados em ambiente
salino (UTIDA et al., 1971; AVELLA et al., 1993).

CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente
trabalho demonstram que os constituintes do
hemograma, o perfil eletroforético de proteinas,
bem como a anédlise quantitativa de células de
cloreto branquiais podem ser utilizados como
pardmetros indicadores de mecanismo de
adaptagdo e tolerancia a salinidade (ou agua
salgada) em tilapia do Nilo.
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