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ESTUDOS PRELIMINARES SOBRE O CORTISOL SERICO EM RESPOSTA AO ESTRESSE NA
TILAPIA-DO-NILO (Oreochromis niloticus)*

[Preliminary studies on serum cortisol as indicative of stress in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus)]

RESUMO

As condigbes de cultivo intensivo em
aquacultura sdo estressantes por si s6. Nos dlti-
mos anos, a aquacultura intensiva no sul do Brasil
tem-se desenvolvido muito e, por enquanto, o
conhecimento sobre os efeitos do estresse na
producgio de peixes € quase inexistente. A tildpia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus) vem sendo a
espécie preferida para empreendimentos comerci-
ais em aquacultura. O objetivo do presente estu-
do foi determinar como esta espécie responde a
restrigdo espacial em gaiolas, somada ou ndo a
anoxia de 30 segundos como estresse padrao,
repetido por 21 dias. A anoxia foi provocada pela
emersido da gaiola. Para tal, os niveis séricos de
cortisol foram usados como parimetro avaliador
de estresse. Cento e doze tildpias-do-Nilo adul-
tas foram mantidas por 21 dias em gaiolas pldsti-
cas, divididas em dois tratamentos com quatro
repetigdes. Os tratamentos foram: T1 - peixes
submetidos a estresse padrio e T2 - controle -
peixes nao submetidos a estresse padrdao. Nio
houve diferenca significativa nos valores médi-
os de cortisol sérico entre os dois tratamentos.
Concluindo, o estresse provocado pela restricdo
espacial e pelo estabelecimento da hierarquia de
domindncta tanto no grupo tratado quanto no
grupo controle, ndo permitiu constatar diferenca
no nivel sérico de cortisol, ocasionado pelo
estresse padrdo. Novos estudos estdo sendo
conduzidos, a fim de melhor conhecer a resposta
ao estresse em tilapia-do-Nilo.
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ABSTRACT

The intensive fish culture procedures are
stressors “‘per se”. Although intensive aquacul-
ture in Southern Brazil has had a great develop-
ment in the last years, the knowledge about stress
effects in fish production continues insipient. The
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) has been the
preferable species for commercial aquaculture. The
aim of the present study was to determine the
Nile tilapia response to spatial restriction in cages,
added or not by a standard stress (anoxia) re-
peated during 21 days. The anoxia was provoked
by 30 seconds cages emerged daily. Serum corti-
sol level was used as an evaluating parameter of
stress in this specie. One hundred and twelve
adults Nile tilapias were kept in plastic cages,
divided in two treatments with four replications
each. The treatments were: Tl - fish submitted
to standard stress, and T2 - control, fish not
submitted to standard stress. There was no sta-
tistical difference in serum cortisol values between
treatments. In conclusion, stress provoked by
spatial restriction and establishment of hierarchy
into both treatments, did not show statistical dif-
ference in relation to serum cortisol levels pro-
voked by the standard stress. New studies are
being developed to better determine stress re-
sponse of Nile tilapia.
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Oreochromis niloticus
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1. INTRODUCAO

A aquacultura intensiva no sul do Bra-
sil, tem se desenvolvido muito nos dltimos
anos. Segundo IWAMA (1993), em produ-
¢Oes intensivas de peixes, o estresse € ine-
vitavel. Durante o periodo de cultivo, os
animais sdo expostos a variagOes ambientais
e manejos estressantes. As conseqiiéncias
sdo, geralmente, reducdo do crescimento e
ganho de peso e queda da resisténcia a
patégenos, esta lltima, devida a resposta
imunolégica deprimida.

Segundo Brett (1958) apud KEBUS et alii
(1992): “estresse € o estado produzido por
fatores ambientais ou ndo, que provoca
resposta adaptativa no animal frente a uma
alteracdo da fun¢do normal.”

MOBERG (1985) prop0s a teoria, hoje a
mais aceita, onde a resposta ao estresse &
dividida em trés categorias: (a) reconheci-
mento de uma falha na homeostase, (b)
resposta ao estresse propriamente dita, e
(¢) conseqiiéncias do estresse. Cada cate-
goria compreende uma série de efeitos, que
iniciam com a percepg¢do de estressor pelo
sistema nervoso. A resposta culmina com
uma condigdo patolégica, se a alteracdo na
funcdo bioldgica é severa ou persistente o
suficiente.

IWAMA (1993) relata que O estresse
ocorre de duas maneiras diferentes, sendo
importante diferencia-las, estresse agudo e
estresse crdonico. O primeiro geralmente
ocorre em manejos como biometrias e trans-
portes que levam os peixes a um estresse
rapido. O segundo tipo de estresse € o
estresse cronico que leva a baixo cresci-
mento e ganho em peso. Acontece em con-
di¢bes que mantenham os peixes permanen-
temente estressados, como pH incorreto ,
baixo nivel de oxigénio dissolvido na dgua.
Dentro deste tipo, o estresse social € par-
ticularmente importante na tildpia-do-Nilo,
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(GONCALVES, 1993).

Em minuciosa revisio sobre o assunto,
FERNANDES & VOLPATO (1993) concluiram que
o estresse social € “o estresse frente a es-
timulos sociais ou de agrupamento.” A
hierarquia de dominéncia e submissédo €&
definida como a relacdo entre dois ou mais
individuos, onde um ataca o outro em situ-
agOes de luta, cujo vencedor € o dominante
da hierarquia, e o perdedor, submisso,
(Kaufmann, 1983 apud GONCALVES, 1993).
O estresse social pode inicialmente ser agudo,
durante a fase de determinacao hierarquica,
mas passa a ser cronico apds este periodo,
sendo mantido pelas sinalizagdes que man-
tém a hierarquia e pelos periodos de
arragoamento que geram interagdes
agonisticas no grupo.

POTTINGER & PICKERING (1992) testaram
quatro tipos de agrupamentos em trutas arco-
fris a fim de avaliar a influéncia da interacéo
social na aclimatacdo destes peixes ao
estresse cronico. A transferéncia destes
peixes de tanques grandes para pequenos
tanques experimentais ocasionou uma gran-
de elevacio de cortisol plasmatico.

A eficiéncia da aquacultura intensiva
depende da méxima utilizagdo dos recursos
hidricos. As densidades de estocagem de-
vem ser as mais altas possiveis, sem afetarem
o crescimento, o ganho de peso e a resis-
téncia as doencas. Nos salmonideos, a causa
principal destes problemas &€ a deterioragdo
da qualidade de 4gua ocasionada pela
superpopulacao, (Maede et alii, 1985 apud
BARTON & IWAMA, 1991). Na tilapia-do-Nilo,
além desta deterioragdo da dgua de cultivo,
ocorre o estresse social. GONCALVES (1993)
relata que em espacgos restritos, os animais
ndo tém condigdes de evitar os ataques,
assim, as lesOes sdo mais graves e o estresse
social mais intenso.
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A acumulagdo dos efeitos do estresse
foi pesquisada por autores como DONALD-
SON (1981) € WEDEMEYER et alii (1984) e tem
sido demonstrada para os estressores mais
comuns da aquacultura (CARMICHAEL, 1983)
e para as respostas comportamentais (SIGIS-
MONDI et alii 1988). O efeito cumulativo do
estresse pode se manifestar a nivel popu-
lacional, ocasionando severa mortalidade.
Segundo BARTON & IWAMA (1991), o con-
ceito de estresse cumulativo € importante
para os aqiiicultores, pois indica que dis-
tirbios sub-letais, que ndo parecem pro-
blemaiticos, podem se acumular e, se o
periodo entre eles, for insuficiente para re-
cuperacgdo dos peixes, pode haver efeito
detrimental nos peixes individualmente € na
populacio.

As alteracdes primadrias, ap6s a ocor-
réncia de um estressor, iniciam-se quando
os estimulos ocasionados pelas condigdes
ambientais e sociais chegam ao hipotdlamo
pelas vias dos sentidos, estimulam a libera-
¢do do fator liberador de corticotrofina, que
estimula a glandula hipéfise a liberar o

hormonio adrenocorticotréfico (ACTH), que
é conduzido via circulagdo até o tecido
interrenal estimulando a liberag@o de cortisol.
A adrenalina é liberada pelas células
cromafinicas incrustadas na por¢do anterior
do rim, sob estimulo direto do sistema ner-
voso simpatico. O cortisol e a adrenalina
levam a altera¢gGes dramdticas na fisiologia
do animal, chamadas alteragcdes secunddri-
as (SMITH, 1982).

Os efeitos tercidrios incluem as altera-
¢des no animal como um todo € na popu-
lacdo. Podem ocorrer queda nas taxas de
crescimento e alteragdes de comportamen-
to reprodutivo, € uma redug¢do na resistén-
cia as doencgas. Perdas populacionais e queda
na taxa geral de ganho de peso ocorrem
como efeitos na populagdo, (BARTON &
IWAMA , 1991).

O objetivo deste estudo foi determinar
como tildpias-do-Nilo adultas respondem a
restricdo espacial em gaiolas, somado ou
nao a anoxia de 30 segundos, como estresse
padrio, repetido por 21 dias.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no labo-
ratorio 1, do Setor de Aquacultura do De-
partamento de Zootecnia, da Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS).

Os animais experimentais foram tildpias
adultas, com pesos e comprimentos médios
de 95,33 = 20,02 e 17,59 =+ 2,53, respec-
tivamente. Cento e doze tildpias foram divi-
didas em dois tratamentos, com quatro re-
peti¢des cada. Cada repeticio era formada
por 14 animais. A densidade inicial variou
entre 13,3 g/l e 19,3 g/l.

Os peixes eram provenientes de agude
no interior do Rio Grande do Sul, e foram

transportados via rodovidria, por seis ho-
ras, da cidade de Ibiruba até Porto Alegre.
Na origem, estavam estocados em tanques
de 200 m? sob estufa. Ao chegarem no
laboratério, foram colocados em gaiolas
experimentais. Um dia apés a chegada foi
realizada biometria, bem como a coleta de
sangue para a primeira dosagem do cortisol
sérico, nos dois primeiros peixes de cada
grupo.

Os peixes foram colocados em gaiolas
de tela plastica (50x50x35cm) com 84 li-
tros de volume, dentro de tanques pléasticos
(67x51x40cm) com 120 litros de volume
util. As unidades experimentais foram equi-
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padas com filtros biolégicos e aquecedo-
res, mantendo a temperatura média de
26 = 2°C. O fotoperiodo foi de 10 horas
luz: 14 horas escuro. Diariamente eram re-
novados 30% do volume de dgua de cada
unidade, apods a sifonagem dos detritos no
fundo.

Os peixes foram alimentados com dieta
balanceada peletizada (SupraTruta, Alisul In-
duastria de Alimentos LTDA.) na taxa de 1,5%
da biomassa, dividida em quatro porc¢oes
diarias, sendo a primeira fornecida duas horas
apo6s a aplicacdo do estresse e depois, de
duas em duas horas.

O estresse padrdo se constituiu em
anoxia por 30 segundos, provocada por
emersdo das gaiolas, durante 21 dias, a
mesma hora do dia, conforme metodologia
descrita por SALONIUS & IWAMA (1992).

Para determinar a concentragdo de
cortisol sérico, dois peixes por unidade ex-
perimental foram coletados nos dias 1, 7,
14 e 21 de experimento, ficando os animais
remanescentes no mesmo volume de dgua
inicial. As amostragens foram realizadas uma
hora apés a aplicagcdo de estresse padrio.
A coleta de sangue foi realizada por pun-

¢do cardiaca (STOSKOPF, 1993), sem O uso
de anestésico, imediatamente apds a captu-
ra. Os animais eram entdo descartados, ndo
retornando as unidades experimentais. Para
coleta foram utilizadas seringas de 3 ml, com
agulhas 28 x 12. As amostras, variando de
0,2 a 1,0 ml, eram imediatamente acondici-
onadas em tubos para a coagulagio e se-
paragdo do soro, por aproximadamente uma
hora. O soro era entdo recolhido com au-
xilio de micropipeta e analisado. O teste
ELISA (Clone Systems) foi utilizado para a
determinacao do cortisol. Este método foi
previamente validado para salmonideos por
KEBUS et alli (1992).

Diariamente cra verificado a mortalida-
de e a temperatura de cada unidade expe-
rimental.

O delineamento experimental foi o com-
pletamente casualizado, em arranjo fatorial
2 x 4 (com e sem estresse e quatro dias de
coletas). Os niveis séricos de cortisol de
ambos os tratamentos, foram analisados pela
analise da variancia ANOVA, com P<0,05.
Os resultados para mortalidade média dia-
ria foram analisados pelo Student-T-teste
com P<0,05.

3. RESULTADOS

Os valores médios de cortisol obtidos
em ambos os tratamentos, estio expres-

sos na TABELA 1.

TABELA 1
Valores médios de cortisol sérico (ng/ml) aferidos em peixes submetidos ou nio a estresse padrio (anoxia
por 30 s por 21 dias)

Trat. dia 1l dia7 dia 14 dia 21

T1-E 117,45+94,34 Aa 151,5+ 148,19 Aa 167,5+ 128,91 Aa 170,75+ 100,16 Aa
T2-C 109,98 + 81,89 Aa 116,66 + 86,54 Aa 121,33 £ 87,74 Aa 147,5+99,09 Aa

Médias na linha seguidas por mesma letra mindscula, € na coluna por mesma letra maitiscula nfio se diferenciam estatisticamente pelo
teste de comparagdes miiltiplas de Tukey (P<0,05). Cada determinagdo, n=8; E= estresse; C = controle. Valores em média = 1 desvio
padrio.
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Durante o periodo experimental morreram

57 peixes, distribuidos conforme a TABELA 2

TABELA 2
Mortalidade total e mortalidade média didria em peixes submetidos ou nfo a estresse padrédo (anoxia por 30 s
por 21 dias). Valor para mortalidade média didria, em média * 1 desvio padrao

Tratamento Mortalidade Total Mortalidade Média Diaria
T1 - E 33 1,5+0,12a
T2 -C 24 1,1 20,09 a

Médias seguidas por mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente pelo Student-t-teste (P<0,05).E= estresse; C = controle.

Durante o periodo experimental foram veri-
ficados diariamente comportamentos indicativos
de interagdo social, como confrontos frontais €
laterais e perseguicdes (GONCALVES, 1993). Os

diferentes padrdes de cores nos animais das uni-
dades experimentais também sugeria a existén-
cia de uma hierarquia de dominéancia/submissdo
(GONCALVES, 1993).

4. DISCUSSAO

Os valores de cortisol obtidos na coleta
do primeiro dia de experimento, altos em
comparagao aos aferidos por MORGAN et
alli (1997) (10 ng/ml) e por FOO & LAM (1993)
(15 ng/ml), sugerem que os procedimentos
de captura no tanque de origem, embala-
gem e transporte dos peixes sdo muito
estressantes para os animais. BARTON et alli
(1980) encontraram elevados niveis de cortisol,
como resposta ao estresse de captura,
estocagem e transporte em trutas arco-iris,
concluindo que estes procedimentos sdo
extremamente estressantes para aquela es-
pécie.

Nio houve fase de aclimatagao neste
estudo, assim, no préprio periodo experi-
mental, ocorreu o estabelecimento de hie-
rarquia de dominéncia dentro dos grupos,
gerando muitos confrontos agonisticos en-
tre os animais da mesma unidade. As lutas
foram extremamente freqiientes, resultando
em mortalidade didria de peixes em todas
as unidades experimentais. Este grande nua-
mero de confrontos pode ter ocorrido de-

vido a restri¢do espacial imposta aos pei-
xes. Segundo GONGALVES (1993), em espa-
¢os restritos, os animais ndo t€ém condi¢des
de evitar os ataques, assim, as lesOes sdo
mais graves e o estresse social mais inten-
so. Estes estimulos, de agrupamento, res-
tricdo e determinacdo de hierarquia, pare-
cem ter causado um estresse social, tanto
no grupo tratado quanto no controle.

Conforme os dados obtidos por
POTTINGER & PICKERING (1992), trés sema-
nas podem nfo ser suficientes para acli-
matacio de peixes apds transteréncia de
grandes tanques para pequenos aquarios
experimentais, principalmente em grupos
maiores, onde o estresse social e a restri-
¢do espacial se tornam mais intensos. Estes
resultados parecem explicar os elevados
niveis de cortisol verificados ja na primeira
coleta, bem como a alta mortalidade ocor-
rida no presente estudo.

A nio diferenca nos niveis séricos de
cortisol entre o grupo tratado (estresse
padrdo) e controle (sem estresse padrao)
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leva a acreditar que, juntos, os outros com-
ponentes estressantes (captura, transporte,
biometria e estresse social) foram mais se-
veros que o proprio tratamento.

As médias do cortisol sérico nos dias
7, 14 e 21 de experimento, se mantém tao
elevadas quanto as iniciais, sugerindo que
pode ter ocorrido um efeito cumulativo,
decorrente da somatéria de todos os de-
mais estressores detectados neste experi-
mento. Segundo DONALDSON (1981), WEDE-
MEYER et alli (1984), SIGISMONDI et alli (1988)
€ CARMICHAEL (1983) o estresse cumulativo
pode ser considerado a maior fonte de perda
de produtividade na aquacultura intensiva e
a maior causa de mortalidade a nivel
populacional.

A mortalidade média diaria também ndo
foi afetada pela introdugdo de um estressor
padrao, provavelmente determinada pela
somatdria de todos os outros estressores.

O maior valor médio de cortisol,
170,75 = 100,16 ng/ml, € muito semelhante
aos valores comumente encontrados na li-
teratura para tildpias mossambicas (Oreo-
chromis mossambicus) agudamente estres-
sadas, tais como 144,0 + 14,0 ng/ml (FOO
& LAM, 1993) e 190,0 + 30,0 ng/ml (MOR-
GAN et alli, 1997). No presente estudo, o
desvio padriao foi extremamente alto, nao
permitindo qualquer conclusdo sobre o efeito
do estresse padrdo utilizado. Ainda ndo ha
dados na literatura sobre o cortisol sérico
em resposta ao estresse na tilapia-do-Nilo.

Neste estudo preliminar sobre o cortisol
sérico como resposta ao estresse em tilapia-

do-Nilo, nao foi possivel isolar o efeito do
estresse padriao (anoxia didria de 30 se-
gundos), entretanto os dados indicaram vérios
caminhos para a continuidade dos traba-
lhos nesta area do conhecimento. Sao eles:
(1) padronizar o tamanho dos animais ex-
perimentais; (2) testar animais imaturos se-
xualmente, diminuindo o efeito da hierar-
quia de dominancia territorial; (3) usar den-
sidades menores nas unidades, visando di-
minuir o efeito da restrigdo espacial e dos
confrontos agonisticos € mortalidade; (4)
pesquisar o papel do estresse social no cultivo
desta espécie e seu impacto.no ganho de
peso, através de experimentos com perio-
dos mais longos; (5) submeter os animais a
uma adaptacgdo as condi¢des experimentais,
ou utilizar animais nascidos em laboratério;
(6) utilizar um maior nimero de repeti¢oes,
para minimizar a alta variabilidade de res-
postas; (7) dividir os experimentos em fa-
ses, afim de evitar confusdo entre estresse
cronico e estresse agudo; (8) realizar expe-
rimentos com coletas seriadas, em periodos
curtos de tempo, para cortisol apds situa-
¢ao de estresse, afim de determinar a curva
de liberag¢ao deste hormdnio; (9) utilizar a
técnica de radicimunoensaio para dosar
cortisol no plasma, para diminuir o tamanho
da amostra, e reduzir o nimero de amos-
tras perdidas na coagulacao; (10) realizar
mais estudos afim de validar a dosagem de
cortisol como indicador de estresse na es-
pécie, e determinar como a tildpia-do-Nilo
responde fisiologicamente, através de um
maior nimero de parametros fisiolégicos.
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