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RESUMO

O objetivo geral de trabalho nesta Tese foi o de avaliar o transporte de peixes
ornamentais marinhos (POM) sob duas Opticas: A) o da politica comercial (Capitulo 1),
e B) o dos desafios fisiologicos. Nesta segunda 6ptica, foi utilizada abordagem tedrica
de revisdo da literatura (Capitulo 2) e abordagem experimental com a
espécie Abudefduf saxatilis (peixe sargento) como modelo (Capitulo 3).No Capitulo 1
foi feita uma analise dos aspectos politicos no Brasil da comercializacao internacional
de peixes ornamentais marinhos (POM). Foi aplicado o principio da precaucédo na
andlise de risco de importacdo (ARI) e quarentena em relacdo ao comércio destes
peixes. A coleta de POM no ambiente natural pode causar estresse nos peixes,
levando ao desenvolvimento de doencas. A legislacdo que regula a ARI e quarentena
é derivada dos Ministérios da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento e Pesca e
Aquicultura. A quarentena de POM no Brasil ndo é feita por agéncias do governo, mas
por estabelecimentos comerciais que sdo credenciados junto aos Ministérios, sendo
feita em um tempo muito reduzido. De acordo com os dados obtidos, a abordagem de
precaucdo ndo é realmente aplicada no Brasil, pois a informacgéo cientifica ndo é
contemplada pela legislacdo. O Capitulo 2 apresenta analise da literatura sobre o
estresse do transporte em peixes, com abordagem ecofisiolégica e proposta de
aplicacdo comercial. Foi feita caracterizacdo de: 1) processos de transporte mais
utilizados, 2) visdo ecofisiolégica das respostas dos peixes, analisando a agua de
transporte e os desafios fisiolégicos que sua deterioracdo impde aos peixes, 3)
alteracOes fisiolégicas decorrentes do transporte e associacdo a classificacdo das
respostas primarias, secundarias e terciarias ao estresse, e 4) sugestdes de aplicacdo
comercial deste conhecimento. O transporte foi classificado em transporte curto (até 8
horas) ou transporte longo (acima de 8 horas). As alteracbes ambientais e em
consequéncia, fisioldgicas, durante o transporte foram relacionadas aos conceitos de
homeostase e alostase (carga e sobrecarga alostatica). As principais medidas no
sentido de minimizacdo do estresse do transporte de peixes vivos se relacionam com
as tentativas de reducdo no consumo de oxigénio ou prevencdo da hipéxia ambiental,
e/ou da geracdo de amoénia, e/ou da acidificacdo da agua: 1) adicdo de atmosfera de
02 puro, 2) jejum pré-transporte, 3) salinidade isosmoética, 4) reducdo na temperatura,
5) utilizacdo de anestésicos.Para alcancar este conjunto de dados necessarios, deve-
se levar em conta que a medida em que forem utilizadas metodologias com menores
custos e maior praticidade mais valores de referéncia serdo disponibilizados em
relacdo aos marcadores ambientais (aménia, pH e OD) e fisiolégicos, para 0 maior
nimero de espécies relevantes comercialmente. O Capitulo 3 apresenta uma
simulacéo de tempos diferentes de transporte do peixe sargento, Abudefduf saxatilis ,
por trés tempos experimentais: 24, 48 e 72 h. Os parametros fisiolégicos foram:
osmolalidade, teor hidrico muscular e glicemia. Quanto aos bioquimicos foi medida a
atividade das enzimas Anidrase Carbbnica branquial e anti-oxidante sglutationa S-
transferase (GST), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) hepaticas. Também
foram avaliados os seguintes parametros da agua: oxigénio dissolvido, aménia e pH. A
mortalidade dos peixes foi de 20,9% e ocorreu para individuos com maior
comprimento. Peixes com comprimento total inferior a 6 cm ndo morreram até o tempo
maximo avaliado de 72 h. O parametro da agua que mais apresentou relacdo com a
mortalidade foi o pH. Nao houve diferenca significativa para os parametros fisiol6gicos
comparando-se o grupo referéncia e 0s grupos experimentais. Apenas a enzima SOD
apresentou diferenca significativa quando comparada ao grupo referéncia.
Recomenda-se que o transporte para este espécie seja realizado dentro de 24 horas e
para espécimes de no maximo 6 cm de comprimento total. Conclui-se de forma geral,
para a preservacdo da nossa biodiversidade e maior rentabilidade do comércio de
POM, qgue 1) a legislacao brasileira deveria ser modernizada e considerar o principio
da precaucdo, 2) a abordagem ecofisioldgica é crucial para se entender os desafios do



transporte destes peixes, e 3) é importante caracterizar para cada espécie de
interesse o efeito das alteracdes ambientais na agua de transporte sobre sua
sobrevivéncia e manutencdo ou recuperacdo da homeostasia apds o transporte.



ABSTRACT

The overall objective of this thesis was to evaluate the transport of marine ornamental
fish (POM) under two approaches: A) trade policy (Chapter 1), and B) physiological
challenges. In this second view, both a theoretical approach to the literature (Chapter
2) and an experimental approach using the species Abudefduf saxatilis (sergeant fish)
as a model (Chapter 3) were employed .In Chapter 1, an analysis of the political
aspects was made for the Brazilian approach on the international marketing of marine
ornamental fish (POM). The precautionary principle was applied to the import risk
analysis (IRA) and quarantine in relation to trade in these fishes. The collection of POM
in the natural environment can cause stress in fish, leading to the development of
diseases. The legislation governing the ARI and quarantine is derived from the
Ministries of Agriculture, Livestock and Food Supply and Fisheries and Aquaculture.
The quarantine of POM in Brazil is not made by government agencies but by
commercial establishments that are accredited with the Ministry, being done in a very
short time. According to the data obtained, the precautionary approach is not really
enforced in Brazil, because scientific information is not contemplated by the legislation.
Chapter 2 presents the literature review on the stress of transport in fish, with an
ecophysiological approach and proposed commercial application:1) the most widely
used transport processes were summarized, 2) an ecophysiological view on the
responses of fish was employed, analyzing the transport water and the physiological
challenges that its deterioration imposes on the fish, 3) physiological changes
associated with the transport were associated to the classic stress responses defined
as primary, secondary and tertiary, and 4) suggestions were posed, for commercial
application of this knowledge. The transport was classified as short (8 hours) or long
(over 8 hours). Environmental change, and consequently, physiological challenges
during transport were related to the concepts of homeostasis and allostasis (allostatic
load and overload). The main steps to minimize the stress of live fish transport relate to
attempts to reduce oxygen consumption and prevent environmental hypoxia, and / or
the generation of ammonia and / or water acidification: 1) adding atmosphere of pure
0,, 2) pre-transport fasting, 3) isosmotic salinity, 4) reduction in temperature, 5) use of
anesthetics. To achieve this set of data needed, one should take into account that the
extent to which methodologies with lower costs and greater convenience are used,it is
crucial to relate environmental (ammonia, pH e DO) and physiological markers for the
largest number of commercially important species. Chapter 3 presents a simulation of
different transport times using the sergeant fish, Abudefduf saxatilis , for 24, 48 and 72
hours. Physiological parameters evaluated were: osmolality, muscle water content and
glucose. Enzymes assayed were: gill Carbonic Anhydrase enzymes and antioxidants
glutathione S-transferase (GST), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in
liver. The following water parameters were also evaluated: dissolved oxygen, pH and
ammonia. Fish mortality was of 20.9% and occurred for individuals with greater length.
Fish less than 6 cm total length did not die until the maximum time of 72 h assessed
here. The water parameter that mostly related to mortality was water pH. There was no
significant difference in physiological parameters comparing the reference group and
the experimental groups. Just SOD enzyme showed significant differences when
compared to the reference group. It is recommended that the transport to this species
is carried out within 24 hours and specimens of up to 6 cm in total length. We conclude
in general, in order to preserve our biodiversity and increase profitability of the POM
trade, that: 1) Brazilian laws should be modernized and consider the precautionary
principle, 2) the ecophysiological approach is crucial to understanding the challenges of
transport of these fish, and 3) it is important to characterize each species of interest the
effect of environmental change on water transport on survival and maintenance or
restoration of homeostasis after shipping.
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INTRODUCAO GERAL

COMERCIALIZACAO DE PEIXES ORNAMENTAIS MARINHOS E A ESPECIE
Abudefduf saxatilis

A coleta de peixes ornamentais marinhos (POM) para fins comerciais
representa um exemplo de exploracdo de recursos renovaveis de propriedade
comum, que acabam sendo degradados em proporcdo descontrolada (Hardin
1968). Tal fato esta associado aos custos operacionais relativamente baixos
envolvidos na atividade e a uma viséo ultrapassada, mas ainda presente, de
gue os recursos marinhos sado inesgotaveis (Miller and Spoolman 2012; Van
Long and McWhinnie 2012).

A comercializacdo mundial dos POM esta baseada na pesca extrativista,
concentrada principalmente em regifes tropicais, com destaque para paises
como Indonésia, Filipinas, Brasil, Maldivas, Vietham, Sri Lanka e Estados
Unidos (Havai), e tendo como principais mercados consumidores os Estados
Unidos, a Europa e o Japao (Wood 2001). Entretanto, sabe-se que o manejo e
a regulacdo das espécies coletadas para o comércio ornamental marinho nao
sdo suficientemente desenvolvidos na maioria dos paises de origem,
principalmente em grandes centros fornecedores como Indonésia e Filipinas
(Tissot et al. 2010).

A maioria dos peixes coletados com finalidade ornamental € proveniente
de recifes de corais. Em consequéncia, sua extracdo e comercializacdo estéo
relacionadas a muitos impactos ambientais, dentre 0s quais se destacam: a
diminuicdo de populagbes de espécies alvo e/ou, alteragcdo de processos
ecologicos nos ambientes naturais (Wood 2001), introducdo de espécies
exodticas(Semmens et al. 2004; Wood 2001), e até a extincdo local de
organismos (Gasparini et al. 2005). Frequentemente, nesta atividade
exploratoria, ocorre a utilizagdo de substancias tdxicas, como o cianeto
(utilizado para atordoar os peixes e facilitar sua captura), que pode causar
danos irreversiveis aos organismos e ao proprio ecossistema (Fabinyi and
Dalabajan 2011; Mak et al. 2005; Reynoso et al. 2012; Wood 2001).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0CD4QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.fishbase.org%2Fsummary%2Fspeciessummary.php%3Fid%3D1119&ei=IPzZUYr8B8mriAKIvYGwCw&usg=AFQjCNFNWhV8w4vCSrPo4nbPH0omBAhEtA&bvm=bv.48705608,d.cGE
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Verificou-se no Brasil que a pressdo de captura de peixes recifais no
Brasil teve um efeito negativo significativo sobre a abundancia e o tamanho de
muitas espécies (Floeter et al. 2006). A retirada de peixes de recifes com
objetivos comerciais e ornamentais tem sido responsavel por alteracdes
significativas na estrutura de comunidades destas espécies (Floeter et al.
2006).

O Brasil € um dos principais paises fornecedores internacionais de POM,
exportando principalmente para os EUA, mas também para a Europa (Wood
2001). Nao existem estatisticas oficiais do comércio de POM no Brasil. Das 75
espécies coletadas para o comércio de peixes ornamentais no Brasil, 26 (35%)
sdo endémicas (Gasparini et al. 2005). Sob a ¢ética conservacionista, um fator
de relevada importancia do comércio de POM € que a maior parte dos
exemplares comercializados é extraida do ambiente natural, uma vez que, para
as espécies explotadas, ndo ha dominio sobre o desenvolvimento em cativeiro.
No Brasil, a situacdo € mais preocupante, pois todos os peixes marinhos
nativos utilizados para a aquariofilia sdo capturados na natureza (Monteiro-
Neto et al. 2003).

A Instrucdo Normativa (IN) n°® 202, de 22 de outubro de 2008 dispbe
sobre normas, critérios e padrdes para a explotacdo com finalidade ornamental
e de aquariofilia de peixes nativos ou exéticos de aguas marinhas e estuarinas
(IBAMA 2008b). De acordo com a IN 202, € possivel a coleta de 136 espécies
nativas de peixes ornamentais marinhos da costa brasileira. Dentre as espécies
permitidas esta o Abudefduf saxatilis, espécie escolhida para a abordagem

experimental nesta Tese.

Esta espécie, representante da familia Pomacentridae, € comumente
comercializada em sites, sendo que os peixes sao classificados em faixas de
tamanho que possuem precos distintos e quanto maior o espécime, maior o
preco. Foram encontradas as seguintes faixas: minusculos (com até 1.57),
pequenos (entre 1.5 e 2”), médios (entre 2 e 3”) e grandes (entre 3 e 4.5")
(Aquariums 2013; Aquatics. 2013; Corrie 2012; Marine 2012).

A Familia Pomacentridae € composta por espécies de pequeno porte
(até 30 cm) e possui ampla distribuicdo em regides costeiras tropicais e

temperadas, apresentando maior diversidade em areas de recife de coral


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0CD4QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.fishbase.org%2Fsummary%2Fspeciessummary.php%3Fid%3D1119&ei=IPzZUYr8B8mriAKIvYGwCw&usg=AFQjCNFNWhV8w4vCSrPo4nbPH0omBAhEtA&bvm=bv.48705608,d.cGE
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(James Cooper et al. 2009). E uma das familias com o maior nimero de
espécies exploradas como peixes ornamentais (Wood 2001), sendo que para a
maioria das espécies dados biolégicos sdo escassos. Pesquisas que tem por
objetivo avaliar o estresse em peixes tém seu maior foco em animais
cultivados, e as populacbes selvagens sdo menos pesquisadas (Pankhurst
2011).

TRANSPORTE DE PEIXES PARA COMERCIALIZACAO E ESTRESSE

O transporte de peixes acarreta uma sucessao de estimulos adversos
gue incluem a captura, o carregamento e a adaptacdo ao novo ambiente.
Como qualquer outro agente estressor, o transporte pode alterar a homeostase
normal do peixe e influenciar negativamente o0 processo de
osmorregulacao(Carneiro 2007). Para otimizar espaco e custos de transporte
de peixes ornamentais, utiliza-se o minimo de agua possivel, o que também
cria condicdes desfavoraveis para os peixes (Brinn et al. 2012). O
procedimento utilizado para o transporte de peixes ornamentais marinhos
consiste em colocar os peixes individualmente em pequenas sacolas plasticas,
com o minimo de &gua para cobrir o peixe em sua altura, e completar a sacola

com oxigénio (Sampaio, FDF, observacao pessoal).

A qualidade da agua também é um fator determinante no sucesso de
transporte de peixes. O transporte de peixes vivos resulta em significativa
degradacdo da qualidade da &gua em funcdo dos produtos excretados,
liberagdo de muco e comida regurgitada (Carneiro 2007). No caso de peixes
coletados no ambiente natural, como € o caso dos ornamentais marinhos, a
situacdo pode ser agravada em funcdo do fato de ndo se ter controle do
periodo de alimentacdo do animal. Tal situacdo pode acarretar ainda o acumulo
de fezes na A&gua utlizada para o transporte (Sampaio, FDF
observacéo pessoal). Para a espécie ornamental Potamotrygon cf. histrix, um
elasmobranquio de agua doce endémico da regido amazonica, a adicdo de
probioticos e antibidticos na agua utilizada no transporte nao reduziu a resposta
ao estresse (Brinn et al. 2012). A baixa qualidade da agua é um dos principais

fatores do desencadeamento de doencas em peixes (2013; Bernoth and Crane
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1995; Murphy and Lewbart 1995; Petty and Francis-Floyd 2004; Roberts and
Palmeiro 2008; Weber lii 2011).

A regulac@o osmaotica em peixes 6sseos marinhos é realizada através da
ingestdo de agua do mar que é absorvida pelo intestino, sendo que o principal
sal marinho, o cloreto de sédio, é transportado pelo sangue para as branquias,
onde é devolvido ao mar através de secrecdo ativa pelo epitélio branquial,
energizado pela Na+/K+-ATPase. Ions restantes (basicamente o0s
divalentesMg®*e SO?) s&o eliminados pelas fezes ou excretados pelos rins. A
agua perdida por osmose é assim recuperada pela dessalinizagdo da agua
ingerida pelas branquias (Marshall and Grosell 2006; Pough 2003). Além disso,
o epitélio branquial também € o principal local de regulacdo do pH e de
excrecdo de produtos nitrogenados, na maioria das vezes amonia (Carneiro
2007).

Situacdes de estresse ativam a liberacdo e o aumento da expressao de
marcadores como 0 cortisol e enzimas de protecdo antioxidante (Martinez-
Alvarez and Sanz 2002). Pesquisa envolvendo transporte de uma espécie de
elasmobranquio de agua doce ornamental evidenciou que o cortisol foi um bom
bioindicador de estresse para a espécie (Brinn et al. 2012). Contudo, o cortisol,
além de ser bioindicador de estresse em vertebrados, interfere sobre o

transporte e regulagdo da homeostasia ibnica em peixes (McCormick 2001).

Outro fator que acarreta estresse em animais marinhos € a variagdo na
guantidade de oxigénio, uma vez gue animais aquaticos captam oxigénio
dissolvido na agua (Schmidt-Nielsen 1996). O processo fisico responsavel pela
passagem do oxigénio do meio extracelular para o interior da célula é a
difusdo, sendo que espécies marinhas usualmente vivem em areas com
suprimento de oxigénio relativamente constante e, em funcdo disto,
mecanismos para ajustar a regulacao da respiracao sao precarios ou ausentes
(Schmidt-Nielsen 1996).

Alteracbes na temperatura sdo causa de estresse para animais
marinhos, pois a vida ativa limita-se a uma faixa restrita de temperaturas e fora
deste limite animais podem sobreviver em um estado de inatividade ou torpor
(Schmidt-Nielsen 1996). A Taxa Metabodlica Padrdo (TMP) de um organismo é

a taxa minima de consumo de oxigénio necessaria para a manutencéo da vida.
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A TMP é sensivel a temperatura e isso significa que o custo energético da vida
€ afetado pelas alteracbes da temperatura corpérea (Pough 2003).
Considerando a situacdo de um peixe em um local no qual ocorre uma
elevacdo de temperatura, ocorrerd um aumento da utilizacdo de energia que
por sua vez corresponde a uma maior quantidade de alimento a ser ingerido
(Pough 2003).

Reacfes bioquimicas sdo muito sensiveis a temperatura, o que faz com
gue a temperatura se constitua em um fator limitador para os animais, pois eles
precisam manter a estabilidade bioguimica (Hickman-Jr et al. 2004). Os limites
de tolerancia para os animais ndo sao fixos; a exposicao de uma temperatura
proxima da letal frequentemente acarreta um certo grau de adaptacédo, de
modo que uma temperatura anteriormente letal possa ser tolerada, sendo que
0 processo de aclimatacdo a temperatura depende de um suprimento
adequado de oxigénio (Schmidt-Nielsen 1996). Vé-se assim forte interacéo
entre os fatores abidticos, ambientais, podendo ou ndo gerar situacdo de

perturbacdo da homeostasia dos animais, e em consequénciaestresse.

O estresse pode assim ser percebido como resposta do organismo, ou
de tecidos e células. Dentre os danos celulares decorrentes do estresse,
destaca-se o estresse oxidativo que se da em funcdo da formacéo de espécies
reativas de oxigénio (anion superéxido O% e peréxido de hidrogénio H,0,),
denominadas EROs. Estas espécies sdo convertidas em formas téxicas de
radicais livres, nocivas ao organismo (Almeida et al. 2007; Hermes-Lima et al.
2001). Quando a capacidade fisiologica do organismo ndo consegue eliminar
ou anular as espécies reativas, tem-se, em alguns casos, a situacdo do
estresse  oxidativo(Hermes-Lima and Zenteno-Savin 2002). Defesas
enzimaticas contra EROs estdo presentes em todos organismos aerdbios e
incluem catalase (CAT), glutationaredutase (GR), glutationaperoxidase
dependente de selénio (Se-GPX), isoformas de superoxido dismutase (SOD),
glutationa S-transferase (GST) e a glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH)
(Hermes-Lima and Zenteno-Savin 2002). As defesas oxidantes né&o
enzimaticas incluem glutationa reduzida (GSH), acido ascorbico, acido urico,
vitaminas C e E, B - caroteno, polifendis e bilirrubinas (Hermes-Lima and
Zenteno-Savin 2002).
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O desenvolvimento da doenca nos peixes esta associado a fatores que
causam estresse. O processo de coleta, transporte e adaptagcdo ao novo
ambiente sdo situacdes que figuram entre as mais estressantes para estes
animais (Murphy and Lewbart 1995; Roberts et al. 2009; Smith 1997; Weber lii
2011). A relacao entre estresse e doenca em peixes se da em funcdo da
alteracdo da homeostase, 0 que sujeita 0 peixe a doencas oportunistas
(Bernoth and Crane 1995; Weber lii 2011), uma vez que o estresse influencia a

habilidade do peixe de se proteger contra infecgdes (Scholz 1999).

Estudos do estresse em peixes devem levar em conta 0s aspectos
biolégicos e também do ambiente no qual o peixe sera transportado. Tais
estudos tem uma aplicacdo comercial direta que implica, consequentemente,
na conservacao uma vez gque muitas espécies ainda ndo sao cultivadas. Para o
desenvolvimento adequado da aquicultura, espera-se que critérios objetivos
sejam estabelecidos para definir o bem-estar e a salde das espécies aquaticas
comercializadas (Varsamos et al. 2006). Entender os mecanismos de resposta

ao estresse do transporte pode possibilitar um manejo mais eficaz.

OBJETIVO GERAL E ESTRUTURA DA TESE

O objetivo geral da Tese foi o de avaliar o transporte de peixes
ornamentais marinhos (POM) sob duas O6pticas: A) o da politica comercial
(Capitulo 1), e B) o dos desafios fisioldgicos. Nesta segunda Optica, utilizou-se
abordagem teérica de revisdo da literatura (Capitulo 2) e abordagem
experimental com a espécie Abudefduf saxatilis (peixe sargento) como modelo
(Capitulo 3).

A exportacdo e importagcédo caracterizam o transporte mais longo e mais
desafiador do ponto de vista fisiol6gico aos quais estes animais estdo sujeitos.
Em funcdo disto, o Capitulo 1 analisa os aspectos politicos no Brasil da
comercializacdo internacional destes peixes, uma vez que as exigéncias
politicas influenciam diretamente a conservacao pois sao capazes de piorar ou

melhorar a condicdo dos animais.

O Capitulo 2 conttm uma andlise das informacbes cientificas

fisiologicas que podem ser aplicadas comercialmente para se diminuir o
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estresse do transporte de peixes em geral. Neste capitulo optou-se por néo
restringir as pesquisas aos ornamentais marinhos em funcdo da pouca
guantidade de referéncias além do fato de que a revisdo possibilita indicar os

aspectos que podem ser pesquisados futuramente.

No Capitulo 3 foi feita a parte experimental que consistiu em coletar
peixes da espécie A. saxatilis e manté-los na embalagem de transporte por
diferentes tempos a fim de avaliar as respostas fisioldgicas e bioquimicas do
estresse de transporte. As pesquisas desta natureza em geral testam produtos
ou condicdes (e.g. a condi¢do isosmotica) capazes de minimizar o estresse tais
como anestésicos e adicdo de sal a agua para peixes dulcicolas. Neste
experimento porém, optou-se por nao alterar a agua utilizada no transporte

com intuito de compreender como 0s animais reagem.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0CD4QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.fishbase.org%2Fsummary%2Fspeciessummary.php%3Fid%3D1119&ei=IPzZUYr8B8mriAKIvYGwCw&usg=AFQjCNFNWhV8w4vCSrPo4nbPH0omBAhEtA&bvm=bv.48705608,d.cGE
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CAPITULO 1: O PRINCIPIO DA PRECAUCAO E SUA ABORDAGEM NA
ANALISE DE RISCO E NA QUARENTENA RELACIONADOS A
COMERCIALIZACAO DE PEIXES ORNAMENTAIS NO BRASIL".
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi o de aplicar o principio da precaucao na andlise de
risco de importacdo (ARI) e quarentena em relacdo ao comércio de peixes
ornamentais marinhos (POM). A analise utilizou o Brasil como exemplo, uma
vez que ocorre a importacao e a exportacao estes peixes. A coleta de POM no
ambiente natural, pode causar estresse nos peixes, levando ao
desenvolvimento de doencas. A legislacdo que regula a ARI e quarentena é
derivada dos Ministérios da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e Pesca e
Aquicultura. A quarentena de POM no Brasil ndo é feita por agéncias do
governo, mas por estabelecimentos comerciais que séo credenciados junto aos
Ministérios, sendo feita em um tempo muito reduzido. De acordo com os dados
obtidos, a abordagem de precaucdo ndo é realmente aplicada no Brasil pois a

informacéo cientifica ndo é contemplada pela legislacéo.

Palavras-chave: legislagdo sanitaria; conservagdo de peixes; estrutura

governamental brasileira.
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ABSTRACT

The objective of this study was to employ the precautionary principle in import
risk analysis (IRA) and quarantine in the trade of marine ornamental fishes
(MOF). The analysis focused on the example of Brazil, as it imports and exports
these fishes. These processes, since their collection in nature, may expose the
fish to stress, which may lead to the development of diseases. The legislation
that regulates IRA and quarantine is derived from the Ministries of Agriculture,
Livestock and Supply and Fisheries and Aquaculture. The quarantine of MOF in
Brazil is not undertaken by government agencies, but by commercial
establishments that are registered with the Ministries, and is way too short.
According to the data obtained, the precautionary approach is not actually
applied, as scientific information is not contemplated by the legislation, and law

is not enforced.

Keywords: sanitary legislation; fish conservation; Brazilian government

structure.
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1.1 INTRODUCAO

O objetivo da aplicacdo do principio da precaucéo na gestdo pesqueira é
promover a utilizacdo prudente e racional dos recursos naturais (Howarth
2008). O principio da precaucéo recentemente comegou a ser aplicado ao setor
da pesca devido ao estado atual dos recursos naturais e da evidente falta de
eficacia das medidas em vigor para assegurar a sustentabilidade da exploracéo
(Gonzélez-Laxe 2005). Examinar a questdo, a luz de evidéncias cientificas é
obrigatério para que o principio da precaucédo possa ser aplicado de forma
eficaz para a gestdo da pesca (Proelss and Houghton 2012). O Principio da
Precaucédo é tido como primario para a protecdo dos interesses das futuras
geracdes e impOe antecipadamente a adocdo de medidas preventivas para
evitar danos ao meio ambiente (Canotilho and Leite 2011). Entretanto, o
principio da precaucdo nao deve ser interpretado como clausula geral, aberta e
indeterminada, devendo ser explicitado o que se pretende prevenir e qual o

risco a ser evitado (Antunes 2012).

O comércio global de peixes ornamentais tem se expandido sendo o
namero de espécies de peixes translocadas muito maior que a efetuada por
todas atividades pecuarias juntas (Whittington and Chong 2007b). Estima-se
gue todos os anos mais de um bilh&o de peixes ornamentais, envolvendo mais
de 4,000 espécies de agua doce e 1,400 espécies marinhas, sejam
comercializados no mundo (Sales and Janssens 2003; Whittington and Chong
2007b). A comercializacdo de peixes recifais esta baseada na pesca
extrativista, concentrada principalmente em regides tropicais, destacando-se
Indonésia, Filipinas, Brasil, Maldivas, Vietnam, Sri Lanka e Havai e tendo como
principais mercados consumidores os Estados Unidos, a Europa e o Japao
(Wood 2001). Esta situacdo favorece a necessidade de uma abordagem

preventiva com o objetivo de conservacao dos peixes ornamentais marinhos.

O comércio de peixes ornamentais no Brasil é composto por uma
complexa gama de atividades: ocorre a pesca (Gasparini et al. 2005), a
exportacdo(Gasparini et al. 2005; Wood 2001) e também a importacdo destes
organismos (Wood 2001). O Brasil € um dos cinco paises que mais exportam

peixes ornamentais marinhos, mas ndo existem dados oficiais a respeito da
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comercializacdo destes animais no mercado interno brasileiro (Gasparini et al.
2005). Também ndo ha informacdes sobre os peixes importados de outros
paises e de animais provenientes do préprio mar territorial brasileiro, ou uma
fiscalizagdo apropriada quanto a isso .H& pouca informagéo sobre os estoques
das espécies de peixe de recife nativas no Brasil. No entanto, nos ultimos anos
aumentaram os esforcos de cientistas para obtencdo de dados ecoldgicos
adicionais sobre estas espécies (Bender et al. 2013; Longo and Floeter 2012;
Luiz et al. 2011; Quimbayo et al. 2012). Uma analise da aplicagédo da legislacédo
brasileira relativa ao comércio de peixes ornamentais ndo € apenas de
interesse local, mas também é relevante para os outros paises envolvidos no
processo. A exportacdo/importacdo de peixes ornamentais esta ligada a
guestdes de conservacao e sanitarias, além dos aspectos politicos, sociais e

econdmicos em escala global.

Para algumas questdes ambientais e de conservacdo da biodiversidade
o Brasil € um pais com uma legislacdo relativamente moderna, mas com
dificuldades administrativas para fazer esta legislagéo ser aplicada (Sampaio
and Ostrensky 2013). Além disso, existem grandes retrocessos e “inovagodes”
recentes em nossa legislacdo que ameacam a conservacao da biodiversidade .
Em varios contextos a andlise da aplicacdo da legislacéo brasileira relativa ao
comércio de peixes ornamentais, é de interesse ndo so local, mas também se
torna relevante para os demais paises envolvidos no processo. O comércio
destes organismos esta ligado a questdes conservacionistas e sanitarias, além

dos aspectos politicos, sociais e econémicos.

Segundo a World Organisation for Animal Health — Office International
des Epizooties (OIE) o aumento continuo do comércio global, o que inclui
animais vivos, traz como uma das consequéncias 0 aumento dos riscos de
dispersdo de doencas, especialmente zoonoses emergentes entre fronteiras
internacionais e exige que a aplicacdo de medidas de controle destas doencas
seja regulada por legislagcbes modernas e cada vez mais eficazes (OIE 2013Db).
Para a OIE (OIE 2013a), "risco" pode ser definido como a probabilidade de
ocorréncia e a provavel magnitude das consequéncias do perigo. A propria OIE
(OIE 2013b) observa, entretanto, que em muitos paises a legislacéo veterinaria

€ ultrapassada e inadequada para enfrentar os desafios atuais e futuros.
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No caso da comercializagcdo de animais vivos entre paises a quarentena
€ um procedimento frequentemente adotado. Para realizacdo da quarentena os
animais sdo isolados, evitando seu contato direto ou mesmo indireto com
outros organismos, com 0 objetivo de evitar a transmissdo de agentes
patogénicos especificados (OIE 2013a). Para o0 comércio de peixes
ornamentais, a quarentena se destaca como uma importante ferramenta para
viabilizar a analise de risco. A analise de risco ambiental vem sendo utilizada
para identificar os perigos e avaliar os riscos associados a fim de se determinar
as opcdes e tomar decisbes para a reducdo ou eliminagcdo dos mesmos
(Sanchez 2008). Recentemente a Analise de Risco de Importacdo tem sido

utilizada para 0 manejo da saude de animais aquaticos (Peeler et al. 2007).

A doutrina do Direito Ambiental Brasileiro reconhece a existéncia de dois
principios constitucionais préximos, porém distintos: Precaugdo e Prevencao
(Antunes 2012; Fiorillo 2012). Para andlise deste trabalho, ser4 adotada a
diferenciacdo que destaca que o Principio da Precaucédo exige que diante da
incerteza cientifica acerca do risco ambiental, a acdo que podera causar o risco
deverd ser evitada (Antunes 2012; Fiorillo 2012; Gonzélez-Laxe 2005;
Machado 2012). Enquanto que o Principio da Prevencéo é aplicado a impactos
ambientais ja conhecidos a fim de que se possa identificar e prevenir impactos
futuros provaveis (Antunes 2012; Canotilho and Leite 2011; Howarth 2008).

O objetivo deste trabalho foi se utilizar da aplicabilidade do Principio da
Precaucdo no que diz respeito a andlise de risco e a quarentena na
comercializacdo de peixes ornamentais. Partindo de uma revisdo geral
comparativa e da analise da legislacdo e estrutura no Brasil, buscou-se
identificar procedimentos técnicos e administrativos gerais que precisam ser
incorporados localmente a fim de tonar o comércio destes animais sanitaria e

ambientalmente mais seguro e economicamente mais rentavel.

1.2 IMPORTANCIA DA ANALISE DE RISCO DE IMPORTACAO (ARI) E DA
QUARENTENA PARA A COMERCIALIZACAO DE PEIXES ORNAMENTAIS

O comércio global de peixes envolve diferentes situacdes: peixes podem

ser comercializados vivos para fins recreacionais (Fernandes 2003), para abate
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e uso na alimentacdo humana(Farrell et al. 2010) e também para fins
ornamentais (Wood 2001); a transmissdo de doencas de peixes pode ser
horizontal ou vertical(Oidtmann et al. 2011); os animais podem ser
comercializados na forma de ovos embrionados, larvas e alevinos (Bui et al.
2013; King 2009) ou como individuos juvenis ou adultos (Jones and Tensen
2009); as espécies podem ser de agua doce ou marinhas. Além disso, nos
ultimos anos aumentou consideravelmente o uso de peixes como modelo em
pesquisas biomédicas (Ackermann and Paw 2003; Kent et al. 2009; Oidtmann
et al. 2011; Stoskopf 2002). Todas essas razbes fazem com que o transporte
de peixes vivos venha se intensificando drasticamente em escala global.

No caso das espécies de peixes ornamentais marinhos € reduzido o
nuamero das que sdo produzidas em cativeiro o que faz com que o ambiente
natural se constitua em uma fonte significativa de obtencdo destes animais
(Gasparini et al. 2005; Monteiro-Neto et al. 2003; Reynoso et al. 2012;
Whittington and Chong 2007a; Wood 2001).

O ambiente natural dos peixes € rico em organismos potencialmente
causadores de doencas, sendo que quando os peixes séo capturados,
geralmente possuem uma gama variada de patdogenos, que néo
necessariamente indicam que os animais estao doentes (Murphy and Lewbart
1995; Scholz 1999). O desenvolvimento da doenca nos peixes esta associado
a uma complexa associagdo entre o hospedeiro, o patégeno e os fatores que
causam estresse, sendo que o processo de coleta, transporte e adaptacao ao
novo ambiente sdo situacdes que figuram entre as mais estressantes para
estes animais (Murphy and Lewbart 1995; Roberts et al. 2009; Smith 1997;
Weber lii 2011).

Sdo0 bem documentados os casos de translocacbes de organismos
aguaticos que, por estarem infectados por organismos patogénicos (e.qg.
metazoarios, protozoarios, bactérias e virus), ttm provocado surtos de doencas
gue podem colocar em risco a fauna dos locais de destino desses animais
(Farley 1992; Ganzhorn 1992; Lightner 1992). Além de danos ambientais e
riscos a saude humana, uma vez gue 0s organismos aquaticos podem servir
como vetores para varias doencas humanas (Brier 1992; Petney and
Taraschewski 2011), tais translocacdes podem provocar danos econdémicos

significativos.
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A relacdo entre estresse e doenca em peixes se da em funcdo da
alteracdo da homeostase, 0 que sujeita 0 peixe a doengas oportunistas
(Bernoth and Crane 1995; Weber lii 2011) uma vez que o estresse influencia a
habilidade do peixe de se proteger contra infecgdes (Scholz 1999). A baixa
gualidade da agua é um dos principais fatores do desencadeamento de
doencas em peixes (2013; Bernoth and Crane 1995; Murphy and Lewbart 1995;
Petty and Francis-Floyd 2004; Roberts and Palmeiro 2008; Weber lii 2011) e,
dependendo do periodo de transporte, 0s peixes ficam sujeitos a uma agua em
condi¢cbes insalubres. Os coletores frequentemente ndo possuem sistemas
equilibrados o que também sujeita 0s peixes coletados a baixa qualidade da
agua (Sampaio, FDF, em preparacéo). Desta forma, ao se capturar um peixe
na natureza e introduzi-lo em um aquario, é possivel introduzir uma série de
patdgenos.

Diante deste cenario, que envolve a coleta, o transporte e a readaptacao
dos animais, a analise de risco e a quarentena para peixes ornamentais visam
a reducéo do risco de entrada de patégenos que possam promover algum tipo
de desequilibrio ao ambiente. A quarentena evita a perda de animais (Hadfield
et al. 2007; Murphy and Lewbart 1995; Roberts and Smith 2011), uma vez que
a prevencao de doencas em peixes é muito mais eficaz do que o controle de
surtos (Petty and Francis-Floyd 2004). Também é possivel que determinadas
espécies de peixes sejam portadores de patdégenos e ndo desenvolvam
doencas por estar em equilibrio com os mesmos. No entanto estes mesmos
patdgenos, podem causar doencas a outras espécies que Sao muito
suscetiveis (Bernoth and Crane 1995) e desta forma um peixe sadio pode ser o
responsavel pelo adoecimento de outros peixes no sistema ou no ambiente.
Outro objetivo vinculado a quarentena € evitar que, em caso de soltura ou
escape de espécies de peixes ndo nativas, patégenos ndo nativos acometam
populacdes selvagens(Bernoth and Crane 1995; Whittington and Chong
2007a).

No caso especifico dos peixes, porém, a quarentena ainda € um tema
pouco estudado, pouco praticado pelos pescadores e bastante complexo, pois
varios fatores interferem na definicdo de protocolos de quarentena para estes
organismos (Bartley et al. 2006; Lehane 1993; Wan Norhana et al. 2012;
Whittington and Chong 2007b). A quarentena é uma das etapas da Analise de
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Risco de Importacdo (ARI) (Bartley et al. 2006; Peeler et al. 2007; Whittington
and Chong 2007b) e os importadores tem a obrigacdo de realiza-la. A ARI é
utilizada para avaliar o risco de introducdo de doencas provenientes do
comeércio internacional (Peeler et al. 2007). Utilizam-se modelos de arvores de
cenarios que descrevem relacfes temporais entre 0s eventos necessarios para
0 perigo ocorrer, sendo que para animais aquaticos um dos modelos mais
utilizados é o Covello—Merkhofer (CM) (Peeler et al. 2007).

A andlise de risco pode ser feita de forma quantitativa ou qualitativa
(Miller-Jr 2008; Thomas and Callan 2010), sendo que nos Estados Unidos
existe uma cobranca maior para a realizacdo da quantitativa (Lodge et al. 2006;
Simberloff 2005). A analise quantitativa oferece uma margem de seguranca
maior para importar espécies que ndo oferecem risco e que podem gerar
beneficios econdmicos ao pais (Keller et al. 2007). O que se observa é que
geralmente a ARI é realizada para peixes utilizados na alimentacdo, e em
paises de economia mais desenvolvida tais como Australia, Nova Zelandia,
paises da América do Norte e da Europa (Peeler et al. 2007). Em geral, a ARI é
realizada com o objetivo de evitar a entrada de patdgenos, porém outro objetivo
muito relevante quando se considera 0s peixes ornamentais € evitar que
espécies ndo nativas sejam introduzidas e comprometam a biodiversidade
local, especialmente para regifes caracterizadas por um alto nivel de
endemismo (Lodge et al. 2006; Simonovic et al. 2013). A ferramenta que tem
sido utilizada para triagem de peixes ndo nativos de agua doce € a FISK
(FishinvasivenessScreening Kit) (Simonovic et al. 2013). A utilizacdo do FISK
permite avaliar o potencial invasor da espécie em alto, médio e baixo
(Simonovic et al. 2013).

A quarentena e a ARI séo ferramentas importantes para tornar o
comércio de peixes ornamentais mais seguro ambiental e economicamente.
Entretanto, para aumentar a eficacia, o tempo de quarentena deveria ser maior
e a ARI gquantitativa. Tais alteracbes podem subsidiar melhor a tomada de
decisdes politicas sobre o comércio destes animais.
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1.3 PRINCIPIO DA PRECAUCAO NA CONSTITUICAO FEDERAL DO
BRASIL E SEUS REFLEXOS NA LEGISLACAO QUE REGULAMENTA A ARI
E A QUARENTENA PARA PEIXES ORNAMENTAIS.

O Brasil possui uma Constituicdo Federal (CF) baseada no modelo
constitucional norte-americano (Moraes 2012). A Constituicdo Federal do Brasil
de 1988 contém varios principios ambientais em seu art. 225, sendo que o
Principio da Precaucéo se extrai de todo o sistema constitucional e ndo s6 do
artigo relativo ao meio ambiente (Canotilho and Leite 2011). E considerado
como um dos mais relevantes para o Direito Ambiental brasileiro (Fiorillo 2012),
uma vez que o Brasil acatou o conceito de “sociedade de riscos” proveniente
do Direito Ambiental alemdo na década de 70(Antunes 2012; Canotilho and
Leite 2011; Fiorillo 2012). A sociedade de risco se caracteriza pelo continuo
crescimento econdmico que pode sofrer a qualquer tempo as consequéncias
de uma catastrofe ambiental, devendo o Estado atuar como gestor do controle
dos riscos (Canotilho and Leite 2011).

A legislacdo brasileira mais diretamente relacionada com a ARI e a
guarentena sdo dois documentos administrativos (Instru¢cdes Normativas, IN):
IN 14/2010 (MPA 2010) e IN 18/2008 (MAPA 2008). O primeiro € proveniente
do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA) e regulamenta os procedimentos
da ARI e o segundo é do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) e estabelece os procedimentos para importacdo de animais aquaticos
para fins ornamentais. O foco da ARI (IN 14/2010) no Brasil sdo as questdes
sanitarias, sendo que nao sdo abordadas questbes ecolbégicas, como o risco de
bioinvasado, por exemplo. Ha uma outra IN, 202/2008, do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), que permite a
importacdo de 530 espécies POM, todos os ndo-nativas no Brasil [62]. Em
funcdo disso, ha a necessidade de atualizar a IN que regula a importacao de
POM, de modo que a ARI seja aplicada a todas as espécies que podem ser

importados sob a luz do principio da precaucéo.

A IN que regula ARI informa que a mesma pode ser qualitativa ou
guantitativa. No entanto, o documento oficial do MPA que descreve a

metodologia da ARI orienta para que seja feita qualitativamente (Figueiredo
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H.C. P 2012). Para a quarentena € exigido o periodo minimo de sete dias pela
IN 18/2008. Assim sendo, a legislacdo brasileira referente a ARI equarentena
de organismos aquéaticos em geral, e POM em particular, ndo leva em conta o

conhecimento cientifico e, por consequéncia, ignoram o principio da precaucao.

Cabe destacar que qualquer analise a luz do Principio da Precaugéo
deve considerar que alguns riscos devem ser admitidos ao se avaliar as
atividades (Miller-Jr 2008). Em termos operacionais juridicos e de conservacao
da biodiversidade e sustentabilidade, o Principio da Precaugdo se baseia na
inversdo do 6nus da prova (Gonzalez-Laxe 2005), funcionando como uma
espécie de principio “in dubio pro ambiente”: na duvida sobre o perigo de uma
determinada atividade, decide-se a favor do ambiente até que se prove o
contrario(Canotilho and Leite 2011). Em funcdo do fato das questbes
ambientais envolverem varias areas do conhecimento, nem sempre a ciéncia
pode oferecer ao Direito a tranquilidade da certeza: aquilo que hoje € visto
como inécuo amanha podera ser considerado extremamente perigoso ou vice-
versa (Antunes 2012).

Para avaliar a Politica de Pesca Comum da Comunidade Europeia a
interpretacdo com base no Principio da Precaucdo tém sido feita na tentativa
de verificar a sustentabilidade dos recursos pesqueiros (Gonzalez-Laxe 2005;
Howarth 2008; Proelss and Houghton 2012). O Principio da Precaucdo tem
sido utilizado para preencher lacunas legais e politicas (Proelss and Houghton
2012), entretanto nem todos os estados da Comunidade Europeia adotam os
mesmos requisitos em relacdo a implementacdo do principio(Gonzalez-Laxe
2005). Na tentativa de ajustar a gestdo pesqueira ao principio sao utilizadas
ferramentas tais como os Totais Admissiveis de Captura (Total Allowable
Catches — TAC) (Howarth 2008; Proelss and Houghton 2012) e o Rendimento
Méaximo Sustentavel (MaximumSustainableYield — MSY) (Gonzalez-Laxe
2005). O exame continuo da informacédo cientifica € condicdo para uma

abordagem segundo o Principio da Precaucao (Proelss and Houghton 2012).

A analise do Principio da Precaucao relativo & comercializagédo de peixes
ornamentais no Brasil permite afirmar que alguns pressupostos devem ser
seguidos para que esta atividade ndo entre em conflito com a legislacdo. Neste

sentido, o art. 225 § 1°, VII da Constituicdo Federal ressalta a responsabilidade
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do Poder Publico em proteger a fauna e a flora, vedadas, na forma da lei, as
praticas que coloquem em risco sua funcdo ecolégica, provoquem a extingao
de espécies ou submetam os animais a crueldade (Brasil 1988). Para os peixes
ornamentais sdo conhecidos casos concretos de sobrepesca(Chong et al.
2010), que pode levar a extincdo de espécies e também de bioinvasdo(Lodge
et al. 2006; Thomas et al. 2009) que pode comprometer a funcao ecolédgica do
ecossistema marinho. Para se verificar a aplicabilidade do Principio da
Precaucdo na legislacdo brasileira, foi realizada uma comparacdo com a
literatura cientifica (Tabela 1).

Tabela 1.1: COMPARACAO ENTRE AS INFORMACOES DISPONIVEIS NA LITERATURA
CIENTIFICA E OS TEMAS CONTIDOS NA LEGISLAGAO BRASILEIRA RELATIVOS A PO.

Informacao cientifica Conteudo da legislacao
Tema abordado _ ) o
disponivel brasileira

Em torno de 30 dias _
Tempo de quarentena (Harms 1996; Lewbart 7 dias (MAPA 2008)

2001; Petty and Francis-
Floyd 2004)

Indicacéo para que seja

Andlise de Risco de feita de forma quantitativa g qualitativa (MPA 2010)
Importagéo (Lodge et al. 2006;
Simberloff 2005)

Peixe ledo como

bioinvasor em decorréncia Permissao para
Exemplo do comércio de PO (Luiz  jmportacso do peixe ledo
et al. 2013) (IBAMA 2008b)

TAC e MSY (Gonzélez-
Ferramentas para gestdo  Laxe 2005; Howarth 2008;
da atividade pesqueira Proelss and Houghton
2012)

N&o contempla

Fica evidente que se a base do Principio da Precaucdo é a incerteza
cientifica, a legislacdo brasileira deveria seguir o que esta disponivel
cientificamente. Ou seja, apesar do Brasil ter incorporado o Principio da

Precaucdo em sua legislacdo constitucional, ndo € possivel afirmar que a
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aplicacdo do Principio estd ocorrendo. S80 necessarios ajustes quanto ao
tempo de quarentena, controle da bioinvaséo e analise de risco de importacéo
para que a utilizagdo do principio cumpra sua fungdo. E necessario ainda que
se implemente a utilizacdo de ferramentas para avaliacdo de dados biolégicos,
tais como TAC e MSY, para que o manejo da atividade pesqueira possa

alcancar o Principio da Precaucéo.

1.4 ESTRUTURA GOVERNAMENTAL BRASILEIRA PARA CONTROLE DA
COMERCIALIZACAO DE PEIXES ORNAMENTAIS E A APLICABILIDADE
DO PRINCIPIO DA PRECAUCAO.

O Brasil exporta e importa espécies de peixes ornamentais marinhos. Os
animais exportados sao provenientes da pesca (maioria) mas também da
aquicultura que produz espécies nativas e exoéticas. Das espécies marinhas
tem destague a producdo do cavalo-marinho (Hippocampusreidi), que é
realizada por uma Unica empresa e totalmente exportada, e do peixe-palhaco
gue abastece o mercado interno. Em 2008, aproximadamente 70% de cavalos-
marinhos exportados foram provenientes da aquicultura (IBAMA 2011).

Os ultimos dados oficiais disponibilizados pelo IBAMA referentes a
exportacdo de peixes ornamentais sdo do ano de 2007, sendo possivel verificar
gue a exportacdo ocorre em 9 de um total de 26 estados no Brasil (IBAMA
2008a). Apenas para efeito de comparacao, a exportacédo de espécies de agua
doce € 300 vezes maior do que a de marinhos. Tal fato é decorrente das
espécies marinhas possuirem preco mais elevado, serem mais dificeis de
produzir e de exigirem aquarios mais complexos para 0s pescadores manterem
0S animais. Seis estados exportam tanto espécies marinhas quanto de agua
doce, 2 exportam somente espécies agua doce e 1 somente marinho (IBAMA
2013a). Entretanto, a coleta ocorre também em outros estados que transportam
0s animais até os locais dos atacadistas. A regido brasileira que apresenta as
maiores quantidades de peixes ornamentais marinhos exportados é a regiao
Nordeste, sendo o0 estado do Ceara o que possui 0 maior volume de
exportacdo, respondendo por 55,1% da quantidade total exportada. Para as
espécies de agua doce, a regido que possui 0 maior volume de exportacéo € a

Norte, sendo que o estado do Amazonas responde por 93,2% das exportacdes.
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A desatualizacdo dos dados no site governamental do IBAMA dificulta a gestéo
da atividade pesqueira, a pesquisa e a informacdo a sociedade. Além disso,
ndo € informado se os peixes exportados sdo provenientes da pesca ou de
atividades de aquicultura o que impede que se dimensionem aspectos relativos

a conservacao destas espécies.

Comercializagao de Peixes Ornamentais Marinhos
Quarentenarios e Exportacao
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Figura 1.1: Localizacao dos quarentenarios no Brasil e volume de peixes ornamentais marinhos
exportados

Para espécies marinhas € mais comum lojas brasileiras venderem
espécies ornamentais ndo-nativas. A principal alegacdo dos lojistas para
explicar o fato € a fiscalizacdo ambiental ser muito mais exigente quando se
trata de animais da fauna brasileira. No entanto, em funcdo da possibilidade de
introducédo e disseminacdo de agentes patogénicos ou de bioinvasdo, essa
relativa facilidade para adquirir espécies ndo nativas de peixes ornamentais
pode colocar em risco a integridade das espécies e dos préprios ecossistemas
brasileiros.

De acordo com a estrutura politico-administrativa no Brasil a realizacéao
da Quarentena e da Analise de Risco para PO, esta relacionada a trés

ministérios com suas atribuicdes resumidamente descritas na (IBAMA 2013b;
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MAPA 2013b; MPA 2013b). No entanto a quarentena para PO no Brasil ndo &
realizada por orgaos oficiais do governo, mas em estabelecimentos
credenciados pelos o6rgdos federais. Existe uma estacdo quarentenaria do
governo localizada no municipio de Cananéia, estado de Sdo Paulo, que foi
estruturada pelo MAPA, entretanto a mesma nao esta apta a receber peixes
(MAPA 2013c). O principal objetivo do quarentenario oficial € a protecédo e
preservacdo do patrimbnio pecuério brasileiro e, em fungéo disto, a estacéo
esta apta a receber bovinos, bubalinos, suinos e aves. O objetivo inicial do
guarentenario oficial era realizar a quarentena em animais que seriam
exportados e posteriormente o procedimento passou a ser realizado também

para a importacdo (MAPA 2013a).

s ™

Ministérios envolvidos na ARI e quarentena
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Figura 1.2: Ministérios relacionados a IRA e quarentena no Brasil e suas atribuicdes.

Para peixes 0s quarentenarios credenciados no Brasil estdo vinculados
ao MAPA e ao MPA (MPA 2013a). Atualmente existem 13 quarentenarios
credenciados para importagdo de PO, sendo 8 no estado de Sao Paulo, 4 no
Rio de Janeiro e 1 no Rio Grande do Sul (MPA 2013a). Ou seja, a regiao
Sudeste abriga 92,3% dos quarentenarios disponiveis no Pais sendo também a
regido que concentra 0s maiores mercados consumidores. Estes
guarentenarios sdo estruturados e mantidos pelos comerciantes que revendem
estes animais no varejo ou no atacado para o restante do Pais. Informacdes
obtidas junto a estes estabelecimentos evidenciam que o0s 0rgaos
governamentais federais responsaveis pela quarentena delegam aos

estabelecimentos comerciais a realizacdo da mesma, porém falta suporte
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técnico e operacional para o exercicio da atividade. Foi mencionado como uma
das principais dificuldades a demora em liberar a carga nos aeroportos, o0 que
Sujeita os animais a condic¢des insalubres.

Fica evidente que o Brasil possui regibes distintas que concentram a
exportacdo e a importacdo de POM. Além disso, em funcdo da dimensado
territorial do Brasil, os peixes que sdo exportados ou importados percorrem
grandes distancias ao longo da cadeia produtiva. Para organismos vivos este
fato é agravado no Brasil pela burocracia, falta de interacdo entre os 6rgéos

governamentais e falta de estrutura.

1.5 CONCLUSAO

No Brasil as normas relativas a realizacdo da quarentena na
comercializagdo de peixes ornamentais sdo provenientes de 6rgaos
ministeriais diferentes o que dificulta seu entendimento e aplicacdo. Além
disso, existe uma desconexdo de informacBes entre o0s 6rgaos
governamentais, 0s responsaveis técnicos pelos quarentenarios e o que esta
disponivel na literatura cientifica.

Dentre as principais discrepancias observadas estd o tempo minimo de
guarentena exigido pela legislacdo brasileira que é muito inferior ao que é
preconizado pelos livros técnicos. O vazio sanitario exigido pela legislacdo e a
separacdo dos animais por espécie sao incompativeis com a manutencao de
aquarios marinhos e com os proprios aspectos biolégicos dos peixes.

Apesar da importancia da quarentena para a comercializacdo de peixes
ornamentais, no Brasil a execugdao do procedimento apresenta falhas tanto
legislativas quanto estruturais no que diz respeito a atuacao do governo. Tal
fato coloca em risco as populacdes selvagens e também se torna uma barreira
ao desenvolvimento econdmico da atividade.

Aceitar uma analise qualitativa com a justificativa da auséncia de dados
ecologicos ndo é o melhor caminho para a conservacdo dos POM. As politicas
publicas devem estimular e exigir a geracao de dados robustos e quantitativos,
de modo que a ARI possa ser aplicada de forma segura, e o principio da

precaucédo adequadamente empregado.
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CAPITULO  2: ~ ESTRESSE DO  TRANSPORTE EM PEIXES:
CARACTERIZACAO FISIOLOGICA E APLICACAO COMERCIAL?

2Capitulo formatado segundo as normas da revista Reviews in Aquaculture.
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RESUMO

Este trabalho apresenta andlise da literatura sobre o estresse do transporte em
peixes, com abordagem ecofisiolégica e proposta de aplicagcdo comercial. Foi
feita caracterizacdo de: 1) processos de transporte mais utilizados, 2) viséo
ecofisiolégica das respostas dos peixes, analisando a agua de transporte e os
desafios fisioldgicos que sua deterioracdo impOe aos peixes, 3) alteracdes
fisiologicas decorrentes do transporte e associacdo a classificacdo das
respostas primarias, secundarias e terciarias ao estresse, e 4) sugestbes de
aplicacdo comercial deste conhecimento. O transporte foi classificado em
transporte curto (até 8 horas) ou transporte longo (acima de 8 horas). As
alteracbes ambientais e em consequéncia, fisiolégicas, durante o transporte
foram relacionadas aos conceitos de homeostase e alostase (carga e
sobrecarga alostéatica). As principais medidas no sentido de minimizacdo do
estresse do transporte de peixes vivos se relacionam com as tentativas de
reducdo no consumo de oxigénio ou prevencao da hipoxia ambiental, e/ou da
geracdo de amonia, e/ou da acidificacdo da adgua: 1) adicdo de atmosfera de
02 puro, 2) jejum pré-transporte, 3) salinidade isosmdética, 4) reducdo na
temperatura, 5) utilizacdo de anestésicos.Para alcancar este conjunto de dados
necessarios, deve-se levar em conta que a medida em que forem utilizadas
metodologias com menores custos e maior praticidade mais valores de
referéncia serdo disponibilizados em relacdo aos marcadores ambientais e
fisiologicos, para o maior nimero de espécies relevantes comercialmente.

Palavras-chave: transporte de peixes vivos; alteracdes fisioldégicas; medidas
mitigadoras
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2.1 INTRODUCAO

O estado de saude de animais aquaticos como peixes € muito
influenciado pelas condicées ambientais, mais do que o de animais terrestres,
como aves e mamiferos. Estressores antropogénicos, como 0 manuseio e 0
transporte, causam estresse agudo e/ou cronico nestes animais (Meinelt et al.
2008). O estresse pode acarretar doencas ou a morte do animal (Bernoth and
Crane 1995; Murphy and Lewbart 1995). A necessidade de transportar peixes
vivos é decorrente de situacdes variadas: alimentacdo humana (Marcalo et al.
2008; Reglero et al. 2013), transporte de alevinos criados em cativeiro para o
local de crescimento, engorda ou recreacdo humana, transporte de espécimes
selvagens para criacdo em aquicultura, soltura de juvenis em programas de
repovoamento, aquarios publicos (Harmon 2009), ornamentacdo e pesquisa
(Corréa et al. 2014). Em muitos setores de piscicultura os peixes sao
transportados Vivos, por exemplo, para repovoamento,
engorda,aquariofilia(Acerete et al. 2004; Brinn et al. 2012; Carneiro and Urbinati
2002; Iversen et al. 1998). O cultivo de peixes implica em seu transporte para
diversas finalidades, e por periodos de tempo varidveis (Stieglitz et al. 2012).
Por isso, o0 estabelecimento de protocolos adequados de procedimentos menos
estressantes aos peixes durante o transporte € importante para os aquicultores,
implicando em provavel aumento de rentabilidade no seu negdcio (Gomes et al.
2003). Estudos com o objetivo de caracterizar a resposta ao estresse em
peixes comerciais sdo relevantes para viabilizar a aquicultura enquanto
atividade econémica (Pottinger and Carrick 1999). Portanto, critérios objetivos
para avaliar a saude e o bem-estar destes animais sdo cada vez mais
necessarios (Varsamos et al. 2006). Para que a piscicultura se desenvolva
como atividade sustentavel, é necessario que se consiga aumentar a producao

e reduzir as despesas, a fim de se obter aumento no lucro (Baldisserotto 2009).

A maioria dos trabalhos sobre estresse do transporte em peixes trata de
tele6steos de agua doce (Skomal and Mandelman 2012). Para peixes
marinhos, tanto teledsteos quanto elasmobranquios, as pesquisas sao muito
menos numerosas, uma vez que (rande parte das espécies marinhas

destinadas a alimentacdo e a ornamentacéo é proveniente da pesca e nao de
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cultivo, tornando mais dificil sua obtencéo para estudos fisioldgicos. Como sera
exposto abaixo, ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas no
entendimento das respostas fisioldgicas de peixes ao estresse decorrente do
transporte, principalmente para espécies marinhas que ainda ndo se tem

tecnologia de producédo em cativeiro e que precisam ser transportadas vivas.

Como exemplo da abordagem comumente utilizada, os teledsteos mais
estudados quanto ao estresse associado ao transporte sdo os salmonideos.
Isto é consequéncia da suaimportanciaeconbmica e de conservacao
especialmente em paises do Hemisfério Norte, e 0 grande namero de espécies
utilizadas na aquicultura (Acerete et al. 2004; Wells and Pankhurst 1999).
Contudo, mesmo para as espécies mais pesquisadas, ainda restam muitas
lacunas relativas ao estresse do transporte. Um exemplo é que dentre as
possibilidades para explicar a baixa taxa de recaptura do salméo do atlantico
em um programa de repovoamento, 0s autores observaram mortalidade de
juvenis desta espécie apds sua reintroducdo no ambiente, pois podem nao ter
tido tempo para se recuperar do estresse do manuseio e transporte (lversen et

al. 1998).

O objetivo deste trabalho € o de revisar a literatura sobre o estresse do
transporte em peixes teledsteos, caracterizando: 1) os processos de transporte
mais utilizados, 2) a abordagem ecofisiolégica para as respostas dos peixes,
analisando a 4gua de transporte e os desafios fisioldégicos que sua deterioracédo
impde aos peixes, 3) as alteracdes fisioldgicas decorrentes do transporte e 4)

sugestdes de aplicacdo comercial deste conhecimento.

2.2 CARACTERIZACAO DA VARIABILIDADE NOS PROCESSOS DE
TRANSPORTE DE TELEOSTEOS VIVOS

O que as varias situacdes de transporte de peixes vivos tém em comum
€ o fato de que, para os peixes, 0 processo de transporte acarreta estresse.
Quanto as diferencas mais comumente encontradas no processo, pode-se
destacar o tipo de embalagem e a densidade para o transporte, que s&o
determinadas pelo tamanho e comportamento dos peixes e pela distancia a ser
percorrida. Peixes podem ser transportados em sacolas plasticas, como no



56

caso de ornamentais e alevinos para piscicultura, ou também podem ser
transportados em tanques, e.g. peixes para aquarios publicos (Harmon 2009)
ou espécies marinhas para engorda (Marcalo et al. 2008), e ainda em gaiolas
dentro do proprio ambiente no caso de atuns (Thunnus thynnus)(Reglero et al.
2013). A densidade durante o transporte também € um fator relevante, pois
guanto maior a densidade, menor o custo. Porém, se este aumento na
densidade acarretar mortalidade ou um grau de estresse que comprometa a

saude dos peixes, a alta densidade passa a ndo ser economicamente viavel.

Os peixes ornamentais merecem especial atencdo em fungcdo das
peculiaridades do seu transporte: as enormes distancias percorridas
globalmente no seu comércio, e o fato de terem que ser transportados
individualmente. Como exemplo podemos citar, dentre as familias de peixes
marinhos mais comercializadas mundialmente, os cavalos-marinhos (familia
Syngnathidae, Ordem Syngnathiformes), em funcdo néo s6 da utilizacao para
aguariofilia, como também para a medicina tradicional chinesa (Vincent et al.
2011; Wood 2001). Para a industria da aquariofilia, o transporte de animais
vivos com minimo de estresse e efeitos adversos é esencial (Wright et al.
2007).

Para efeito de ordenar e sintetizar as informacfes disponiveis na
literatura sobre transporte de teledsteos vivos, foram separados os transportes
considerando os que tém duracdo igual ou inferior a 8 horas (transportes
curtos) e aqueles com duracé&o superior a 8 horas (transportes longos) (Stieglitz
et al. 2012). A Figura 1 ilustra a complexidade da caracterizacdo dos tipos de
transporte de peixes em funcdo do seu objetivo. O comércio entre paises ou
entre regides de paises de grande area envolvera provavelmente transporte

aéreo, o0 qué prolonga a duracao do transporte.

Em funcdo da alta diversidade de espécies, fase do ciclo de vida,
ambiente e objetivo de criacdo, ndo € possivel estabelecer um protocolo
padrédo de transporte de peixes vivos que contemple toda esta gama de
situacdes. Portanto, quanto mais dados béasicos forem levantados para
compreender a fisiologia dos peixes durante o procedimento de transporte,
mais adequado sera o manejo das diversas espécies de peixes transportadas

comercialmente, uma vez que dificilmente se podem encurtar estes tempos,
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dado o crescimento inclusive das atividades comerciais envolvendo peixes,

mundialmente.
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Esquema das diferentes possibilidades de transporte de peixes vivos,
diferenciando os transportes curtos (A) dos longos (B). O transporte longo em geral envolve
transporte rodoviario cobrindo distancias maiores, e/ou também transporte aéreo.
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2.2.1 TRANSPORTES CURTOS

Muito frequentes na piscicultura, os transportes curtos, de até 8 horas de
duracdo, ocorrem gquando o criadouro localiza-se préximo do local de
crescimento, engorda ou atividade recreativa, como no caso dos “pesque-
pagues”. Em geral o transporte € somente rodoviario e o0s peixes sao
transportados em sacolas plasticas fechadas. No Brasil, este € um tipo de
transporte com varios estudos publicados sobre espécies relevantes para
aquicultura. Por exemplo, encontram-se estudos sobre o matrinxa (Brycon
cephalus e Brycon amazonicus) juvenil (Abreu et al. 2008; Urbinati et al. 2004)
e adulto (Carneiro and Urbinati 2002; Urbinati and Carneiro 2006), pacu
(Piaractus mesopotamicus) (Feitosa et al. 2013) e jundia (Rhamdia
guelen)(Parodi et al. 2014; Zeppenfeld et al. 2014). Em outros paises, estudos
semelhantes sdo encontrados para a perca (Perca fluviatilis, na Espanha)
(Acerete et al. 2004) e para o bagre africano (Clarias gariepinus, na Holanda)
(Manuel et al. 2014).

Outra situacao que também pode demandar transporte curto (Figura 1A)
€ guando ha necessidade de retirar peixes na natureza para engorda ou para
tentativa de reproducdo em programas de repovoamento (Marcalo et al. 2008;
Oyoo-Okoth et al. 2011). Este procedimento é especialmente comum com
espécies para as quais ainda nao se tem tecnologia para producéo de alevinos
em laboratorio (Marcalo et al. 2008). Para esta situacdo ocorre geralmente o
transporte em barcos antes do transporte rodoviario. Transportes curtos
também sdo comuns quando se tem a producdo de alevinos para programas
de repovoamento; os alevinos foram produzidos em laboratério e precisam ser

soltos no ambiente natural (Iversen et al. 1998).

2.2.2 TRANSPORTES LONGOS

O aumento da demanda por juvenis em locais de engorda e crescimento
acarretou a demanda de transporte destes animais por longos periodos de
tempo quando os criadouros sdo distantes. Este é o caso do tambaqui
(Colossoma macropomum) na regido Amazonica (Gomes et al. 2003), do

robalo (Centropomus pararellus) na regido sudeste do Brasil(Tondolo et al.
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2013), também do peixe marinho cobia (Rachycentron canadum) nos Estados
Unidos (Stieglitz et al. 2012), ou ainda a perca gigante (Lates calcarifer) na
Australia(Paterson et al. 2003). Em todos estes casos 0s peixes saem do

criadouro e sado transportados por rodovias.

Em programas de repovoamento, como no caso do tambaqui na regiao
Amazonica, parte do transporte € terrestre e depois ocorre o transporte em
barcos até o local de soltura, em geral XX horas apo6s a captura. (Gomes et al.
2003). Os transportes mais longos e mais complexos sdo os de peixes
ornamentais destinados a exportacdo. A origem destes animais pode ser de
criadouros (Dhanasiri et al. 2013a; Wright et al. 2007) ou da natureza (Brinn et
al. 2012; Gomes et al. 2009), tanto para espécies de agua doce quanto
marinhas. Este transporte envolve em alguns casos a embarcacdo, o
transporte rodoviario e aéreo até chegar ao destino final (Figura 1B). Quando
estes animais sdo provenientes da natureza, estima-se que a duracdo do
transporte até o destino final, muitas vezes em outro pais, figue em torno de 50
a 70 horas, como é o caso da producdo exportada das Filipinas para os
Estados Unidos que pode levar até 50 horas dependendo da cidade do destino
final (Bruckner 2005).

2.3 ECOFISIOLOGIA: A AGUA DE TRANSPORTE E OS DESAFIOS
FISIOLOGICOS AOS PEIXES

Ecofisiologia pode ser definida como uma sub-disciplina da Ecologia que
estuda as adaptacbes e limitacSes bioquimicas, fisiolégicas e mecéanicas de
plantas e animais aos seus ambientes fisicos e quimicos (Krebs 2009).
Podemos entdo abordar os desafios fisiolégicos do transporte de peixes vivos
sob a o¢ptica da ecofisiologia, analisando o ambiente (=agua do transporte) e
suas alteracdes, e as respostas dos peixes. O transporte de peixes, tanto em
sistemas abertos (caixas) quanto fechados (embalagens plasticas), e
dependendo do tempo de duracéo, acarreta a alteracdo do ambiente aquatico e
potencial perturbacédo da estabilidade do meio interno do animal. O principio da
constancia do meio interno - denominado homeostase - se caracteriza pelo
balanceamento dos processos fisiol6gicos que mantém a estabilidade de um

animal e restauram o estado normal quando ele é perturbado (Hickman-Jr et al.
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2004). Sem a manutencdo da homeostase por mecanismos regulatérios, as
alteracbes ambientais que atuam sobre o exterior de um animal acarretam
mudancas no meio interno, e em consequéncia mudangas no meio intracelular,
como ocorre em organismos conformadores (Randall et al. 2000). Ou seja,
guando o meio no qual um organismo esta inserido sofre alteracoes,
mecanismos fisioldégicos entram em acado para estabilizar o meio interno deste
organismo (Hickman-Jr et al. 2004). Complexos mecanismos fisiolégicos de
varios 6rgdos sao envolvidos e permitem a sobrevivéncia em ambientes
estressantes e variados, com a manutencdo da estabilidade do meio interno,
especialmente nos vertebrados (Randall et al. 2000). A faixa de variagcdo no
parametro ambiental emg eu o animal mantém a sua estabilidade e interna
corresponde exatamente a definicdo de homeostasia. Valores acima ou abaixo
da faixa de estabilidade significam perda da homeostasia. Porém,
independente da existéncia de mecanismos regulatorios para controlar a
estabilidade do meio interno, valores intermediarios do parametro ambiental
para o qual um animal conforma podem também representar area de

homeostasia, de maior conforto ambiental (Figura 2.2).

MEIO INTERNO

MEIO EXTERNO

Figura 2.2. Resposta de conformacdo ou regulacdo interna diante de variagdo em parédmetro
ambiental (meio externo). A area cinza claro no centro da Figura indica a faixa de “preferéncia”
dos animais quanto ao parametro ambiental em questdo. Para um animal regulador para este
parametro, a area envolve a regido de estabilidade/homeostasia, com perda do controle e
aumento no valor interno, diante de aumentos no parametro ambiental acima de valor limite
superior de regulacdo, e queda no valor interno, diante de queda no parédmetro ambiental
abaixo do valor limite inferior de regulacdo. Para um animal conformador para este parametro,
envolve a faixa intermediaria de variagdo no parametro, de maior tolerancia e conforto para o
animal. A linha tracejada representa a igualdade entre o meio interno e o meio externo.
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A manutencao da estabilidade do meio interno ou homeostasia € de fato
mais evidente e estrita nos vertebrados do que nos invertebrados, devido ao
aumento de complexidade dos vertebrados (Hill et al. 2008; Schmidt-Nielsen
1996; Willmer et al. 2005). Em geral é possivel distinguir a resposta de
manutencdo da estabilidade do meio interno diante de variagdo ambiental,
como resposta reguladora e de controle, com gasto de energia metabdlica
(sem considerar mecanismos/comportamentos de esquiva). Alternativamente,
verifica-se a resposta conformadora, de economia metabdlica, de auséncia de
gradientes entre 0 meio interno e o externo, na qual o meio interno do animal
acompanha com nenhum ou pequeno gradiente/distancia, a linha de igualdade,

ou seja, o meio externo (Figura 2.3A).

Para os peixes, a regulagdo mais clara do meio interno ocorre na
osmolalidade do plasma, diante de variacdo de salinidade, ou mesmo quando
estes sustentam gradientes de grande magnitude em agua do mar ou agua
doce (Figura 3B). Nesta Figura fazemos confronto hipotético das respostas de
peixes de ambientes estaveis com peixes de ambientes instaveis. Ambientes
estaveis sdo marinhos abaixo da linha da maré baixa, ou de dgua doce, em rios
perenes e caudalosos e com pequena variacdo ambiental ou diaria. Ambientes
instaveis, por outro lado, sdo aqueles estuarinos, ou marinhos de regides de
costdes rochosos, com formacdo de pocas de marés, ou ainda, riachos
temporarios ou rasos de 4gua doce (Odum 2008; Willmer et al. 2005). Animais
gue habitam ambientes instaveis sdo em geral mais tolerantes a mudancas
ambientais. Portanto, mais “euri-“: halinos, térmicos, oxicos, etc. Além disso,
muitas vezes animais de ambientes estaveis, porém com mudanca evolutiva
recente no seu ambiente, apresentam “ainda” certa plasticidade fisiologica
decorrente de sua ancestralidade recente em ambiente mais instavel, por
retencdo de genes associados a esta plasticidade ambiental (Freire et al. 2008;
Freire et al. 2013). A linha que representa a resposta na Figura 2.3B € uma
simplificagdo da realidade, mas indica que peixes teledsteos marinhos
estenohalinos hiporregulam em agua do mar, e teledsteos dulcicolas hiper-
regulam em &gua doce. A linha tracejada no meio indica que 0s peixes de

ambientes instaveis ou mesmo migradores serdo provavelmente mais
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eurihalinos, regulando nas salinidades mais diluidas do que a dgua do mar, ou

mais concentradas do que a agua doce (Marshall and Grosell 2006).

Contudo, peixes nao regulam todos os parametros ambientais que
podem potencialmente variar no seu meio externo, a agua. Por exemplo, sao
ectotermos e pecilotérmicos, e sua temperatura corporal acompanha a
temperatura da agua, dentro dos seus limites de tolerancia, e da variacdo que
encontram em seu habitat (Figura 2.3C). Da mesma forma como indicado
acima para a osmolalidade plasmatica, espera-se extensdao da faixa de
tolerdncia para temperaturas mais altas e/ou mais baixas, em animais de
ambientes instaveis. A faixa tolerada depende obviamente do ambiente/latitude
onde vive o animal. O mesmo raciocinio pode ser aplicado ao pH. Animais de
respiracdo aquética livram-se rapidamente do CO, resultante do seu
metabolismo aerdbico, e sua PCO, sanguinea é baixa. Com isso nao
apresentam o tamp&o bicarbonato e seu sangue tem baixa capacidade de
tamponamento (Hill et al. 2008; Schmidt-Nielsen 1996; Willmer et al. 2005). Se
o pH da &gua varia, sofrem desafio acido-basico (Figura 2.3D). Também para o
pH, pode-se esperar que peixes de ambientes mais instaveis tenham tolerancia
mais ampla a variac6es de pH. De forma interessante, deve-se considerar que,
em ambientes de pequeno volume, como um saco plastico de transporte, acido
gerado pelo metabolismo do peixe pode acidificar a agua (Paterson et al. 2003;
Treasurer 2012). Quanto a disponibilidade de oxigénio na agua, em geral a
maior preocupacdo dos piscicultores ou comerciantes de peixes, diante de
reducdo na PO, da agua, gerando situacdo de hipdxia, 0s peixes podem
regular até certo ponto seu consumo de O,. Contudo, abaixo de determinada
PO, critica, extremamente variavel entre peixes de ambientes distintos, seu
consumo de O, ira cair drasticamente, e a geracdo de ATP se dara por
metabolismo anaerdbico, aumentando a carga acida interna pela geracao de
lactato. Como indicado na Figura 2.3E, novamente espera-se que animais de
ambientes instdveis consigam oxi-regular um pouco mais, mantendo o
consumo de oxigénio mesmo com uma queda um pouco mais acentuada na
PO, ambiental (Richards 2011). A outra grande preocupa¢ao dos comerciantes
de peixes vivos em ambiente confinado, a aménia na agua, pode de fato

aumentar significativamente ao longo do tempo de transporte. Havendo
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aumento na amoénia na agua, o peixe tem maior dificuldade em excretar a
amonia que produz por seu metabolismo. Em consequéncia a concentracao de
amonia no plasma aumenta, gerando diversos prejuizos fisiol6gicos. A nao ser
gue o peixe disponha de enzimas para sintese de ureia, sofrerd acimulo de
amonia extracelular (Figura 2.3F). De fato ocorre frequentemente sintese de
ureia em espécies de regibes entre-marés (Souza-Bastos et al. 2014). Em
suma, peixes em geral apresentam regulacdo osmotica, alguma regulacdo de

oxigénio, e potencialmente de amonia, se tiverem o recurso de produzir ureia.
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Figura 2.3. Formas como o meio interno (liquido extracelular) de peixes de ambiente estavel
(maior profundidade, sem efeitos de maré, ou agua doce) e peixes de ambientes instaveis
(marinhos ou estuarinos sujeitos a efeitos das marés ou de riachos rasos de agua doce)
responde a variagbes ambientais. A: definicdo de respostas conformadora e reguladora; a
resposta reguladora reflete o conceito classico de homeostasia, com controle e regulacao; B:
hipo-regulacédo em agua do mar (AM) e hiper-regulacdo em agua doce (AD), e capacidade de
manutencdo da estabilidade em salinidades intermediarias, para peixes eurihalinos, de
ambiente instavel; C: resposta conformadora tipica em relacdo a temperatura (ectotermia e
pecilotermia), mas extensdo da tolerdncia em peixes de ambientes instaveis; D: mesma
resposta conformadora em relacéo ao pH, pela baixa capacidade de tamponamento do sangue
de peixes, mesma expectativa de extensdo da tolerdncia em peixes de ambientes instaveis; E:
reposta oxi-reguladora quando o oxigénio dissolvido (OD) é alto, com manutengéo do consumo
de oxigénio estavel (VO2); expectativa de maior capacidade de manter o consumo em hipodxia,
em peixes de ambiente instavel. Com maior queda do OD, redugcdo no consumo (Oxi-
conformacdo); F: a amdnia (NH3) produzida pelo metabolismo do peixe é liberada para a agua
e vai se acumulando na agua, especialmente em situacdo de volume reduzido do meio externo;
em peixes de ambientes instaveis, muitas vezes esta situacao € evitada pela sintese de ureia.
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A partir do conceito de homeostase, foi definido que estresse pode ser
caracterizado como um estado de ameaca a homeostase que pode ser
reestabelecida por um conjunto complexo de respostas adaptativas. Este
conceito foi escolhido com base em trabalhos de revisdo que abordam o tema
estresse em peixes (Barton 2002; Schulte 2014). Entender a relacdo entre a
guebra da homeostase e 0 estresse em peixes € de vital importancia uma vez
gue estes animais, quando mantidos em cativeiro, ou submetidos ao
procedimento de transporte, estdo sujeitos a estresse, ou desafio a sua

homeostasia (Leong et al. 2009).

A utilizacdo do termo homeostase tem sido frequente em artigos
recentes que avaliam o estresse em peixes causado por agentes estressores
variados. Por exemplo, 0 estresse proveniente no ambiente dos aquarios, tais
como flashes de maquinas fotograficas para a tildpia Oreochromis
mossambicus (Leong et al. 2009) e mesmo o ruido dos equipamentos para o
cavalo-marinho Hippocampus erectus (Anderson et al. 2011), foram ambos
relacionados com a quebra da homeostase. Foi verificado para a espécie de
salmdo Salmo salar que o tipo selvagem mantem sua homeostase de forma
mais eficaz, quando comparado aos tipos transgénico e triploide, em relacdo a
3 agentes estressores: manuseio, baixa disponibilidade de alimento e baixo
oxigénio dissolvido (Cnaani et al. 2013). Em outro salmonideo, Oncorhynchus
kisutch, o estresse térmico agudo e da simulagcédo de captura, evidenciou que
0S peixes menores recuperaram a homeostase osmorregulatéria mais
rapidamente (Clark et al. 2012). Para a espécie Salvelinus fontinalis verificou-
se que a homeostase foi afetada pela queda no oxigénio e a alta densidade
causando alteragdes na comunidade bacteriana do muco da pele (Boutin et al.
2013). A alta densidade também causou no arenque, Clupea harengus, a
incapacidade de restabelecer a homeostase (Tenningen et al. 2012). A
exposicao sub-cronica aos efluentes de aguas residuais municipais provocou
na truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, respostas secundarias ao estresse

gue podem comprometer sua homeostase (Ings et al. 2012).

Diante destas descricbes de desafios e desvios da homeostase, mas
com manutenc¢ao da vida do animal, e muitas vezes sua recuperacdo completa

na chegada ao destino de transporte, percebe-se a necessidade de analisar os
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estados alterados porém néo letais, temporarios, pelos quais 0s peixes passam

durante seu processo de transporte.

2.3.1 O CONCEITO DA ALOSTASE E A FISIOLOGIA DOS PEIXES

O conceito complementar, que amplia a analise dos desafios fisioldégicos
sofridos pelos animais diante de variagdes ambientais, € o conceito de
“alostase”. Alostase é o processo de atingir a estabilidade através da mudanga
fisiologica, ou seja, um novo estado estacionario ou estabilidade em nivel
diferente do anterior (Korte et al. 2007). Atualmente se discute a substituicdo do
conceito da homeostase pelo da alostase como modelo do nucleo da regulacéo
fisiolégica animal (Korte et al. 2007; McEwen and Wingfield 2010). Assim como
para a homeostase, o conceito de alostase também tem sido aplicado aos
peixes em pesquisas experimentais recentes que avaliaram 0 estresse
relacionado, por exemplo, 1) ao ambiente do aquario (Anderson et al. 2011), 2)
ao desenvolvimento inicial dos juvenis (Varsamos et al. 2006), ou 3) ao
comportamento social (Pavlidis et al. 2011). Para peixes ainda, o termo
alostase aparece em trabalhos de revisdo em aspectos tais como reproducéo
(Schreck 2010) e variacdes ambientais(Schulte 2014).

A principal diferenca entre os conceitos de homeostase e alostase é que
no primeiro o organismo trabalha para voltar ao estado anterior, que € tido
como mais ou menos “fixo”, dependendo do animal (Hickman-Jr et al. 2004;
Randall et al. 2000). O conceito de alostase enfatiza a “flexibilidade” no estado
homeostatico, em comportamento fisiolégico “dindmico” para lidar com a
mudanca ambiental sendo considerado um conceito adicional (McEwen and
Wingfield 2010) e aperfeicoado(Schulte 2014) em relacdo a homeostase,
conceito mais rigido. Romero et al. (2009) também tentou integrar os conceitos
de homeostase e alostase através do modelo da abordagem reativa que
categoriza a resposta homeostatica ao estresse em 4 fases: preditiva, reativa,

sobrecarregada e falha.

Continuando com a abordagem ecofisiologica, pode-se relacionar a
variacdo em dois parametros ambientais relevantes para os peixes, como a
salinidade e a temperatura, por exemplo, com o impacto sobre a fisiologia dos

peixes (Figura 2.4). E este impacto pode ser categorizado em termos de
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manutencdo da homeostasia ou existéncia de carga ou sobrecarga alostética e
estresse, e morte. Segundo Shelford (Krebs 2009) a area central representa a
preferéncia do animal em relacdo aos dois parametros ambientais
representados, representa a faixa de valores ndo limitantes para ambos os
parametros, e onde o animal vai viver e se reproduzir. Podemos incluir anélise
fisiologica neste diagrama e indicar que no centro da area estara a faixa de
ambos os parametros em que a homeostasia sera mantida (por regulacdo ou
conformacéo, sensu Figura 2.2), ou em outras palavras, o animal ndo estara
sob estresse (Figura 4). Valores fora desta faixa 6tima, nos dois parametros, e
nos dois sentidos, representam carga alostatica; valores além destes que
oferecem carga alostatica representam sobrecarga alostatica e podem levar a
morte do animal. Por isso incluem a linha pontilhada que indica os limites de

tolerancia (Figura 2.4).
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Figura 2.4. A: Limites de tolerancia e area de preferéncia de distribuicdo de uma espécie de
peixe, em funcédo da temperatura e salinidade da agua, dentro de certo protocolo de exposi¢ao
temporal. Area central de preferéncia relacionada com a manutengdo da homeostasia.
Periferias indicam desvio das condices ideais, ou carga alostatica, “para cima e para baixo,
para a esquerda e para a direita”. Desvios adicionais representam sobrecarga alostatica e
potencialmente morte, dependendo do tempo de exposi¢cdo. As linhas pontilhadas indicam os
limites maximo e minimo de tolerancia aos parametros temperatura e salinidade. Os cantos dos
retangulos, tanto para a carga quanto para a sobrecarga alostatica sdo mais escuros para
indicar maior carga, pois representam valores desafiadores nos 2 pardmetros ao mesmo
tempo. AD= 4gua doce, AM = 4gua do mar, AH= agua hiper-salina. Este exemplo ilustra um
peixe marinho relativamente eurihalino, pois mantém homeostasia em &agua salobra de
aproximadamente 50% da 4gua do mar.
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Estes conceitos mostram-se extremamente relevantes para avaliar e
caracterizar o que ocorre com 0s peixes durante o transporte. Contudo, em
trabalhos experimentais relativos ao estresse do transporte o termo alostase foi
encontrado em apenas um artigo (Manuel et al. 2014). Independente da
espécie, da fase de vida e do destino, o peixe que é transportado encontrara
um ambiente diferente durante e ap0s o transporte, e isto ndo necessariamente
implica em desajustes fisiologicos uma vez que 0S organismos possuem
mecanismos para encontrarem o equilibrio neste novo ambiente, desde que a
nova combinacdo de parametros esteja dentro de sua faixa de tolerancia
(Figura 4). A questdo € que o desgaste decorrente da hiperatividade ou
desregulacédo cronica dos mecanismos alostaticos € denominado de carga
alostética, como ja discutido acima (Schulte 2014). O estresse do transporte
pode entdo acarretar um quadro de sobrecarga alostatica, levando o peixe a
morte, em principio com o aumento no tempo de transporte no ambiente
confinado do saco plastico, por exemplo. A mortalidade associada ao
transporte pode ser o resultado de um agente estressor grave, interacdo de
varios agentes mais leves ou doenca infecciosa (Harmon 2009). Para que isto
nao ocorra € imprescindivel diminuir o estresse do peixe durante o processo de
transporte para que ele sobreviva a carga alostatica durante o transporte, e
recobre sua homeostasia original (ou algo proximo ao estado original) na

chegada e ajuste ao novo ambiente.

2.3.2 TRANSPORTE, ALOSTASE E QUALIDADE DE AGUA

Durante o transporte de peixes vivos 0s principais desafios a
manutencdo da homeostase sédo decorrentes da deterioracdo da qualidade da
agua (Lim et al. 2003). Esta constatacdo reforca a relevancia de anadlise
ecofisiolégica do problema. O fator mais importante no transporte de peixes-
vivos € manter uma quantidade adequada de oxigénio dissolvido (Berka 1986;
Harmon 2009; Lim et al. 2003). Outro fator de extrema importancia é evitar a
contaminacdo do peixe pelo aumento na amoénia na agua (NHs) (Berka 1986;
Harmon 2009), como ja abordado acima. Se 0 peixe ndo conseguir recuperar a
homeostase durante e apds o transporte, pode ocorrer a mortalidade (Lim et al.

2003). A Figura 5 sintetiza o que provavelmente ocorre com os peixes durante
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o transporte: o grande desafio “ambiental” durante o transporte confinado é
potencialmente a queda no oxigénio aliado ao aumento na aménia (Gomes et
al. 2009; Parodi et al. 2014; Tondolo et al. 2013; Urbinati et al. 2004). O
estresse acarretado pelo manuseio e captura pré-transporte certamente ja
altera alguns marcadores fisioldgicos que serdo normalizados se 0 peixe ndo
for exposto a agentes estressores mais severos durante o transporte.
Conforme a espécie e a fase de vida, o peixe pode apresentar diferentes graus
de tolerancia a estas alteracdes do ambiente restrito de transporte e pode
retornar (ou nunca sair efetivamente) a/de sua condi¢do de equilibrio original.
Nesta analise abaixo, de forma geral, a area indicada como “homeostase”
representa a combinacao de valores de OD (queda de OD) e de NH3 (aumento
de NHs) que o peixe tolera sem ter sua estabilidade interna afetada. A medida
em que vai aumentando o seu tempo de permanéncia no saco de transporte, a
gueda no OD e/ou o aumento na NH3 representam um desafio fisiolégico que
pode ser definido como carga alostatica. Havendo a sobrevivéncia, o animal
ajustou-se a nova situacdo ambiental. Aumentando mais a NHs, reduzindo-se
mais o OD, em algum momento a carga ndo serd toleravel, havera sobrecarga
alostatica e a morte do animal (Figura 5). A sobreposicdo das areas na Figura
indica que existe variabilidade individual intra-especifica. Como a variavel OD
vai de valor maximo que a agua comporta de oxigénio dissolvido até zero
(anoOxia), e a varidvel NH3; aumenta a partir de zero & medida em que a amonia
vai sendo produzida pelo metabolismo do animal, ou seja, apenas a redugao no
OD e o aumento na NHj3; representam desafio alostatico, por isso a area da
carga alostatica fica apenas a direita e abaixo da area de homeostase, e ndo
ao redor, como ilustrado na Figura 4 anterior, em andlise baseada nos

parametros “salinidade e temperatura”.
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Figura 2.5 Caracterizacdo do estresse de transporte em peixes em relacdo aos conceitos de
homeostase e alostase. A sobreposicdo de &reas reflete a interacdo entre os 2
parédmetros/eixos, caracterizando a passagem do estado de homeostase para carga e
sobrecarga alostatica. A alteracdo de estados ocorre em funcdo da diminuicdo do oxigénio
dissolvido e do aumento da amdnia, representados no grafico pelo deslocamento na area do
gréafico para baixo e para direita. A morte do peixe durante e apds o transporte é consequéncia
da permanéncia por longo periodo no estado de sobrecarga alostética.

2.4 ALTERACOES FISIOLOGICAS DECORRENTES DO TRANSPORTE

Para se avaliar como o transporte e as alteragdes no ambiente do peixe
(meio de transporte) desafiam a homeostase e implicam em carga ou
sobrecarga alostatica dos peixes, utilizam-se marcadores de estresse.
Respostas fisioldégicas de peixes ao estresse podem ser agrupadas de uma
forma geral em primérias, secundarias e terciarias (Barton 2002; lwama et al.
2006). Respostas primarias envolvem ativacdo neuroendocrina diante da
deteccdo neuronal da alteracédo ambiental (Iwama et al. 2006). Estas respostas
neuroenddcrinas incluem a liberagéo rapida de adrenalina (lwama et al. 2006;
Reid et al. 1998) e a estimulacdo do sistema hipotalamo-hipéfise-células
interrenais do rim anterior que culmina na liberag&o de cortisol na circulagéo do
animal. As catecolaminas (principalmente adrenalina) sao liberadas do tecido
cromafim do rim anterior (da cabeca) do peixe e de neurdnios adrenérgicos, € 0
cortisol é liberado por células do tecido interrenal, também localizado no rim
anterior. O principal componente do estimulo hipofisério ao tecido interrenal é o

ACTH, que também estimula a liberacdo de adrenalina (lwamaet al 2006). O
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cortisol por sua vez gera mobilizacdo das reservas de energia, para manter o
suprimento de oxigénio e a homeostasia osmotica (George et al. 2013; Peter
2011). Respostas secundarias sdo os efeitos (metabdlicos) bioquimicos e
fisiologicos provocados pelos horménios liberados durante as respostas
primarias. Incluem alteracdes no plasma e em tecidos e ainda, no nivel de ions
e metabdlitos, caracteristicas hematologicas e ativacdo de proteinas de
estresse (HSPs) (Barton 2002; Haux et al. 1985; Weber lii 2011). O parametro
mais comumente analisado como resposta secundéria é a glicemia (lwamaet al
2006). Finalmente, respostas terciarias se referem a performance do organismo
como um todo, e se verificam alteracbes no crescimento, reproducéo,
resisténcia a doencas, capacidade metabolica para atividades e sobrevivéncia
(Haux et al. 1985; Kvamme et al. 2013; Weber lii 2011). (Skomal and
Mandelman 2012). Neste contexto, respostas terciarias dificiimente seriam
observadas na avaliacdo do transporte de peixes vivos, principalmente
ornamentais, principalmente pela questao do tempo necessario para que sejam

observadas.

Relacionando os conceitos de homeostasia/alostasia com a classificagao
das respostas fisioldgicas dos peixes, € possivel propor que a manutencao da
homeostasia envolve as respostas primarias e secundarias. A existéncia de
carga alostética implica em alteracbes mais intensas e/ou numerosas nos
marcadores das respostas secundarias. Finalmente, a sobrecarga alostatica
pode ser relacionada com a morte, ou existéncia de respostas terciarias, mais

Severas.

A Tabela 1 apresenta um resumo dos marcadores utilizados,
classificados de acordo com os conceitos descritos acima. Além de marcadores
fisiologicos (Respostas primarias e secundarias), alguns estudos avaliam a
sobrevivéncia (Resposta terciaria) (Stieglitz et al. 2012). A literatura relata
também estudos com analise dos parametros da qualidade da agua apos o
transporte, porém estes ndo realizados na Tabela 1 (Dhanasiri et al. 2011).
Observa-se que a maioria dos trabalhos envolveu espécies de 4gua doce, em
transporte curto. Além disso, o parametro mais utilizado foi a medida do cortisol

plasmaético, classico marcador de resposta primaria.
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2.4.1 RESPOSTAS PRIMARIAS
CORTISOL E CATECOLAMINAS

A resposta fisiol6gica primaria a perturbacdes em peixes € o aumento do
nivel de corticosteroides e catecolaminas, principalmente adrenalina (Cook
2011; Wells and Pankhurst 1999). Como a resposta da adrenalina apresenta
pico muito rapido, e o aumento no cortisol permanece por mais tempo, o
cortisol plasmatico é considerado o bioindicador da resposta neuroenddécrina de
referéncia no nivel do organismo (lwamaet al. 2006). Em fungéo disto, diante
do estresse, as alteragBes nos niveis sanguineos de cortisol sdo consideradas
um bioindicador mais direto da atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-interrenal
do que as mudancas nos niveis de glicose (Pottinger and Carrick 1999). E,
como visto na Tabela 1, o cortisol € o marcador mais utilizado, e recebe

destaque em revisdes sobre o tema estresse em peixes (lwama et al. 2006).

Dentre as consequéncias da liberacdo do cortisol estdo a
imunossupressao, o0 estimulo ao catabolismo proteico no musculo e a
gliconeogénese (Baldisserotto 2009). O cortisol aumenta significativamente
apos o transporte em peixes (Acerete et al. 2004; Dhanasiri et al. 2013b;
Gomes et al. 2003; Urbinati and Carneiro 2006). O aumento do cortisol
plasméatico em peixes submetidos a estimulos estressores pode ser rapido (de
1 a 10 min) ou lento (de 2 a 24 horas), sendo que em geral seus niveis voltam
ao nivel normal em menos de 24 horas nos casos de aumento rapido
(Baldisserotto 2009).

Cabe destacar que, apesar do cortisol ser um marcador eficiente, em
peixes de pequeno porte como 0s ornamentais e alevinos é dificil realizar a
medicao individual através do plasma sanguineo em funcédo do pouco volume
de sangue que € obtido. Faz-se a medi¢do utilizando-se pools de amostras
(Gomes et al. 2009; Urbinati et al. 2004). Para solucionar este problema é
necessario que se aprimorem outras metodologias, tais como medir o cortisol
na agua (Brinn et al. 2009; Leong et al. 2009), bem como que se caracterizem

bY

outros marcadores confidveis. Outra dificuldade relacionada a medicdo do
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cortisol plasmatico é a obtencdo de dados do grupo controle, uma vez que o

préprio manuseio para a analise acarreta elevacao nos niveis do horménio.

2.4.2 RESPOSTAS SECUNDARIAS
GLICOSE E GLICOGENIO

A principal vantagem da medida de glicemia € a possibilidade de se
medir com equipamentos portateis, acessiveis economicamente e com pouco
volume de sangue. O aumento no nivel de glicose sanguinea e o consumo de
glicogénio sdo considerados respostas secundarias ao estresse em peixes
(Barton 2002). O glicogénio como marcador de estresse em peixes geralmente
€ medido tanto no figado quanto no musculo e sempre combinado com outros
fatores de estresse (El-Khaldi 2010; Zeppenfeld et al. 2014).

O aumento dos niveis de cortisol (resposta primaria) gera mobilizacédo
das reservas de energia estimulando a gliconeogénese e a glicogendlise para
gue o individuo possa lidar com o agente estressor (Cook 2011; Iwama et al.
2006), o que permite que o glicogénio e a glicose sejam utilizados como
marcadores. Durante o transporte foi observado nos trabalhos o aumento da

glicose e do glicogénio (Urbinati and Carneiro 2006; Zeppenfeld et al. 2014).

Os niveis de glicose e glicogénio tém sido cada vez mais utilizados como
marcadores de estresse de transporte em peixes, uma vez que Sa0 Mmais

comuns artigos recentes com a utilizacao de tais marcadores.

OSMOLALIDADE E A ALTERACAO DE iONS NO PLASMA

A osmorregulacdo € a funcdo que envolve o controle da concentracéo
geral de solutos do meio extracelular (Kirschner 1991, Stewart 1991, Schmidt-
Nielsen 1996). Este controle fica evidente quando o animal aquético é
submetido a alteracdo de salinidade da &gua. Vertebrados séao
osmorreguladores, ou seja, gastam energia metabdlica para controlar o seu
meio extracelular, sustentando gradientes osmdéticos e ibnicos entre o meio
interno e a agua. Peixes teledsteos de agua doce (meio externo: <15-20
mOsm/kg H,O) mantém sua osmolalidade plasmatica em aproximadamente

230-280 mOsm/kg H,O, enguanto teledsteos marinhos (meio externo: 950-
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1.050 mOsm/kg H,O) mantém concentracdo ligeiramente superior, de
aproximadamente 300-350 mOsm/kg H,O) (Kirschner 1991, Stewart 1991,
Schmidt-Nielsen 1996, ). Eurihalinos sdo os animais que conseguem tolerar
grandes varia¢cdes na concentragdo salina da 4gua na qual vivem, ao passo
gue estenohalinos sdo os que apresentam tolerancia limitada, sendo conceitos
obviamente relativos(Hickman-Jr et al. 2004; Pough 2003; Schmidt-Nielsen
1996).

A osmorregulagdo implica no controle do transporte do sal mais
relevante quantitativamente no meio extracelular, o NaCl. A regulacdo de NaCl
extracelular nos teleésteos marinhos ocorre por ingestdo de agua do mar,
seguida de absorcdo de NaCl pelo trato gastro-intestinal (TGI). A 4gua segue
por osmose e vai do lumen do TGI para o plasma. O sal absorvido é
ativamente (energizado pela Na'/K*-ATPase) secretado pelo epitélio branquial
(Burggren 1991; Marshall and Grosell 2006). A regulacdo plasmatica de ions
como o sulfato e o magnésio é realizada pelo epitélio renal, e do potassio e
calcio mais pelo epitélio branquial, todos com participacdo do trato
gastrointestinal (Marshall and Grosell 2006). Nos teledsteos dulcicolas ocorre
absorcéo ativa de sal pelo epitélio branquial, energizado pela Na*/K*-ATPase e
pela H-V-ATPase; a agua que entra osmoticamente é eliminada através da
producdo de urina abundante e diluida em relacdo ao plasma; o equilibrio
ibnico é mantido também pela obtencdo de ions pela alimentacdo (Marshall
and Grosell 2006).

Muitas vezes também comercializados como peixes ornamentais, 0s
elasmobranquios marinhos hiporregulam NaCl através de secrecdo pela
glandula retal, mas acumulam wureia, tornando-se aproximadamente
isosmoticos a agua do mar (~1000 mOsm/kg H,0). Elasmobranquios
eurihalinos apresentam reducdo na ureia plasmatica diante de reducdo de
salinidade; as espécies de raias dulcicolas ndo possuem ureia no plasma e
apresentam comportamento osmorregulatério semelhante a teledsteos

dulcicolas (Wosnick e Freire 2013).

7

A osmolalidade plasmatica ndo € um marcador comumente utilizado
para avaliar o estresse do transporte, mas deveria ser uma vez que € dos

parametros mais relevantes para a definicdo de homeostasia, e em varias
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situacdes corrobora dados de marcadores mais comuns de estresse, como € 0
caso do cortisol (Abreu et al. 2008; Brinn et al. 2012; Urbinati et al. 2004). O
cortisol tem papel reconhecidamente na osmorregulagdo de teledsteos
marinhos, notadamente no estimulo da secrecdo de sal. Em teledsteos
eurihalinos, o aumento do cortisol plasmatico em geral acompanha o estimulo

da secrecao de sal pelas branquias diante de aumento de salinidade.

fons cloreto, sodio e potassio no plasma tém sido comumente utilizados
para avaliar o0 estresse do transporte em peixes juntamente com outros
marcadores (Abreu et al. 2008; Carneiro and Urbinati 2002; Feitosa et al.
2013). Como exemplo desta situacdo, no caso do robalo submetido ao
transporte de 10 horas, os ions sOdio apresentaram aumento, que nao foi
acompanhado pelos ions potassio mesmo em um quadro de estresse (Tondolo
et al. 2013). Estes marcadores osmorregulatorios devem ser mais
frequentemente explorados, em conjunto com outros marcadores para 0s quais
os valores de referéncia ja sejam conhecidos. O uso de varios marcadores em
conjunto possibilitard uma melhor interpretacdo dos dados, e melhor avaliagdo
e deteccdo da quebra de homeostasia durante o transporte.

MARCADORES HEMATOLOGICOS

Os marcadores hematolégicos mais utilizados em trabalhos que
avaliaram o estresse do transporte em peixes sao: hematocrito, hemoglobina e
contagem de eritrécitos (Abreu et al. 2008; Brinn et al. 2012; Feitosa et al.
2013; Marcalo et al. 2008). Entretanto, nem sempre o0s marcadores
hematolégicos apresentaram alteracdes significativas apdés o transporte,
mesmo quando os demais marcadores como o cortisol indicaram o estresse

dos peixes (Acerete et al. 2004; Urbinati and Carneiro 2006).

OUTROS MARCADORES

Marcadores fisioldgicos de estresse sao utilizados com outros tipos de

bioindicadores para que se tenha uma compreenséo global do que ocorre com
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0 organismo. Para trabalhos que avaliaram o estresse do transporte, uma
abordagem recente e moderna é a analise de transcriptdbmica, como feito por
Dhanasiri e colaboradores (2013). Este tipo de analise molecular serve de
exemplo de bioindicador complementar. Os autores verificaram, durante o
transporte de zebrafish, alteracbes na expressdo de genes envolvidos no
processo metabodlico de resposta ao estresse, como por exemplo genes que
codificam enzimas envolvidas na gliconeogénese e glicélise, beta-oxidacdo de
acidos graxos, regulacdo da amodnia corporal, no sistema antioxidante, na
resposta celular ao estresse (ubiquitina e MAPquinases) e ainda o sistema

imunolégico (Dhanasiri et al. 2013a; Dhanasiri et al. 2013b).

2.5 MEDIDAS PARA DIMINUIR AS ALTERACOES NO AMBIENTE DE
TRANSPORTE E O ESTRESSE ASSOCIADO: APLICACAO COMERCIAL

Como discutido acima, as principais medidas no sentido de minimizagao
do estresse do transporte de peixes vivos se relaciona com as tentativas de
reducdo no consumo de oxigénio ou prevencdo da hipoxia ambiental, e/ou da
geracdo de amonia, e/ou da acidificacdo da &dgua: 1) adicdo de atmosfera de
O, puro, 2) jejum pré-transporte, 3) salinidade isosmotica, 4) reducdo na

temperatura, 5) utilizacdo de anestésicos.

COMBATER A HIPOXIA E A ACIDIFICACAO PELO CO,: AERACAO E/OU
ADICAO DE OXIGENIO PURO A EMBALAGEM, OU ADICAO DE TAMPAO A
AGUA

Para peixes transportados em tanques, é recomendavel a utilizacdo de
aeradores a fim de se manter a saturacao o oxigénio dissolvido proximo de
100% (Harmon 2009). Em relacdo a embalagens fechadas para transporte é
necessario a adicdo de oxigénio puro a embalagem (Lim et al. 2003). A
aeracado ou adicdo de atmosfera de oxigénio puro, além de aumentar os niveis
de oxigénio dissolvido na agua, contribui para alcalinizar a agua acidificada

pelo aumento do CO,(Paterson et al. 2003; Treasurer 2012).

Como o0s peixes sdo osmorreguladores em agua doce e salgada,

mantém diferenca de osmolalidade entre seu meio interno e a 4gua, as custas
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do transporte ativo (com custo metabdlico) de ions pelos epitélios das
branquias, tubulo renal e intestino. Em agua salobra, mais proxima de sua
concentracéo interna, o consumo de oxigénio pode ser menor. A mudanca de
salinidade, quando tolerada, em geral leva a aumento no consumo de oxigénio,
por estimular a sintese de proteinas ou regulacdo na sua atividade (e.g.,
revisado em Tseng e Hwang, 2008). Por causa deste gasto metabdlico para a
osmorregulacdo, muitas vezes a salinidade da agua de transporte de peixes
marinhos é reduzida ou sal é acrescentado a agua doce para o transporte de
peixes dulcicolas, para reduzir o custo metabdlico e consumo de oxigénio da
embalagem, respectivamente, decorrente da secrecdo de sal em agua do mar

ou absorcao de sal em agua doce.

MINIMIZAR AUMENTO NA AMONIA: PERIODO DE JEJUM PRE-
TRANSPORTE

O acumulo de aménia pode ser minimizado pelo jejum do peixe antes do
transporte e/ou pela adicdo de agentes que reduzem a amonia (Harmon 2009).
Entretanto, em alguns estudos optou-se por ndo deixar oS peixes em jejum
antes do experimento de transporte porque os produtores de jundid no Sul e
Centro-Oeste do Brasil ndo seguem esta orientacdo (Parodi et al. 2014;
Zeppenfeld et al. 2014). Como ainda n&o foram realizados estudos para
verificar se o0 jejum aumenta o estresse, ndo € possivel inferir o impacto desta

medida durante o transporte.

Entre os produtores e exportadores de peixes ornamentais marinhos no
Brasil, o jejum pré-transporte também ndo € consenso (Sampaio, FDF;
observacédo pessoal), sendo que hd quem chegue a afirmar que o jejum
estressa e debilita ainda mais o peixe. Para o estabelecimento de um protocolo

mais seguro de transporte, esta € uma informacao que precisa ser testada.

MINIMIZAR O CUSTO METABOLICO DA OSMORREGULACAO,
DIMINUINDO O CONSUMO DE OXIGENIO E GERACAO DE AMONIA:
ALTERACAO DA SALINIDADE DA AGUA DO TRANSPORTE
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No caso de peixes de agua doce a adicdo de sal & agua do transporte
previne disturbios osmorregulatérios (Harmon 2009). Ja para peixes marinhos,
a diminuicdo da salinidade da 4gua durante o transporte também possibilitou o
transporte com maior biomassa, o que reduz custos, sem alterar a taxa de
sobrevivéncia (Stieglitz et al. 2012). Em ambas as situacdes, espécies de agua
doce ou marinhas, as tentativas de transportar os peixes em condicdes
isosmdéticas tem indicado que esta é uma medida que diminui o estresse, por
reduzir o custo metabdlico da osmorregulacdo para os peixes teledsteos, que
sdo sempre osmorreguladores. Porém, € necessario ainda, estabelecer

protocolos diferenciados em funcéo da espécie e da fase de vida do peixe.

REDUZIR A TAXA METABOLICA: RESFRIAMENTO DA AGUA DO
TRANSPORTE

Resfriar a 4gua do transporte também é uma medida que pode ser
benéfica uma vez que diminui o metabolismo do peixes, diminuindo
conjuntamente a producdo de amodnia e o consumo de oxigénio, além de

aumentar a solubilidade do oxigénio (Harmon 2009).

REDUZIR A TAXA METABOLICA: UTILIZACAO DE ANESTESICOS

A sedacdo é uma das alternativas para diminuir o estresse durante o
transporte e, consequentemente manter a higidez dos peixes no novo sistema.
Pesquisa com cavalos marinhos (Hippocampus reidi) sugerem que a utilizacao
de Oleo essencial de Lippia alba, é capaz de reduzir o estresse causado pelo
transporte (Cunha 2011).

Anestésicos sdo amplamente utilizados antes e durante o transporte
para retardar o metabolismo do peixe, reduzindo o consumo de oxigénio e a
producédo de dioxido de carbono e amonia (Harmon 2009). Entretanto, mesmo
alguns produtos que possuem atividade anestésica sobre 0s peixes ndao sao
capazes de reduzir o estresse do transporte como € o caso do 6leo essencial
de Nectandra megapotamica em relacdo ao robalo peva (Centropomus
parallelus) (Tondolo et al. 2013).
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REDUZIR A AMONIA NA AGUA: ADICAO DE PROBIOTICOS A AGUA DO
TRANSPORTE

Probidticos auxiliam na manutencdo da homeostase, pois competem
diretamente com agentes patogénicos presentes no muco da pele dos peixes
(Boutin et al. 2013). Para o zebrafish a aplicagdo do consorcio de bactérias
nitrificantes melhorou a qualidade da agua uma vez que conteve o acumulo de
amoénia (Dhanasiri et al. 2011). Porém para a arraia cururu (Potamotrygon cf.
histrix), espécie ornamental de agua doce, o uso de probioticos e antibidticos

nao reduziu o estresse devendo ser evitado.

2.6 CONCLUSAO

Praticas de manejo em aquicultura acarretam uma gama variada de
agentes estressores para 0s peixes, sendo que a manutencdo da homeostase
varia em funcéo da espécie, da origem (se do ambiente natural ou cultivada) e
da fase de vida. Esta ainda é uma area de pesquisa com uma grande caréncia
de dados. Para o transporte de peixes é imprescindivel caracterizar as
respostas fisioldgicas que acarretam a carga e a sobrecarga alostatica a fim de
se obter um manejo adequado. Portanto, S&0 necessarias pesquisas

fisioldégicas basicas para subsidiar o transporte com minimo de estresse.

A compreensdo das respostas fisiologicas dos peixes durante o
transporte permite que se busquem alternativas para diminuir o estresse destes
animais, e aumentar a rentabilidade do seu comércio. Durante o transporte os
peixes estdo sujeitos a uma condicdo que certamente desafia a sua
homeostase e que, se ndo for minimizada, pode levar a um quadro de
sobrecarga alostética, patologia e morte. Caracterizar para cada espécie, fase
de vida e tempo de transporte (se curto ou longo) estes limites da homeostase
e de carga alostética suportavel e reversivel implica em aumentar o bem-estar
dos peixes, reduzir custos, aumentar os rendimentos ao longo da cadeia

produtiva e ainda aumentar o potencial de conservacao dos estoques naturais.
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O pouco tempo do inicio das pesquisas (aproximadamente 15 anos), a
pequena quantidade de publicacdes cientificas, a diversidade de espécies
produzidas e comercializadas e a crescente demanda do setor de aquicultura
permitem afirmar que ainda ha muito a ser pesquisado em relagdo ao estresse
do transporte em peixes. Ainda ndo se tem dados suficientes para o
estabelecimento de protocolos que seguramente diminuam o estresse em
transportes curtos e longos. Procedimentos comumente utilizados durante o
transporte de peixes, e.g. 0 jejum e a utilizagcdo de anestésicos, ainda nao
foram suficientemente pesquisados, e as conclusdes nado podem ser

extrapoladas para todas as espécies.

Os dados atuais caracterizam o cortisol e a glicose como os marcadores
fisiologicos mais frequentemente utilizados; sendo lactato e glicogénio os de
menor frequéncia. Testar outros marcadores como as enzimas de estresse
oxidativo e padrbes comportamentais pode aumentar a compreensdo sobre 0
real desafio enfrentado pelos peixes ao serem transportados comercialmente.
Grande parte das pesquisas fornece dados sobre espécies cultivadas que sédo
transportadas por curto periodo de tempo.

Para o futuro é necessario que se aprofunde a abordagem da utilizacéo
de varios marcadores conjuntos para que sejam obtidos diagnésticos cada vez
mais precisos, e protocolos simples e eficazes sejam elaborados e
disponibilizados. Para alcancar este conjunto de dados necessérios, deve-se
levar em conta que a medida em que forem utilizadas metodologias com
menores custos e maior praticidade mais valores de referéncia serdo
disponibilizados em relacdo aos marcadores fisioldgicos, para o maior nimero
de espécies relevantes comercialmente. E importante ressaltar que é preciso
ainda preencher a lacuna principalmente da resposta ao estresse de peixes

retirados da natureza e transportados por longos periodos de tempo.
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TABELA 2.1: UTILIZAGAO DE MARCADORES FISIOLOGICOS DE ESTRESSE DE TRANSPORTE EM TRABALHOS COM PEIXES. AD = AGUA DOCE; M= MARINHO; NI= FASE DE VIDA NAO INFORMADA NO TRABALHO. (P)= RESPOSTA PRIMARIA; (S)= RESPOSTA SECUNDARIA.

Tempo max.

de transporte Cortisol Glicose Glicogénio  Lactato Osmolalidade lons Hematol. Outros Referéncia

Ambiente/espécie/fase de vida

) (©) (S) ) (©) ) )

Tempo Curto

AD;M/ Oncorhynchus tshawytscha (salméo Schreck et al. (1995)

real)/juvenil 2h X X X X

,a;IIDr/a fggg)&/lijmusegr]iiglgas 3h X X X X X Gomes et al. (2006)

M/ Sardinapilchardus (sardinha)/ NI 3h X X X X Marcalo et al. (2008)

AD/ Clariasgariepinus (bagre africano)/NI 3h X X X Manuel et al. (2014)

AD/ Perca fluviatilis (perca eurasiana)/ juvenil 4h X X X X X Acerete et al. (2004)

AD/ Brycon cephalus (matrinxa) / juvenil 4h X X X X X Urbinati et al. (2004)

AD/ Brycon cephalus (matrinxa) / adulto 4h X X X Carneiro and Urbinati (2002)
AD/ Brycon amazonicus (matrinxa) / juvenil 4h X X X X X Abreu et al. (2008)

AD/ Brycon amazonicus (matrinxa) / adulto 4h X X X X X Urbinati and Carneiro (2006)
AD/ Piaractus mesopotamicus(pacu) / juvenil 4h X X X X X Feitosa et al. (2013)

AD; M/ Salmo salar (salmé&o) / juvenil 45h X X X X X Iversen et al. (1998)

AD/ Rhamdia quelen (jundid) / juvenil 5h X Parodi et al. (2014)

AD/ Rhamdia quelen (jundia) / juvenil 6h X X X X X Zeppenfeld et al. (2014)
AD/ Labeo victorianus / juvenil 6h X X X Oyoo0-Okoth et al. (2011)

Percentual de utilizagdo do marcador (%) 100 93 14 36 29 57 57 29



Ambiente/espécie/fase de vida Tempo Cortisol Glicose Glicogénio  Lactato Osmolalidade fons Hematol. Outros Referéncia

Tempo longo

M/ Centropomus pararellus (robalo) / juvenil 10 h X X Tondolo et al. (2013)

AD/ Qolossoma macropomum (tambaqui) / 10 h X X X Gomes et al. (2003)

juvenil

AD/ Cyprinus carpio (carpa comum)/ adulto 12 h X X X X X X Dob-ikova et al. (2006)

AD/ P_|me|0dus maculatus (mandi amarelo)/ 12h X Braun and Nufier (2014)

juvenil

AD;M/ Lates calcarifer (perca gigante)/ juvenil 20 h X X X Paterson et al. (2003)

QIID/ Paracheirodon axelrodi (cardinal tetra) / 24 h X Gomes et al. (2009)

QIID/ Potamotrygon cf. histrix (arraia cururu) / 24 h X X X X X Brinn et al. (2012)

M/ I-_||ppocampus abdominalis (cavalo- 36 h X X X Wright et al. (2007)

marinho) / adulto

M/ Gadus morhua (bacalhau) /juvenil 48 h X Treasurer (2012)

AD/ Danio rerio (paulistinha) / NI 72 h X X X Dhanasiri et al. (2013a)

AD/ Danio rerio (paulistinha) / NI 72 h X X X Dhanasiri et al. (2013b)
S 0

Percentual de utilizacdo do marcador (%) 73 64 0 27 9 27 36 45

Hematol. = marcadores hematoldgicos;



90

REFERENCIAS UTILIZADAS NA TABELA 2.1

Abreu JSd, Sanabria-Ochoa Al, Goncgalves FD, Urbinati EC (2008) Stress
responses of juvenile matrinxa (Brycon amazonicus) after transport in a
closed system under different loading densities. Ciéncia Rural, 38, 1413-
1417.

Acerete L, Balasch JC, Espinosa E, Josa A, Tort L (2004) Physiological
responses in Eurasian perch (Perca fluviatilis, L.) subjected to stress by
transport and handling. Aquaculture, 237, 167-178.

Braun N, Nufier APdO (2014) Stress in Pimelodus maculatus (Siluriformes:
Pimelodidae) at different densities and times in a simulated transport.
Zoologia (Curitiba), 31, 101-104.

Brinn RP, Marcon JL, McComb DM, Gomes LC, Abreu JS, Baldisseroto B
(2012) Stress responses of the endemic freshwater cururu stingray
(Potamotrygon cf. histrix) during transportation in the Amazon region of
the Rio Negro. Comparative Biochemistry and Physiology Part A:
Molecular & Integrative Physiology, 162, 139-145.

Carneiro PCF, Urbinati EC (2002) Transport stress in matrinxd, Brycon
cephalus (Teleostei: Characidae), at different densities. Aquaculture
International, 10, 221-229.

Dhanasiri AKS, Fernandes JMO, Kiron V (2013a) Acclimation of Zebrafish to
Transport Stress. Zebrafish, 10, 87-98.

Dhanasiri AKS, Fernandes JMO, Kiron V (2013b) Liver Transcriptome Changes
in Zebrafish during Acclimation to Transport-Associated Stress. PL0S
ONE, 8, €65028.

Dob-ikova R, Svobodova Z, Blahova J, Modra H, Veli-Ek J (2006) Stress
Response to Long Distance Transportation of Common Carp (Cyprinus
carpio L.). Acta Veterinaria Brno, 75, 437-448.

Feitosa KCdO, Povh JA, Abreu JSd (2013) Physiological responses of pacu
(Piaractus mesopotamicus) treated with homeopathic product and
submitted to transport stress. Homeopathy, 102, 268-273.

Gomes LC, Brinn RP, Marcon JL, Dantas LA, Brandao FR, de Abreu JS, Lemos
PEM, McComb DM, Baldisserotto B (2009) Benefits of using the probiotic
Efinol(R))L during transportation of cardinal tetra, Paracheirodon
axelrodi (Schultz), in the Amazon. Aquaculture Research, 40, 157-165.

Gomes LC, Chagas EC, Brinn RP, Roubach R, Coppati CE, Baldisserotto B
(2006) Use of salt during transportation of air breathing pirarucu juveniles
(Arapaima gigas) in plastic bags. Aquaculture, 256, 521-528.



91

Gomes LC, Roubach R, Araujo-Lima CARM, Chippari-Gomes AR, Lopes NP,
Urbinati EC (2003) Effect of Fish Density During Transportation on
Stress and Mortality of Juvenile Tambaqui Colossoma macropomum.
Journal of the World Aquaculture Society, 34, 76-84.

Iversen M, Finstad B, Nilssen KJ (1998) Recovery from loading and transport
stress in Atlantic salmon (Salmo salar L.) smolts. Aquaculture, 168, 387-
394.

Manuel R, Boerrigter J, Roques J, van der Heul J, van den Bos R, Flik G, van
de Vis H (2014) Stress in African catfish (Clarias gariepinus) following
overland transportation. Fish Physiol Biochem, 40, 33-44.

Marcalo A, Pousao-Ferreira P, Mateus L, Duarte Correia JH, Stratoudakis Y
(2008) Sardine early survival, physical condition and stress after
introduction to captivity. Journal of Fish Biology, 72, 103-120.

Oyoo-Okoth E, Cherop L, Ngugi CC, Chepkirui-Boit V, Manguya-Lusega D, Ani-
Sabwa J, Charo-Karisa H (2011) Survival and physiological response of
Labeo victorianus (Pisces: Cyprinidae, Boulenger 1901) juveniles to
transport stress under a salinity gradient. Aquaculture, 319, 226-231.

Parodi T, Cunha M, Becker A, Zeppenfeld C, Martins D, Koakoski G, Barcellos
L, Heinzmann B, Baldisserotto B (2014) Anesthetic activity of the
essential oil of Aloysia triphylla and effectiveness in reducing stress
during transport of albino and gray strains of silver catfish, Rhamdia
guelen. Fish Physiol Biochem, 40, 323-334.

Paterson BD, Rimmer MA, Meikle GM, Semmens GL (2003) Physiological
responses of the Asian sea bass, Lates calcarifer to water quality
deterioration during simulated live transport: acidosis, red-cell swelling,
and levels of ions and ammonia in the plasma. Aquaculture, 218, 717-
728.

Schreck CB, Jonsson L, Feist G, Reno P (1995) Conditioning improves
performance of juvenile chinook salmon, Oncorhynchus tshawytscha, to
transportation stress. Aquaculture, 135, 99-110.

Tondolo JSM, Amaral LdP, Simoes LN, Garlet QI, Schindler B, Oliveira TM,
Silva BFd, Gomes LdC, Baldisserotto B, Mallmann CA, Heinzmann BM
(2013) Anesthesia and transport of fat snook Centropomus parallelus
with the essential oil of Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez.
Neotropical Ichthyology, 11, 667-674.

Treasurer JW (2012) Changes in pH during transport of juvenile cod Gadus
morhua L. and stabilisation using buffering agents. Aquaculture, 330—
333, 92-99.

Urbinati EC, Carneiro PCF (2006) Sodium chloride added to transport water
and physiological responses of Matrinxa Brycon amazonicus (Teleost:
Characidae). Acta Amazonica, 36, 569-572.



92

Urbinati EC, de Abreu JS, da Silva Camargo AC, Landinez Parra MA (2004)
Loading and transport stress of juvenile matrinxd (Brycon cephalus,
Characidae) at various densities. Aquaculture, 229, 389-400.

Wright KA, Woods CMC, Gray BE, Lokman PM (2007) Recovery from acute,
chronic and transport stress in the pot-bellied seahorse Hippocampus
abdominalis. Journal of Fish Biology, 70, 1447-1457.

Zeppenfeld CC, Toni C, Becker AG, Miron DdS, Parodi TV, Heinzmann BM,
Barcellos LJG, Koakoski G, Rosa JGSd, Loro VL, Cunha MAd,
Baldisserotto B (2014) Physiological and biochemical responses of silver
catfish, Rhamdia quelen, after transport in water with essential oil of
Aloysia triphylla (L'Herit) Britton. Aquaculture, 418-419, 101-107.



93

CAPITULO 3: AVALIACAO FISIOLOGICA E BIOQUIMICA DO ESTRESSE
DE TRANSPORTE DE PEIXE MARINHO DE INTERESSE PARA A
AQUARIOFILIA: ABUDEFDUF SAXATILIS (LINNAEUS, 1758).2

*Capitulo formatado segundo as normas da revista Fisheries Research;
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RESUMO

Peixes ornamentais marinhos sdo em geral coletados no ambiente natural e
sujeitos a transportes longos na maioria dos casos até o seu destino final. Este
estudo utilizou parametros fisioldgicos e bioquimicos para avaliar o estresse de
transporte do peixe Abudefduf saxatilis, por trés tempos experimentais: 24, 48 e
72 h. Os parametros fisiolégicos foram: osmolalidade, teor hidrico muscular e
glicemia. Quanto aos bioquimicos foi medida a atividade das enzimas Anidrase
Carbbnica e anti-oxidantesglutationa S-transferase (GST), catalase (CAT) e
superéxido dismutase (SOD). Também foram avaliados o0s seguintes
parametros da agua: oxigénio dissolvido, aménia e pH. A mortalidade dos
peixes foi de 22,06% e ocorreu para individuos com maior comprimento. Peixes
com comprimento total inferior a 6 cm ndo morreram até o tempo maximo
avaliado de 72 h. O parametro da agua que mais apresentou relacdo com a
mortalidade foi o pH. N&o houve diferenca significativa para os parametros
fisiologicos comparando-se o grupo referéncia e 0s grupos experimentais.
Apenas a enzima SOD apresentou diferenca significativa quando comparada
ao grupo referéncia. Recomenda-se que o transporte para este espécie seja
realizado dentro de 24 horas e para espécimes de no maximo 6 cm de

comprimento total.

Palavras-chave: Abudefduf saxatilis; estresse; transporte.
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3.1INTRODUCAO

O transporte de peixes vivos € um processo crucial para a aquariofilia.
Para peixes ornamentais capturados no ambiente natural o processo do
transporte até seu destino final € longo e estressante (Brinn et al. 2012).
Quando se compara a exportacdo de peixes ornamentais de agua doce e
marinhos verifica-se que estes Ultimos apresentam menores quantidades de
individuos exportados em funcdo da maior dificuldade de manter os peixes
vivos durante o transporte (Chow et al. 1994). Por exemplo, peixes coletados
nas Filipinas e exportados para os Estados Unidos chegam a levar de 20 a 25
horas até Los Angeles e mais de 40 horas para chegarem a Nova lorque
(Rubec et al. 2001).

Para o transporte de peixes vivos sdo necessarias instrucdes especificas
de acordo com a tolerancia dos peixes em relacdo as alteracdes ambientais
(Treasurer 2012). Para peixes ornamentais esses guias ainda néo estao
disponiveis em funcdo da quantidade incipiente de pesquisas. Como exemplo,
peixes provenientes de ambientes mais estaveis, como o bacalhau, podem ser
menos capazes de se adaptarem as mudancas na agua no transporte do que
peixes adaptados as mudancgas entre ambientes marinhos e dulcicolas, como é

0 caso do salmao, ou de peixes de pocas de marés (Treasurer 2012).

A melhoria das técnicas de coleta a fim de minimizar danos ao ambiente
e evitar a mortalidade, juntamente com protocolos de transporte adequados
gue mantenham a qualidade da agua, devem fazer parte dos objetivos da
indastria de peixes ornamentais marinhos (Bruckner 2005). Entretanto, poucas
pesquisas relacionadas ao manuseio e transporte tém por objetivo avaliar as
variaveis estressantes associadas aos peixes em si (Schreck et al. 1995),
sendo que os objetivos sdo em geral voltados para avaliacdo do uso de
anestésicos (Parodi et al. 2014; Tondolo et al. 2013; Zeppenfeld et al. 2014) ou
condicbes menos estressantes para o0 transporte, como porexemplo a
densidade (Carneiro and Urbinati 2002; Tenningen et al. 2012; Urbinati et al.
2004). Conforme verificado no capitulo 2, pesquisas que tem por objetivo
avaliar o transporte longo de peixes coletados no ambiente natural, como € o

caso dos ornamentais marinhos, sdo menos realizadas.
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Para peixes ornamentais marinhos, as respostas fisiol6gicas, a
tolerancia a deterioracdo da agua e ao choque térmico que ocorrem durante o
transporte ndo sdo bem documentados(Chow et al. 1994). Em consequéncia,
em funcdo do crescente interesse pelos peixes ornamentais marinhos, com o
consequente aumento da pressdo de captura em relacdo as espécies que
estdo no ambiente natural, o objetivo deste trabalho foi avaliar respostas
fisiologicas e bioquimicas do peixe Abudefduf saxatilis (Linnaeus, 1758) ao
estresse associado ao transporte. E uma espécie com grande disponibilidade
na costa brasileira, aspecto atraente esteticamente, e potencial relevancia

comercial.

A informacao cientifica acerca do transporte de peixes é necessaria ndo
s6 do ponto de vista comercial mas também para a gestdo governamental da
atividade.A compreensdo do que ocorre fisiologicamente com estes
organismos podera auxiliar a melhora das falhas existentes na legislacao,

conforme descrito no capitulo 1.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 ESCOLHA E OBTENCAO DOS PEIXES

A espécie foi escolhida em fungédo de ser um peixe nativo do Brasil com
possibilidade de captura diretamente na praia, 0 que propiciou a obtencdao.
Outro ponto relevante foi decorrente da necessidade de obtencéo de dados de
populacdes selvagens de peixes. Aléem disso, A. saxatilis possui extensa
distribuicdo o que permite que dados sejam obtidos em outros locais,

possibilitando uma melhor discusséo.

Os peixes utilizados foram capturados em Santa Catarina, municipio de
Bombinhas, praia da Sepultura (27° 8'28” S e 48° 28'42” W, Figura 1), através
do uso de uma rede confeccionada para a coleta. Foram feitas duas tentativas
de coleta, uma em agosto e outra em setembro de 2013 (Figura 2A), porém em
funcdo das condi¢cdes climéaticas adversas nao foi possivel a captura dos
peixes. Os exemplares de A. saxatilis foram coletados entre os dias 28/10/2013
e 09/04/2014.
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O comprimento total dos peixes capturados variou entre 3,4 e 18,2 cm.
Tal variacdo foi decorrente da metodologia da coleta que consistiu em cercar
0S peixes com a rede de pesca e captura-los manualmente ou com redinhas de
aquario, tentando-se evitar ao maximo o estresse no ato da coleta (Figura 2B).
Todos os individuos capturados foram aproveitados, ndo sendo separados por
faixas de tamanho. ApO6s a coleta os peixes foram acondicionados
individualmente em embalagens plasticas transparentes tipo PEBD (Polietileno
de Baixa Densidade) contendo agua do mar. As embalagens plasticas
utilizadas foram de dois tamanhos (menor: 12cm X 33 cm e maior 24cm X 34
cm, ambos com 0,2 mm de espessura) para se alcancar uma relacdo mais
préxima entre a quantidade de agua do mar e o tamanho dos peixes
capturados. Foi injetado oxigénio puro nestas embalagens, mantendo-se a
proporgdo aproximada de 1/3 de agua para 2/3 de oxigénio. As embalagens
foram fechadas utilizando elasticos de borracha (Figura). Os peixes embalados
foram transportados em caixas térmicas de isopor até o Laboratério de
Fisiologia Comparativa da Osmorregulacdo (LFCO), na Universidade Federal
do Parana (UFPR) em Curitiba.

O Projeto de Pesquisa foi realizado em colaboracdo entre os
Laboratérios de Fisiologia Comparativa da Osmorregulacdo (LFCO -
Departamentos de Fisiologia) e de Toxicologia Ambiental (LTA - Departamento
de Farmacologia). Ambos estdo instalados no Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana (UFPR).

Localizacao da area de coleta

Praia da Sepultura

Parana

8o aneme
) \1/

D

Santa Catarina

Rio Grande do Sul

FIGURA 3.1: Area onde foram coletados os peixes, no municipio de Bombinhas, Estado de
Santa Catarina, Praia da Sepultura.
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FIGURA 3.2: Coleta dos peixes: A) Tentativa de coleta sem a obtencdo de individuos em
funcado das condi¢des climaticas; B) Utilizac&o da rede para cercar os peixes para coleta em dia
com condicdes climaticas favoraveis.
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FIGURA 3.3: Peixe embalado apés a coleta.

3.2.2 VERIFICACAO DOS PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DA AGUA

No instante da coleta foi medido o oxigénio dissolvido, o pH e a
salinidade da agua do mar. Para cada peixe embalado foram medidos no
momento do processamento o oxigénio dissolvido, o pH e o volume de agua do
mar contido na embalagem. Foi congelada uma amostra de agua de cada
embalagem para medir a aménia. Apds o descongelamento da agua de cada
embalagem, a amoénia foi medida utilizando-se o kit comercial da AlphaKit com
leitura de absorbéancia a 505 nm em espectrofotometro (ULTROSPEC 2100 pro
— Amersham Pharmacia Biotech, Suécia).

3.2.3 PROCESSAMENTO DOS PEIXES

O tempo de simulacdo do transporte foi contado a partir do momento de
embalagem dos peixes em campo. De cada coleta foi separada
aproximadamente a mesma quantidade de peixes para cada grupo

experimental. Para realizacdo das analises os peixes foram anestesiados com
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benzocaina (80 mg/litro de 4gua, 3-4 min de anestesia), até ndo apresentarem
movimentos natatérios. Em seguida o sangue colhido via veia caudal com
seringas heparinizadas e os animais foram eutanasiadosvia sec¢cdo medular.
Logo apos a retirada, o sangue foi utilizado para medir a glicemia e o restante
foi centrifugado em 2.100xg por 5 minutos. As amostras de plasma foram
mantidas em freezer —20°C para dosagens posteriores. Na sequéncia, 0S
peixes foram pesados (peso total), medidos (comprimento total) e os tecidos - 4
arcos branquiais, o figado e um fragmento de musculo foram retirados e
acondicionados em criotubos e imediatamente congelados em ultrafreezer a —
80°C, e mantidos até o momento dos ensaios enzimaticos e analises
fisiologicas. Este procedimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do

Parand, sob o certificado de nimero 761 em 13 de fevereiro de 2014.

3.2.4 GRUPO REFERENCIA

Para efeito de comparacéao dos dados obtidos dos peixes transportados
com outro grupo de animais ndo sujeitos ao estresse do transporte, peixes
foram coletados e mantidos por aproximadamente sete dias em aquario
estoque de 20 litros no laboratério. Durante o periodo de manutencdo, o0s
peixes foram alimentados com racdo em flocos uma vez ao dia. Apos este
periodo, foram processados exatamente como descrito acima para 0s animais
experimentais. A escolha deste procedimento foi decorrente da observacéo que
0 processo de coleta acarretava estresse nos peixes, impossibilitando que
peixes processados logo apdés a captura, na propria praia, fossem utilizados

como controle.

Foi observado que, apés colocados no aquério, os peixes do grupo
referéncia recobravam em poucas horas as caracteristicas perdidas durante a
captura e o transporte, e que sao indicativos de estresse: a cor escurecida, 0

padrédo de natacéo irregular, e o desinteresse pelo alimento.
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FIGURA 3.4: Peixes coletados e mantidos em aquario estoque para obtencédo de dados do
grupo referéncia.

3.2.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O sangue foi utilizado imediatamente apés a retirada do animal para
medir a glicose e o plasma que estava congelado a —20°C foi mantido em gelo

para o descongelamento gradual a fim de se medir a osmolalidade.

Amostras de figado foram descongeladas, pesadas e homogeneizadas
em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0) sendo centrifugadas a 15000 g por 30 min a
4°C e aliquotadas para as analises enzimaticas.As amostras de branquias
foram descongeladas, pesadas e homogeneizadas a 10%P/V (peso/volume)
juntamente com tampdo fosfato 10 mM, pH 7,4. ApGs o preparo O
homogeneizado foi centrifugado a aproximadamente 2.000xg (5 minutos em
temperatura ambiente) para a precipitacdo dos restos celulares. O
sobrenadante foi separado em aliquotas que serviram para a dosagem da
concentracdo da proteina total e para a quantificacdo da atividade da enzima

Anidrase Carbonica.
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3.2.6 ANALISE DAS AMOSTRAS

3.2.6.1 DOSAGENS PLASMATICAS

A osmolalidade do plasma sanguineo foi determinada através da leitura
de amostras de plasma sem diluicdo em micro-osmoémetro de pressao de vapor
Wescor® 5520 VAPRO.

3.2.6.2 TEOR HIDRICO MUSCULAR

A porcentagem de agua foi determinada nos musculos, nas amostras
descongeladas e pesadas (peso Umido) em tubos eppendorf em balanca
analitica (Bioprecisa FA2104 N, precisdo 0,1 mg, Brasil). Na sequéncia os
fragmentos de musculo foram transferidos para estufa (BIOPAR S22ST) a 60°C
por 24 h para que ocorresse a desidratacdo. Apds este periodo os tecidos
foram novamente pesados (peso seco) e a perda de agua (peso perdido na
estufa) foi expressa como porcentagem do peso inicial da amostra (peso

amido).

3.2.6.2 GLICEMIA

A glicemia foi medida utilizando-se diretamente sangue obtido da veia caudal,
colocando-se uma gota em tiras para leitura através do aparelho digital Accu-

Chek® (Roche) modelo Performa Nano.

3.2.6.3 DOSAGENS ENZIMATICAS

3.2.6.3.1 ANIDRASE CARBONICA

A atividade da anidrase carbbnica branquial foi determinada pelo método
descrito por Vitale(1999), que consiste na quantificacdo da atividade desta
enzima pela reagcdo com manitol (225 mM), sacarose (75 mM) e tris-fosfato (10
mM). O calculo da atividade da anidrase carbonica (AAC) foi realizado através
da formula: AAC = [TC/(TNC - 1)]/mg de proteina total, onde TC corresponde a
taxa da reacao catalisada e TNC a taxa de reacdo ndo catalisada.
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As branquias foram pesadas para que fosse calculado para cada
amostra o volume de tampéao fosfato (10 mM, pH 7,4) a ser utilizado. Na
sequencia, procedeu-se a homogeneizacdo do tecido com o tampédo e o
homogeneizado foi centrifugado a aproximadamente 2000xg (5 minutos,
temperatura ambiente). Foram separadas aliquotas distintas para a dosagem
da concentracdo da proteina total e para a quantificacdo da atividade da
enzima a partir do sobrenadante. A quantificacdo da atividade da enzima foi
obtida através da adicdo do sobrenadante do homogeneizado tecidual e de
agua destilada saturada com CO2 em um meio de reagdo contendo manitol
(225 mM), sacarose (75 mM) e tris-fosfato (10 mM), pH 7,4. Imediatamente
apos a adicdo do sobrenadante, que resulta na queda do pH, foram anotados
os valores de pH (pHmetro de bancada inoLAB pH Level 1 da WTW®) a cada 4
segundos até totalizar 20 segundos. Foi mantida a temperatura de +2,5°C
durante a reacdo. Os valores obtidos deram origem a uma reta de regresséo
linear do pH em relacdo ao tempo que determina taxa da reacdo catalizada
(TC) pela enzima no homogeneizado tecidual. Para a determinacéo da taxa de
reacao nao catalisada (TNC), foi realizado o “branco” que consistiu no mesmo
procedimento utilizando-se o tampdo sem o homogeneizado tecidual. A
determinacdo do branco foi realizada em 8 réplicas, sendo uma no inicio do

procedimento, uma a cada cinco leituras de amostras e uma ao final.

3.2.6.3.2 GLUTATIONA S-TRANSFERASE

Para analise da glutationa S-transferase (GST) foi seguido o protocolo
proposto por KEEN et al. (1976). Foram utilizados 30 pl da amostra
(homogeneizado tecidual de figado) diluida e 180 pl da solugdo de reagdo. A
solugcéo de reacgdo foi preparada com conjugacdo do substrato 1-cloro- 2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) 60mM, GSH 10mM e tampao fosfato de potassio 0,1M,
pH 6,5, com quantidades determinadas de acordo com o numero de amostras.
A cinética da enzima foi determinada em microplaca, em triplicatas lidas em
340 nm (ELISA SUNRISE TECAN DEUTSCHLAND GMBH) durante 180

segundos, com leituras em intervalos de 15 segundos.
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3.2.6.3.4 CATALASE

A atividade da Catalase foi medida conforme o método descrito por Aebi(1984).
Foram utilizados 30 pL da amostra (homogeneizado tecidual de figado) diluidos
em 150 pL de tampéo fosfato de potassio 0,1M, pH 7,0, obtendo-se a diluicdo
de 1:5. Em seguida, 10 pL da solucéo diluida foram acrescidos a 990 pL da
solucdo reacdo composta por peroxido de hidrogénio 30% em solugédo tampao
Tris — EDTA pH 8,0. A leitura foi feita em espectrofotbmetro verificado pela
diminuicdo da absorbancia a 240 nm durante 60 segundos. Para cada amostra
a leitura foi feita em triplicata e o0s resultados expressos em pmol de
H,O,consumido.min-1.mg de proteina que quantificam a atividade da catalase

através do consumo de peroxido de hidrogénio resultando em O, e agua.

3.2.6.3.5 SUPEROXIDO DISMUTASE

A atividade da Superoxido Dismutase (SOD) foi estimada através da
capacidade da enzima de inibir a auto-oxidacdo do acido pirogalico(Gao et al.
1998), com detecgao da absorbancia em espectrofotometro a 440 nm. Foram
diluidas aliquotas de 20 uL da amostra (homogeneizado tecidual de figado) na
proporcdo de 1:10 em tampao fosfato de potassio 0,1M, pH 7,0. Apos a
diluicdo, 40 puL foram transferidos para um novo tubo e 885 pL de tampéao Tris —
EDTA pH 8,0 foram adicionados e agitados em vortex. Na sequencia,
acrescentou-se 50 pL de acido pirogalico e as amostras foram incubadas por
30 min. Apds esse tempo, 25 pL de HCI 1N foram adicionados a fim de parar a
reacdo. As amostrar foram analisadas em triplicatas de 300 UL na microplaca,
realizada a leitura da absorbancia. Para se ter um parametro como controle da
reacao, foi feito o mesmo procedimento com 40 pL de cada amostra, sem o
tempo de incubacédo antes da leitura. A quantidade de enzima necessaria para
causar 50% de inibicédo foi descrita como uma unidade de SOD e sua atividade

foi expressa em U de SOD. mg de proteina™.

3.2.6.3.6 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS
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A concentracdo de proteinas totais dos homogeneizados teciduais de
figado foi determinada com base no protocolo descrito por BRADFORD (1976).
Foi utilizada uma curva padrédo de soro de albumina bovina e as dosagens
foram realizadas em triplicatas em microplacas utilizando o reagente Bio-
RadProteinAssay da Bio-RadLaboratories®. As amostras foram lidas em
620nm (ELISA SUNRISE TECAN DEUTSCHLAND GMBH) e o resultado

expresso em mg.mL™.

3.2.7 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica dos dados foi feita utlizando-se o software
SigmaPlot® versdo 11.0. O nivel de significAncia adotado foi de 0,05 para
todos os resultados. Foi feita a analise de variancia de uma via, comparando-se
0s o grupo referéncia e os diferentes tempos experimentais (24, 48 e 72 h). O
teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade e homogeneidade
de variancias dos conjuntos de dados. Quando o teste indicava a néo
normalidade ou ndo homogeneidade das varianicas, o programa sugeria a
realizacdo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Os resultados est&o
apresentados na forma de média + erro padrdo da média para os dados
paramétricos e mediana + 1 quartil para os nao-paramétricos. Quando a
diferenca entre os grupos foi significativa, foi utilizado o teste post hoc de Tukey
(para os dados paramétricos) e o teste de Mann-Whitney (para os dados néo
paramétricos) para identificar quais grupos eram diferentes. O teste-t de
Student (ou Mann-Whitney) foi utilizado para a andlise pareada entre o
tamanho do grupo de peixes vivos, que foram utilizados no experimento, e os
peixes que morreram. Correlacdes de Pearson foram utilizadas para verificacao

de associacao entre variaveis, também com limite de significancia em 0.05.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1.TAMANHO DOS PEIXES ANALISADOS E MORTALIDADE

Para os dados da presente pesquisa foram utilizados 68 peixes ao total,
sendo que destes 15 (22,06%) morreram antes do processamento, dentro das
embalagens plasticas individuais (Figura 5). Para os demais grupos o n foi de
16 (23,53%), para 24 horas, 13 (19,12%) para 48 e 72 horas, e 11 (16,17%)
para o grupo referéncia. O comprimento dos peixes vivos variou entre 3,4 e
14,2 cm e dos mortos entre 6,4 e 18,2 cm de comprimento total. O peso total
dos peixes vivos variou entre 0,75g e 54g e dos mortos entre 4,5g e 125g.
Diante da percepcdo de que os individuos de maior tamanho morreram antes
gue fosse possivel a obtencdo de seus dados fisioldégicos e que o aumento do
peso era proporcionalmente muito maior, foi elaborada a Figura 6. Na Figura 6
€ possivel observar que a relacdo peso/comprimento evidenciou 2 grupos, com
separagdao em ~7-8 cm. RegressoOes lineares mostraram o grande salto no
aumento de peso a partir deste comprimento. Foi demonstrada a tendéncia a
morte, nos experimentos de confinamento individual em embalagem plastica,
dos individuos maiores (Figura 6). Vé-se que o coeficiente angular das retas
muda de 0,27 para 0,50 entre 0s vivos e 0S mortos, que Sa0 maiores,
mostrando o drastico aumento de peso em relacdo ao comprimento, nos peixes

a partir de ~7-8 cm.

Outra forma de mostrar que os maiores de 7-8 cm tendem a morrer apos
24-48 horas foi elaborada na Figura 7. Peixes abaixo de 6 cm sobreviveram ao
transporte e acima de 8 cm apenas um individuo (de 14,2 cm) sobreviveu
(Figura 7). Ocorreu uma clara variabilidade intra-especifica na faixa entre 6-8
cm, que concentrou quantidades proximas de vivos e mortos. Nota-se outro
exemplo de variabilidade intra-especifica que foi um Individuo de 14,2 cm que

sobreviveu ao transporte (estatisticamente um “outlier”).

Comparando-se os grupos de peixes vivos e mortos foi verificado que
houve diferenca estatistica significativa entre o comprimento total dos dois
grupos (FIGURA 7).
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FIGURA 3.5: Detalhe de peixe morto antes do inicio do processamento.
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FIGURA 3.6: Relacdo entre peso total (g) e comprimento total (cm) dos Abudefduf saxatilis
utilizados neste estudo. A: peso (g) em funcdo do comprimento (cm) dos peixes. Circulos
pretos, animais vivos (n= 53) ao final dos experimentos; circulos brancos, animais mortos (n=
15). B: relagcdo peso/comprimento versus comprimento dos peixes, com retas de regressao
linear tracadas para os vivos e 0s mortos, separadamente, e indicagdo do coeficiente r2 das
retas.
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FIGURA 3.7: Comparacéo entre o comprimento total dos peixes Abudefduf saxatilis vivos (n=
53) e mortos (n= 15). As linhas tracejadas indicam a faixa de tamanho acima da qual os peixes
passam a nao tolerar o transporte (~6-8 cm de comprimento total), ou a chance de morrerem é
muito grande. Simbolos brancos, animais mortos, simbolos preenchidos, animais vivos.
Circulos, Vivos 24 h, tridngulos invertidos, 48 h, quadrados, e 72h. Mortos entre 0-24h e entre
24-48 h.
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3.3.2 PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DA AGUA DURANTE O
TRANSPORTE

A amonia (N-NHj3), o oxigénio dissolvido (OD) e o pH foram medidos na
agua da embalagem de cada animal utilizado durante o experimento, incluindo
0s que morreram, logo apds a retirada do animal. Os valores de amobnia
variaram entre 0,075 e 0,162 mg/L para o grupo referéncia, 0,205 e 2,1065
mg/L para os peixes vivos e 0,190 e 1,269 mg/L para os mortos. Os valores de
OD para o grupo referéncia variaram de 4,4 a 8,3 mg/L, 2,1 a 8,7 mg/L para o
grupo de 24 h, 3,1 a 7,3 mg/L para o grupo de 48 h e 2,7 a 6,8 mg/L para o
grupo de 72 h. Os peixes mortos tiveram uma variacdo de OD entre 1,1 a 8,5
mg/L. O pH para o grupo referéncia se manteve em 7,6, e variou de 5,7 a 7
para o grupo de 24 h, 5,9 a 6,8 para o grupo de 48 h e 6,1 a 7 para o0 grupo de

72 h. Para os peixes que morreram o pH variou de 5,6 a 6,6.

A Figura 8 apresenta os valores dos 3 parametros analisados (amonia,
OD e pH) em relacdo ao comprimento dos animais. Foram tracadas retas de
regressao linear e calculadas as correlac6es de Pearson entre cada variavel e
o0 comprimento dos peixes, separadamente para 0S Vvivos € 0S mortos. As
correlagdes significativas foram apenas da amonia x cm, para 0s mortos, e do

pH x cm, para os vivos. Em ambos os casos, correlagdes negativas.

Os parametros da agua foram ainda analisados par a par, na Figura 9.
Nesta andlise foram calculadas apenas as correlacfes de Pearson, novamente
de forma separada entre 0s peixes vivos e 0s mortos. As correlacdes
significativas ocorreram apenas para 0S peixes vivos, e com 0 parametro pH.
Houve correlacdo positiva entre o pH e o OD, e negativa entre o pH e a aménia
(Figura 9). Os 3 parametros foram ainda plotados, novamente separadamente
0s peixes vivos dos mortos, em grafico 3-D. Na Figura 10, com dados dos 3
tempos de exposicdo nos sacos plasticos,e na Figura 11, apenas com 0s

peixes vivos e 0s mortos apos 24 horas nos sacos plasticos.
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FIGURA 3.8: Relagdo entre o comprimento total dos peixes Abudefduf saxatilis analisados e os
valores de oxigénio dissolvido em mg/L (A), amdnia em mg/L (B)e pH (C) na agua da
embalagem plastica. Simbolos brancos: animais mortos (n= 15), simbolos preenchidos:
animais vivos (n= 53). Circulos, 24 h; tridngulos invertidos, 48 h; e quadrados, 72h. A linha
continua indica a regressao linear entre o parametro ambiental da agua e o comprimento dos
peixes vivos; a linha tracejada indica a regressado linear para os peixes que morreram. Os
valores do coeficiente de correlacdo de Pearson e da probabilidade estdo mostrados junto das
retas de regressédo, nas caixas de texto. As caixas de texto com linhas mais espessas indicam
os valores dos peixes vivos. O asterisco indica onde a correlagédo foi significativa.
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FIGURA 3.9: Relacdo entre os pares de parametros ambientais avaliados na &gua da
embalagem plastica. A: oxigénio dissolvido (OD, mg/L) x amdnia (NH3, mg/L); B: pH x OD; C:
pH x NH3. Simbolos brancos: animais mortos (n= 15), simbolos preenchidos: animais vivos (n=
53). Circulos, 24 h; tridngulos invertidos, 48 h; e quadrados, 72h. Os valores do coeficiente de
correlacdo de Pearson e da probabilidade de significAncia estdo mostrados nas caixas de texto
junto aos simbolos. As caixas de texto com linhas mais espessas indicam os valores dos
peixes vivos. Os asteriscos indicam as correla¢des significativas.
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FIGURA 3.10: Graficos tri-dimensionais com valores de NH3 x OD x pH da agua das
embalagens de transporte, para peixes vivos (A) (n= 53) e mortos (B) (n= 15), utilizando todos
os dados do estudo. A legenda indica o cAdigo de cores para as interpolacdes dos valores de
pH.
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FIGURA 3.11: Graficos tri-dimensionais com valores de NH3 x OD x pH da &agua das
embalagens de transporte, para peixes vivos (A) (n= 14) e mortos (B) (n= 9), apenas para 0s
dados de 24 horas dentro da embalagem plastica. A legenda indica o cédigo de cores para as
interpolacdes dos valores de pH.
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3.3.3 OSMOLALIDADE

Para os valores de osmolalidade plasmética, a variagdo geral ficou entre
187 e 354 mOsm/kg H,O. No grupo referéncia os valores foram entre 187 e
317 mOsm/kg H,0, no 24 h entre 232 e 312 mOsm/kg H,O, no 48 h entre 188
e 354 mOsm/kg H,O e no 72 h entre 187 e 295 mOsm/kg H,O. Ndo houve
diferenca significativa entre o grupo referéncia e os tempos experimentais e

nem entre os tempos experimentais entre si (Figura 11 A).

3.3.4.TEOR HIDRICO MUSCULAR

A porcentagem de hidratacdo muscular variou entre 75,43 e 83,67%. No
grupo referéncia a variacao foi entre 75,43 e 80,76%, no 24 h entre 76,91 e
81,29% , no 48 h entre 76,71 e 83,67% e no 72 h entre 76,93 e 79,87%. Assim
como ocorreu para osmolalidade, ndo houve diferenca significativa entre o
grupo referéncia e o0s tempos experimentais e nem entre 0s tempos

experimentais entre si (Figurall B).

3.3.5.GLICEMIA

Os valores de glicemia apresentaram uma variacéo geral entre 45 e 458
mg/dL. Para grupo referéncia a variagéo foi entre 45 e 90 mg/dL, no 24 h entre
31 e 458 mg/dL , no 48 h entre 32 e 250 mg/dL e no 72 h entre 35 e 103 mg/dL.
Pode-se verificar a mesma situacédo ocorrida para osmolalidade e teor hidrico
muscular: a auséncia de diferenca significativa entre o grupo referéncia e os
tempos experimentais e entre 0os tempos experimentais entre si (Figura 11 C).
Foi possivel observar, entretanto, que para a glicemia os valores de maior
variacdo no tempo de 24 h foram mais acentuados, acarretando um erro

padrdo maior do que para 0s outros parametros.



116

o
:E\] 290 ' A a
2 280F
£ a3
2 270 | % a
E a
E 260F
@© b a
S 250F
O t
E  240F
@ ;
o 230f
(] [
8 u
0 220 a
S 210F
g .
O 200 T T T T 1
80 [
< | B
bug i a
3 79 | 2 a
3 g a
n [
>
: .
(@] [
(&) [
= 78 |
© ;
e
o
(O]
— i
77 T T T T 1
250 ¢
- C a
. 200Ff T
~ i
o [
£ 10} ° a
.© i
€ 100}
g ™ a - a
© s e ¢
ol

referéncia 24 h 48 h 72 h

FIGURA 3.12: Parametros fisiologicos em Abudefduf saxatilis, no grupo referéncia (n= )e nos
grupos mantidos vivos por 24, 48 ou 72 horas nas embalagens plasticas simulando transporte.
A: Osmolalidade plasmatica (mOsm/kg H20) (Referéncia n=7; 24 h n=7; 48 h n=10; 72 h n=6),
B: teor hidrico muscular (%) (Referéncia n= 11; 24 h n= 13; 48 h n=13; 72 h n=12), C: glicemia
(mg/dL) (Referéncian=7; 24 h n=7; 48 h n=10; 72 h n= 6).
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3.3.6 ATIVIDADE ENZIMATICA

3.3.6.1 ANIDRASE CARBONICA

A atividade especifica da anidrase carbdnica branquial variou entre
15,45 e 70,76/mg proteina, e nao foi alterada pelo tempo de permanéncia nas
embalagens plasticas simulando o transporte. Os valores para 0 grupo
referéncia variaram entre 17,22 e 70,76/mg proteina, para o grupo de 24 h
entre 16,72 e 58,52/mg proteina, para o grupo de 48 h entre 15,49 e 26,19/mg
proteina e para o grupo de 72 h entre 15,45 e 28,22 /mg proteina.

3.3.6.2 ENZIMAS ANTI-OXIDANTES

As atividades enzimaticas de glutationa S-transferase (GST), catalase
(CAT) e superoxido dismutase (SOD) foram analisadas no figado dos peixes no
grupo referéncia e nos trés tempos experimentais (24, 48 e 72 horas).

Os resultados das atividades especificas das enzimas glutationa-S-
transferase (GST) e catalase (CAT) indicaram que ndo houve diferencas
significativas entre os animais do grupo referéncia e dos trés tempos
experimentais. As unidades para GST e CAT estdo expressas em (umol.min’
' mg proteina ') e para SOD em (U.mg proteina ). Os valores de GST
variaram entre no geral 140,81 e 309,31, para o grupo referéncia entre 140,81
e 261,09; para o tempo experimental de 24 h entre 186,05 e 309,31; para o
tempo experimental de 48 h entre 141,30 e 265,33; e para 0 tempo
experimental de 72 h entre 140,81 e 261,57. Os valores de CAT variaram entre
no geral 23,23 e 198,03; para o grupo referéncia entre 37,06 e 122,6; para o
tempo experimental de 24 h entre 42,18 e 198,03; para o tempo experimental
de 48 h entre 50,68 e 69,53; e para o tempo experimental de 72 h entre 23,23 e
70,38. Para a enzima super-Oxidodismutase (SOD) houve diferenca
significativa entre o grupo referéncia e 0s grupos experimentais, porém nao
houve diferenca entre os grupos em si. Apenas a SOD hepatica foi afetada pelo

tempo de permanéncia nas embalagens plasticas. Os valores de SOD variaram
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entre no geral 36,75 e 195,52; para o grupo referéncia entre 82,76 e 195,52;
para o tempo experimental de 24 h entre 36,75 e 103,92; para 0 tempo
experimental de 48 h entre 68,74 e 100,52; e para o tempo experimental de 72
h entre 49,61 e 90,48.
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Atividade da anidrase carbénica (/mg proteina)

FIGURA 3.13: Atividade especifica da anidrase carbOnica branquial (/mg proteina) em
Abudefduf saxatilis do grupo referéncia e apds 24, 48 e 72 horas de permanéncia em
embalagens plasticas, simulando transporte (Referéncia n= 8; 24 h n= 12; 48 h n=10; 72 h
n=10). N&o houve diferenca significativa entre os 4 grupos.
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FIGURA 3.14: Enzimas do sistema antioxidante no figado de Abudefduf saxatilis ap0s
diferentes tempos de transporte (24, 48 e 72 horas). As barras indicam média * erro padrdo da
média. (A) Atividade da Glutationa S-transferase (Referéncia n=5; 24 h n=10; 48 h n=8; 72 h
n=9). (B) Atividade da Catalase (Referéncia n= 5; 24 h n= 10; 48 h n=7; 72 h n=8). (C)
Atividade da Superdxido dismutase (Referéncia n= 6; 24 h n=9; 48 h n=7; 72 h n=8); “b” indica
diferencga significativa (p<0,05) com relagdo ao grupo referéncia.
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3.4 DISCUSSAO

O sargento (Abudefduf saxatilis) tem sido estudado em relacdo a 1) seu
comportamento reprodutivo (Foster 1989; Prappas 1991), 2) ecologia de
populagdes (Fishelson 1970) e, mais recentemente, 3) monitoramento
ambiental através de ensaios de colinesterases (Rodriguez-Fuentes et al.
2013), que podem ser utilizadas como biomarcadores de pesticidas
organofosforados e carbamatos, e 4) otdlitos (Herrera-Reveles et al. 2013), que
servem para indicar a presenca de metais pesados. Nao foram encontradas
pesquisas relativas a marcadores fisiologicos, de forma geral, e nem ao

estresse de transporte, de forma particular.

3.4.1 MORTALIDADE DURANTE OS EXPERIMENTOS DE TRANSPORTE

A mortalidade apresentada neste estudo foi de 20% dos sargentos
utilizados. Houve a percepcao imediata de que a mortalidade ocorreu com 0s
peixes de maior porte, e que seu peso era proporcionalmente muito maior do
gue o dos peixes pequenos. Plotando-se o0 peso em fungcdo do comprimento de
todos os peixes utilizados, fica bastante clara a mortalidade a partir de ~6-8 cm
de comprimento, e forma-se uma curva clara de crescimento. Quando retas de
regressao sao ajustadas a relacdo peso/comprimento versus comprimento,
confirma-se a mudanca no padrdo de ganho de peso destes peixes a partir
deste intervalo de comprimento de ~6-8 cm. Tem-se assim que o0 comprimento
maximo para o transporte individual de A. saxatilis, para uma relagdo volume
de agua/peso de peixe de ~100, € por seguranca de 6 cm de comprimento
total. Quando simplesmente o comprimento dos peixes € plotado em relacdo ao
resultado de morte ou sobrevivéncia, fica patente a variabilidade intra-
especifica; vé-se que na faixa entre 6-8 cm, alguns sobreviveram, enquanto
outros ndo. Além disso, é interessante a sobrevivéncia do individuo de 14,2 cm,
totalmente dentro da faixa de tamanho que apresentou mortalidade, Este tipo
de analise simples pode ser feita com qualquer espécie de interesse comercial

para aquariofilia, e ja resultaria em vantagens comerciais. Através da analise
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neste estudo, sugere-se ndo comercializar peixes “grandes”, de 7,5-11 cm, o
gue de fato é feito(Aquariums 2013; Aquatics. 2013; Corrie 2012).

Dados de mortalidade estdo entre as informacdes essenciais para o
desenvolvimento de medidas para gestdo da pesca de peixes ornamentais
marinhos (Bruckner 2005). Uma avaliacdo feita na cadeia produtiva de peixes
ornamentais marinhos nas Filipinas indicou que existe uma taxa de mortalidade
menor do que 10% entre a retirada do recife até o varejista quando os peixes
séo coletados sem o uso de cianeto (Rubec et al. 2001). Nao sédo conhecidos
casos de utilizacdo de cianeto no Brasil para a coleta de peixes ornamentais
marinhos, porém pouco se sabe a respeito de como esta coleta é de fato
realizada. Os fatores para a alta mortalidade tardia de peixes ornamentais
marinhos ainda s&o controversos (Rubec et al. 2001). A melhora nos
procedimentos de coleta, manuseio e transporte tende a diminuir a mortalidade
ao longo de toda a cadeia produtiva (Bruckner 2005). Nas Filipinas foi
verificado que a mortalidade € em torno de 30% quando 0s peixes Sao
mantidos em embalagens plasticas ou baldes por até 5 (cinco) dias entre a
coleta e o envio para os exportadores, mesmo com a troca de agua (Rubec et
al. 2001). No Brasil a cadeia produtiva costuma envolver o pescador, que
geralmente ndo dispde de um sistema adequado para manutencéo dos peixes,

e um atravessador que recebe 0s animais e 0s prepara para a venda.

3.4.2 PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DA AGUA DURANTE O
TRANSPORTE

Além do conhecimento pratico do limite de tamanho para um dado
protocolo de transporte, € essencial investigar os motivos da mortalidade ou
morbidade apresentados. No presente estudo foi avaliada a agua dos peixes
ap0s o transporte na tentativa de elucidar porque os sargentos maiores
morreram. Foi feita analise da relacdo entre as variaveis ambientais da agua do
saco de transporte e 0 comprimento dos peixes, considerando os que viveram
até o final dos experimentos de 24, 48 e 72 horas, e 0s que morreram apos 24-
48 horas. Fazendo-se a correlagdo de Pearson entre os 3 parametros na agua

e 0 comprimento dos peixes, apenas em 2 casos houve correlacao significativa,
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em ambos negativa: com aménia para 0s mortos, e com pH, para 0s vivos.
Esta analise é interessante, pois 0s maiores peixes morrem, mas quanto maior
o tamanho, menor a concentracdo de amoénia na agua, 0 que nao seria
esperado. O outro aspecto relevante desta andlise € que, entre 0S Vivos,

guanto maior o comprimento, menor o pH da agua.

Analisando dois parametros da agua de cada vez, também separando
0s peixes vivos dos mortos, verificou-se correlacdo significativa entre o pH e o
OD, e o pH e a amoénia. Queda de OD acompanha a queda de pH, e 0 aumento
da ambénia acompanha a queda de pH, para os vivos. Para 0os mortos nao
houve correlagdo significativa. Vé-se entdo que a queda de pH nos animais
Vivos esta associada ao consumo de oxigénio e producdo de amobnia, ao longo
das horas de transporte em sacos plasticos. A auséncia de significancia para
os mortos pode refletir o fato de os peixes poderem estar mortos por tempos
variados até terem sido retirados dos sacos (24 ou 48 horas) e sua agua

coletada e avaliada.

O gréfico do OD x NH3, de forma interessante, nao foi compativel com o
esperado tedrico (Figura 5 do Capitulo 2). Peixes mortos apresentaram baixa
amonia e varidvel OD na 4gua, sem caracterizar um quadro de hipdxia na dgua
da embalagem (Figura 10A). Peixes vivos foram representados no lado direito
do grafico, ou seja, com altos niveis de ambnia e também OD bastante
variavel. A literatura relata amplamente a queda de OD na agua como sendo
um dos fatores mais limitantes para o transporte de peixes (Harmon 2009). Em
paralelo, a outra preocupagdo em relacdo ao transporte € com 0 aumento da
amoénia na agua, em decorréncia do metabolismo dos peixes, agindo de forma
conjunta com demais estressores (Harmon 2009; Lim et al. 2003; Singh et al.
2004).

Decidiu-se entdo analisar o comportamento dos 3 parametros em
conjunto. A analise no grafico tridimensional (“mesh-plot”) mostrou claramente
a relevancia da queda do pH para a mortalidade dos maiores, e, associada ao
consumo de oxigénio e aumento de amonia, significando o desafio ambiental
aos peixes, mesmo permanecendo vivos. Esta analise, incluindo o pH, mostrou
gue a homeostasia foi mantida enquanto desde que o pH da agua nao caisse.

Seguindo a analise do Capitulo 2, a queda do OD com queda do pH da agua



123

representou carga alostatica para os peixes. Para os individuos mortos, a
gueda do pH é mais evidente, indicando sobrecarga alostatica (Figuras 4 e 5
do Capitulo 2).

Uma vez que na presente pesquisa nao houve relacdo entre a
mortalidade e a queda do oxigénio e a toxicidade causada pela amoénia, serdo
apresentadas abaixo algumas ideias que nortearam o raciocinio na tentativa de
compreender como a espécie reage ao confinamento decorrente da
embalagem de transporte. Um dos fatores que podem estar relacionados é que
0s peixes 6sseos apresentarem a maior tolerancia a elevados niveis de amonia
no plasma dentre os vertebrados, além de apresentarem uma maior variedade
de padrbes de sintese e excrecdo (Walsh 1997). Como nédo foi medida a ureia
na agua das embalagens e como ndo se sabe ao certo o padrdo de excrecao
gue a espécie possui, sdo indicadas pesquisas posteriores no intuito de
elucidar o papel da ambnia no transporte destes organismos.

Quanto ao oxigénio dissolvido foi observada uma condicdo de hipdxia
(OD <1,8 mg/L) apenas em 4 embalagens de peixes que morreram. Todos os
demais peixes utilizados no experimento, incluindo os outros 10 mortos, nao
apresentaram um consumo do oxigénio capaz de caracterizar uma situacao de
hipoxia. Sabe-se que dentre os vertebrados os peixes possuem 0 maior
namero de espécies tolerantes a hipéxia em funcéo das flutuacdes naturais de
oxigénio no ambiente aquatico (Richards 2011). A. saxatilis € uma espécie que
habita pocas de maré (Barreiros et al. 2004; Cunha et al. 2008; Cunha et al.
2007; Freitas et al. 2009) além de formacgdes rochosas como a que serviu de
base para os espécimes coletados. Tal caracteristica pode ter relagdo com o
fato da espécie apresentar mecanismos de resposta a queda do oxigénio, uma
vez que as condi¢cdes ambientais em pocas de maré sédo altamente variaveis.
Peixes que residem na zona intertidal sdo confrontados com o estresse da
hipoxia que ocorre de forma ciclica durante as oscilagcdes diarias de maré
(Craig et al. 2014).

Em geral os peixes respondem a hipéxia com um conjunto de
mecanismos fisioldgicos, comportamentais, bioquimicos e moleculares que
tanto servem para melhorar a absorgcédo de oxigénio a partir de sua diminui¢ao

no ambiente quanto para limitar as consequéncias potencialmente
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devastadoras da falta de oxigénio nos tecidos (Richards 2011). Por definicao
oxiconformadores sédo aqueles que mantém a taxa respiratdria constante diante
do declinio do oxigénio na agua ao passo que para 0s oxiregularores a taxa

BN

respiratéria decai em paralelo a queda da tensdo do oxigénio (Craig et al.
2014). E razoavel especular que a espécie é capaz de regular a taxa
respiratdria diante do estresse do transporte, evitando assim a queda brusca do
oxigénio dissolvido. Para machos da espécie Porichthys notatus existem
evidéncias de que diante do aparecimento de condicdes de hipOxia seria
vantajoso para o0 peixe atuar como conformador e reduzir o metabolismo
rapidamente ao invés de gastar energia para regular o consumo de oxigénio
através de meios fisiolégicos ou comportamentais (Craig et al. 2014). A
manutencdo da quantidade de oxigénio dissolvido nos tempos 48 e 72 h
mesmo com 0 aumento da amoénia pode ser decorrente ainda do Efeito Raiz
uma vez que, através dele, ocorre a melhor disponibilizacdo de O, para os
tecidos metabolicamente ativos em peixes teledsteos (Brittain 2005; Wells and

Dunphy 2009).

O terceiro parametro avaliado na agua do transporte foi o pH, que
aparentemente foi o que teve relacdo direta com a mortalidade. Ao que tudo
indica a espécie ndo possui mecanismos fisioldgicos para regular a queda de
pH e tolera uma variacdo estreita dos valores. Peixes e outros animais de
respiracdo aquatica, por causa da grande solubilidade do CO, na agua, ndo
acumulam CO; no liquido extracelular e por isso ndo possuem o0 sistema
tampdo bicarbonato como animais de respiracdo aérea (Hill et al. 2008;
Schmidt-Nielsen 1996). Com isso, pode-se esperar que a geracao de lactato
por metabolismo anaerdbico e/ou o acumulo de CO, na agua, liberado pelo
peixe, acarretem acidose metabdlica nos peixes, acidificando a &agua, e
acarretando a morte dos animais. Por seu pequeno porte nao foi possivel medir
lactato ou o pH do sangue, que teriam sido parametros extremamente
relevantes para a confirmacdo destas hipoteses. A auséncia de uma resposta
de regulagdo acido-basica nestes peixes € também observada pelos dados de
pH da agua, que ndo foram caindo progressivamente ao longo do tempo de
permanéncia na embalagem (24, 48, 72 horas), aliados a manutencdo da

atividade da anidrase carbdnica branquial observada nos individuos.
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A adicdo de CO, a 4gua através da respiracdo dos peixes acarreta a
gueda do pH da &gua, sendo que para alevinos do bacalhau Gadus morhua o
pH diminuiu acentuadamente em 1 hora de transporte simulado em sistema
fechado (Treasurer 2012). Para o peixe palhaco (Amphiprion ocellaris) também
foi observada a relacdo entre a queda do pH e a mortalidade, sendo que os
animais morriam quando o pH ficava abaixo de 6,3 (Chow et al. 1994). Para a
perca gigante (Lates calcarifer) submetida ao experimento de transporte
simulado, foi observado que a mortalidade teve maior relagdo com o aumento
do CO; na agua do que com o aumento da aménia (Paterson et al. 2003). Em
funcdo disso recomenda-se a utilizacdo de substancias com efeito tampéao
(Paterson et al. 2003; Treasurer 2012). Entretanto sdo necessarias mais
pesquisas para verificar se a utilizacdo de tampao ndo piora a condicdo da
agua do transporte por proporcionar niveis mais elevados de amoénia (Paterson
et al. 2003; Treasurer 2012). Sugere-se ainda a utilizacdo conjunta de

substancias com efeito tampéao e removedores de amonia (Chow et al. 1994).

Considerando-se os 3 parametros medidos neste trabalho (amonia,
oxigénio dissolvido e pH) é possivel inferir para esta espécie que: 1) a liberacéo
da aménia no embalagem ndo chega a ser um fator responsavel pela
mortalidade; 2) o oxigénio puro adicionado a embalagem de transporte,
procedimento comumente utilizado pelos comerciantes, consegue evitar que 0s
peixes que 0s peixes atinjam uma situacdo de hipodxia; 3) o baixo pH foi o fator
gue se mostrou mais diretamente relacionado com a mortalidade, necessitando
de pesquisas posteriores para elucidar se a queda deste parametros é
decorrente da acidose do peixe ou do aumento de CO; na agua. Além disso, é
importante ainda compreender qual € o limite tolerado para todas as espécies
gue sao transportadas através deste sistema.

3.4.3 PARAMETROS FISIOLOGICOS

De um modo geral, os parametros fisiolégicos medidos neste trabalho
(osmolalidade, teor hidrico muscular e glicemia) tiveram um comportamento
similar. Mesmo n&o havendo diferenca significativa, os valores subiram entre o

grupo referéncia e o tempo de 24 h, apresentando uma tendéncia a retornarem
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aos valores proximos de 24 h em 72 h. Porém, ndo houve diferenca
significativa entre os trés tempos experimentais avaliados. A utilizacdo de
outros parametros fisiolégicos, tais como cortisol e lactato, também pode ser
util para se ter uma visdo mais global das respostas fisiol6gicas destes peixes

ao estresse do transporte.

Os indicadores de estresse utilizados parecem sugerir que os individuos
gue toleram as primeiras 24 horas do estresse conseguem se reequilibrar
fisiologicamente e suportam bem o periodo entre 48 e 72 horas. A alta
variabilidade no tempo experimental em 24 horas reflete o estresse maior.
Portanto, para pesquisas futuras seria importante compreender o0 que ocorre

nestas primeiras horas a fim que minimizar os efeitos adversos.

A pouca variabilidade entre os valores do teor hidrico muscular reflete a
capacidade de regular a 4gua tecidual, tipica de peixes em geral, ainda mais
em situacdo de estabilidade de salinidade da &gua, mas ainda mais provavel
em teledsteos de grupo marinho relacionado a ambientes instaveis como pocas
de marés, como o caso desta familia(Freire et al. 2008). Relacionar a origem
evolutiva destes peixes que possuem interesse comercial e que sao retirados
da natureza também pode fornecer indicios das espécies que toleram melhor

fisiologicamente o transporte.

A alta variabilidade nos valores de glicemia pode ser decorrente da nao
s6 da propria variabilidade individual, mas também do fato de, na metodologia
adotada, néo ter sido feito o controle do horario de alimentagdo. Os peixes
eram coletados no ambiente e diretamente embalados ndo sendo possivel
verificar se haviam se alimentado ou ndo. Para a melhor compreensédo do
efeito da glicemia em relacdo ao estresse do transporte, sdo necessarias

pesquisas que avaliem os animais alimentados e em jejum.

Assim como mencionado no Capitulo 2, a verificagdo da glicemia em
pesquisas posteriores pode contribuir para elucidar se é melhor transportar os

peixes alimentados ou em jejum.

3.4.4 ATIVIDADES ENZIMATICAS
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3.4.4.1 ANIDRASE CARBONICA

N&o foram encontrados trabalhos que medissem a atividade da anidrase
carbbnica em peixes marinhos submetidos ao estresse do transporte. Foi
buscada entdo uma possivel relagdo para o papel desta enzima e as condi¢cdes

verificadas nos parametros da agua do transporte.

Em teledsteos a reducdo do pH no sangue diminui a capacidade de
transporte do O,, fenbmeno conhecido como Efeito Raiz (Rummer et al. 2013).
O papel do efeito Raiz ja foi bem estudado na manutencao da quantidade de
O, para a retina e a bexiga natatéria, sendo que estes tecidos ampliam a
acidose promovendo a descarga de O, através do Efeito Raiz (Brittain 2005).
Porém se o sangue do peixe se tornar muito acido, podera haver o
comprometimento da absorcdo de O, pelas branquias. Como a AC catalisa a
conversdo do HCO3 e H' em CO,, sua diminuicdo no tecido branquial é
entendida como um mecanismo para assegurar o aporte de O, durante
situacOes de estresse (Rummer et al. 2013). O papel do Efeito Raiz em outros
tecidos e em condi¢cdes de estresse dos peixes ainda nao foi devidamente
estudado. A queda da AC nos trés tempos experimentais (24, 48 e 72 h) pode
ser decorrente do Efeito Raiz, uma vez que a presenca da AC nas branquias

poderia comprometer a absor¢ao do O,

3.4.4.2 ENZIMAS DE ESTRESSE OXIDATIVO

A geracédo de EROs € positivamente correlacionada com a concentracéo
do oxigénio no ambiente onde condi¢cdes de hiperdxia podem levar ao aumento
da producdo de EROs(Felton 1995). Uma vez que estes organismos s&o
comumente transportados com a adi¢do de oxigénio a embalagem, € relevante

caracterizar a resposta fisiolégica decorrente do transporte.

A catalase é uma enzima que elimina as espécies reativas de oxigénio
(EROs) pela decomposicdo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio
(Felton 1995). O figado € um dos tecidos que mais apresenta atividade da CAT

em peixes, sendo que esta atividade pode variar em até 4 vezes para espécies
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da mesma familia, como é o caso da familia Gadidae (Aksnes and Njaa 1981).
Quando comparados com espécies de agua doce, peixes marinhos parecem

possuir até o dobro da quantidade de CAT nos tecidos (Filho et al. 1993).

Machos da espécie Porich thysnotatus enfrentam prolongada exposicao
a hipdxia na maré baixa por cuidarem dos seus ninhos em pocas e uma das
reacOes € a queda da atividade da enzima catalase nas branquias (Craig et al.
2014). A queda da enzima indica o estresse oxidativo e nos ensaios com o A.
saxatilis ndo foi observada uma condicéao de hipoxia mesmos apés 72 horas de
permanéncia na embalagem. A nao alteracdo da catalase no figado de A.
saxatilis pode estar relacionada ao fato de ndo haver uma condicdo de hipdxia
nas embalagens. Experimentos posteriores realizados sem a adicdo de
oxigénio puro a embalagem poderdo comprovar se a hipédxia reduz a atividade

desta enzima para a espécie.

Dentre as 3 enzimas de estresse oxidativo utilizadas nesta pesquisa
apenas a SOD hepatica foi afetada pelo tempo de permanéncia nas
embalagens plasticas. Segundo Fridovich (1974) citado por Aksnes e
Njaa(1981) a SOD é provavelmente a enzima mais importante para proteger
contra a toxicidade do oxigénio. A literatura ndo contém estudos sistematicos
sobre a atividade da SOD para diferentes espécies de peixes (Aksnes and Njaa
1981). O aumento da atividade da SOD em peixes pode ser causado por um
metabolismo mais elevado e um maior consumo de oxigénio (Aksnes and Njaa
1981). O fato de neste experimento a SOD diminuir significativamente entre o
grupo referéncia e as primeiras 24 horas dos peixes embalados reforca a ideia
gue estes organismos apresentam mecanismos para minimizar o consumo de
oxigénio em situacdes de estresse. A diferenca ocorrida entre o0 grupo
referéncia e 0s tempos experimentais ressalta o fato de que pesquisas
posteriores devem ser realizadas nas primeiras 24 horas de transporte para
uma melhor compreensdo dos mecanismos enzimaticos de resposta ao

estresse.

As enzimas de estresse oxidativo sdo comumente utilizadas em peixes
para medir o estresse causado por farmacos, metais pesados e outros
poluentes e ndo foram encontrados trabalhos com a utilizacdo para avaliar o

estresse do transporte. Outra contribuicdo importante que pode ser elucidada
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através da utilizacdo destas enzimas € a investigacdo do retorno dos peixes
transportados a um ambiente rico em oxigénio. Isto se da& porque
provavelmente ha reducdo do metabolismo aerdbico até certo tempo de
confinamento, e depois aumento do consumo de oxigénio e quando o peixe
chega ao seu destino ele tem que ser colocado em uma agua saturada de
oxigénio, podendo acarretar um quadro de estresse oxidativo. Um fato concreto
gue pode ter relacdo com esta situacdo é que 0s comerciantes adotam um
protocolo para aclimatacao dos peixes recém chegados no qual eles gotejam

agua do novo sistema a embalagem do peixe por periodos de até 4 horas.

3.5 CONCLUSAO

Uma vez que o transporte de POM envolve, em geral, a coleta e exportacado
dos organismos, deve-se evitar o transporte superior a 24 horas para esta
espécie. Considerando a conservacdo dos estoques naturais, cabe ressaltar

gue transportes superiores a este periodo acarretam alta mortalidade.

Considerando que estes animais sdo vendidos por faixas de tamanho,
sendo que enquanto maior o animal maior o seu valor de mercado, €
importante ressaltar que para o A. saxatilis o tamanho méximo para coleta deve
ser 6 cm. Para as demais espécies de POM, deve ser feita a curva de
crescimento para se otimizar o volume de agua que devera ser colocado na
embalagem a fim de minimizar os custos e diminuir o estresse aumentando a

chance de sobrevivéncia.

Enquanto o comércio de POM depender da retirada do ambiente natural,
deve-se privilegiar espécies com a estéria evolutiva relacionada a ambientes
instaveis tais como pocas de maré e estuarios. Desta forma € possivel garantir
um maior sucesso durante o0 processo de transporte. Deve-se buscar
aprofundar as pesquisas relativas a reproducdo de espécies oriundas de
ambientes marinhos estaveis com interesse ornamental, pois peixes
provenientes de cativeiro tendem a tolerar melhor o estresse do transporte do

gue animais retirados da natureza.
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Os parametros fisioldégicos e bioquimicos utilizados na presente
pesquisa ndo se mostraram eficazes no sentido da caracterizacdo do estresse
do transporte desta espécie. Ao passo que a avaliacdo das alteracOes da
gualidade da agua durante o transporte possibilitou uma melhor compreenséao
dos fatores que podem afetar a homeostasia dos peixes. Assim como a frase
contida no inicio do capitulo anterior, conclui-se que o entendimento da
influéncia do ambiente de transporte para os peixes € relevante para interpretar
as respostas fisioldgicas do animal, bem como minimizar os efeitos adversos. A
manutencdo dos parametros da agua, garante um transporte menos
estressante a estes organismos e sua sobrevida mesmo em transportes

longos.
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CONCLUSAO GERAL

Atualmente no Brasil a legislagdo permite que peixes ornamentais sejam
coletados e exportados sendo que 0s 6rgdos governamentais ndao fornecem
suporte técnico adequado para a gestdo da atividade. Esta situacdo coloca em
risco as populacdes selvagens e também se torna uma barreira ao
desenvolvimento econémico da atividade comercial que envolve a coleta e

comercializacdo destes organismos.

Ao longo da cadeia produtiva, os desafios fisiolégicos impostos aos
peixes sdo constantes e diversos. Em relacdo ao transporte, a informacéo
cientifica disponivel ainda ndo €& capaz de responder o que acontece
fisiologicamente com o0s peixes. S80 necessarios protocolos que sejam
capazes de reduzir o estresse, causado principalmente pela alteragdo dos
parametros da agua do transporte, a fim de aumentar a sobrevida dos animais

ao chegarem ao destino final.

Para o estabelecimento destes protocolos sdo necessarias informacdes
fisiolégicas béasicas das espécies com interesse comercial, que ainda nao
existem na literatura cientifica. Os parametros fisiolégicos e biogquimicos
utilizados no estudo de caso do peixe sargento ndo se mostraram eficazes no
sentido da caracterizacdo do estresse do seu transporte. A avaliacdo das
alteracdes da qualidade da agua durante o transporte possibilitou uma melhor
compreensao dos fatores que podem afetar a homeostasia dos peixes, levando

a carga e sobrecarga alostatica e eventual morte.

A médio e longo prazo, o aumento de pesquisas relativas ao transporte
de peixes ornamentais marinhos juntamente com 0s ajustes necesséarios a
legislacdo baseados em informacgdes cientificas contribuird para a realizacédo

comercial da atividade com menor comprometimento dos estoques naturais.
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