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RESUMO

A tildpia do Nilo é uma das mais importantes espécies utilizadas na aquicultura
mundialmente, e também no Brasil. A familia a que pertence € a dos ciclideos,
recentes re-invasores do ambiente dulcicola e por isso notoriamente eurihalinos.
Seu cultivo em tanques-rede aumenta as chances de escape para 0 ambiente.
Quando cultivada préxima a estuarios e sendo eurihalina, pode facilmente se
espalhar para bacias vizinhas. Apesar do conhecimento ja disponivel sobre a
eurihalinidade da tilapia do Nilo, protocolos de exposi¢cdo abrupta sao Uteis para se
testar os limites das espécies, no caso, diante do aumento de salinidade. A
adaptacao rapida ao excesso de sal na 4gua envolve a modulagéo da atividade de
enzimas osmorregulatorias, como a anidrase carbénica (AC) e Na',K'-ATPase
(NAK) das branquias e rins. Contribuindo para o conhecimento dos mecanismos
responsaveis pela eurihalinidade de teledsteos de agua doce, em particular dos
ciclideos, avaliou-se a manutencao da homeostasia osmética e ibnica extracelular e
hidratacéo tecidual e a atividade da AC e NAK branquial e renal diante de aumento
abrupto de salinidade. As tilapias (9-13cm) foram adquiridas de piscicultura
(Araucaria) e transportadas para o laboratorio (Curitiba). Apds aclimatacéo (5 dias),
foram colocadas em aquarios de 12 litros (20°C), (n=3). Os experimentos foram
realizados em triplicata. Os espécimes (n = 9) foram submetidos por 6, 12 ou 24
horas as salinidades de 0 (agua doce, AD, controle), 10, 20, 30, 35 e 40%.. Os
peixes foram entdo anestesiados e foi coletada amostra de sangue para as
dosagens plasméaticas (osmolalidade, sodio, potassio, cloreto e magnésio). Uma
amostra de musculo foi retirada para determinacao do contetdo de agua tecidual (%
do peso umido). Nos tecidos branquial e renal foram feitas as anélises de atividades
enzimaticas: AC pela taxa de queda de pH com o tempo, e NAK pela geracédo de
ADP sensivel a ouabaina (5mM). Estatistica: ANOVA de uma via e testes-t de
Student (salinidade e tempo). A tolerancia maxima da tilapia foi de 9 horas em 30%o,
7 horas em 35%0 e 5 horas em 40%.. A osmolalidade plasméatica em agua doce
(252+12 mOsm/kg de H,0O) aumentou para >350 mOsm/kg de H,O acima de 20%eo.
Em paralelo, o teor hidrico muscular reduziu-se de 79+0,6% em agua doce para
<76% em salinidades acima de 20%.. O sodio se manteve regulado. O cloreto (AD:
118+7 mM) teve seus picos de concentragdo observados em 35%. 6 horas (264+24
mM) e 30%o 12 horas (216+18 mM). O potassio (AD: 4+0,5 mM) aumentou a partir de
6 horas em salinidades maiores que 20%., assim como o magnésio (AD: 0,9+0,08
mM). A AC branquial reduziu sua atividade de 20+3mg de ptn em AD (6 horas) para
712mg de ptn em 30%o. A atividade da NAK renal (~9+2 nmol ADP/ug proteina.h) foi
superior a branquial (~2t1nmol ADP/ug proteina.h). A tilapia foi bastante resistente
ao aumento de salinidade, apenas com reducdo da atividade da AC branquial,
compativel com a supressdo da absor¢cdo de ions em &gua salgada. Esta
capacidade regulatoria da espécie aumenta o risco de sua dispersdo para bacias
adjacentes e isto pode ser potencializado com seu cultivo em tanques rede proximo
a estuarios. Reconhecendo os prejuizos que a dispersdo da espécie pode causar
em ambientes naturais, € interessante discutir novas formas de manejo e/ou cultivo
da espécie.

Palavras-chaves: introducdo de espécies, tilapia do Nilo, plasticidade
osmorregulatéria, atividade enzimatica
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ABSTRACT

Nile tilapia is one of the most important species of fishculture in world as in Brazil.
The specie belong to cichlids family, recent re-invaders of freshwater and thus
eurihalines. The culture of tilapia in cage-nets increases your dispersion to
environment. When is cultivated near estuaries, add your eurihalinity, it can disperse
to other neighboring basins. There is knowledges about Nile tilapia eurihalinity, but
abrupt exposure protocols are useful to test the tolerance of the specie, submitted to
salinity increase. The quickly answer to salt of the water depends of the activities of
osmoregulatory enzyme, like carbonic anhydrase and Na*,K*-ATPase (NAK) in gills
and kidney. Contributing to increase the knowledge about the mainly mechanisms for
the eurihalinity in freshwater teleosts, cichlids in particular, we tested the extracelular
osmotic and ionic homeostases maintenance and the tissue water content and gills
and kidney AC and NAK activities from abrupt salinity increase. The tilapias (9-13cm)
were acquired from fishculture (Araucaria) and carried to laboratory (Curitiba). After
acclimatation (5 days) the fishes were put in 12 liters aquaria (20°C), (n=3). The
experiments were made in triplicate. The animals (n=9) were submitted to 6, 12 or 24
hours at 0 (freswater, FW), 10, 20, 30, 35 and 40%. salinities. After this time of
exposure the fishes were anesthetized and the blood was taken for plasma assays
(osmolality, sodium, potassium, chloride and magnesium). Slices of muscle were
taken to determine water content (wet weigth %). In gills and kidney tissues were did
analyzes of enzyme activities: AC by pH decrease with time, and NAK by ADP
generation sensible to ouabain (5 mM). Statistic: one way ANOVA and Student t-test
(salinity and time). The maximal tolerance of tilapia at 30%o. was 9 hours, at 35%. was
7 hours and at 40%. was 5 hours. The plasma osmolality in freshwater (252+12
mOsm/kg de H,O) increased to >350 mOsm/kg de H,O in salinities over 20%o.
Accompanying that, the muscle water content decreased of 79+0,6% in freshwater to
<76% in salinities over 20%o.. Sodium levels kept regulated. Chloride levels (FW:
118+7 mM) were higher in 6 hours at 35%. (264+24 mM) and 12 hours at 30%o
(216£18 mM). Potassium levels (FW: 4+0,5 mM) increased after 6 hours of exposure
to salnities above 20%o, like magnesium (FW: 0,9+0,08 mM). Gills AC decreased
your activity in FW (6 hours): 20£3mg de ptn to 7+2mg de ptn at 30%.. Kidney NAK
activity (~9+2 nmol ADP/ug proteina.h) was higher than gill activity (~2+1nmol
ADP/ug proteina.h). Nile tilapia was very resistant to salinity increase, with only
decrease in gill AC activity compatible with capture ions decrease in seawater. Your
regulatory capability increases your possible dispersion to neighboring basins, and
this can be bigger with your cage-nets culture near estuaries. Recognizing the
damages of the species in natural environment should Foster more caution in the
widespread culture of the specie.

Key-words: species introduction, Nile tilapia, osmoregulatory plasticity, enzyme
activities.
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1. INTRODUCAO

1.1 AQUICULTURA - PISCICULTURA E A INTRODUCAO DE ESPECIES

No Brasil, a aquicultura em agua continental ostenta 69,7% da producao
nacional em aquicultura, o que evidencia seu predominio em sistemas de cultivo.
Neste sistema, 99,4% do cultivo € baseado na producdo de peixes. Programas de
governo estimulam a criacao de peixes de agua doce, visto que a piscicultura é uma
oportunidade de emprego e renda familiar (CALDAS, 2012). Por outro lado, a
piscicultura € a principal atividade dispersora de espécies ndo nativas em
ecossistemas continentais brasileiros (AGOSTINHO & JULIO JR., 1996; ORSI &
AGOSTINHO, 1999; BIZERRIL & PRIMO, 2001; AGOSTINHO et al.,, 2007). As
espécies cultivadas podem adentrar o ambiente natural por escapes (ARTHUR et
al., 2010), através do manejo do criador nos tanques, por esvaziamentos ou
transbordamentos dos mesmos, ou ainda por rompimento de barragens
(AGOSTINHO & JULIO JR., 1996). O Brasil pode ser considerado o pais com maior
introducéo de espécies extracontinentais, visto que 87% da producao nacional ndo é
baseada em espécies nativas (CASAL, 2006). Entre estas, as principais espécies
cultivadas séo as tilapias (~38%) e as carpas (~24%) (IBAMA, 2012).

A introducdo de espécies pode provocar alteracées no ambiente, e afetar o
equilibrio ecolégico de um ecossistema (ZAMBRANO, 2006; AGOSTINHO et al.,
2007; VITULE, 2009). Este desarranjo ecologico pode ser gerado por hibridizagéo
(que provoca a perda do patrimdnio genético original), alteracbes troficas,
parasitoses e outras doencas (TAYLOR et al., 1984), eventos que podem culminar
em extin¢des e perda da biodiversidade (FULLER et al., 1999). Por isso a introducéo
de espécies € considerada a principal ameaca para a conservacdo de peixes de
agua doce (COLLARES-PEREIRA & COWX, 2004). Ainda assim, alguns fatores,
como a globalizacdo, fazem com que o niumero de espécies introduzidas em carater
mundial mantenha-se em continua expansédo (McNEELY, 2001; AGOSTINHO et al.,
2007). A introducao de espécies é feita de forma intencional ou ndo (VITULE, 2009),

com falta de estudos rigorosos sobre seu impacto, principalmente nos paises em



desenvolvimento (PULLIN & LOWE-McCONNELL, 1982; CASAL, 2006; ARTHUR et
al., 2010). A entrada de espécies ndo nativas se da principalmente pela propaganda
que se faz de que utilizar apenas espécies nativas seria ineficiente para suprir a
necessidade de demandas de producédo, sendo assim mais rentavel usar espécies
que possuem suas caracteristicas de cultivo (por exemplo, rapido crescimento)
conhecidas (McNEELY, 2001). O lucro econémico imediato é o fator que mais
chama atencéo dos produtores de espécies ndo nativas. Este, contudo, por muitas
vezes € apenas tedrico e perverso (VITULE, 2009; VITULE et al., 2009). Isso
porque a utilizagdo de espécies introduzidas pode resultar em pressdo ambientalista,
saturacdo das espécies introduzidas e a longo prazo, prejuizos econdmicos
(AGOSTINHO & JULIO JR., 1996), ja que como exemplo, o produtor pode precisar
aplicar mais recursos para o controle de novas doencas e patdogenos possivelmente
disseminados pela espécie introduzida (McNEELY, 2001).

Mesmo com estes aspectos ecologicos da introducdo de espécies, o Codigo
Florestal Brasileiro, com suas novas propostas, tem sugerido explicitamente o
favorecimento da introducéo de peixes ndo nativos (MAGALHAES et al., 2011). A
Comissao de Agricultura, Pecuaria, Abastecimento e Desenvolvimento aprovou o
Projeto de Lei 5989/09 do deputado Nelson Meurer (PP-PR) que “naturaliza”
espécies ndo-nativas, como Oreochromis niloticus, (tilapia do Nilo) para a criacdo em
tanques-rede (FIGURA 01) (LIMA JR et al, 2012). A grande quantidade de
reservatorios publicos (FIGUEIREDO JR & VALENTE JR, 2008) e a disponibilidade
de aguas represadas, que preenche em area o que o mercado exige (MALLASEN et
al., 2008), sdo um dos atrativos para a utilizagcdo deste sistema de cultivo no Brasil.
A viabilidade econdbmica e baixas oscilacbes de precos e juros do mercado s&o
outros fatores que fazem este sistema de criacdo potencialmente se tornar o mais
importante (DA SILVA, 2012). A Agéncia Nacional das Aguas apoia o0
desenvolvimento da piscicultura baseada no sistema de tanques-rede, devido a sua
rentabilidade (ANA, 2005). O baixo investimento inicial deste sistema, se
comparados aos sistemas de tanques escavados, é a principal via para a
lucratividade do piscicultor (FURLANETTO et al., 2006).

Para os que defendem a utilizacdo deste sistema de criacdo, além da
vantagem econdmica, o0 sistema de tanques-rede apresenta pequena variacdo de
parametros abibticos durante a criagcdo, facilidade para retirada dos peixes, bem
como menor manuseio dos peixes (FURLANETTO et al.,, 2006). Em oposi¢do a



FURLANETTO et al. (2006), ZIMMERMANN & FITZSIMMONS (2004) apud
AYROZA (2009) observam que no cultivo de tanques-rede ha uma grande
intervencao por parte do criador. Neste sistema, a despesca ocorre na margem ou
no corpo da agua do ambiente natural, utilizando puca ou levantando o tanque-rede,
respectivamente. Ainda, mesmo com o monitoramento adequado das estruturas de
sustentacdo e das malhas, € comum encontrar peixes de outras espécies nos
tanques de cultivo (GOVERNO DE MINAS, 2007), sugerindo que o0s peixes
cultivados também podem escapar para o ambiente natural. No sistema de tanques-
rede, também se observa a degradacdo do sistema natural nas areas de imediacdes
do cultivo. O tratamento contra parasitas se faz a partir do langamento do produto
diretamente na agua. A quantidade de racdo administrada e os produtos metabdlitos
das espécies cultivadas aumentam a carga de matéria organica e particulada para o
ambiente natural (FERREIRA et al., 2005).

Mesmo com o risco de mudanca da qualidade da 4gua e de dispersédo das
espécies cultivadas, o aumento da demanda na producéo de peixes faz com que o
sistema de tanques-rede seja cada vez mais recomendado e utilizado (SABBAG et
al., 2007; ZIMMERMANN & FITZSIMMONS, 2004 apud AYROZA, 2009). Muitos
programas de governo apoiam e/ou aprovam este sistema de cultivo, elaborando
manuais que integram dicas e regras para a criagdo com reforco a ideia de
rentabilidade da atividade comercial, a exemplo da CODEVASF (Companhia de
Desenvolvimento dos Vales de S&o Francisco e da Parnaiba), EMATER (Empresa
de Assisténcia Técnica e Extencao Rural), SEBRAE (Servico Brasileiro de Apoio as
Micro e Pequenas Empresas) e SOBER (Sociedade Brasileira de Economia,

Administracéo e Sociologia Rural).

1.2 TILAPIA DO NILO

A tilapia da espécie Tilapia rendalli foi introduzida a partir de 1952 para
aumentar estoques em tanques de criacdo (FROESE & PAULY, 2007), em acudes
do Nordeste. Devido ao baixo crescimento, esta espécie foi gradativamente
substituida pela tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus. Nesta regido, em 1971, foi

implantado oficialmente um programa para repovoamento de reservatorios utilizando



alevinos da tilapia do Nilo, através do DNOCS - Departamento Nacional de Obras
Contra as Secas (FIGUEIREDO JR & VALENTE JR, 2008). A tilapia do Nilo
(FIGURA 01) O. niloticus (Perciformes: Cichlidae) Linnaeus (1758) é nativa das
drenagens africanas, principalmente do rio Nilo e regifes costeiras de Israel
(FULLER et al., 1999; FROESE & PAULY, 2007). Quando jovem € zooplanctivora, e
onivora quando adulta, alimentando-se principalmente de fitoplancton e algas
benténicas (CARDOSO, 2009). Pode alcancar até 4,5 kg de peso total e 60 cm de
comprimento (FAO, 2006).

FIGURA 01 - Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Fonte: Modificado de HEIN & BRIANESE (2004).

A tilapia do Nilo € uma espécie dulcicola eurihalina (VILLEGAS, 1990;
NUGON JR, 2003) - ou seja, com grande tolerancia a aumentos de salinidade da
agua (JOBLING, 1995; EVANS et al., 2005; PRODOCIMO et al., 2007; FREIRE et
al., 2008). Assim, embora dulcicola, pode ser naturalmente encontrada em
ambientes com amplas variacdes de salinidade (regides de estuarios) (SCHOFIELD
et al., 2010). A ordem a qual pertence, Perciformes, tem origem marinha. A familia
Cichlidae tem ocupac¢éo secundaria de aguas continentais, 4gua doce. Por isso seus
representantes sao, com frequéncia, extremamente eurihalinos, considerados
invasores recentes de agua doce (CHAKRABARTY, 2004; NELSON, 2006; FREIRE
et al. 2008). Esta historia evolutiva certamente tem influéncia sobre a tolerancia das
tilapias a salinidade (VILLEGAS, 1990; NUGON JR, 2003). Alguns estudos

observam que em transferéncias graduais, 50% dos espécimes de O. niloticus



toleram aguas hipersalinas, de 46%. (LEMARIE et al., 2004). Enquanto isso, em
transferéncias diretas, o tempo médio de sobrevivéncia na 4gua do mar € de 4 horas
(GUNER et al., 2005). Ainda assim, dentre distintas espécies de tilapias
(O.mossambicus, O.spirulus e O. aureus), a tilapia do Nilo € a menos eurihalina (AL-
AMOUDI, 1987), apresentando um desequilibrio de seu balan¢o hidromineral em
salinidades superiores a 18%. (WATANABE et al.,, 1985; AL-AMOUDI, 1987,
VILLEGAS, 1990), com aumento de 27% das concentracdes de Na* e K" em relagcdo
as concentracdes dos ions em agua doce (KARSI & YAVUZCAN YLDIZ, 2005).

Além da eurihalinidade, a tildpia do Nilo tolera ampla variacdo de outros
pardmetros abibticos, como temperatura, amoénia e oxigénio dissolvido (KOLAR &
LODGE, 2002). Também apresenta elevada taxa reprodutiva. Estas caracteristicas,
combinadas com seu hébito alimentar generalista (ATTAYDE et al., 2007) junto ao
comportamento agressivo e territorialista, que em conjunto pode alterar
drasticamente a biota nativa do local (BARRETO et al., 2011), favorece sua
competicdo por recursos do ambiente, explicando em parte seu potencial invasor e
seu amplo uso em cultivo no mundo inteiro (KOLAR & LODGE, 2002). A espécie
apresenta outras caracteristicas que chamam a atencdo do produtor, como
excelentes taxas de crescimento, baixa susceptibilidade a doengas (PULLIN &
LOWE-McCONNELL, 1982; SANTOS et al.,, 2007), ciclo de engorda curto (~6
meses), desova anual, adaptacdo em diferentes sistemas de cultivo, além de
qgualidades organolépticas, como cor, sabor, textura e baixa caloria, que chamam a
atencao de consumidores (MEURER et al., 2002; FIGUEIREDO JR & VALENTE JR,
2008). A maior restricdo a seu cultivo é a reproducéo precoce, a partir dos quatro
meses de idade, que pode causar superpovoamento nos tanques. Porém este
empecilho pode ser resolvido pela utilizacdo de alevinos machos revertidos
(SEBRAE, 2008).

A tilapia do Nilo ocupa o sexto lugar (TABELA 01) das 10 espécies de animais
aquaticos mais introduzidos do mundo (GARCIA-BERTHOU et al., 2005) Porém a
espécie pode ocupar o quarto lugar se observadas as porcentagens de
estabelecimento no ambiente natural, bem como seus efeitos ecolégicos ho mesmo.
E considerada mundialmente uma das mais importantes para a piscicultura (FULLER
et al.,, 1999; FROESE & PAULY, 2007), tendo sua posi¢cdo de espécies cultivadas
precedida apenas por Cyprinus carpio, a carpa comum (ZIMMERMANN &
FITZSIMMONS, 2004 aput AYROZA, 2009). Tornou-se a principal espécie de peixe



cultivada no Brasil (FAO, 2006). Entre 1996 a 2005, a producgéo da tilapia do Nilo
cresceu 23% ao ano, sendo a exportagcdo para paises americanos o principal motivo
para este crescimento. Em 2005, o cultivo das tilapias se intensificou principalmente
na regido Nordeste e Sul, que representaram 37,8% e 31,8% da producédo nacional
de tilapias, respectivamente (SEBRAE, 2008), e duplicaram a producado de cerca de
35 mil toneladas do ano de 2001 (SABBAG et al., 2007). A importancia da espécie
para a piscicultura fez com que se criasse um termo que designa sua criacdo: a
“tilapicultura” (FIGUEIREDO JR & VALENTE JR, 2008).

TABELA 01 - Lista das 10 espécies de animais aquéaticos mais introduzidos no mundo, e suas
porcentagens de estabelecimento nos locais onde foram introduzidas, e efeitos ecologicos. Em
destaque a tilapia do Nilo. Modificado de GARCIA-BETHOU et al. (2005).

Numero de % de % de efeitos
Introducbes estabelecimento  ecoldgicos
no ambiente causados
natural
Oreochromis 172 85,9 81
mossambicus
Cyprinus carpio 124 82,0 86
Oncorhynchus 99 53,8 88
mykiss
Ctenopharyngodon 91 11,3 60
idella
Hypophthalmichtys 79 26,8 75
molitrix
Oreochromis 78 70,2 75
niloticus
Gambusia spp. 67 96,8 50
Micropterus 64 72,9 86
salmoides
Arischthys nobilis 55 19,6 80
Carassius auratus 54 92,3 75
Lepomis gibbosus 25 91,3 71
Procambrus clarkii 24 88,9 86

A tilapia do Nilo se sobressai entre as espécies de peixes na bacia do Parana
(AGOSTINHO & JULIO JR., 1996). Também é destacada em inimeros trabalhos que
mencionam os efeitos da introducdo de espécies nos ambientes naturais, incluindo
efeitos ecoldgicos de sua introducéo no Brasil, gerando desequilibrios ecoldgicos e
impactos ambientais (e.g. OGUTU-OHWAYO, 1990; FULLER et al., 1999; BIZERRIL
& PRIMO, 2001; MAGALHAES et al., 2005; AGOSTINHO et al., 2007; VITULE,

2008). A introducdo desta espécie pode resultar em diminuicdo ou extingdo de



espécies nativas por sobreposi¢cfes troficas e competicdo por locais de desova,
destruicdo de habitat, mudanca de qualidade de agua e hibridizagdo com outras
espécies do mesmo género (WEYL, 2008). Seu habito alimentar pode intensificar a
eutrofizacdo de reservatorios, a partir da cascata tréfica e aumento do aporte interno
de nutrientes (CARDOSO, 2009). Em um acude de Gargalheiras (RN), a tilpia do
Nilo diminuiu a biomassa de zooplancton e aumentou a turbidez da agua pelo seu
habito de revolver o fundo lodoso (ATTAYDE et al., 2007). Modelos matematicos
aplicados a predicdo de invasao por espécies introduzidas, utilizando métodos como
a georeferéncia, antecipam que O. niloticus, por ter uma distribuicdo concentrada
nos trépicos e areas costeiras, pode seriamente afetar a fauna de espécies nativas
em regifes como a bacia Amazénica (ZAMBRANO, 2006).

No Estado do Parana a producao de tilapias preencheu 80% da producao de
peixes de 2004 (HEIN & BRIANESE, 2004). O Estado do Paranéa foi pioneiro na
organizacdo do cultivo de tilapias, tornando-se o maior produtor da espécie até o
ano de 2003, com 17,3% da producdo nacional, perdendo apenas para o Ceara
(26,1%) (FIGUEIREDO JR & VALENTE JR, 2008). Embora ainda ocupe o segundo
lugar, a criacdo de tilapias responde por 70% da producdo paranaense de peixes
(IGARASHI, 2011). O Parané foi o primeiro Estado a produzir alevinos de tilpia do
Nilo, sendo até hoje o principal fornecedor (SUSSEL, 2010). A empresa paranaense
“Aquabel” produz 2.000.000 alevinos por més, e pode duplicar sua producao
(IGARASHI, 2011). Além disso, o Estado foi pioneiro na importacdo de material
genético de linhagens Gift, Tailandesa e Supreme, para aumentar as taxas de
crescimento nos cultivos (SUSSEL, 2010).

Muitos programas de governo beneficiam a producao intensiva em tanques-
rede da tilapia do Nilo. Um projeto do Sebrae, no Espirito Santo, gerou a montagem
de 156 tanques-rede, com mais de 70 mil tilapias (SEBRAE, 2012). Em Minas
Gerais, a Emater vai distribuir, até o fim do semestre deste ano, 37 conjuntos de
tanques-rede, estimando uma producdo de 210 toneladas de tildpia (EMATER,
2012). A implantacdo do Complexo Industrial de Piscicultura no Estado do Acre
estipula o aumento de 400% na producdo de tilapias, pela construcdo de 700
tanques em varios municipios (TEIXEIRA, 2011). Na regido oeste do Estado do
Paranda, uma area de 24000 km? (oito tanques, aproximadamente) produziu em 2004
cerca de 15 toneladas de tilapias (ANDRADE et al., 2005). A Estancia Alvorada,



também no Parand, é instalada na represa Capivara e mantém 750 tanques-rede
com producdo média de 850 toneladas de tilapias por ano (IGARASHI, 2011).

A producdo em pisciculturas, aliada a eurihalinidade das tilapias, faz com que
cresca a tendéncia de cultiva-las dentro de tanques-rede também em &aguas
salobras (KARSI & YAVUZCAN YLDIZ, 2005; RENGMARK et al., 2007). No Brasil, a
producdo de tilapias em estuarios com produgdo préxima ao cultivo em agua doce
vem avancando desde pesquisas iniciais de 2001 (KUBITZA, 2005). No municipio de
Cairu (BA) o projeto Cadeia Produtiva da Aquicultura, executado pelo Programa de
Desenvolvimento Integrado e Sustentavel do Baixo Sul (DIS Baixo Sul) em parceria
com o Instituto para o Desenvolvimento Sustentavel do Baixo Sul (Ides) e Sebrae,
dez tanques-rede sdo montados em aguas estuarinas, com a producdo de 4,4 mil
tilapias (PERFEITO, 2007). Cultivos de tilapias em aguas estuarinas podem
potencializar sua dispersdo para outras regides geograficas, a partir do
estabelecimento em outras bacias hidrogréaficas, usando regibes estuarinas como
“pontes” (GUNER et al., 2005; RAHEL, 2007; VITULE 2008; MATEO et al., 2011).
Estuarios séo regides de agua salobra (0,6 - 29%.) (CONAMA, 2005), que funcionam
como um filtro biolégico para a dispersédo de organismos (PIECHNICK, 2006). Sédo
sistemas dinamicos que possuem amplas variacdes de seus parametros ambientais
em um curto espaco de tempo sendo dependentes de padrdes sazonais e climaticos
(MARONE et al., 2005). Diferenciam-se de 4guas oceanicas ou costeiras, pois as
trocas ou misturas dos corpos d’agua sao potencializadas por acdes da maré, do

fluxo fluvial, do vento, da radiacdo e das ondas (MARONE et al., no prelo).

1.3 OSMORREGULACAO EM PEIXES OSSEOS TELEOSTEOS

Os peixes teledsteos (peixes 6sseos com cauda homocerca, escamas
cicloides e bexiga natatéria) (NELSON, 2006) mantém sua concentragdo osmotica
em torno de 1/4 a 1/3 da concentracdo da agua do mar (EVANS, 1993; JOBLING,
1995; EVANS et al., 1999, 2005; PRODOCIMO & FREIRE, 2001), sendo as
dulcicolas hiperosmdéticas em relacdo ao meio, apresentando osmolalidade
plasmatica de 230-330 mOsm/kg H,O (EVANS, 1993; JOBLING, 1995; EVANS et
al., 1999, 2005; PRODOCIMO & FREIRE, 2001; FREIRE et al., 2008). Nos
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teledsteos dulcicolas, dependendo do seu grau de tolerdncia a salinidade,
transferéncias para aguas mais salinas em geral provocam aumentos na
osmolalidade plasmatica, e em consequéncia, perda de agua celular/tecidual, se a
capacidade de regular volume celular for ultrapassada. Estes efeitos indicam
estresse osmotico (FREIRE et al., 2008). A osmorregulacdo € responsavel pela
manutencdo da homeostasia osmoética e ibnica do meio extracelular. Animais
aguaticos que investem energia para manter este gradiente, com atuacao
principalmente do epitélio branquial, sdo conhecidos como osmorreguladores e
executam a Regulagdo Anisosmdética Extracelular (RAE), termo proposto por Florkin,
1962 (EVANS et al., 2005; FREIRE et al., 2008). Esta capacidade regulatéria pode
se relacionar com o tempo de evolucdo da espécie em determinado habitat e
migracOes de seus ancestrais entre os ambientes de agua doce e do mar (FREIRE
et al.,, 2008). Espécies de agua doce que tolerem entradas e permanéncia em
estuarios sdo consideradas eurihalinas. Para uma espécie de 4gua doce conseguir
tolerar aumentos de salinidade no seu ambiente, é requisito fundamental ter a
capacidade de interromper a absorcdo de sal que realiza em agua doce, e/ou
possivelmente secretar sais através de seus epitélios de transporte de sal, além de
assegurar a manutencéo da hidratacdo dos tecidos corporais (WOOD & PART 1997,
SAKAMOTO et al., 2001; FREIRE et al., 2008).

As branquias de teledsteos sdo 6rgaos que desempenham um papel chave
na manutencdo da homeostasia do meio interno (EVANS et al., 2005), através da
captacdo de ions em teledsteos de agua doce (FIGURA 04) e secrecao de ions do
fluido corporeo em teledsteos de aguas salgadas (FIGURA 05) (FOSKETT &
SCHEFFEY, 1982; HIROI et al.,, 1999; EVANS et al., 2005). Apresentando uma
grande superficie de contato com o0 meio externo, as branquias se tornam sensiveis
a alteracdes ambientais fisicas ou quimicas (FLORES-LOPES & THOMAZ, 2011). O
epitélio respiratério branquial € composto por células pavimentosas (>90%) (EVANS
et al., 2005) e células de cloreto (<10%) (EVANS et al., 2005). As células de cloreto
apresentam numerosas mitocondrias e extenso sistema tubular (HIROI et al., 1999;
GUNER et al., 2005) e se localizam principalmente em regides interlamelares
(GUNER et al., 2005; EVANS et al., 2005), esparsas ao longo do filamento e nas
bases das lamelas (GUNER et al., 2005). Em peixes dulcicolas, sdo os principais
sitios para o transporte transepitelial de ions (HWANG, 2009), sobretudo de Ca*" e
CI' (PERRY, 1997).
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Diante de exposi¢fes a agua do mar, observa-se aumento da area e nimero
de células de cloreto em T. melanotheron (OUATTARA et al., 2009), enquanto em O.
mossambicus reduz-se o namero, mas aumenta o tamanho das células de cloreto
(VAN DER HEIDJEN, 1997). Em algumas espécies de peixes dulcicolas estudadas
como Poecilia reticulata (PISAM et al., 1987), Danio rerio, Oncorhynchus mykiss
(HWANG et al., 2011) e O. mossambicus (HWANG, 2009) foram identificados
diferentes subtipos de células de cloreto, com densidades e tamanhos relacionados
com os transportadores expressos em sua membrana plasméatica e com a captacéo
e/ou secrecdo de fons - Na*, CI, H" e Ca®" (PISAM et al., 1987; TANG et al., 2008;
HWANG, 2009; WANG et al.,, 2009; HWANG et al.,, 2011). Aparentemente, a
habilidade de O. mossambicus em tolerar amplas variagdes de salinidade relaciona-
se com a resposta destes subtipos celulares (UCHIDA et al., 2000).

A resposta mais frequente diante de transferéncia para agua do mar, apés
alguns dias ou semanas de aclimatacdo, € o aumento do nuamero de células de
cloreto (EVANS, 1993; JOBLING, 1995; McCORMICK, 1995; UCHIDA et al., 1996;
ZADUNAISKY, 1996; MARSHALL et al., 2002a,b; 2005; MARSHALL, 2003; GUNER
et al.,, 2005; SHIVKAMAT & ROY, 2005; HORNG et al., 2009). Esta proliferacao
celular é controlada pelos horménios cortisol, do crescimento (AYSON et. al., 1993;
EVANS, 1993; JOBLING, 1995; McCORMICK, 1995; UCHIDA et al.,, 1996;
ZADUNAISKY, 1996; MARSHALL et al.,, 2002a,b; 2005; MARSHALL, 2003) e
prolactina, que também controlam a mudanca morfoldégica de seus subtipos
celulares (AYSON et al., 1993; PISAM et al., 1993).

As células de cloreto possuem também um papel integral na regulacao acido-
base. Nas branquias de teledsteos de agua doce, a anidrase carbdnica (AC), junto
com as bombas Na*,K*-ATPase (NAK) e H*-ATPase - encontrada preferencialmente
em peixes dulcicolas (EVANS et al., 2005) - atuam neste balanco acido-base, além
de atuar na regulacdo ibnica através da captacdo de sal (EVANS et al., 2005;
SHIVKAMAT & ROY, 2005; HORNG et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010) A
anidrase carbonica (AC) gera os contra-ions para o funcionamento de trocadores
gue captam o cloreto (trocado por bicarbonato) de sodio (trocado por protons) e a
bomba NAK faz a absorcéo de sodio através da membrana basolateral (eg.: EVANS
et al., 2005). Devido as minimas concentracdes de sais em agua doce, a H'-ATPase
apical gera um gradiente elétrico que favorece a entrada de sédio por canais de
sédio (FENWICK et al., 1999; CHANG & HWANG, 2004; McCORMICK et al., 2009).
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Em O. mossambicus, a co-localizacdo (FIGURA 06) da AC, da NAK e da H'-ATPase
€ observada apenas nas células pavimentosas (EVANS et al., 2005), faltando
evidéncias para esta co-localizacdo nas células de cloreto (CHANG & HWANG,
2004). Nesta mesma espécie, esta localizacdo conjunta tem como papel principal a
captacdo de cloreto. A expressao das trés proteinas chega a ser o dobro em agua
com niveis de 0,002 a 0,012 mM de cloreto, quando comparadas a aguas com niveis
altos do ion, de 7,3 mM, por exemplo (CHANG & HWANG, 2004).

plasma Na”

FIGURA 02 - Modelo para a participacdo de transportadores na a captacdo de NaCl em células de
cloreto (MR) de peixes dulcicolas. A reagdo enzimatica da AC (em azul), no interior da célula, tem
como produtos os ions H® e o bicarbonato (HCO’;). Ambos servem como substrato para 0s
trocadores apicais HCO5/CI" (em amarelo) e Na'/H" (em marrom), nas células de cloreto e
pavimentosas (P), funcionarem e captarem os ions Cl e Na’, respectivamente. O hidrogénio gera,
pelo funcionamento da H* ATPase (em vermelho) apical, um gradiente favoravel a entrada de Na',
através de canais idnicos (em verde). A bomba NAK (em roxo) basolateral transporta o Na* captado
para 0 sangue do organismo, além de promover a entrada do K*, que sai em seguida por canais
basolaterais, contribuindo para a negatividade do lado intracelular. Modificado de MARSHALL (2002).
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FIGURA 03 - Modelo para a participagdo de transportadores encontrados nas células de cloreto (MR)
para a secrecdo de NaCl em peixes marinhos. A bomba NAK basolateral (em roxo) gera o gradiente
necessario para internalizacéo de sodio por trocadores. Em seguida, a secrecdo de CI é feita por
canais idnicos e o Na* (em verde) é transportado por via paracelular por causa da positividade serosa

(porcao basal da célula) criada pela recirculagcdo de K* basolateral. (AC - célula acessoria; P - célula
pavimentosa). Modificado de MARSHALL (2002).
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transportador
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FIGURA 04 - Modelo proposto para colocalizagdo da enzima AC e da bomba NAK em células
branquiais pavimentosas de O. mossambicus, evidenciando o papel comum para captacdo de NacCl.
A bomba H*-ATPase, encontrada preferencialmente em peixes dulcicolas gera gradientes favoraveis

a captacdo de Na'. Ainda ndo ha evidéncia desta colocalizacdo em células de cloreto. Modificado de
CHANG & HWANG (2004).
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Em alguns estudos com peixes eurihalinos, como Fundulus heteroclitus, a
diferenciacdo das células de cloreto acompanha uma redistribuicdo e insercdo de
transportadores nas células de cloreto, dependente da salinidade a que o peixe é
submetido. Em agua doce, 90% dos canais i6nicos de cloreto (CFTR) sdo difusos,
expressos dentro de vesiculas espalhadas pelo citosol. Apés 48 horas de
transferéncia da 4gua doce para agua do mar, 76,3% das células de cloreto
apresentam sinal imunoflorescente de CTFR apical. Em transferéncias da agua doce
para a do mar, had uma redistribuicdo do NKCC para regides basais da membrana -
padrdo observado nas células de cloreto de teledsteos marinhos, para internalizacédo
de NaCl e sequente secrecdo (MARSHALL et al., 2002a).

Em peixes de agua doce, para compensar a perda de sais também ha
reabsorcédo tubular do sal filtrado nos rins (EVANS, 1993; JOBLING, 1995; EVANS
et al., 2005; HWANG & LEE, 2007). A formacao de urina hipotbnica, ou seja, mais
diluida do que o plasma, a partir de uma réapida filtracdo glomerular e um alto fluxo
urinario e 0s sais provenientes da alimentacdo auxiliam na manutencdo da
osmolalidade do meio interno (MARSHALL & GROSELL, 2006). Em teledsteos
marinhos os rins produzem pequeno volume de urina isosmética ao plasma (EVANS
et al., 2005; MARSHALL & GROSELL, 2006). Existem modelos do funcionamento de
rins em teledsteos marinhos (FIGURA 07). A anidrase carbbnica gera como produtos
jons H*, que serdo secretados pela bomba H*-ATPase para o limen, gerando a
acidificacdo luminal. O Na’, internalizado pelo trocador Na*/H*, é reabsorvido para o
plasma pelo funcionamento da Na',K'-ATPase (NAK) basolateral e do
cotransportador apical NKCC (Na'/K*/2CI"N(MARSHALL & GROSELL, 2006). Este
modelo, embora ndo seja de um peixe dulcicola, pode auxiliar no entendimento de

reabsorc¢éo de sal pelos rins.
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FIGURA 05 - Modelo para a participacdo de transportadores na acidificacdo da urina e reabsorgéo
tubular de NaCl em células do tabulo proximal (TP) renal (tele6steos marinhos). A reac¢do enzimatica
da AC (em azul), no interior da célula, tem como produtos os ions H* e o bicarbonato (HCO;). Ambos
servem como substrato para os trocadores apicais HCO5/Cl e Na'/H'. A bomba H'-ATPase apical
(em vermelho) promove a extrusdo de protons, que é acompanhada, em consequéncia, pelo efluxo
de 4gua. A bomba NAK (em roxo) basolateral transporta o Na* para o sangue do organismo, além de

promover a entrada do K', que sai em seguida por canais basolaterais, contribuindo para
negatividade do lado intracelular. Modificado de MARSHALL & GROSELL (2006).

1.3.1 Anidrase carbbnica

A metaloenzima anidrase carbdnica (AC) é responsavel pela catalise da
reacdo reversivel de hidratacdo de COj CO,+H0«+ H,CO3 &« H'+ HCO3~
(GILMOUR & PERRY, 2009). Nas branquias, os ions gerados a partir do
metabolismo sdo entdo trocados na membrana apical do epitélio branquial,
respectivamente, por Na* e CI', gerando a absorc¢éo do sal (revisdo em EVANS et
al., 2005). Purificadas de bréanquias de Platichthys flesus, a AC localiza-se
principalmente em regides interlamelares e representa uma enzima solavel com
peso molecular de aproximadamente 30 kD (SENDER et al., 1999). O tratamento
com acetazolamida, inibidor da anidrase carbonica, promoveu uma diminui¢cdo da
captacdo de cloreto em branquias de Carassius auratus (MAETZ & ROMEU,
1964), resultado similar ao encontrado em O. mossambicus (CHANG & HWANG,

2004). Mas existem resultados dubios para avaliar a relacdo de sua atividade com

a
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a salinidade (SENDER et al., 1999). Nos rins, sua atividade relaciona-se com a
manutencdo do equilibrio &cido-base, auxiliando na ativa reabsor¢@o ou excrecao
do bicarbonato (HENRY, 1988; PERRY et al., 2003).

1.3.2 Na',K*-ATPase

A bomba Na*,K*-ATPase (NAK) cria gradientes eletroquimicos ao bombear
sédio para fora das células e potassio para dentro (LEE et al.,, 2003), sendo
responsavel pela manutencao das concentracdes de sddio e potassio intracelulares.
Os gradientes, especialmente de sdodio, energizam varios outros transportadores,
como cotranspotadores Na‘/aminoacidos e Na'/glicose (HWANG & LEE, 2007;
EVANS, 2010). A NAK tem assim papel crucial na entrada de nutrientes (como
aminoacidos e glicose) nas células; na regulacdo de volume celular e na
manutencdo do potencial de membrana (ENCARNACION LOZANO & ZALDIVAR-
RIVERON, 2009). Esta proteina transmembrana, em mamiferos, ¢ formada por um
complexo protéico (ap), de aproximadamente 160 kDa, sendo a a subunidade
catalitica (WANG et al., 2009; HWANG et al., 2011), altamente conservada - desde
organismos procarioticos (ENCARNACION LOZANO & ZALDIVAR-RIVERON,
2009). A ouabaina é um potente inibidor desta bomba (LEE et al., 2003). Alguns
teledsteos apresentam mais isoformas destas subunidades, quando comparados
aos mamiferos (HWANG et al.,, 2011). A expressdo de isoformas destas
subunidades estdo relacionadas a afinidade aos ions transportados, e parecem
possuir uma correlacdo com a quantidade de sal no ambiente, influenciando na
adaptacao a salinidade de espécies de peixes dulcicolas ou anadrémicas (HWANG
et al., 1998; McCORMICK et al., 2009; HWANG et al., 2011).

A guantidade de NAK esta relacionada com a area das células de cloreto
branquiais (ALLEN et al., 2009). Imunoensaios identificaram a localizacdo de NAK
na base dos filamentos branquiais de T. melanotheron, quando em agua doce; e a
expansdo de imunofluorescéncias para NAK nas lamelas quando em agua do mar
ou agua hipersalina (OUATTARA et al., 2009). Estas modificacdes podem ser efeitos
da mudanca nas células de cloreto, dentro de dias (KAMMERER et al., 2010) e/ou
da atividade especifica da NAK (BOILY et al., 2007). Em O. mossambicus,
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Tetraodon nigroviridis e Acipenser medirostris, ensaios imunohistoquimicos
evidenciam sua localizacdo em tubulos convolutos distais, proximais e coletores dos
rins (LIN et al., 2004; ALLEN et al., 2009) e na regiao interlamelar e dos filamentos
branquiais, principalmente em células de cloreto (LEE et al., 2003; LIN et al., 2004;
ALLEN et al., 2009). Normalmente, a bomba NAK nas branquias € suficiente para
energizar o transporte de sal, tanto a secrecdo de sal em 4gua do mar, quando a
absorcdo de sal a partir de agua salobra (EVANS et al., 2005; MARSHALL &
GROSELL, 2006).

A ativacdo desta bomba se faz crucial para a aclimatagdo do organismo a
mudancas de salinidades (HWANG & LEE, 2007), sendo sua atividade mediada por
horménios (McCORMICK, 1995). Ainda assim, seu papel osmorregulatorio ndo é
totalmente elucidado, pois depende da célula ou organismo estudado (ALLEN, et al.,
2009; ENCARNACION LOZANO & ZALDIVAR-RIVERON, 2009). Observa-se na
maioria das vezes o aumento de sua atividade branquial com o aumento de
salinidade (HWANG et al., 1998). Por outro lado, em rins de espécies de peixes
eurihalinas, a atividade da bomba geralmente é maior em agua doce (LIN et al.,
2004).

1.4 EXPOSICOES ABRUPTAS A AUMENTOS DE SALINIDADE: HIPOTESES DE
TRABALHO

A maioria dos estudos com tilapia Nilo utiliza o aumento progressivo da
salinidade para identificar a faixa de tolerancia do peixe (LEMARIE et al., 2004;
GUNER et al., 2005; YAO & AHOUSSI, 2008; SCHOFIELD et al., 2010; MATEO et
al., 2011). Apesar do conhecimento ja acumulado na literatura sobre a eurihalinidade
da tilapia do Nilo, ha a necessidade de complementar este conhecimento com a
avaliacdo da sobrevivéncia e manutencdo da homeostasia extracelular diante de
exposicoes abruptas e diretas a aumentos de salinidade. A tolerancia a salinidade &
um dos fatores que podem ser avaliados para se inferir o potencial de dispersédo de
uma espécie (SCOTT et al., 2008). Assim, aléem de estabelecer a tolerancia em

exposicoes agudas a diferentes salinidades, este trabalho procura responder a



17

possibilidade da espécie em dispersar para novas bacias hidrogréficas - através de
estuarios, aliando os resultados obtidos aqui aos ja disponiveis na literatura. O
cultivo em regibes estuarinas pode potencializar esta dispersdo. A sobrevivéncia,
que sinaliza a tolerancia do organismo a salinidade, evidencia a capacidade do
organismo em regular seus fluidos internos em um curso temporal muito pequeno.
Se estes regulam seu meio interno, e ainda competem pelos recursos do ambiente,
certamente podem se adaptar a locais com salinidades mais elevadas (e.g. baias).
Esta dispersdo e adaptacdo para um novo ambiente influenciam na distribuicéo
geografica da espécie (WILLMER et al. 2005; BEGON et al. 2007).

A hipétese de trabalho é a de que a tildpia do Nilo ndo ir4 tolerar as
salinidades mais préximas a agua do mar, e de que suas atividades enzimaticas
branquiais e renais irdo ser sensiveis ao aumento de salinidade. Em relacdo a
anidrase carboOnica transferéncias para aumentos de salinidade, por nao
necessitarem captar ativamente o sal (como em agua doce) ou reabsorver sal do
fluido tubular, provavelmente diminuam sua atividade especifica branquial e renal
nas tilapias do Nilo. Se espera que a atividade da bomba NAK nas branquias
aumente com a salinidade ou se mantenha aproximadamente constante. Isto pois
enquanto em agua doce sua funcdo na regulacdo do Na* esta no transporte do ion
para o plasma, em aumentos de salinidade a atividade desta enzima continua a ser
fundamental para regular as quantidades de Na® e K' dos meios extra e
intracelulares. Nos rins, espera-se gie sua atividade diminua em relacéo a atividade
em agua doce, ja que o Na" filtrado n&o precisa ser reabsorvido para produzir urina
diluida.

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Diagnosticar o grau de tolerancia e a manutengcdo da homeostasia
extracelular da tilapia do Nilo diante de transferéncias diretas de agua doce para

salinidades elevadas, ampliar o conhecimento sobre a forma como atividades
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enzimaticas (branquiais e renais) sdo reguladas em espécies de agua doce
eurihalinas submetidas abruptamente a aumento de salinidade, e inferir o potencial
de dispersdo da espécie para outras bacias hidrograficas pela possibilidade de

utilizar estuarios como pontes.

2.2 ESPECIFICOS

- Submeter tildpias do Nilo a aumentos abruptos de salinidade (10, 20, 30, 35
e 40%o) a partir da 4gua doce, e avaliar:

- a concentracdo plasmatica osmética e de ions (Na*, K*, Mg* e CI);

- 0 teor de hidratagdo muscular;

- as atividades especificas das enzimas anidrase carbonica e Na*,K*-ATPase

nos tecidos branquiais e renais; e da H*-ATPase no tecido branquial.

3. METODOLOGIA

3.1 COLETA E ACLIMATACAO

As tilapias (9-13 cm) foram adquiridas da piscicultura “Aguas Verdes”, em
Araucaria (PR). De acordo com o piscicultor, todas séo revertidas e hibridas de O.
niloticus com a linhagem GIFT (Genetic Improved Farmed Tilapia), desenvolvida por
melhoramento genético (AQUAPORTO, 2009). Os animais coletados foram
imediatamente colocados em sacos plasticos do proprio estabelecimento
borbulhados com oxigénio que permite por aproximadamente seis horas o transporte
dos animais sem submeté-los a uma situacdo de hipoxia. O transporte, de carro,
durou aproximadamente uma hora e meia para cada coleta, até o laboratorio de
Fisiologia Comparativa da Osmorregulacédo, Universidade Federal do Parana em

Curitiba, Parana, onde foram mantidos por pelo menos cinco dias, em aquario
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estoque com capacidade de 250 litros abastecido com agua doce filtrada, filtracdo e
aeracao constante, temperatura entre 20-22°C e fotoperiodo natural.

3.2 ENSAIOS EXPERIMENTAIS

Testes preliminares foram conduzidos para identificar os limites de tolerancia
da espécie em transferéncias abruptas para dguas mais salinas. Nestes testes as
tilapias foram submetidas por 6, 12 ou 24 horas as salinidades de 0 (dgua doce), 10,
20, 30, 35 e 40%. em aquarios de 12 litros contendo 3 peixes. As salinidades foram
medidas através de salinbmetro. A mortalidade (>90%) em 30 e 35%. em 24 horas,
limitou o0 aumento do n até 12 horas, enquanto em 40%o este n foi alcangcado apenas
para o tempo de 6 horas, ja que nos demais tempos a taxa de mortalidade foi de
100%. Nas demais condicbes e tempos experimentais (0, 10 e 20%.), 0S
experimentos foram repetidos de forma similar, até atingir um n total de 9 animais.
Alguns experimentos foram realizados em periodos overnight e, portanto, suas
respectivas amostras podem ter sido retiradas apds certo tempo de morte dos
animais. Adicionalmente, alguns espécimes foram retirados antes de encerrado o
tempo planejado de exposi¢cdo, quando 0s peixes ja nao respondiam mais a
estimulos ou havia perda total de controle motor, embora ainda possuissem fracos
batimentos operculares.

Decorridos os tempos experimentais, os peixes foram anestesiados com
benzocaina dissolvida em etanol na agua do aquario, com concentracao final de 120
mg/l. Apdés anestesia foram coletadas amostra de sangue por puncdo da veia
caudal, ou puncédo cardiaca apos sec¢do medular. As amostras de sangue foram
centrifugadas por 3 minutos (5.000xg) e o plasma obtido foi congelado a —80°C até a
realizagdo dos ensaios para a determinagdo da osmolalidade e dos ions sédio,
potassio, cloreto e magnésio. Uma amostra de musculo foi retirada e mantida
congelada em -80°C até o procedimento para determinacdo do conteudo total de
agua no tecido. Foram dissecadas as branquias e os rins (dos peixes com 100% de
taxa de sobrevivéncia), congeladas a -80°C até serem feitas as andlises das

atividades enzimaticas (AC, NAK e H'-ATPase) nestes tecidos.
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3.3 DOSAGENS PLASMATICAS

A osmolalidade do plasma foi medida utilizando o micro-osmémetro de
pressdo de vapor VAPRO 5520 (Wescor, EUA). As concentragcdes de sbdio e
potédssio foram determinadas em amostras diluidas em agua deionizada (1:200) de
forma a situarem-se na faixa de leitura (padrdo com 150 mM de Na* e 10 mM de K)
do método de fotometria de chama (CELM FC-180). As concentracfes de cloreto
(diluicdo 1:2) e magnésio (sem diluicAo em agua doce, 1:2 em 10%o, 1:3 em 20%o,
1:5 em 30%o, 1:10 em 35%. e 1:15 em 40%.) foram dosadas por colorimetria em
espectrofotometro (Ultrospec 2100 PRO Amersham Pharmacia biotech) utilizando
kits comerciais (Labtest, Brasil) com leitura de absorbancia em 505 nm (cloreto) e

470 nm (magnésio).

3.4 TEOR HIDRICO MUSCULAR

Os tubos nas quais foram armazenados os fragmentos de musculos foram
previamente pesados em balanca analitica. Apdés a pesagem do tecido
descongelado, os mesmos foram desidratados por 24 horas em estufa a 60°C, e
pesados (peso seco) em seguida. O calculo para determinar a porcentagem de agua
do tecido (Th) se faz pela formula: Th (%) = [(Pu — Ps) / Pu] x 100, onde Pu identifica

0 peso umido tecidual, e Ps seu peso seco.

3.5 ENSAIOS ENZIMATICOS

3.5.1 Anidrase carbbdnica

A atividade da anidrase carbbnica foi determinada segundo método
estabelecido por VITALE et al. (1999). O tecido foi homogeneizado com o tampé&o do
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ensaio contendo manitol (225 mM), sacarose (75 mM) e tris-fosfato (10 mM), pH 7,4.
As branquias foram homogeneizadas em uma proporcao de 1:10 de tampéo. Para
os rins, devido a pequena quantidade de amostra, a homogeneizacéao se fez a partir
de um valor constante de 200 pl de tampdo. O sobrenadante foi retirado apés
centrifugagcdo por 5 minutos (9680 xg) a temperatura ambiente. A taxa de reacao
nao catalisada (TNC) foi determinada acrescentando-se a 7,5 ml do tampé&o, 1 ml de
agua deionizada saturada com gas carbbnico. Esta mistura foi mantida em
aproximadamente 4°C pela constante troca de gelo. A partir da colocacdo da agua,
observa-se a queda do pH a cada 4 segundos, durante 20 segundos através do
pHmetro de bancada inoLAB pH Level 1 da WTW, obtendo-se uma reta de
regressao linear pH x tempo. A taxa catalisada (TC) pela anidrase carbonica
presente nas amostras € determinada pela adicdo de 50 pl do homogeneizado
tecidual, anterior & pipetagem da agua saturada. Para calcular a atividade da
anidrase carbdnica (AAC) utiliza-se a férmula: AAC = [(TC/TNC)-1]/mg proteina total.

3.5.2 Na" K"-ATPase

A atividade da NAK foi determinada segundo McCORMICK (1993), acoplando
a hidrélise da Adenosina Tri-fosfato - ATP (ATPase sensivel a ouabaina) com a
oxidacdo de NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) pela PK (Piruvato
Quinase) e LDH (Lactato Desidrogenase). Para a homogeneizacao, € adicionado
200 pl do tampao SEI (sacarose 250 mM, imidazol 50 mM e Na,EDTA 10 mM -
Acido Etileno-diaminotetroacético Dissodico) junto a 100 upl de 0.3% SEID
(deoxicolato de sodio diluido no tampéo), seguido de centrifugacdo (10480 xg)
durante 8 minutos a 4°C. Em microplacas de fundo arredondado com 96 pocos
cada, faz-se uma curva padrdao de NADH e de ADP (Adenosina Di-fosfato), anterior
a leitura das amostras, para ajuste da queda na absorbancia de NADH com a
concentracdo de ADP, para calculo da atividade da enzima. Estas curvas séo feitas
em quadruplicatas, com volume de 10 ul em cada poco. Esta inclinacdo deve estar
em torno de 12 - 17 nmol ADP. O ensaio é cinético e as amostras (10 ul) devem ser
adicionadas a 50 pl de solugéao salina, sendo adicionado em duplicatas, 150 ul da

Mistura de Reacdo (Assay Mixture) sem ouabaina (AM-A) e com ouabaina (AM-B),
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respectivamente, para comparar e ter a atividade especifica. A concentracao final de
ouabaina, no poco da placa, é de 0,5 mM. A leitura se faz a 340 nm por 10 minutos.
A atividade da bomba é medida pela atividade ATPasica sensivel a ouabaina e

expressa em nmol ADP.ug™ protein.h™.

3.5.3 Proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais dos homogeneizados utilizados para todos
0S ensaios enzimaticos foi determinada utilizando-se o protocolo descrito por
Bradford (1976), adaptado para microplacas (96 pocos) de fundo chato. Utilizaram-
se microplacas com leitura em leitor de Elisa (Espectoflorimetro TECAN Infinite
M200 SW Magellan V6.5 STD.2PC XP VISTA). O método € baseado na ligacdo de
grupos funcionais basicos ou aromaticos das proteinas ao corante Coomassie
Brilliant Blue G-250, com leitura feita a 595 nm (MIWA et al., 2008).

3.6 ESTATISTICA

Os dados de concentracdes plasmaticas, teor hidrico muscular e atividades
enzimaticas foram testados quanto a normalidade e homogeneidade de variancias
(Holm-Sidak ou Mann-Whitney) e foram analisados através de ANOVA de uma via
para o fator salinidade, uma analise para cada tempo de exposi¢cdo. A andlise
estatistica das atividades enzimaticas foi feita utilizando os dados das salinidades 0,
10, 20 e 30%0 em 6 e 12 horas devido a mortalidade dos espécimes em salinidades
superiores. Testes t de Student foram utilizados para comparar as analises
transversais de tempo (6 x 12 horas; 6 x 24 horas e 12 x 24 horas) e atividades
enzimaticas entre os tecidos. Nao foi possivel executar a analise ideal para este
protocolo de diferentes salinidades e diferentes tempos, que seria a ANOVA de duas
vias, pois houve forte interacdo entre estes dois fatores: grande mortalidade em 12
ou 24 horas de exposicdo as salinidades de 30%0 ou acima, portanto, os dados nao
eram balanceados. O nivel de significancia foi de 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 TESTES PRELIMINARES DE TOLERANCIA A TRANSFERENCIA ABRUPTA
PARA SALINIDADES ELEVADAS

Nos animais expostos por 6 horas a 35 e 40%. e 12 horas a 30 e 35%o
apresentaram mortalidade, sendo retirados antes do fim do tempo de exposi¢cao
planejado. Durante a exposi¢ao de 6 horas, 50% dos individuos em 35%. morreram,
e 50% em 40%. morreram em aproximadamente 5 horas de exposi¢do. Em 12 horas
de exposicdo, 67% dos peixes em 30%. morreram em até 9 horas e 55% dos
submetidos a 35%. toleraram até 7 horas. Como esperado, as mesmas salinidades
foram 100% letais em 24 horas. Neste tempo, contudo, os animais provavelmente
morreram a noite, pois ficaram mortos no fundo do aquario, apresentando muco e
coloracdo opaca quando vistos pela manha. Sendo assim, ndo se permite avaliar

com seguranca seu tempo de morte (FIGURA 08).

Sobrevivéncia de O. niloticus em funcéo do tempo em

120 r testes preliminares
S 100
o
(&) L
S 80
2
.S 60 -
g
QO L
o 40
n

20 1

0 ]

Tempo (horas)

—e—30 —e—35 —-a— 40 %o

FIGURA 06 - Mortalidade observada nos testes preliminares a transferéncias abruptas para
salinidades mais elevadas (30, 35 e 40%.) em O. niloticus, apés 6, 12 ou 24 horas de exposic¢ao.
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4.2 OSMOLALIDADE PLASMATICA E TEOR HIDRICO MUSCULAR

A osmolalidade do plasma da tilapia do Nilo foi de 252 mOsm em agua doce,
e apos 6 horas de exposi¢cdo aumentou nas salinidades a partir de 10%o0 em relagao
a agua doce, com valores superiores a 400 mOsm/kg de H,O em salinidades
superiores a 20%. (FIGURA 09A). Em 12 horas, a osmolalidade aumentou para
valores proximos a 400 mOsm/kg de H,O em relacdo a agua doce em salinidades
superiores a 20%o. (FIGURA 09B), sendo maior que o encontrado em agua doce em
20%o, em 24 horas (FIGURA 09C). O teor hidrico muscular na agua doce foi de 79%,
diminuindo para valores menores que 76% nas salinidades de 30 e 40%. em 6 horas
(FIGURA 09D); nas salinidades maiores que 20%0 em 12 horas (FIGURA 09E) e na
salinidade de 20%. em 24 horas (FIGURA 09F). O teor hidrico foi menor na
salinidade 30%. em 12 horas, e em 20%. em 24 horas, quando comparado ao

primeiro tempo de exposicao.
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os tempos de exposicdo de 6 x 24 horas. Ndo houve diferenca na osmolalidade e teor hidrico

muscular entre os tempos de exposicao de 12 x 24 horas. (4<n =9).
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4.3 [ONS PLASMATICOS

4.3.1 Sodio e cloreto

A concentracdo de sodio no plasma, em agua doce, foi de 148 mM,
mantendo-se regulado em todas as salinidades e tempos de exposicdo (FIGURA
10A,B e C). A concentracdo de cloreto foi de 113 mM em &gua doce, aumentando
em relacdo a estes valores, em 6 horas em 30 e 35%o. Seu pico de concentracao foi
de 264 mM, na salinidade 35%. (FIGURA 10D). Ainda em relacdo a agua doce, em
12 horas, a concentracdo do ion aumentou em 35%o, € seu maior valor foi na
salinidade 30%o., de 216 mM (FIGURA 10E). Em 6 horas, o valor da concentracao de

cloreto em 35%o. foi quase o dobro da concentragdo em 12 horas de exposic¢ao.
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FIGURA 08 - Concentracdo de Na" (mM) plasmatico apés (A) 6, (B) 12 ou (C) 24 horas de exposicéo,
e de CI' (mM) plasmatico apés (D) 6, (E) 12 ou (F) 24 horas de exposigdo a diferentes salinidades (O,
10, 20, 30, 35 e 40%o). Auséncia de dados indica mortalidade. Letras diferentes identificam diferencas
na concentragdo ibnica. Auséncia de letras em um mesmo grafico identifica igualdade estatistica
entre os grupos. A concentracdo dos ions sodio e cloreto (mM) nas aguas € calculada segundo tabela
de composicao de 4gua do mar padrao, de PROSSER (1973). (*) Indica diferenca entre os tempos de
exposicdo de 6 x 12 horas. Nao houve diferenca nas concentracdes idnicas entre os tempos de
exposicdo de 6 x 24 horas e 12 x 24 horas (4<n =9).
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4.3.2 Potassio e magnésio

A quantidade de potassio no meio extracelular das tilapias dobrou em 35%. e
40%0. em relacdo a 4gua doce (4 mM), apds 6 horas de exposicdo (FIGURA 11A),
assim como em 30%. em 12 horas de exposi¢do. Neste tempo, a transferéncia para
35%. promoveu 0 aumento de potassio para 15 mM. Ainda assim, a variabilidade
interna de dados n&o permite evidenciar estatisticamente este aumento (FIGURA
11B).

A concentragédo de magnésio, em relacéo a agua doce, foi maior em 30%. em
6 e (FIGURA 11D) 12 horas (FIGURA 11E). Neste tempo, a concentracdo do ion
chegou a ~13 mM, maior valor de magnésio encontrado.
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FIGURA 09 - Concentracdo de K" (mM) plasmaético apés (A) 6, (B) 12 ou (C) 24 horas de exposicao.
Concentracdo de Mg* (mM) plasmético ap6s (D) 6, (E) 12 ou (F) 24 horas de exposicéo a diferentes
salinidades (0, 10, 20, 30, 35 e 40%.). Auséncia de dados indica mortalidade. Letras diferentes
identificam diferengas na concentracao ibnica. Auséncia de letras em um mesmo gréafico identifica
igualdade estatistica entre os grupos. A concentracéo dos ions potassio e magn[esio (mM) nas aguas
€ calculada segundo tabela de composi¢do de agua do mar padrao, de PROSSER (1973). (*) Indica
diferenca entre os tempos de exposicado de 6 x 12 horas. Ndo houve diferenca nas concentracdes
ibnicas entre os tempos de exposicao de 6 x 24 horas e 12 x 24 horas (4<n = 9).
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4.4 ENZIMAS

A menor atividade branquial da anidrase carbénica (FIGURA 12A) em 6 horas
foi em 30%.. A maior atividade especifica da anidrase carbbnica renal foi em 10%o,
retornando para valores proximos a agua doce a partir desta salinidade (FIGURA
12B). Em 6 horas de exposicdo na agua doce, a atividade branquial é maior que a
dos rins.

A atividade branquial da bomba NAK (FIGURA 12C) cai de 3,06+0,7 nmol de
ADP/ ug ptn/hr em 10%. em 12 horas para 0,09+0,2 nmol de ADP/ pg ptn/hr na
salinidade 30%o. A atividade renal da bomba NAK néo foi alterada com aumentos de
salinidade. A atividade renal da bomba NAK, em relacdo a branquial, foi maior em
todas as salinidades expostas, chegando a ser 9 vezes mais alta que a atividade das

branquias em 10 e 20%0 em 24 horas.
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FIGURA 10 - Atividade especifica da anidrase carbonica (A) branquial e (B) renal; da bomba NAK (C)
branquial e (D) renal apés 6, 12 ou 24 horas de exposicao a diferentes salinidades (0, 10, 20, 30, 35 e
40%o). Auséncia de dados indica mortalidade. Letras diferentes identificam aumentos na atividade
enzimatica. Devido a taxa de mortalidade (50%) dos espécimes, nao foi feita analise estatistica para
35 e 40%0. (*) Indica diferenca entre as atividades de branquias e rins nos diferentes tempos de
exposicao e salinidades. (1<n =9).

5. DISCUSSAO

A primeira medida para se avaliar a tolerdncia a salinidade de uma espécie
pode ser a sobrevivéncia, que configura a manutencdo da homeostasia interna,
extra/intracelular. O estresse osmotico caracteriza-se pela desestabilizacdo do

equilibrio osmo-idnico interno, o que leva a perda de agua tecidual, conformando
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uma fase critica da espécie (desidratacdo) que pode acarretar na morte do
organismo (WENG et al., 2002). A sobrevivéncia frente a condi¢des estressantes ou
de desafio fisiologico depende também do modelo experimental. Avaliando a
tolerancia a salinidade de O. niloticus nos tempos de exposi¢cao de 6,12 ou 24 horas
em transferéncias diretas a aumentos de salinidade, observa-se 100% de
sobrevivéncia em transferéncias até 20%.. Em outros estudos com tilapia do Nilo a
transferéncia direta para 20%. de salinidade resultou, apos 20 horas, em 20% de
mortalidade dos espécimes (NUGON JR, 2003; YAO & AHOUSSI, 2008;
SCHOFIELD et al., 2010). Em 30%o. a tolerancia maxima da tilapia do Nilo foi de 9
horas, um tempo maior do que o tolerado por O. mossambicus (6 horas), mais
eurihalina (WENG et al., 2002). A tolerancia a exposi¢ao direta a agua do mar (35%o)
de 7 horas, também foi maior do que o identificado por GUNER et al. (2005) em
tilapia do Nilo e em O. mossambicus (WENG et al., 2002) ou seu hibrido com O.
urolepis (SARDELLA et al.,, 2004), que sobreviveram até 4 horas. Em &gua
hipersalina (40%o), a tolerdncia méaxima para a tilapia do Nilo foi de 5 horas. As
tilapias do Nilo utilizadas s&o hibridas com uma linhagem geneticamente modificada
para aumentar as taxas de crescimento nos tanques de criacdo (informacdo do
piscicultor). A taxa de mortalidade de peixes eurihalinos dulcicolas em agua do mar
pode ser alterada pela hibridizacdo (RUSSELL et al., 2011).

Os resultados permitem observar que a tilapia do Nilo utilizada nos
experimentos foi mais tolerante do que observado em outros estudos com a mesma
espécie e outras espécies, mesmo mais eurihalinas (O. mossambicus), usadas em
outros estudos em transferéncias diretas. Esta tolerancia capacita a espécie a
utilizar com tranquilidade estuarios como pontes para sua dispersao, por serem
regibes de agua salobra que apresentam uma faixa de salinidade de 0,6 a 29%o
(CONAMA, 2005). Alem disso, se cultivada em aguas salobras de até 20%o, pode ser
capaz de dispersar a outras bacias hidrograficas. A espécie é cultivada
nacionalmente em regides de estuario na Bahia (PERFEITO, 2007). Embora nao
haja registros de seu cultivo em regides estuarinas no Estado do Parana, pode-se
discutir que o litoral paranaense € formado por areas que poderiam se tornar regides
de cultivo da espécie. As baias de Paranagua e Guaratuba apresentam um regime
de salinidade que varia de 3 a 34%., dependentes do clima e temperatura (JACOBI
et al., 1953; MARONE et al., no prelo), salinidades toleradas pela espécie. Ainda, é

possivel perceber que mesmo com um tempo de sobrevivéncia médio inferior a 12
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horas em 4guas salinas, este tempo pode ser suficiente para que a espécie disperse
e até se estabeleca em novos ambientes, dependendo da distancia entre os pontos
com diferentes salinidades.

A osmolalidade do plasma da tilapia do Nilo, em agua doce, foi de 252 mOsm,
bem inferior as osmolalidades plasmaticas de 305 mOsm medida na mesma espécie
(GUTIERRE, 2011) e de 320 mOsm em O. mossambicus (KAMMERER, 2010).
Neste estudo, o aumento da osmolalidade plasmatica da tilapia do Nilo em
transferéncia a salinidade de 20%. em 24 horas néo foi suficiente para desencadear
um estresse osmatico que resultasse em mortalidade dos espécimes. Este aumento
contraria a resposta bifasica de aumento de osmolalidade dentro de 6 e 12 horas
seguido de recuperacdo gradual para valores de agua doce, dentro de espécies
Oreochromis (AL-AMOUDI, 1987). A osmolalidade plasmética da tilapia do Nilo em
30%0 aumenta logo apds 6 horas, como observado em outro estudo com a mesma
espécie (GUTIERRE, 2011). Neste estudo, a osmolalidade plasmética entre 6 e 12
horas em agua 35%o. foi de 421 mOsm, menor que 530 mOsm encontrado por AL-
AMOUDI (1987) no mesmo periodo e espécie. Em outras espécies, a exposicao
abruptas a salinidades iguais ou superiores a 20%. também promovem aumentos da
osmolalidade horas depois da submissao. O retorno para valores proximos de agua
doce ocorrem em periodos mais longos (semanas) (BATH & EDDY, 1979; HWANG
et al., 1989; MORGAN et al., 1997; MORGAN & IWAMA, 1998; MARTINEZ-
ALVAREZ, 2002; SARDELLA et al., 2004; SOUZA-BASTOS & FREIRE, 2009;
WANG et al., 2009; KAMMERER et al., 2010). Assim, o possivel restabelecimento
dos valores encontrados em 20%o. para proximos da agua doce, nao foi observado.
Contudo, percebe-se que a sobrevivéncia da tilapia do Nilo esta relacionada com a
manutenc¢ao (regulacéo) da concentracdo plasmaética.

O estresse osmotico em um modelo de animal aquatico regulador, na maioria
das vezes, € representado pelo aumento da osmolalidade acompanhado da
diminuicdo do teor hidrico. Na tilapia do Nilo, a reducéo do teor hidrico € observada
na transferéncia a salinidade de 20%0. somente no tempo de exposi¢cao de 24 horas,
levando um tempo maior para a perda hidrica do que o observado em outros
estudos com a mesma espécie, quando a reducéo € evidenciada em 6 (GUTIERRE,
2011) e 12 horas de exposicao (AL-AMOUDI, 1987). Nas salinidades superiores, a
reducdo ja é observada ap6s 6 horas de exposicao, indicando efeitos do estresse

osmotico no animal. Este estresse osmaotico € causado pela diferenca entre as
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concentracdes ionicas internas e do meio ambiente (AL-AMOUDI, 1987), e promove
letalidades dependentes do tempo de exposicdo e da resposta individual a variavel
imposta. Em O. mossambicus, T. nigroviridis e C. chanos a exposi¢ao abrupta a
aguas salobras e salgadas ndo promovem a reducdo do teor hidrico (TANG et al.,
2009). A manutencdo do teor hidrico até 12 horas de exposicdo acompanha a
regulacdo da concentracdo plasmatica neste mesmo periodo, confirmando que a
tilapia do Nilo é reguladora.

Em agua doce, a captacdo de NaCl é essencial para manter o meio interno
hiperosmotico em relagdo ao ambiente, enquanto em maiores salinidades a
diminuicdo da captacéo do sal garante a manutencéo do meio interno hipoosmatico.
Estes ions sdo também necessarios para o funcionamento de transportadores que
participam da regulacéo ibnica, como a bomba NAK. Neste experimento, a tilapia do
Nilo manteve as concentracdes de Na' no seu plasma em todos os tempos de
exposicdo. A regulacdo dos niveis de Na’ pode estar relacionada a continua
atividade da bomba NAK, essencial para equilibrio das concentracdes de Na' e K*
extra e intracelulares. Por outro lado, as maiores concentracdes do plasma de CI" em
6 e 12 horas foi evidenciado em 35%o (6 horas) e em 30%o (12 horas), salinidades
anteriores a salinidade maxima tolerada pelo organismo (40%o. em 6 horas e 35%0 em
12 horas). Em O. mossambicus o aumento do nivel de CI" plasmético em &agua
salgada, em 5 horas de exposicdo, chega a ser maior que o dobro do medido em
agua doce (WANG et al., 2009), semelhante ao observado em tilapia do Nilo (em 6
horas). As diminuicbes das concentragbes de cloreto nas salinidades maximas
toleradas em 6 e 12 horas sugerem a perda da capacidade de regulacdo do ion,
indicando a proximidade do 6bito do animal. Isto sugere que a tilapia do Nilo ndo é
capaz de secretar 0 excesso de ions do seu meio interno. Outras espécies
eurihalinas, como Leucaspius delineatus e Pseudorasbora parva ndo mantém seu
meio interno hipoosmotico em maiores salinidades, embora tolerem até 4 dias em
submissdes graduais (SCOTT et al., 2007). A transferéncia abrupta também pode
influenciar nas respostas do organismo frente ao aumento de salinidade, ja que o
tempo para modular alguma resposta rapida é curto. As mudancas na osmolalidade
plasmatica e nos niveis de CI" sdo os principais indicadores da capacidade dos
peixes em regular seus fluidos (GAUMET et al., 1995; PRODOCIMO et al., 2008).
Desta forma, € possivel dizer que a salinidade afeta principalmente as
concentragdes de cloreto (ENGEL et al., 1987). O aumento dos ions Na* e CI" é uma
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das causas primarias para o desequilibrio da manutencado iénica, que resulta em
mortalidade (HWANG et al.,, 1989). Em Rhamdia quelen a exposicao a 25%o
(SOUZA-BASTOS & FREIRE, 2009) provoca uma resposta semelhante a observada
na tilapia do Nilo comparando a razdo de Na:Cl, que diminui com aumento dos
niveis de cloreto.

Outros ions ndo menos importantes participam na manutencdo ibnica.
Normalmente, potassio e magnésio sdo regulados dentro de uma estreita faixa de
variacdo. Enquanto o potassio é importante para a excitabilidade neuronal e
muscular (ENGEL et al., 1987) o magnésio € essencial para a absorcdo e
metabolismo de muitos fons, como na captacdo de Na" via trocador apical Na*/Mg*
nas células renais do tubo proximal (MARSHALL, 2002). Embora as concentracfes
de potassio devam ser estritamente reguladas, o desequilibrio osmo-iénico causa
lises celulares que liberam o potassio do meio intracelular. O aumento dos niveis de
potéssio foi identificado em salinidades superiores a 20%. em 6 horas e 12 horas
(embora a variabilidade interna ndo permita evidenciar este aumento) - quase 0
quadruplo da agua doce. O mesmo modelo de aumento é observado para 0s niveis
de magnésio, que tem o maior valor em 30%o (13 vezes maior que em agua doce),
observado em 12 horas de exposicdo. Estes aumentos evidenciam um desajuste
completo da capacidade de regular as concentracdes ibnicas da espécie, e
possivelmente foram os principais fatores para o estresse osmético. Poucos estudos
mostram as alteracdes da concentracdo idnica da tilapia do Nilo exposta a aumentos
abruptos de salinidade. Em transferéncias diretas de agua doce a aguas de 18%o 0s
ions sadio e potassio aumentaram 27% (KARSI & YAVUZCAN YLDIZ, 2005).

Quando um peixe dulcicola eurihalino se encontra em ambientes com maiores
salinidades, e ndo consegue secretar o excesso de ions, nem reabsorver 4gua em
seu organismo (isto €, ndo mantém seu meio interno hipoosmético em relacdo ao
ambiente), observa-se a disfuncdo de proteinas transportadoras (WENG et al.,
2002). Em consequéncia, os transportadores fundamentais para a manutencao
ibnica e osmotica contribuem para a mortalidade do animal. A anidrase carb6nica,
em branquias de peixes dulcicolas, € fundamental para a captacdo ativa do sal. A
menor atividade das brénquias é observada em 30%.. Esta diminuicdo da atividade
esta relacionada com o ambiente a que a tilapia esta exposta. Em aguas salobras, a
captacdo de sal é desnecessaria, pois este tem o influxo passivo, devido suas

concentracbes externas. Em rins, a enzima desempenha um importante papel na
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acidificacao luminal, e a consequente diluicdo da urina (ja que a extrusao de protons
€ acompanhada pelo efluxo da agua), além da reabsor¢éo tubular do sal. O papel da
anidrase carbonica, na regulacao ibnica em agua doce, parece ser mais evidente na
estrutura branquial (com maior atividade). Em algumas espécies dulcicolas ou
anadromicas, como P. flesus e A. Anguilla, a exposicdo a agua salgada nao altera
sua atividade branquial (HASWELL et al., 1983). Em outras, como O. kisutch, O.
mossambicus e Opsanus beta a atividade branquial é proporcional ao aumento de
salinidade (ZBANYSZECK & SMITH, 1984; KULTZ et al., 1992; SATTIN et al., 2010).
Portanto, Porém, a reducédo aguda desta atividade pode influenciar na homeostasia
interna do peixe, ja que sua atividade participa do balanco acido-base.

Em ambientes dulcicolas, a bomba NAK branquial permite o transporte do ion
Na® captado para o plasma. Em ambientes marinhos, internaliza-o, para em
sequéncia ser secretado. Nos rins, tem papel essencial no bombeamento de ions
Na® para o interior do plasma - permitindo reabsorcédo do ion. A atividade branquial
da NAK na tilapia do Nilo foi menor em 30%. quando comparada com 10%.. Estes
resultados sdo diferentes dos de outros estudos com tilapia do Nilo, que identificam
uma “pré-adaptacdo” da espécie a salinidades superiores, com aumento da
atividade enzimatica em salinidades inferiores a 30%. (GUNER et al., 2005; YAO &
AHOUSSI, 2008). Em O. mossambicus transferidas a 25%0 o aumento da atividade
branquial da NAK em 12 horas determina um “periodo de crise” (KAMMERER et al.,
2010), n&o observado para a tilapia do Nilo. O limiar isoosmético da espécie,
determinado por sua menor demanda metabdlica - isto é, salinidade com menor
atividade das enzimas (NORDLIE, 1978) é identificado nas salinidades de 5-10%o
(TOWLE et al., 1977), também distinto de nossos resultados. A atividade renal da
NAK na tilapia do Nilo foi maior que a branquial em todas as salinidades expostas.
Esta diferenca na atividade da bomba entre os tecidos pode estar relacionada a
lugares confinados, que em transferéncia para salinidades elevadas promove o
aumento da atividade renal e diminuigdo da branquial em aclimata¢cdes em agua do
mar (NOLAN et al., 1999). Na tilapia do Nilo, a manutencdo da atividade da bomba
NAK branquial e renal, em valores proximos da &agua doce, podem estar
relacionadas a importancia da proteina para manutencao de ions essenciais para o
equilibrio iénico.

Em diferentes espécies dulcicolas ou anadrbmicas, existem resultados

conflitantes na analise da atividade enzimatica de NAK. Isto pode estar relacionado
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aos subtipos celulares, além da diminuicdo do numero - apesar do aumento do
tamanho - de células de cloreto em salinidades maiores (HAWKINGS et al., 2004).
Ainda, a atividade depende da composicdo idnica, principalmente na agua doce
(GAUMET et al.,, 1995). Um estudo com O. mykiss a inibicdo da bomba nao
comprometeu processos osmorregulatorios, sugerindo um papel secundario, ou
mesmo inexistente de sua atividade na osmorregulacdo (LEADEM et al., 1974). Em
outros estudos para esta (HAWKINGS et al., 2004) e outras espécies, em
transferéncias graduais ou diretas para salinidades superiores a 20%o, € observado
um aumento da sua atividade, como em O. mossambicus (HWANG et al., 1989;
MORGAN et al., 1997; WENG et al., 2002; SARDELLA et al., 2004; KAMMERER,
2010), A. naccarii (ALLEN et al., 2009), T. nigroviridis (LIN et al., 2004), Bathygobius
soporator (PIECHNICK, 2006), A. anguilla, S. trutta, e F. heteroclitus (WANG et al.,
2009). Este aumento da atividade da bomba em transferéncias a agua salgada pode
estar relacionado como uma resposta ao estresse pela mudanca da salinidade
(HWANG & LEE, 2007) e maior gasto de energia para manter o equilibrio idnico,
quando comparada a agua doce (MORGAN & IWAMA, 1998; BOILY et al., 2007).
Em O. mossambicus também se observa uma diminui¢do da atividade branquial em
agua do mar (WANG et al., 2009) e seu aumento na exposi¢do a agua deionizada
(TANG et al., 2008). A exposi¢cao a agua doce aumenta a atividade da enzima em S.
salar (BYSTRIANSKY & SCHULTE, 2011), e C. auratus. As atividades altas da
enzima em agua doce ajudam na compensacdo da perda de ions (BOILY et al.,
2007). Ainda, outros estudos mostram que a transferéncia para diferentes
salinidades nao alteram a resposta da bomba NAK branquial em O. mossambicus
(VAN DER HEIDJEN et al., 1997; LEE et al., 2003; FIESS et al., 2007), O. kisutch
(MORGAN & IWAMA, 1998) e Morone saxatilis (MADSEN et al., 1994). A atividade
renal se mostra constante ou diminuida na transferéncia para agua salgada em M.
saxatilis e A. naccarii (MADSEN et al., 1994; ALLEN et al., 2009). Estes diferentes
resultados das atividades especificas da anidrase carbbnica e da bomba NAK
encontrados em varias, ou na mesma espécie ndo permitem identificar a real

participacdo destas enzimas na osmorregulacéo.
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6. CONCLUSAO

A tilapia do Nilo € uma espécie reguladora, que tolera transferéncias abruptas
a partir da 4gua doce para aguas salobras de salinidade de até 20%.. Este € o
primeiro trabalho que integra a avaliagdo da tolerancia da tilapia do Nilo frente
transferéncias abruptas de salinidade, com a analise das atividades enzimaticas da
anidrase carbonica e Na*,K*-ATPase branquial e renal. Este grau de eurihalinidade
leva a conclusdo de que, se a tilapia do Nilo for cultivada em tanques-rede préximos
a regides estuarinas, ela possa utilizar os estuarios como pontes de dispersao para
outras bacias hidrogréaficas. Por ser uma espécie invasora, a tilapia do Nilo pode
trazer danos a biota nativa. Assim, politicas mitigadoras do controle de escape e a
propria utilizacéo de tanques rede em aguas doce e/ou salobras para o cultivo deste

organismo no Brasil precisam ser reavaliadas.
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