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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da reducdo da salinidade
com e sem reposi¢do da alcalinidade sobre a sobrevivéncia, a atividade das enzimas Na"
K" ATPase (NKA) e anidrase carbonica e histopatologia branquial em juvenis do
pampo Trachinotus marginatus. Os peixes do controle foram mantidos na salinidade
34%o, enquanto outros dois grupos de peixes (todos com quatro repeticdes) tiveram sua
salinidade reduzida diariamente com ou sem reposi¢do da alcalinidade até¢ a salinidade
atingir 0%o0 (34 - 22 - 12 -5 -2,5-1 - 0%o). Os animais que ndo tiveram reposi¢ao da
alcalinidade comegaram a morrer a partir do 4° dia, quando a salinidade atingiu 5%,
enquanto nos pampos em que houve reposi¢do da alcalinidade comegaram a morrer a
partir do 6° dia, na salinidade 1%o. O tempo letal médio foi de 5,3 e 6,5 dias,
respectivamente para os peixes sem e com reposicdo da alcalinidade. Foi observada
hiperplasia do epitélio branquial e hipertrofia e hiperplasia das células de cloreto apos a
reducdo da salinidade. A quantidade de células de cloreto nos peixes do controle foi
menor que dos tratamentos com e sem reposi¢do de alcalinidade em ambiente
hiposmotico. J4 para as enzimas analisadas, a atividade da NKA foi aumentada quando
houve reducao da salinidade para 2,5%o, sendo maior no tratamento sem reposicao da
alcalinidade. Também houve aumento da atividade da anidrase carbonica, quando houve
reducdo da salinidade para 2,5%o0, mas sem diferenga em funcdo da alcalinidade. Os
resultados desse estudo mostram que a reposicao da alcalinidade aumenta a tolerancia

do pampo a baixa salinidade.



ABSTRACT

The aim of the present work is to evaluate the effect of salinity reduction with
and without alkalinity reposition within the survival, Na" K' ATPase (NKA) and
carbonic anhydrase enzyme activity, and gills histopathology in juveniles of pompano
Trachinotus marginatus. Fishes of the control were maintained in salinity 34%o, while
other two groups of fishes (all with four repetitions) had their salinity daily reduced
with and without alkalinity reposition until salinity reached 0%o (34 - 22 - 12 -5-2,5 -
1 - 0%0). Animals with no alkalinity reposition began to die in the fourth day, when
salinity was 5%o, while mortality for those fish with alkalinity reposition only began in
the six day, when salinity was 1 %o. The medium lethal time was of 5,3 days and 6,5
days, respectively for fishes without and with alkalinity reposition. It was observed
hyperplasia of the branchial epithelium and hypertrophy and hyperplasia of the chloride
cells after the salinity reduction. The number of chloride cells of the control treatment
was smaller than others treatments with and without reposition in hiposmotic
environment. Activity of NKA was greater when salinity was reduced to 2.5%o, and it
was even higher in the treatment without alkalinity reposition. It was also seen higher
activity of the carbonic anhydrase when salinity was reduced, but no difference was
observed in regard to alkalinity. The results of this study show that alkalinity reposition

increases the tolerance of juvenile pompano to low salinity.



INTRODUCAO

O pampo Trachinotus marginatus ¢ encontrado ao longo da costa atlantica e
em estuarios, desde o Rio de Janeiro (Brasil) at¢ o Uruguai (Menezes e Figueiredo,
1980). Essa espécie ¢ considerada eurialina, tolerando uma faixa ampla de salinidade
que vai de 7 a 58%o, apds a exposicao aguda dos individuos aclimatados a 4gua do mar
(35%0) para salinidades mais baixas ou altas respectivamente (Sampaio et al., 2003).

Wu e Woo (1983) consideram os estudrios como locais apropriados para a
aquicultura pois podem apresentar ambientes mais fechados e protegidos, porém a
variagdo nas condi¢des de salinidade enfrentadas pelos animais que habitam esse
ambiente pode lhes impor um estresse 16nico € osmatico. Os estuarios podem ser usados
para piscicultura em tanque-rede, ou para a instalacdo de viveiros em suas margens.
Além disso, o estabelecimento de instalagdes de maricultura em sistemas de
recirculacdo de agua pode permitir a criagdo de peixes marinhos em terras mais
afastadas do litoral, normalmente com menor custo do que aquelas junto ao litoral
(Brown, 2007).

Em 2011 a producao mundial de peixes marinhos ¢ diddromos aumentou (19,3
milhdes de toneladas) em comparagao a 2000 que foi de 2,9 milhdes de toneladas.
(FAO 2012), 1sto aconteceu devido ao aumento de tecnologia e ao alto valor de mercado
nos peixes marinhos e diddromos.

As espécies do género Trachinotus sao consideradas de importancia
econdmica (Cavalin & Weirich, 2009). Na América do Norte, o pampo da Florida
Trachinotus carolinus ¢ muito apreciado e sua carne € considerada de boa qualidade
(Williams et al 1985). Devido a sua boa adaptacdo a cultivos intensivos, aceitagdo de
ragdes formuladas, crescimento relativamente rapido e do bom valor de mercado, ele
vem sendo considerado para aquicultura (Williams et al 1985). Outras espécies de
pampo, Trachinotus goodei e Trachinotus falcatus também estao sendo avaliadas para
aquicultura (Cole et al 1997; Lazo et al 1998).

Salim (2011) em testes em laboratorio com aguas de diferentes salinidades,
constatou que esta espécie, apesar de sofrer alteragdes significativas na fisiologia,
demonstrou um bom crescimento em baixas salinidades, o que sugere a viabilidade de

criacdo do pampo em aguas estuarinas.



A salinidade, entre outros parametros abioticos, afeta diretamente as fungdes
fisiologicas dos organismos aquaticos, principalmente em ambientes estuarinos e
costeiros, onde sua variacdo € maior do que em alto mar. Esse fator pode influenciar no
crescimento e sobrevivéncia dos peixes (Boeuf & Payan, 2001; Sampaio & Bianchini,
2002). Para manter seu equilibrio interno, os peixes fazem a osmorregulagdo que
consiste em uma compensagao regulatoria que permite ajuste de variaveis osmoticas e
i6nicas (Evans, 2010; Schmidt-Nielsen, 2002).

Os principais 6rgdos envolvidos na osmorregulacdo sdo as branquias, rim e
intestino (Evans, 2008). A osmorregulacdo ¢ diferente para peixes de dgua doce e para
peixes marinhos. Os peixes de d4gua doce sdo hiperosmoticos em relagao ao meio, isto €,
sua concentracdo osmotica interna ¢ maior do que a concentragdo osmotica da agua
onde esta imerso. Por isso, eles enfrentam um ganho passivo de dgua pelas branquias e
perda de NaCl por difusdao através do tecido branquial. Este ganho de agua ¢
compensado pela excrecdo de grandes volumes de urina diluida e captura ativa de NaCl
através das branquias. Para os peixes marinhos ocorre diferente, pois eles sdo
hiposmdticos em relacdo a agua marinha. Seus fluidos internos tém concentragao
osmotica menor do que a da d4gua marinha. Portanto, ele perde agua para o meio. Os
mecanismos de compensacao incluem ingestdo de agua salgada, absorcao intestinal de
dgua, Na' e CI, excrecio de pequenos volumes de urina isotonica (depois da reabsor¢io
glomerular nos rins de 4gua, Na' e Cl” e secre¢do ativa de NaCl pelo epitélio das
branquias (Evans 2008; Hwang & Lee, 2007).

Durante o cultivo, os peixes incorporam CO; na agua através da respiracao e
sua remogao ¢ feita pela fotossintese do plancton, quando estes estdo presentes. Estas
acoes fazem com que o pH varie ao longo do dia (Boyd, 1995). Em sistemas de
recirculacdo de dgua, atengdo deve ser dada a reposi¢ao da alcalinidade pois as bactérias
nitrificantes consomem a alcalinidade, aumentando assim a concentracdo de CO;
dissolvido, fazendo com que o pH diminua (Loyless & Malone, 1997). O pH ¢ um
parametro muito importante a ser considerado em aqiicultura, ja que afeta o
metabolismo e processos fisiologicos de peixes, camardes e todos os organismos
aquaticos. Portanto, a pratica de correcao do pH na aquicultura através da adi¢ao de cal,
tanto na agua quanto no fundo do viveiro ¢ conhecido como calagem, aumentando a
alcalinidade da 4gua (Arana, 2002). Os efeitos benéficos da calagem sdo, entre outros, a
incrementacdo do pH e da alcalinidade de &4guas 4cidas para niveis desejaveis,

estabelecendo uma reserva alcalina no sistema tampao do pH e também serve como um



desinfetante, ajudando a eliminar parasitas de peixes e seus hospedeiros intermediarios
(Tacon, 1989). Em geral, trés produtos sdo utilizados para a calagem dos viveiros de
cultivo: calcario pulverizado (pouco reativo), cal virgem e cal hidratada (bastante
reativos). Os depdsitos naturais de calcario sdo compostos puramente de carbonato de
calcio ou de uma mistura de carbonato de calcio e de magnésio (Arana, 2010). Em
viveiros inundados com dguas marinhas ou salobras, por apresentarem elevada dureza,
com o tempo passam a ndo precisar de produtos de correcio, pois os carbonatos (CO5™)
e bicarbonatos (HCOs3) presentes na agua marinha irdo neutralizar os acidos produzidos
pelo aluminio e ferro do solo (Boyd, 1995).

A alcalinidade ¢ mensurada pela quantidade de acido (ion hidrogénio) que a
agua consegue absorver (capacidade tampdo) antes de alcancar um determinado pH
(Wurts, 1992). Esta capacidade tampao funciona através da disponibilizacdo de,
principalmente, ions carbonatos e bicarbonatos para que o pH nao varie (Sawyer e
McCarty 1978, Wurts & Durborow 1992). Os bicarbonatos (HCOj3') representam a
maior parte da alcalinidade, ja que estes sdo formados em quantidades consideraveis
pela agdo do dioxido de carbono (CO;,) com materiais basicos presentes no solo. Se a
concentracdo dos ions de hidrogénio aumenta, este ird reagir com o bicarbonato para
formar CO, e dagua; sendo assim, o equilibrio ¢ mantido e o pH varia apenas
ligeiramente (Arana, 2002). Wurts & Durborow (1992) sugerem que uma alcalinidade
total de 20 mg CaCOs/L ou mais ¢ necessario para uma boa produtividade do viveiro e
sugere que ¢ desejavel para a criagdo de peixes a alcalinidade total entre 75 a 200 mg
CaCOs/L.

O sistema tampao de neutralizacdo do pH ndo acontece somente no ambiente
aquatico. Acontecem também nos fluidos internos dos seres vivos, pelo fato de serem
liquidos e se comportarem como solugdes, a tendéncia natural da mudanga do equilibrio
acido-base tem que ser contra-balanceada por efetivos mecanismos tampao. Quase todas
as reagdes quimicas dos seres vivos ocorrem com pH compreendido entre 6 ¢ 8. O
sangue dos organismos aquaticos, assim como dos terrestres, mantém-se a um pH quase
constante (7,4), apesar de transportar uma série de substancias 4cidas e basicas. O pH
atua diretamente nos processos de permeabilidade da membrana celular dos organismos
integrantes, interferindo, entdo, no transporte idnico intra e extracelular, bem como
entre os organismos € o meio (Arana, 1999).

Uma das enzimas responsaveis pela excre¢do do CO,, balanco acido-base e

transporte 16nico em nivel celular e de tecidos ¢ a anidrase carbonica (AC) pois a sua



maior atividade ¢ catalizar as reagdes do dioxido de carbono (CO;) com a agua
mobilizando-os para bicarbonatos e carbonatos. Ela ¢ uma das enzimas mais comuns
nos organismos vivos (Burnett et al. 1985). A sua reagdo catalitica pode ser descrita
através da equacdo a seguir:

CO, + H,0 <> H' + HCO5

Henry (1996) sugere que a anidrase carbOnica atua em diversos processos
fisiologicos como respiracdo, balango acido-base, fixacdo do carbono, formagdo de
CaCO:s, transporte idnico e regulagio idnica e troca intracelular de Na'/H', CI/HCO5.

A regulacdo acido-base em vertebrados, incluindo peixes, ¢ ligada a excrecao
de carbono através das reagdes reversiveis de hidratagdo e desidratagao do CO; e dos
equivalentes acido-base H™ ¢ HCOs". Contudo, em peixes, a regulagdo acido-base é
também ligada a regulacdo i0nica, pois essa compensacao se baseia na transferéncia
direta de H' e HCO5 através das branquias em troca pelo Na' e CI', respectivamente. A
regulacdo do movimento de NaCl através das branquias ¢ a principal reagdo para a
manutencdo do equilibrio i6nico e do balanco osmotico nos peixes. E a participante
principal nestes processos € a anidrase carbdnica (Gilmour & Perry, 2009).

E nas células de cloreto (CC) localizadas nos filamentos branquiais e na
membrana opercular que estd localizada a enzima Na" K' ATPase (NKA), que ¢é
responsavel pelo transporte ativo de Na' para fora e K para dentro das células
(Baldisserotto, 2009). A NKA ndo ¢ importante somente por manter a homeostase
intracelular, mas por prover uma forca motriz para varios sistemas de transportes nas
branquias (Hwang & Lee 2007). O modelo atual propde que a extrusdao de NaCl ¢
mediado pelo cotransporte basolateral de NaCl provido por um gradiente eletroquimico
gerado pela NKA, juntamente com a saida apical de CI” através de canais e a extrusdo
paracelular de Na', ambos operados por seus respectivos gradientes eletroquimicos.
Estes transportadores sio além da NKA, a Na'/K'/2CI" (NKCC) e o fator
transmembrana regulador da condutancia da fibrose cistica (CFTR) onde ambos estao
ligados a secre¢do de CI', sendo o NKCC localizado na por¢ao basolateral das CC e o
CFTR mais abundante na por¢do apical das CC (Evans et al 2005, Hwang & Lee,
2007).

Teleosteos expostos a dguas com salinidades proximas ao seu ponto isosmotico
apresentam uma reducdo na atividade da NKA, exatamente por haver uma menor
variagdo na concentragdo de ions entre aquelas aguas e o plasma (Imsland et al. 2003).

Alguns estudos com teledsteos mostram que a atividade da NKA pode variar em relagao



a salinidade e ao gradiente de variagdo da salinidade (Amaral et al., 2001; Hiro1 &
McCormick, 2007; McCormick et al., 2009). Geralmente ¢ observado um aumento na
atividade da NKA em salinidades distantes do ponto isosmotico (McCormick et al.,
2009). Estas mudangas podem ser atribuidas a maior dificuldade na manutencdo da
composi¢do i6nica do plasma sanguineo causado pela mudanga na salinidade do
ambiente (Plaut, 1998).

O aumento na atividade da enzima NKA, causado pela variacao de salinidade,
pode refletir num maior gasto energético para osmorregulacao (Morgan & Iwama, 1998;
Lundgreen et al., 2008; Tseng & Hwang, 2008). Swanson (1998) observou um aumento
significativo no custo metabdlico para osmorregulacdo de juvenis de Chanos chanos,
conforme elevagao da salinidade. Contudo, Boeuf & Payan (2001) mostram que o custo
metabolico para osmorregulagdo pode ser de apenas 10% do rendimento metabdlico
para teledsteos de agua salgada.

Com base nas diferencas morfotipicas e de localidade das CC, a literatura tem
proposto que os teledsteos possuem dois subtipos celulares (a € ) e, provavelmente, a
funcionalidade desses subtipos também possa diferir (Pisam et al. 1995; Uchida e
Kaneko, 1996). As CC a s3o localizadas predominantemente na base da lamela
branquial e sdo precursoras das CC em teledsteos adaptados a 4gua marinha. Ja as CC 3
sdo primariamente localizadas nos filamentos branquiais, na regido inter-lamelar, e
ocorrem somente em teledsteos que habitam aguas doces. A membrana apical das
células tipo a apresenta muitas dobras e projecdes, enquanto que nas cé€lulas tipo  a
membrana apical € lisa (Perry 1997). Mudancas de salinidade afetam também a
morfologia e a abundancia das células de cloreto nos peixes (Fielder et al., 2007).

O tecido branquial ¢ o principal prejudicado pela acidez do meio. Quando os
peixes sdo expostos a baixos teores de pH, a quantidade de muco da superficie branquial
se incrementa. O excesso de muco interfere no intercambio gasoso e i6nico, que se
realiza através das branquias. Dessa forma, um desequilibrio do balango acido-bésico
sanguineo resulta em estresse respiratorio e diminui¢do da concentracao do cloreto de
sodio palsmatico, fato que provoca um sério disturbio osmotico (Boyd, 1990).

Para entender melhor o efeito da corre¢do da alcalinidade em ambiente
hiposmético sobre os juvenis de pampos, submetidos a redu¢do gradual da salinidade

para verificar eventuais diferengas na sobrevivéncia e nas vias de osmorregulacao.



OBJETIVO GERAL

Entender a influéncia da alcalinidade e da exposicao a salinidades reduzidas na

sobrevivéncia € no comportamento iono-osmorregulatorio de juvenis de pampo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a sobrevivéncia em ambiente hipoosmoético em func¢do da
corre¢do ou nao da alcalinidade através da adigdao de bicarbonato de sodio;

. Determinar a influéncia da salinidade e da alcalinidade sobre a atividade
da enzima NKA e anidrase carbonica nas branquias de juvenis de pampo;

. Descrever as alteragdes morfologicas nas branquias de pampo em

ambiente hipoosmotico.



MATERIAL E METODOS

Coleta dos peixes e sua manuten¢do em laboratorio.

Juvenis de pampos (peso médio: 2,9 +£0,2g e comprimento médio: 6,2 0,2 cm)
foram coletados com rede de arrasto na Praia do Cassino (32°12°25°°S 52°10°31°°0 -
Rio Grande, RS) e imediatamente levados para o Laboratorio de Piscicultura Estuarina e
Marinha da FURG. Os peixes foram aclimatados ao laboratorio durante cinco dias em
tanques de fibra (300L), com areacao constante, na densidade de 100 peixes por tanque.
A salinidade foi mantida em 34%o0 e a temperatura média de 22°C. Os peixes foram
alimentados uma vez por dia com ragdo comercial (INVE NRD 5/8) até¢ a saciedade

aparente.

Exposicdo dos peixes a baixa salinidade e corregdo da alcalinidade

Os peixes foram transferidos para unidades experimentais com 3 L, mantidas
em um banho termostatizado para manutengdo da mesma temperatura em todas as
unidades experimentais. A mortalidade foi avaliada diariamente.

Os animais foram submetidos a trés tratamentos:

1 - controle, salinidade 34%o (TCC);

2 - reducdo gradual da salinidade e manutencao da alcalinidade com adig¢ao de
bicarbonato de sddio (TC);

3 - reducdo gradual da salinidade sem controle da alcalinidade, sem adicao de
bicarbonato de sédio (TS).

A salinidade inicial foi de 34%o0 e diariamente ela foi reduzida para 22, 12, 5,
2,5, 1 e 0%o, através da diluigdo da dgua marinha com agua doce declorada. Cada
tratamento, foi realizado com 4 repeti¢des e cada unidade experimental tinha 10 peixes.
No controle os peixes foram mantidos constantemente na salinidade 34%o, porém
sofreram o mesmo manejo de troca de dgua dos outros tratamentos. A densidade de
estocagem foi de 3 g/L para todos os tratamentos.

Os animais foram mortos em banho de benzocaina ( 500ppm) e imediante as
branquias do lado esquerdo de trés de cada unidade experimental (n=9 para cada

tratamento) foram dissecadas e diretamente armazendas em nitrogénio liquido.



Parametros fisicos e quimicos da agua

Os parametros fisicos € quimicos da qualidade de agua de cada tratamento
foram aferidos diariamente pela manha. A salinidade de cada tanque foi medida uma
vez ao dia com um refratdmetro portatil, a concentracao de oxigénio dissolvido e a
temperatura foram mendidos com auxilio de um oximetro digital (YSI), o pH com um
pHmetro de mesa (HANNA), a concentragio de amonia total (N - NH3 + NH4") foram
determinadas pelo método espectrofotométrico UNESCO (1983) e a alcalinidade foi
determinada através do método titrimétrico APHA (1989). A dilui¢do da 4gua e a adigdo
de bicarbonato de sodio (NaHCO3) foram feitas no dia anterior ao seu uso, para permitir

a estabilidade dos parametros desejados.

Andlise da atividade da enzima Na' K ATPase

As amostras de branquia foram homogeneizadas no gelo em meios contendo
100 pL de tampao (300 mM de sacarose, 20 mM de EDTA, 100 mM de Imidazol e 0,5
g de 4cido deoxicdlico) para posterior centrifugagdo (1 min, 5.000 rpm, 4°C). A
atividade da Na'-K'-ATPase foi determinada no sobrenadante conforme metodologia
descrita por McCormick (1993). Para as reagdes, foram utilizados 10 pL do
sobrenadante do homogeneizado, onde foram adicionados 150 pL de meio de reacao A
(4 U/mL de lactato desidrogenase, 5 U/mL de piruvato quinase, 2,8 mM de
fosfoenolpiruvato, 3,5 mM de ATP e 0,22 mM de NADH em 50 mM de tampao
Imidazol, pH 7,5) e 50 pL de salina (100 mM de NaCl, 10,5 mM de MgCI26H20, em
50 mM tampao Imidazol, pH 7,5) com potassio (KCI 30 mM) ou 150 pL de meio de
reacdo B (contém as mesmas enzimas do meio de reacdo A mais 1 mM de Ouabaina,
inibidor da atividade da Na+,K+-ATPase) e 50 puL de salina sem potassio. A quantidade
de ADP produzido em cada reacdo foi determinada pela absorbancia dos meios de
reacdao em espectrofotometro (340 nm) (Victor2 TM 1420, Perkin-Elmer, USA), a cada
1 min, durante 10 min. A diferenca na producao de ADP entre as duas reagdes A e B foi
considerada como sendo aquela atribuida a atividade da Na+- K+-ATPase. A atividade
da enzima foi expressa em pmol ADP formado por mg de proteina (Biureto ), no extrato

por hora de reagao.



Analise da atividade da enzima anidrase carbonica

A atividade da anidrase carbonica (AC) foi determinado através do método de
variagdo de pH descrito por Henry (1991), no mesmo sobrenadante utilizado para a
determinagio da atividade da Na" K™ ATPase. Este método baseia-se na catalise de uma
solucao saturada de CO2 pela AC, através da liberagao de H+ e conseqiiente diminuigao
do valor de pH. Para a andlise da atividade da enzima, foram utilizados de 10 pL do
sobrenadante, os quais foram adicionados a 6 mL do meio de homogeinizagdo. A
reagcdo enzimatica inicia-se apods a adicdo de 1 mL de agua destilada saturada com CO, a
4°C. A redugdo do pH foi medida durante 30 s, utilizando-se um pHmetro. A partir de
uma regressao linear foram ajustados os dados de pH em fungdo do tempo,
determinando-se assim atividade da enzima. A atividade da enzima AC foi calculada
através da equacdo = (taxa catalisada/taxa ndo catalisada - 1)/ concentragdo de proteinas

no volume total de amostra utilizado.

Histologia das branquias

ApOs a anestesia dos animais com MS-222, as branquias do lado direito de trés
peixes por unidade experimental nas salinidades 2,5%o0 € 1%o € ao final do experimento
para o tratamento controle foram coletadas e armazenadas em cassetes. As branquias do
lado direito foram fixadas em liquido de Bouin durante 4 horas e depois transferidas
para alcool 70%. As amostras foram desidratadas em série crescente de etanol e
embebidas em parafina, utilizando processador automdtico de tecidos (Lupe, PTOS,
BR), cortadas em se¢des de 4um, coradas com hematoxilina-eosina e montadas em
laminas permanentes com balsamo do Canada. As secc¢des histologicas foram analisadas
pelo método descrito por Weibel (1982) e modificado por Romano (1996). Para
determinar a densidade de células (cc/mm?) foi utilizado uma ocular de integracio
reticulada de 5 linhas e 25 pontos (Carl Zeiss). As medidas de freqliéncia foram obtidas
através de observacdo com microscopio optico avaliando 10 campos histologicos de

tecido branquial ao acaso.



Analise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas através da comparagdo dos resultados entre

os tratamentos com ANOVA de uma via seguido do Teste de Tukey (P<0,05).
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RESULTADOS

Sobrevivéncia

No tratamento controle onde a salinidade foi mantida a 34%o, todos os animais
sobreviveram. Para o tratamento sem reposi¢do da alcalinidade, a sobrevivéncia letal
média foi de 5,3 dias sendo que os peixes comecaram a morrer a partir do 4° dia, onde a
salinidade estava em 5%o e ao atingir a salinidade 1%o foi observada a mortalidade total.
Entretanto, no tratamento com reposicao da alcalinidade o tempo letal médio foi de 6,5
dias, sendo que os animais comegaram a morrer a partir do 6° dia, quando a salinidade

estava em 1%o e na salinidade zero foi observada a mortalidade total (Figura 1).

100 ———

80
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.g 60 -
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0
34 22 12 5 2,5 1 0
Salinidade (%)

Figura 1: Sobrevivéncia dos juvenis do Pampo durante a reducao gradual da salinidade.

*TS: Tratamento sem reposi¢do da alcalinidade; TC: Tratamento com reposi¢do da
alcalinidade; TCC: Controle.

Pardmetros de Qualidade de Agua

Os valores dos parametros de qualidade de agua analisados durante o
experimento estdo descritos na tabela 2. Nos tratamentos TC2,5 e TCl, o pH foi
significativamente diferente do tratamento sem reposi¢ao (TS2,5), porém este foi
estatisticamente igual ao controle (TCC). Para a alcalinidade, o tratamento TS2,5, foi
significativamente diferente dos outros tratamentos, que foram iguais entre si. A amodnia
gasosa foi estatisticamente diferente no tratamento TC1 que obteve o maior valor. Os

outros tratamentos foram iguais entre si (Tabela 1).
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Tabela 1: Qualidade da 4gua durante a exposi¢cdo de juvenis do pampo Trachinotus

marginatus a salinidade reduzida com e sem reposi¢ao da alcalinidade .

Parametros TC2,5 TS2,5 TC1 TCC
Temperatura °C 21,9+0,0 21,9 +0,0 22 +0,0 21,4 +0,0
0D (mg O,/L) 7,96+0,10 7,92+0,26  8,36+0,23 7,97 +0,03
pH 8,35+0,03° 7,93+0,15° 8,39+0,04° 8,1+0,03°
Alcalinidade (mg CaCO3/L) 111,2 +4,3° 36,2 +5,2° 108,7 £12°  142,5 £2,5°
Aménia Gasosa (mg N-NHs/L) 0,14 +0,01° 0,05+0,02° 0,31+0,08° 0,14 +0,02°

Aménia total (mg N-NH3+NH,/L) 1,46 +0,05° 1,11 +0,14° 3,12 +0,99°° 4,12 +0,37°
*Tratamento Com Reposi¢do da alcalinidade em salinidade 2,5%o; ** Tratamento Sem

reposicdo da alcalinidade em salinidade 2,5%o, Tratamento com reposicdo da
alcalinidade em salinidade 1%o; Controle com salinidade 34%o. Letras diferentes

representam as diferencas estatisticas.

Atividade da enzima Na™ K~ ATPase

O tratamento com salinidade 2,5%o onde nao foi reposta a salinidade (TS2,5)
foi o que alcangou o maior valor de atividade da NKA, sendo significativamente

superior ao dos outros tratamentos (Figura 2).
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Na* K* ATPase
(umoles ADP/mg proteina/h)

1.5

1.0

0.5

0.0
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Tratamentos
Figura 2. Atividade da enzima Na" K" ATPase em branquias de juvenis do pampo
Trachinotus marginatus expostos a baixas salinidades. TC2,5: Tratamento com
reposicao da alcalinidade em salinidade 2,5%o; TS2,5: Tratamento sem reposi¢ao da

alcalinidade em salinidade 2,5%0; TC1: Tratamento com reposi¢dao da alcalinidade em
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salinidade 1%o; TCC: Controle em salinidade 34%o. Letras diferentes correspondem as

diferengas estatisticas e o intervalo ao erro padrao.
Atividade da enzima Anidrase Carbonica
A atividade da enzima anidrase carbdnica foi aumentada nos tratamentos

TC2,5 e TS2,5 quando comparadas ao tratamento controle (TCC). Estas duas foram

estatisticamente iguais entre si (Figura 3).

30

27 ~

24 -
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15 4

12 4

Anidrase Carbonica
(AE/mg proteina)

TCC34 TC2,5 TS2,5 TC1

Tratamentos
Figura 3. Atividade da enzima Anidrase Carbdnica em branquias de juvenis de pampo
Trachinotus marginatus expostos a baixas salinidades. TC2,5: Tratamento com
reposicao da alcalinidade em salinidade 2,5%o; TS2,5: Tratamento sem reposi¢dao da
alcalinidade em salinidade 2,5%0; TC1: Tratamento com reposi¢dao da alcalinidade em
salinidade 1%o; TCC: Controle em salinidade 34%o. Letras diferentes correspondem as

diferengas estatisticas e o intervalo ao erro padrao.

Morfologia das branquias

Quando houve reducdo da salinidade foi observada hiperplasia das células
epiteliais das branquias e hipertrofia e hiperplasia das células de cloreto (Figura 4). As

branquias dos peixes controle apresentaram densidade de células de cloreto igual a 14,9

cc/mm?, valor significativamente inferior (P<0,05) aos demais tratamentos. Porém, com
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a reducdo da salinidade, foi observado um aumento no niimero de células de cloreto nos

demais tratamentos (TC2,5, TS2,4 e TC1) que atingiram a quantidade de 35,2 cc/mm?.

Figura 4. Microfotografia das branquias de juvenis do pampo Trachinotus marginatus
coradas com H-E. (A) Controle (salinidade 34%o) apresentando estrutura normal das
lamelas branquiais; (B) Salinidade 2,5%0 sem controle da alcalinidade, mostrando
hiperplasias do epitélio das lamelas secundarias (indicado pela cabeca da seta) e

hipertrofia e hiperplasia das células de cloreto (indicado pelas setas).
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DISCUSSAO

O pampo ¢ considerado um peixe de bom prego comercial e boa adaptabilidade
as condicdes de cativeiro. Estudar seus meios de cultivo ¢ importante para adquirir
conhecimento sobre seu comportamento a fim de viabilizar sua criagdo na piscicultura
marinha. Peixes eurialinos tem sido considerados também pois podem ser criados em
salinidades baixas assim podemos ver algumas vantagens como, por exemplo, as
estruturas de cultivo que podem ser construidas em terrenos mais afastados das margens
com utilizacdo de aguas subterraneas salobras, assim como utilizar 4guas mais calmas
de estuarios com tanques-redes.

A pratica da calagem em viveiros também € rotineira na aquicultura (Arana,
2002), conferindo ao viveiro maior alcalinidade e consequentemente maior capacidade
tampao, através da disponibiliza¢do de ions carbonatos e bicarbonatos para que o pH
nao varie drasticamente durante o dia (Sawyer e McCarty, 1978).

Neste trabalho, analisamos a sobrevivéncia em baixas salinidades para entender
o comportamento osmorregulatorio desta espécie. A alcalinidade foi reposta afim de
atender uma quantidade minima de ions dissolvidos na agua que ¢ importante para o
funcionamento do organismo aqudtico assim como para manter a estabilidade do pH.
Foi1 observado nesse experimento, que os peixes expostos ao ambiente hiposmatico sem
reposi¢do da alcalinidade tiveram altas mortalidades. Observamos nesse experimento
que a mortalidade dos peixes expostos a agua com reposi¢cao da alcalinidade comegaram
a morrer na salinidade 1%o e morreram todos na salinidade zero. Ja os animais expostos
a agua sem reposi¢ao da alcalinidade comecaram a morrer na salinidade 5%o e todos
estavam mortos na salinidade 1%o. Atwood et al. (2004) descobriram que juvenis de
bijupira mantidos a 20%o0 e que foram submetidos a redu¢do gradual de 2%o por dia, a
mortalidade comegou na salinidade 8%o ¢ foi total abaixo da salinidade 2%o.

A enzima Na' K ATPase esta localizada nas células de cloreto presentes nos
filamentos branquiais e ¢ responsavel pelo transporte ativo de Na' e K’ nas células
(Baldisserotto, 2009). Alguns estudos com teledsteos mostram que a atividade da NKA
pode apresentar variagdo em relagdo a mudangas na salinidade (Amaral et al., 2001).
Geralmente ¢ observado um aumento na atividade da NKA conforme o aumento do

gradiente de variacdo da salinidade (Hiroi & McCormick, 2007; McCormick et al.,
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2009). Em Paralichtys orbignyanus, a atividade da NKA foi maior nos peixes mantidos
em agua doce (Sampaio & Bianchini, 2002). O mesmo aumento na atividade foi
mostrado por Lin et al (2003) para Chanos chanos aclimatados em agua doce e agua
salobra (10 e 20%o). Porém, estudos com Gilfichthys mirubilis, um peixe marinho
eurialino, ndo demonstrou aumento na atividade da NKA apds 24h de choque abrupto
de 30%o para as salinidades 1,5 € 6%o0 (Yoshikawa et al 1993). No presente estudo, a
atividade da NKA foi aumentada nos tratamentos TC2,5 e TS2,5, sendo
significativamente maior quando nao houve reposi¢ao da alcalinidade. Chakoumakos et
al (1979) sugere que a alcalinidade e a dureza sdo os fatores que controlam a toxicidade
do cobre e 4guas com alcalinidade baixa fazem favorecem a toxicidade do cobre sobre a
truta. Este comportamento foi também observado, porém com adi¢do de outros ions, por
Forsbersg e Neill (1997). Eles notaram que a sobrevivéncia e o crescimento de peixes
marinhos em agua doce ¢ possivel quando estiverem presentes concentragdes minimas
de determinados ions, como calcio, cloreto e magnésio. Wurts e Stickney (1989)
também fizeram um trabalho com juvenis do red drum eurihalino (Sciaenops ocellatus)
criando-os em agua doce com concentra¢ao inadequada de calcio, tiveram performance
ruim, enquanto ndo houve diferencas significativas no crescimento e sobrevivéncia
entre os peixes criados em agua doce, com niveis altos de célcio dissolvido, com
aqueles criados em agua salgada.

Juvenis de bijupird em fase inicial de 6-7g podem ser cultivados com sucesso
num espectro de salinidade de 5 a 30 ppm (Resley et al 2006). Este resultado mostra que
o bijupird ndo necessita estar na costa marinha onde tem salinidades mais elevadas e o
custo da terra e permissdes ambientais sdo mais dificeis de obter. Gatlin et al (1992)
também sugeriu a adicdo de sais na alimentacdo, pois através de um experimento,
mostraram que a perda passiva de ions em dguas com baixa salinidade pode ser
compensada pelo transporte ativo de ions através da adi¢do de eletrolitos na
alimentacdo. Miranda-Filho et al (2008) apds transferéncia direta da salinidade natural
(34%0) para agua salobra observou que a salinidade letal (SL50) apds 24h para papa-
terra foi de 2,3%eo.
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CONCLUSOES

Juvenis de pampo sobrevivem na salinidade 1%o quando a agua teve reposicao
da alcalinidade, enquanto os peixes mantidos sem reposicao da alcalinidade
apresentam mortalidade total nessa salinidade.

A atividade da NKA foi maior para os juvenis de pampo na salinidade 2,5%o
quando nao houve reposi¢ao da alcalinidade.

A atividade da anidrase carbonica foi igual para os tratamentos com e sem
reposi¢do da alcalinidade na salinidade 2,5%o.

As branquias de juvenis de pampo expostos a baixa salinidade sem reposicao de
alcalinidade apresentam maior densidade de CC quando comparado aos peixes

mantidos em agua salgada.
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