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“N0s somos feitos da matéria de que séo feitos os sonhos”.

- William Shakespeare.
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos a longo prazo da interagdo entre
diferentes temperaturas e taxas de reoxigenagdo sobre os parametros sanguineos, de
crescimento e de estresse oxidativo de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus). Para
o0 desenvolvimento deste estudo foram utilizados 216 animais, mantidos durante 45 dias
em duas temperaturas (24,11 + 0,10 e 27,08 £ 0,05°C) e submetidos a dois periodos de
hipdxia severa, no 15° dia (0,83 + 0,07 mg Oz L) e 30° dia (0,84 + 0,01 mg Oz L), de 8
h cada, com diferentes taxas de reoxigenacdes: abrupta (retorno aos niveis de normoxia
em até 20 minutos) e gradual (1,0 mg O, L* a cada hora, durante 5 horas). Foi
estabelecido um tratamento controle para cada temperatura, mantidos em normoxia (> 7,0
mg 02 L) durante todo periodo experimental, totalizando 6 tratamentos (em triplicata).
Ao final do experimento, foi realizada biometria (n=36 animais por tratamento) para
verificar o desempenho de crescimento. Em seguida, foram coletadas amostras de sangue,
branquias, cérebro, figado e musculo dos animais (n=9 animais por tratamento) para
analise dos pardmetros hematologicos e de estresse oxidativo. Os resultados
demonstraram que o crescimento é otimizado em 27°C e foi acompanhado por maior
concentracdo de glicose sanguinea em relacdo aos juvenis mantidos em 24°C
(independente da taxa de reoxigenacao ou normoxia). A reoxigenacao abrupta e gradual
a 27°C levou a diminuigdo do nimero de eritrécitos e hemoglobina, além de maior volume
corpuscular médio (VCM), tanto em relacéo ao tratamento norméxia a 27°C, quanto aos
animais submetidos as mesmas taxas de reoxigenacgdes a 24°C. A interacdo entre 24°C e
ambas reoxigenacdes e 27°C e reoxigenacdo abrupta induziram o aumento da capacidade
antioxidante total contra radiais peroxil (ACAP) no figado e musculo. Além disso, estes
memos tratamentos (exceto reoxigenacao abrupta em 24°C) apresentaram maiores niveis
de peroxidagdo lipidica (LPO) nos diferentes tecidos analisados. Ndo houve mortalidade
dos juvenis de pacu, indicando que a espécie é tolerante a hipdxia severa e reoxigenacao.
Em concluséo, a exposicdo a diferentes temperaturas e taxas de reoxigenagdo causam
alteracdes na ACAP e peroxidacdo lipidica em juvenis de pacu. Porém, os animais
demostraram maior capacidade de ajuste fisiologico e bioguimico quando submetidos a

reoxigenacéo gradual em 27°C.

Palavras-chaves: hipoxia, parametros sanguineos, peroxidacao lipidica, ACAP.



Abstract

The aim of the present study was to verify the long-term effects of the interaction between
different temperatures and reoxygenation rates on blood parameters, growth and
oxidative stress in pacu juveniles (Piaractus mesopotamicus). For the development of this
study, 216 animals were used, kept for 45 days, at two temperatures (24,11 £+ 0,10 and
27,8 £ 0,05 °C) and submitted at two periods of severe hypoxia, on the 15th day (0,83
0,07 mg O, L) and 30th day (0,84 + 0,01 mg O, L), of 8 h each, with different
reoxygenation rates: abrupt (return to normoxia levels within 20 minutes) and gradual
(1.0 mg Oz Lt every hour, for 5 hours). A control treatment was established for each
temperature, maintained in normoxia (> 7.0 mg O, L), throughout the experimental
period, totaling 6 treatments (in triplicate). At the end of the experiment, biometry was
performed (n=36 per treatment) to verify the growth performance. Then, blood, gills,
brain, liver and muscle samples were collected from the animals (n=9 per treatment) for
analysis of hematological parameters and oxidative stress. The results demonstrate that
growth is optimized at 27 °C and was accompained by higher blood glucose concentration
compared to juveniles maintained at 24 °C (regardless of the reoxygenation rate or
nomoxia). Abrupt and gradual reoxygenation at 27 °C led to a decrease in the number of
erythrocytes and hemoglobin, in addition to a higher mean corpuscular volume (MCV),
both in relation to the normoxia treatment at 27 °C, and to animals submitted to the same
reoxygenation rates at 24 °C. The interatiction between 24 °C and abrupt reoxygenation
and 27 °C and abrupt reoxygenation induced an increase in total antioxidant capacity
against peroxyl radicals (ACAP) in liver and muscle. Furthermore, these same treatments
(except abrupt reoxigenation at 24 °C) showed higher levels of lipid peroxidation (LPO)
in the different tissues analyzed. There was no mortality of pacu juveniles, indicanting
that the species is tolerant to severe hypoxia and reoxygenation. In conclusion, the
exposure at differents temperatures and reoxygenation rates caused changes in ACAP and
lipid peroxidaxion in pacu juveniles. However, the animals showed a greater capacity for
physiological and biochemical adjustment when submitted to gradual reoxygenation at
27 °C.

Keywords: hypoxia, blood parameters, lipid peroxidation, ACAP.



2 Introducéo Geral

O pacu Piaractus mesopotamicus (Figura 1), nativo da bacia do Parana-Paraguai
(Godoy, 1975), € uma das espécies de peixes de maior importancia na America do Sul
(Valladdo et al., 2016; Claudiano et al., 2019). Seu sucesso na aquicultura deve-se a
caracteristicas como rusticidade, rapido crescimento, habito alimentar onivoro, carne de
6tima qualidade e boa aceitagdo do mercado consumidor. Além disto, tolera baixos niveis
de oxigénio dissolvido (Nitz et al., 2020a), niveis médios a altos de amonia (Nitz et al.,
2019) e pH écidos e alcalinos (Copatti et al., 2019; Pellegrin et al., 2020). Em virtude

disso, apresenta 6tima adaptabilidade em sistemas de cultivo intensivos.

T
Figura 1 — Exemplar de pacu Piaractus mesopotamicus (Fonte: Arquivo pessoal - Luana Lamberti).

Na natureza, preferem aguas acima de 22°C, contudo, a espécie também é conhecida
por sua capacidade de tolerar grandes variac@es térmicas (Pinto et al., 2019; Nitz et al.,
2020a). Esta caracteristica torna viavel seu cultivo no Rio Grande do Sul, ja que o estado
apresenta grandes variagOes térmicas sazonais, onde as temperaturas médias da agua
podem variar entre 9 e 28°C (Garcia et al., 2008).

Para ectotérmicos aquaticos, como 0s peixes, que regulam sua temperatura corporal
de acordo com a temperatura do ambiente, as variacbes de temperatura afetam
diretamente processos fisioldgicos e bioquimicos (Yang et al., 2018) como metabolismo,
crescimento (Pinto et al., 2020), taxas de fertilizacdo (Qiang et al., 2019), funcdo dos

espermatozoides (Dadras et al., 2016), tempo de esvaziamento gastrico (Das et al., 2018),



utilizacdo adequada dos nutrientes (Pinto et al., 2020), atividades de enzimas
antioxidantes e niveis de hormonio de estresse (Yang et al., 2018), entre outros.

Além de seu impacto direto sobre 0s organismos aquaticos, a temperatura também
afeta outros pardmetros de qualidade da agua, como o oxigénio dissolvido, visto que a
solubilidade dos gases é inversamente proporcional a temperatura da agua (Ultsch &
Nordlie, 2019). Do mesmo modo que a temperatura, o oxigénio dissolvido (OD)
influencia o crescimento e desenvolvimento dos peixes (Magnoni et al., 2018; Marcek et
al., 2020), pois dele dependem muitos processos fisioldgicos e metabdlicos vitais para
organismos aerobicos (Buentello et al., 2000; Wexler et al., 2011).

Nos ambientes aquaticos, a concentracdo de OD depende de fatores como
temperatura, salinidade, taxa de fotossintese e pressao atmosférica - que varia de acordo
com a altitude (Ultsch & Nordlie, 2019). Devido a isto, os niveis de OD sofrem variacdes
diarias e/ou sazonais (Riffel et al., 2012). Em ambientes controlados, como em
pisciculturas, a concentracdo de OD pode ser controlada através de renovacgdo de agua e
aeracdo mecanica. No entanto, mesmo em ambientes controlados, podem surgir situacdes
com potencial de influenciar na concentracao de oxigénio, como a taxa de decomposi¢édo
de matéria organica, o aumento da temperatura e a respiracdo dos organismos presentes
no meio (Ultsch & Nordlie, 2019). Nestas situa¢des pontuais, quando ha uma deplecdo
dréstica nos niveis de oxigénio, a concentracdo de OD pode atingir niveis abaixo dos
exigidos pela maioria dos animais, condi¢cdo conhecida como hipdxia.

Tais condic¢des sdo comuns nos ambientes aquaticos, devido a grande influéncia dos
fatores supracitados, por isso 0s peixes desenvolveram diversas estratégias adaptativas ao
longo de sua evolucdo (Zhu et al., 2013; Xiao, 2015). Dentre o0s principais mecanismos
estdo a respiracdo aquatica de superficie (aquatic surface respiration - ASR), depressdo
metabdlica, aumento no volume ventilatério e frequéncia cardiaca, bem como da
superficie labial (Figura 2), entre outros. Ainda assim, quando a condicdo de hipoxia €
frequente, os peixes podem apresentar déficit na ingestdo do alimento, taxa de
crescimento e sobrevivéncia (Magnoni et al., 2018; Marcek et al., 2020), além de
aumentarem os niveis de estresse (Bernier et al., 2012; Copatti et al., 2019) dentre outras
alteracdes bioquimicas e fisioldgicas (Abdel-Tawwab et al., 2019).



Figura 2 — Prolapso labial inferior em exemplar de pacu exposto a condi¢des hipoxicas (Fonte:
Arquivo pessoal - Luana Lamberti).

Originalmente, o estresse foi definido como “uma resposta nao especifica do corpo
frente a qualquer estimulo nocivo”, com o tempo este conceito tem sido confrontado por
novas definicdes de diversos autores (McEwen e Wingfield, 2010; Koolhaas et al., 2011,
Johnstone et al., 2012). Porém, apesar das inimeras tentativas, a definicdo desta condicdo
permanece ambigua e a palavra é usada em diferentes contextos de maneiras distintas.
Ademais, existe uma baixa precisdo na definicdo entre 0s termos estressor, estresse e
resposta ao estresse, ja que alguns autores ndo as distinguem entre si e assim, o termo
“estresse”, € frequentemente usado de forma vaga ao referir-se tanto ao fator ambiental
gue provoca a resposta, quanto a resposta em si (Schulte, 2014).

Por estarem em constante contato com o0 meio, 0s peixes sdo altamente suscetiveis ao
estresse, tendo como um dos principais agentes estressores as alteragdes nos parametros
de qualidade da agua, principalemente temperatura e niveis de oxigénio dissolvido
(Sanchez-Vazquez et al., 2019). Os animais, quando expostos a estes estressores,
respondem com um conjunto complexo de alteragdes comportamentais e bioquimicas,
como fuga, aumento dos niveis de glicose e lactato, no equilibrio idnico e acido-base e
na concentracdo de hemoglobina (Samaras et al., 2015; Wu et al., 2016; Nitz et al.,
2020D).



O sangue € um importante biomarcador do estresse fisioldgico em peixes, que pode
fornecer informacdes importantes acerca da saude e bem-estar dos animais (Ahmed et al.,
2020). Parametros hematoldgicos como a determinacéo da contagem de eritrocitos (Eri),
hematdcrito (Hct), concentragdo de hemoglobina (Hb) e indices hematimétricos - volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo
média de hemoglobina corpuscular (CHCM) - sdo comumente utilizados em avaliacfes
de rotina, por serem consideradas importantes ferramentas diagnosticas de peixes (Fazio,
2019).

Além das alteracoes fisioldgicas devido ao estresse, as variagdes ambientais também
podem induzir estresse oxidativo nos peixes, que € definido como uma mudanca entre o
equilibrio pré-oxidante e antioxidante, favorecendo o primeiro. Durante o estresse
oxidativo sdo produzidos os radicais livres, os anions superoxido (O2"), o peroxido de
hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (*OH) (Lushchak, 2011), denominados de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (Birnie-Gauvin et al., 2017).

Normalmente, a concentracdo de ERO encontra-se em homeostase, ou seja, a
quantidade produzida esta em equilibrio com a eliminada (nivel estacionario); porém,
durante o estresse oxidativo ocorre um aumento na producéo, sobrecarregando o sistema
de defesa antioxidante (SDA) do organismo, podendo danificar lipidios, proteinas e DNA
(Vinagre et al., 2012; Biller & Takahashi, 2018). Nestas situacdes, caso o potencial do
sistema antioxidante seja eficiente e a demanda seja suficiente, a concentracdo de ERO
retornara aos niveis basais rapidamente (Lushchak, 2011).

A resposta do sistema antioxidante pode ser provocada por diversas circunstancias e
é dependente do tecido, da duracdo da exposicdo, de fatores ambientais e fisioldgicos
(Atli et al., 2016; Chowdhury & Saikia, 2020). Assim, temperaturas fora da faixa de
conforto podem induzir um quadro pré-oxidante em peixes (Vinagre et al., 2012; Garcia
et al., 2015) e provocar diversas alteragcdes na peroxidacdo lipidica (LPO), na capacidade
antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) e na atividade das enzimas catalase
(CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GSH), glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa-S-Transferase (GST) (Vinagre et al., 2012; Baker et al., 2020).

Em geral, maiores niveis de OD aumentam a produgdo de ERO devido a maior
probabilidade dos elétrons se combinarem com o oxigénio molecular (Birnie-Gauvin et

al., 2017). No entanto, alguns estudos demonstraram que 0 oposto também pode ser



verdadeiro, ou seja, situagdes onde ha pouco ou nenhum (hipdxia/anoxia) oxigénio
dissolvido podem provocar alteragdes no SDA em diferentes espécies de peixes (Yang et
al., 2017; Sun et al., 2019). Para Hermes-Lima et al. (1998), estas alteracfes no sistema
antioxidante em situacfes de hipdxia resultam de uma possivel resposta adaptativa
antecipatoria denominada “preparag@o para o estresse oxidativo”. Esta hipotese preconiza
a elevacdo do potencial antioxidante, a fim de evitar ou minimizar o estresse oxidativo
gerado pela reoxigenacéo, apos o periodo de hipdxia.

Estudos sobre os efeitos da reoxigenacdo nos parametros de estresse oxidativo
validam esta hipotese ao observarem aumento nos niveis de danos proteicos no figado de
carpa (Cyprinus carpio) ap6s 14 horas de recuperacdo (Lushchak et al., 2005), e
alteracOes nos indices de estresse oxidativo, como aumento nos niveis de peroxidacao
lipidica (LPO) no figado e cérebro de Pelteobagrus vachelli apds 6,5 horas de
reoxigenacao, logo apds serem submetidos ao mesmo periodo de tempo a concentracdo
de 0,7 mg O2 L (Zhang et al., 2016). Wang et al. (2021) relataram aumento significativo
nos niveis de malondialdeido (MDA — que reflete o grau de dano no organismo), bem
como na atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT durante a fase de reoxigenacédo

no cérebro e figado de Pelteobagrus fulvidraco.

Porém, em estudos recentes, autores relatam que a hipdxia é capaz de provocar
estresse oxidativo por si sO, através da producdo excessiva de ERO. Johannsson et al.
(2018) observaram que os tecidos de Cyphocharax abramoides sofreram danos
oxidativos durante exposicdo a hipoxia sem efeitos deletérios adicionais durante a
reoxigenacdo, independente da taxa de reoxigenagdo avaliada. Estes mesmos autores
sugerem trés hipoteses para explicar tal efeito: (i) a taxa de reoxigenacdo nao importa, (ii)
0s animais ja estavam aclimatados a episodios de reoxigenacdo e/ou (iii) a exposicdo
hipdxica ativou as respostas antioxidantes para prevenir ou reduzir maiores danos
provocados pela reoxigenacgéo - hipotese que corroboraria o pressuposto de “preparagdo
para o estresse oxidativo” (Hermes-Lima et al., 1998). J& Nitz et al. (2020a) observaram
que a exposicdo a hipdxia de moderada a severa afetam os biomarcadores de estresse
oxidativo em pacu e que estas alteraces foram 6rgdo especificas. Os mesmos autores
tambeém verificaram que a interacdo entre 23°C e hipoxia causam grandes disturbios nos
tiois proteicos (PSH) nas branquias e figado, bem como na peroxidacdo lipidica no

musculo.



Portanto, estas evidéncias vdo contra ao proposto por Hermes-Lima et al. (1998) e
podem significar que as respostas antioxidantes observadas durante a hipdxia, em estudos
anteriores, podem estar relacionadas a um cenario pro-oxidante, ao inves de indicar uma
resposta adaptativa para a posterior reoxigenacdo; logo, a possibilidade de que a
reoxigenacdo pode provocar estresse oxidativo precisa ser melhor estudada (Johannsson
etal., 2018).

3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos da interacdo entre diferentes temperaturas com periodos
recorrentes de hipoxia e diferentes velocidades de reoxigenacao (abrupta e gradual) em
diferentes parametros de juvenis de pacu.
3.2 Objetivos Especificos
- Avaliar os efeitos da interacdo entre diferentes temperaturas e velocidades de
reoxigenacao (abrupta e gradual) no desempenho zootécnico de juvenis de pacu.
- Determinar os efeitos da interacdo entre diferentes temperaturas e velocidades de
reoxigenacao (abrupta e gradual) nos pardmetros sanguineos de juvenis de pacu.
- Analisar os efeitos da interacdo entre diferentes temperaturas e velocidades de
reoxigenacdo (abrupta e gradual) nos pardmetros de estresse oxidativo em diferentes

tecidos de juvenis de pacu.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da interagéo entre diferentes temperaturas e
taxas de reoxigenacao nos parametros de desempenho de crescimento, hematoldgicos e
bioguimicos em juvenis de pacu. Os animais foram expostos a 8 h de hipdxia severa, no
15° dia (0,83 + 0,07 mg O2 L) e 30° dia (0,84 + 0,01 mg O2 L) seguida de reoxigenacgio
abrupta (retorno a norméxia em até 20 minutos) ou gradual (1,0 mg O, L a cada hora,
durante 5 horas, até atingir a normoéxia), em duas temperaturas (24,11 + 0,10 e 27,08 +
0,05 °C). Para cada temperatura também foi estabelecido um tratamento controle,
mantidos em normoxia (> 7,0 mg O2 L) durante todo periodo experimental (45 dias),
totalizando 6 tratamentos (em triplicata). Foi realizada biometria final (n=36 animais por
tratamento), coleta de sangue e de tecidos (branquias, cérebro, figado e musculo; n=9 por
tratamento) para determinacdo do desempenho de crescimento, dos parametros
hematoldgicos, da capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) e
peroxidacdo lipidica (LPO). Os resultados mostraram que 0s parametros de crecimento
(peso médio final, comprimento total médio final, ganho de peso, taxa de crescimento
especifico e fator de condicdo corporal) foram maiores em 27°C. Nesta temperatura, 0s
animais apresentaram niveis de hiperglicemia em comparagdo com 0s juvenis mantidos
em 24 °C (independente da taxa de reoxigenacdo ou normdxia). Os peixes submetidos as
diferentes taxas de reoxigenacdo em 27 °C apresentaram reducdo da hemoglobina e do
namero de eritrécitos, além de maior volume corpuscular médio (VCM) em relacéo ao
tratamento normdxia na mesma temperatura e aos animais expostos as memas taxas de
reoxigenacdo em 24 °C. Os menores niveis de ACAP foram observados no figado e
musculo dos peixes mantidos em 24 °C em comparag¢do com 0s animais mantidos em 27
°C. A interacdo entre 24°C, normdxia e reoxigenacao gradual, e 27°C e reoxigenacao
abrupta induziram maiores niveis de LPO em todos os tecidos. Em conclusdo, o
crescimento da espécie é otimizado em 27°C, além disso, nesta temperatura 0s animais
apresentam melhores condicdes fisioldgicas frente a uma reoxigenacdo gradual, podendo

ser considerados tolerantes a hipoxia e reoxigenagao.

Palavras-chaves: hipdxia, parametros hematoldgicos, estresse oxidativo, capacidade

antioxidante total, peroxidac&o lipidica.
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1 Introducédo

O pacu (Piaractus mesopotamicus) é encontrado nas bacias dos rios Parana, Paraguai
e Uruguai (Godoy, 1975), seu cultivo tem grande importancia nos paises da América do
Sul, como Argentina e Paraguai (Valladdo et al., 2016), pois apresenta um conjuto de
caracteristicas, como facil adaptacdo aos diferentes sistemas de cultivo, rapida taxa de
crescimento, conversdo alimentar eficiente, rusticidade e boa qualidade do file. Além de
apresentar uma uma grande toleréncia a baixos niveis de oxigénio dissolvido (OD, Nitz
et al., 2020a), amplas faixas de temperaturas (Pinto et al., 2020) e niveis variados de pH
(Copatti et al., 2019a) e aménia (Nitz et al., 2019) o que demostra o potencial promissor

para o cultivo da espécie em sistemas intensivos (Pellegrin et al., 2021).

Nos sistemas aquicolas, variacGes na concentracdo de OD sdo comuns, uma vez que
esta depende de aeradores mecanicos, que sdo suscetiveis a problemas como a falta de
energia (Dong et al., 2011), densidade de estocagem (Bittencourt et al., 2010) e
concentracdo de matéria organica em decomposi¢do que consome OD do meio.

FlutuacGes extremas de oxigénio, denominadas de hipoxia, podem ser frequentes e
resultar em possivel reducdo do consumo do alimento, da taxa de crescimento e
sobrevivéncia dos peixes (Magnoni et al., 2018; Marcek et al., 2020). A hipoxia também
afeta as respostas fisioldgicas e bioquimicas, incluindo respostas hematolégicas (Moraes
et al., 2002) e de estresse oxidativo (Copatti et al., 2019b).

Porém, ainda que a hipdxia represente um grande desafio para a sobrevivéncia e bem-
estar dos peixes, a subsequente reoxigenacdo pode ser ainda mais estressante,
principalmente devido a grande producdo de espécies reativas de oxigénio (Reactive
Oxygen Species — ROS; Lushchack e Bagnyukova, 2006a). O estresse oxidativo é
definido como um desequilibrio entre a producéo de ROS e as defesas antioxidantes do
organismo, e pode causar hidroxilacdo do DNA, desnaturacdo de proteinas, peroxidagédo
lipidica, apoptose e dano celular (Martinez-Alvarez et al., 2005).

O sistema de defesa antioxidante é dividido em dois grupos, (i) enzimatico, composto
por enzimas sintetizadas pelo organismo como superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa-S-Transferase
(GST) (Leveelahti et al., 2014) e (ii) ndo-enzimatico (Wang et al., 2021). A atividade das
enzimas antioxidantes esta relacionada com a taxa metabdlica dos organismos e, portanto,

esta sujeita a influéncia da temperatura (Hermes-Lima et al, 2004; Welker et al., 2013).
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Para a maioria das espécies de peixes, o crescimento é otimizado em uma estreita faixa
de temperatura e a exposicdo dos animais a temperaturas fora desta faixa ideal pode
induzir um quadro pré-oxidante (Feng et al., 2012; Vinagre et al., 2012). Para o pacu, a
melhor temperatura para o cultivo varia entre 23 e 29 °C (Garcia et al., 2008; Pinto et al.,
2020).

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos da interacdo entre diferentes
temperaturas (~24 e ~27 °C) e taxas de reoxigenacao abrupta (niveis de normoéxia
restabelecidos em até 20 minutos) ou gradual (niveis de normoxia restabelecidos em até
5 h), apos 8 h de hipdxia, nos pardmetros sanguineos, de crescimento e de estresse
oxidativo de juvenis de pacu, apés 45 dias.

2 Material e Métodos

2.1 Etica Animal

O protocolo experimental para desenvolvimento deste trabalho foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do
Rio Grande — FURG, protocolo n° P025/2021.

2.2 Aclima tacdo e Experimento

Foram utilizados 216 juvenis de pacu (15,79 = 0,16 g; 9,14 = 0,03 cm), adquiridos
comercialmente de uma piscicultura em Victor Graeff, Rio Grande do Sul, Brasil. Até o
inicio do experimento, os peixes foram mantidos em sistemas de recirculacdo com filtro
mecanico e bioldgico em tanques de 310 L (250 L de volume util). A alimentacédo foi
realizada duas vezes ao dia (9 e 16 h), com dieta com 32% de proteina bruta, até a
saciedade aparente. O mesmo protocolo de alimentacéo foi sequido durante o periodo de
aclimatacdo as condicGes experimentais. O arragoamento foi suspenso durante todo o
periodo de hipoxia.

Previamente a realizagdo do experimento, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em 18 tanques de 80 L de volume util e aclimatados as temperaturas de
24 e 27°C, em seis sistemas de recirculagdo, com filtros mecénicos e bioldgicos, aeracdo

constante e fotoperiodo fixado em 9 L/15 E, durante 10 dias.
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Para a realizagdo do experimento, a temperatura da agua das unidades experimentais
(UE) foi ajustada com auxilio de ar condicionado (24 °C) e aquecedores com termostatos
(27 °C). As temperaturas foram escolhidas de acordo com o observado por Pinto et al.
(2020) para a espécie.

A manutenc&o dos niveis de OD em normoxia (7,40 + 0,02 mg O, L?) foi realizada
com um soprador de ar (1 HP) que abasteceu as UE individualmente, através do sistema
de aeracdo. Ao longo dos 45 dias experimentais, 0s animais foram submetidos a condi¢des
de hipdxia, duas vezes, no 15° (0,83 + 0,07 mg Oz L) e 30° dia (0,84 + 0,01 mg Oz L),
durante 8 horas, nas duas diferentes temperaturas (24,11 £+ 0,10 °C, 27,08 + 0,05 °C).
Estes periodos foram escolhidos devido a Para isso, foi injetado nitrogénio puro (gas)
através de difusores individuais em cada tanque até que os niveis desejados de hipdxia
fossem obtidos.

Antes de iniciar a injecdo de nitrogénio na agua das UE, o sistema de aeracdo foi
desligado, e assim que os niveis de hipoxia foram atingidos, a manutencdo foi realizada
por meio de monitoramento constante (a cada 1 hora) com auxilio de oximetro digital
(YSI® 200A).

Passado o periodo de exposicao hipdxica, dois tipos de taxas de reoxigenagdo foram
imediatamente realizadas: abrupta, na qual a condi¢do de normoxia foi restabelecida em
até 20 minutos; ou gradual onde a concentracdo de OD foi elevada gradualmente, em 1
mg/L/h, durante 5 h. Durante a reoxigenacao gradual, a satura¢do de oxigénio também
foi monitorada continuamente com oximetro digital. As taxas de reoxigenacdo foram
determinadas de acordo com Nitz et al. (2020b).

Um tratamento controle, mantido em normdxia (> 7,0 mg Oz L), sem exposicdo a
hipdxia ou a reoxigenacdo foi exposto as mesmas temperaturas. Ao total, o protocolo
experimental contou com seis tratamentos randomizados em triplicata (n = 12 peixes por

repeticéo).

2.3 Qualidade da Agua

Os parametros de qualidade da agua foram mantidos em niveis desejaveis para a
espécie durante o periodo de aclimatacdo e experimentacdo - exceto o OD, que foi
alterado apenas para a realizacdo do experimento. As variaveis fisico-quimicas da agua,
temperatura (24,11 + 0,10 °C; 27,08 + 0,05 °C) e OD (7,40 + 0,02 mg O L™*; oximetro
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YSI 200A), pH (8,03 £ 0,09; pHmetro HANNA HI18424), aménia total (0,18 + 0,003 mg
N-NH3 L; UNESCO, 1983), nitrito (0,12 + 0,02 mg N-NO_ L*; Boyd &Tucker, 2014)
e alcalinidade (66,17 + 4,80 mg CaCOs L™!; Eaton et al., 2005) foram monitoradas

diariamente.

2.4 Coletas e Biometrias

Para determinacdo do desempenho zootécnico foram realizadas duas biometrias com
todos os animais, no inicio (dia 0) e ao final do periodo experimental (45° dia). Para isso,
os animais foram retirados dos tanques, um de cada vez, anestesiados com hidrocloridrato
de benzocaina (50 ppm), com a finalidade de minimizar o estresse provocado pelo
manuseio, pesados em balanca digital (Bioprecisa® - JH2102; precisdo de 0,01g) e
mensurado comprimento padrdo e total com auxilio de ictibmetro. Os seguintes calculos
foram realizados para o desempenho zootécnico:

- Peso médio final (PF, g) =Y peso final dos animais vivos (g) / n° total de animais;

- Comprimento total médio final (CT, cm) = > comprimento total final dos animais
vivos (cm) / n° total de animais;

- Ganho de peso (GP, g) = peso médio final (g) — peso médio inicial (g);

- Taxa de crescimento especifico (TCE, % por dia) = [(peso médio final (g) — peso
médio inicial (g)) / n° de dias] x 100;

- Fator de condicéo corporal (FC, g cm) = [(peso médio final (g) / comprimento total
médio final (cm))®] x 100;

- Sobrevivéncia (%) = (n° final de animais / n® inicial de animais) x 100.

Apo0s os procedimentos de biometria, trés peixes por tanque (n = 9 por tratamento)
foram amostrados aleatoriamente para coleta de sangue (1,5 mL), via puncdo venosa
caudal com seringas heparinizadas. Imediatamente apds a coleta de sangue 0s mesmos
animais foram finalizados em dose letal de hidrocloridrato de benzocaina (500 ppm) para
realizacdo da coleta de tecidos.

As amostras de branquia, cérebro, figado e musculo foram armazenadas em
microtubos de 2 mL, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer (-

80°C) até 0 momento das analises dos parametros de estresse oxidativo.
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2.5 Analises dos Parametros Sanguineos

A glicemia foi analisada com glicosimetro digital (Accu-check Performa/Roche®); e
0 pH sanguineo foi mesurado com um pHmetro de bancada (HANNA HI 2210®), com
sonda propria para este fim. Posteriormente, as amostras foram transferidas para capilares
heparinizados e centrifugadas a 4°C a 12.000 g por 5 minutos, para determinacdo do
hematocrito (Htc) pelo método do microhematdcrito (Goldenfarb et al., 1971). Para
determinacdo do numero de eritrécitos (Eri), 0,02 mL de amostra foi diluida (1:200) em
solucdo de cloreto de sédio 0,65% (Ranzani-Paiva et al., 2013) e contada em camara de
Neubauer, com auxilio de microscopio 6ptico (40x). A concentracdo de hemoglobina
(Hb) foi quantificada com kit colorimétrico (Labtest®) e lida em espectrofotdmetro a 540
nm. Os indices hematimétricos foram estimados de acordo com as seguintes equagoes:

- Volume corpuscular médio (VCM, fL) = Htc x 10/ Eri (x 10° pL);

- Hemoglobina corpuscular média (HCM, pg) = Hb x 10/ Eri €;

- Concentragdo média de hemoglobina corpuscular (CHCM g dL™) = Hb x 100 / Htc.

2.6 Homogeneizacao dos tecidos

As amostras de tecido foram homogeneizadas (1:5, m/v) em solugdo tampéo (100 mM
Tris-HCI, 2mM EDTA e 5mM Mg Cl..6H20, pH 7,75; Da Rocha et al., 2009),
centrifugadas (10.000 g, 20 minutos, 4°C) e os sobrenadantes foram utilizados para todas
as analises posteriores. O teor de proteinas totais dos homogeneizados foi determinado
em leitor de microplacas (BioTek LX 800) pelo método de Biureto (550 nM) usando kit
comercial (Doles®).

2.7 Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP)

A ACAP foi determinada segundo a metodologia proposta por Amado et al. (2009).
As amostras foram diluidas com tampé&o de homogeneizacao e expostas a radicais peroxil,
gerados por termodecomposicéo (37 °C) do 2-metilpropionamidina (dicloridrato de 2,2’-
azobis) (ABAP, 4 mM). Logo apds, foi mensurada a fluorimetria (excitagdo: 485 nm;
emissdo: 520 nm) em espectrofluorimetro (Victor 2, Perkin Elmer), com leituras a cada 5

min, durante 30 min.
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Os resultados foram expressos em area relativa (diferenca entre as areas com e sem
ABAP dividida pela area sem ABAP), na qual, quanto menor a area relativa, maior a

capacidade antioxidante da amostra e vice-versa.

2.8 Peroxidacao lipidica (LPO)

Os niveis de LPO foram determinados de acordo com Oakes & Van Der Kraak (2003).
Para determinacgdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) pelo MDA
(malondialdeido) foram adicionados 20 pL de solu¢do de BHT (67 uM), 150 pL de
solucdo de acido acético a 20%, 150 pL de solucdo TBA a 0,8%, 50 uL de agua Milli-Q
e 20 pL de SDS a 8,1% as amostras (branquia: 40 pL, cérebro: 30 L, figado: 30 uL e
masculo: 100 pL). Posteriormente, foram aquecidas em banho maria (95 °C) durante 30
min; apods este periodo, foram adicionados 100 pL de agua de Milli-Q e 500 pL de n-
butanol a solucdo final; em seguida, as solucdes foram transferidas para microtubos (2
mL) e centrifugadas (3000 x g, 10 min, 15 °C); depois, o sobrenadante remanescente foi
utilizado para determinar a fluorescéncia (excitacdo: 520 nm, emissdo: 580 nm). Os
resultados foram expressos como nmol TMP (tetrametoxipropano — substancia utilizada

como padréo) mg tecido proteina™.

2.9 Analise Estatistica

Os tratamentos foram analisados em triplicatas. Todos os resultados estdo expressos
como média + erro padrdo. A normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias
foram previamente testadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene,
respectivamente. Os dados foram submetidos 8 ANOVA de duas vias (temperatura x OD
ou reoxigenacao), seguida de um teste post-hoc de Tukey. Foi estabelecido um nivel
minimo de significancia de 5% em todos os casos (p < 0,05).

3 Resultados

3.1 Desempenho de Crescimento

N&o houve mortalidade durante os periodos de aclimatacdo e experimentacdo. Os
animais mantidos na temperatura de 27 °C apresentaram indices de desempenho de
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crescimento (peso médio final (PF, g), comprimento total médio final (CT, cm), ganho
de peso (GP, g), taxa de crescimento especifico (TCE, % por dia)) significativamente
maiores (p < 0,05) se comparados com 0s peixes expostos a 24 °C; exceto o fator de
condicdo corporal (FC, g cm™), que néo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) entre
temperaturas. Os juvenis do tratamento normoxia e 27 °C apresentaram o fator de
condicdo corporal significativamente maior (p < 0,05) se comparado ao tratamento de

reoxigenacao abrupta (Tabela 1).

3.2 Parametros Sanguineos

Os niveis de glicose foram significativamente maiores (p < 0,05) nos animais
mantidos a 27 °C, em relacdo aos animais mantidos a 24 °C, na mesma taxa de
reoxigenacdo ou normdxia. O numero de eritrocitos foi significativamente maior (p <
0,05) nos animais do tratamento normdxia a 27 °C se comparado com 0s peixes expostos
a reoxigenacao abrupta e gradual na mesma temperatura. Também em 27 °C, os animais
submetidos a reoxigenacdo abrupta e gradual apresentaram concentracdes de Hb
significativamente menores (p < 0,05) em relagdo aos animais mantidos em normoéxia na
mesma temperatura. A concentracdo de Hb dos juvenis do tratamento normoxia 27 °C
também foi significativamente maior (p < 0,05) se comparado com 0s peixes do
tratamento normdxia a 24 °C (Tabela 2).

Na temperatura de 27 °C, os animais apresentaram niveis significativamente maiores
(p < 0,05) de VCM em comparagdo com 0s animais de 24 °C, na mesma taxa de
reoxigenacdo. O tratamento normoxia em 27 °C apresentou VCM significativamente
menor (p < 0,05) em relacdo aos animais mantidos na mesma temperatura e submetidos

a reoxigenacao gradual (Tabela 2).

3.3 Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP)

De maneira geral, os niveis de ACAP foram significativamente menores (maior area
relativa) (p < 0,05) no figado e musculo de juvenis de pacu (Figura 1C, 1D,
respectivamente) mantidos em 27 °C se comparado com os animais em 24 °C. Além disso,
no figado (Figura 1C), todos os tratamentos diferiram entre si (p < 0,05) em 27 °C, onde

o0 tratamento normdxia apresentou a maior area relativa.
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Os peixes submetidos as diferentes taxas de reoxigenagdo (abrupta e gradual)
apresentaram niveis significativamente maiores de ACAP (menor area relativa) (p < 0,05)
no figado e musculo, em 24 °C, se comparado com o tratamento normoxia na mesma

temperatura.

3.4 Peroxidacdo lipidica (LPO)

Em geral, os niveis de LPO foram significativamente maiores (p < 0,05) nos diferentes
tecidos (Figura 2) dos animais criados em 24 °C em compara¢do com 0s animais mantidos
a 27 °C, exceto no tratamento reoxigenacao abrupta, no qual os niveis de LPO foram
significativamente menores (p < 0,05) nos animais expostos a 24 °C.

Em 24 °C, os maiores niveis (p < 0,05) de LPO foram apresentados pelo tratamento
nomoxia, seguidos pelo tratamento reoxigenacdo gradual, com niveis intermediarios (p <
0,05) de LPO em todos os tecidos (Figura 2). Os menores niveis (p < 0,05) de LPO foram
observados nos tecidos dos juvenis de pacu submetidos a reoxigenacao gradual em nesta
temperatura.

Os tratamentos reoxigenacdo abrupta e normdéxia em 27 °C, apresentaram niveis
significativamente maiores (p < 0,05) de LPO nas branquias (Figura 2A) e cérebro (Figura
2B), e no figado (Figura 2C) e musculo (Figura 2D), respectivamente. Os peixes
submetidos a reoxigenacdo gradual em 27 ©°C apresentaram niveis de LPO
significativamente menores (p < 0,05) em todos os tecidos em compara¢do com os demais

tratamentos em 27 °C.

4  Discussao

A temperatura da &gua atua diretamente sobre as taxas metabdlicas dos peixes,
afetando a atividade enzimatica e seu crescimento (Duan et al., 2017; Islam et al., 2019).
Nosso estudo demonstrou que os indices do desempenho de crescimento da espécie foram
otimizados em 27 °C, independente do tratamento a que os animais foram submetidos.
Este resultado ja era esperado, uma vez que em altas temperaturas 0 metabolismo dos
animais ectotérmicos tende a acelerar, ocasionando maiores taxas de crescimento (Yang
et al., 2018; Pinto et al., 2020). Nestas situacdes, 0s peixes podem apresentar alteracdes
em diversos parametros metabdlicos, principalmente na concentracdo da glicose

sanguinea (Martinez-Porchas et al., 2009); relacdo evidenciada no presente estudo, no
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qual os tratamentos de 27°C aprensentaram simultaneamente maior ganho de peso e
niveis de glicose.

A temperatura pode ser uma indutora glicémica mais eficiente do que aqueles ligados
a homeostase interna (Polakof et al., 2012). Diversos autrores relatam aumento nos niveis
de glicose em espécies de peixes comerciais, como Horabagrus brachysoma aclimatados
a 33 e 36 °C (Dalvi et al., 2017), Pangasianodon hypophthalmus expostos a 36 °C
(Shahjahan et al., 2018) e pacu mantidos em 30 °C (Pinto et al., 2019). Desta forma, os
maiores niveis de glicose, observados em 27 °C, no presente estudo provavelmente se

devem a influéncia da temperatura sobre a taxa metabdlica dos peixes.

Em sistemas de cultivo aquicolas, situaces de hipdxia e reoxigenacdo sao comuns
devido a problemas como alta densidade de estocagem, falta de energia, entre outros
(Bittencourt et al., 2010; Dong et al., 2011). Quando expostos a tais situacoes, 0s peixes
elevam a capacidade de transporte de oxigénio do sangue através do aumento do ndmero
de eritrocitos, da afinidade hemoglobina-oxigénio, bem como da diminuicdo do CHCM,
entre outros (Nikinmaa, 2001; Wu et al., 2016; Jia et al., 2021). Estudos anteriores
demostraram que os pardmetros hematol6gicos primarios como nimero de eritrocitos,
taxa de Hb e hematocrito aumentaram em tambaqui (Colossoma macropomum, Affonso
etal., 2002), esturjao (Acipenser schrenckii, Ni et al., 2014) e salmé&o do Atlantico (Salmo

salar, Wood et al., 2019) durante quadros hipoxicos.

Em contrapartida, no presente estudo, observamos uma reducdo no numero de
eritrocitos, na concetracdo de Hb, bem como aumento do VCM nos animais expostos a
hipoxia e reoxigenagdo em 27°C em relagdo ao tratamento normoxia. Sugerindo um ajuste
tardio a um possivel quadro hemolitico, provocado pelo sinergismo entre hipoxia severa
(< 1 mg Oz LY) e reoxigenagdo (abrupta e/ou gradual); vez que o menor nimero de
eritrocitos e concentracdo de Hb podem indicar que estad ocorrendo hematopoiese. Isto
fica evidente devido a maior concentracdo de Hb nos animais do tratamento normoxia em
27 °C, visto que em hemacias maduras a concentracéo desta proteina é maior (Bastos et
al., 1977; Clark et al., 1988). Além disso, para peixes previamente submetidos ao estresse
(neste caso, hipOxia severa), a resposta menos dispendiosa fisiolégicamente é 0 aumento
do volume celular pelo qual a afinidade hemoglobina-oxigénio é indiretamente
aumentada. Pois, quando ha recrutamento esplénico de eritrocitos, ocorre uma sobrecarga

cardiovascular e deplegéo do reservatorio de hemacias (Caldwell e Hinshaw, 1994). No
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presente estudo esta relagdo foi observada nos animais expostos aos agentes estressores
em 27 °C. Além disso, os menores valores de VCM nos animais expostos a reoxigenagédo
em 24 °C, podem ser explicados pela maior disponibilidade de OD em temperaturas mais
baixas (Witeska, 2013).

No presente estudo a interacdo entre temperatura, hipoxia e reoxigenagdo gradual e
abrupta induziu danos as branquias, cérebro, figado e musculo de juvenis de pacu em 24
e 27 °C. Além disso, observou-se alteracdes na capacidade antioxidante total no figado e
musculo, sugerindo que o sistema de defesa antioxidante dos animais foi afetado pela
interacdo entre temperatura e taxa de reoxigenacdo. Ndo houve mortalidade dos juvenis
de pacu, comprovando que esta espécie € tolerante a hipoxia severa e reoxigenacao, o
mesmo evidenciado em trabalho de Nitz et al. (2020a).

A ACAP ¢ o conjunto das respostas enzimaticas e ndo-enzimaticas do sistema de
defesa antioxidante para neutralizar a oxidacdo e manter a homeostase do organismo
(Amado et al., 2009; Pinto et al., 2019). Independente da temperatura e taxa de
reoxigenacdo ou normoxia a qual os juvenis de pacu foram expostos, em nosso estudo,
ndo houveram alteracdes da ACAP nas branquias e cérebro. Tais resultados poderiam
indicar que o SDA foi capaz de neutralizar os danos oxidativos a longo prazo nestes
orgdos. Porém, foi observado aumento nos niveis de LPO nas branquias e cérebro em 24
°C (normoxia e gradual) e 27 °C (normodxia e abrupta). Estas respostas indicam que a
defesa antioxidante pode ter sido insuficiente para reduzir a producdo de ERO nestes
tecidos (Wang et al., 2021), principalmente em 24 °C, que apresentou 0s maiores niveis
de danos nas diferentes reoxigenagoes.

De um modo geral, os niveis de LPO foram maiores nas branquias, cérebro e masculo
nos animais mantidos em 24 °C, nos tratamentos normoxia e reoxigenacao gradual, em
relacdo aos animais expostos a 27 °C nos mesmos tratamentos. Ja os niveis de ACAP
foram maiores no figado e masculo dos juvenis de pacu em 24 °C, em todos 0s
tratamentos (exceto no masculo do tratamento normoxia), em relacdo aos mesmos
tratamentos em 27 °C. Indicando que o SDA destes animais realmente foi menos eficiente
na protecdo contra os danos oxidativos provocados pela interacdo entre 24 °C e taxas de
reoxigenacdo. Mudancas de temperatura podem provocar alteragdes na resposta do SDA,

através da reducdo da atividade de algumas enzimas antioxidantes e deplecdo do sistema
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de defesa ndo enzimatico (Lushchak e Bagnyukova, 2006b; Pinto et al., 2019), o que
corrobora com nossos resultados.

Em temperaturas baixas, o metabolismo dos animais ectotérmicos é reduzido,
provocando a diminuigdo do consumo do alimento e um aumento no grau de insaturagao
lipidica de membranas bioldgicas (Nitz et al., 2020a). Vinagre et al. (2012) observaram
que o estresse térmico afeta a resposta antioxidante de juvenis de Dicentrarchus labrax,
uma vez que os niveis de LPO e a atividade da enzima catalase no masculo foram menores
perto da temperatura 6tima (24 °C) e maiores em peixes expostos a temperaturas fora da
faixa ideal (acima e abaixo) para a espécie. Portanto, nossos resultados indicam que 27
°C é a melhor temperatura para o cultivo de pacu devido aos animais apresentarem
melhores indices de desempenho zootécnico, capacidade antioxidante total e menores
niveis de peroxidacdo lipidica quando submetidos a reoxigenacao gradual.

ExposicOes a hipoxia desencadeia as respostas do SDA, levando a um alto risco de
estresse oxidativo (Chowdhury e Saikia, 2020). Além disso, 0 processo de reoxigenacao
também é capaz de provocar o estimulo da producdo de ERO em tecidos e células,
resultando em estresse oxidativo e desordem do SDA em peixes (Lushchack et al., 2005;
Lushchak e Bagnyukova, 2006a). Isto pode ser observado em trabalho de Lushchak et al.
(2001), os quais verificaram que 14 h apds reoxigenacao réapida (retorno aos niveis
normdxicos em até 30 minutos) os niveis de LPO e a atividade de GPx aumentaram no
figado e cérebro de Carassius auratus, respectivamente. Em outro estudo, Zhang et al.
(2016), verificaram aumento nos niveis de MDA e LPO no figado de Pelteobagrus
vachelli apés 4 e 6,5 h de recuperac¢do hipdxica.

No presente estudo, verificamos alterac6es na capacidade antioxidante total no figado
e musculo, bem como altos niveis de LPO nos quatro tecidos analisados de juvenis de
pacu, ap6s 15 dias de reoxigenacao gradual e abrupta em 24 °C e 27 °C, respectivamente.
Estes resultados indicam que 0 SDA dos juvenis de pacu encontrava-se ativo, em resposta
ao estresse, provocada pelas taxas de reoxigenacdo nas diferentes temperaturas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Shuang et al. (2022), que observaram um
aumento na atividade da enzima SOD e no contetdo de MDA nas brénquias de
Megalobrama amblycephala apds sete dias de reoxigenacdo. Em nosso estudo, ficou
evidenciado que houve lesdo tecidual nos tecidos mais afetados (branquias, cérebro e

masculo), devido ao excesso de ERO, provocado pela reoxigenacdo gradual em 24°C e
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reoxigenacdo abrupta a 27 °C, o mesmo observado por Sun et al. (2020) no estdmago e
intestino de Lateolabrax maculatus.

Em nosso estudo, as respostas ao estresse oxidativo foram 6rgao-especifico, visto que
0s quatro tecidos apresentaram niveis de LPO e ACAP distintos em ambas as taxas de
reoxigenacdo. Estes resultados indicam que a respostas orgao-especifica esta ligada a
atividade metabolica de cada 6rgéo e, consequentemente, as suas defesas antioxidantes
caracteristicas (Lushchak e Bagnyukova, 2007).

O mesmo padréo de resposta foi observado em trabalho de Nitz et al. (2020a) para a
mesma espécie quando submetidos a diferentes temperaturas e niveis de oxigénio
dissolvido. Entretanto, branquias e cérebro apresentaram boa capacidade antioxidante. A
peroxidacdo lipidica apresentou-se aumentada nestes tecidos quando submetidos a
reoxigenacdo gradual e/ou abrupta em 24 e 27 °C, respectivamente. Uma resposta
semelhante foi observada no figado dos animais expostos a reoxigenacao abrupta e
gradual em 24 °C, e reoxigenacdo gradual em 27 °C. Porém, neste caso houve uma
reducdo na ACAP, em ambas as temperaturas, que foi acompanhada de maiores niveis de
LPO neste tecido nas mesmas taxas de reoxigenacdo (exceto para reoxigenacao abrupta
em 24 °C). No musculo, apesar do menor valor de ACAP nas diferentes taxas de
reoxigenacdo a 27 °C, os niveis de LPO foram reduzidos nos tratamentos normoxia e
reoxigenacdo gradual em relacdo aos animais das mesmas taxas mantidos em 24 °C.

Indicando que as respostas

Em resumo, o presente trabalho mostrou que situacfes de hipoxia e reoxigenacdo
gradual e abrupta em 24 e 27°C, respectivamente, induzem peroxidacdo lipidica aos

tecidos de juvenis de pacu a longo prazo.

5 Conclusdes

Em conclusdo, os juvenis de pacu tém os indices de crescimento otimizados quando
criados em 27 °C. A exposicdo a diferentes temperaturas e taxas de reoxigenagdo causam
alteracdes na capacidade antioxidante e peroxidacgéo lipidica em pacu. A interacdo entre
hipoxia severa, 24°C e reoxigenacdo gradual, e 27°C e reoxigenacao abrupta provocaram
danos oxidativos nos animais. Contudo, os peixes demonstraram melhor capacidade de
manter suas defesas e diminuir os danos lipidicos quando submetidos a reoxigenacgao

gradual em 27 °C,
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Tabelas

Tabela 1 - Resultados de desempenho zootécnico e sobrevivéncia de juvenis de pacu (P. mesopotamicus) expostos a interacdo entre diferentes

temperaturas e reoxigenacio abrupta (20 min) ou gradual (5 h), ou mantidos apenas sob normoxia (7,40 mg Oz L) por 45 dias.

Variavei 24°C 27°C
anaves Normoxia Abrupta Gradual Normoxia Abrupta Gradual
PF (9) 31,84 + 1,0582 35,01 + 1,2482 32,74 + 1,1482 53,00 + 2,034 49,89 + 1,68 52,03 + 1,614
CT (cm) 10,96 + 0,118 11,24 + 0,165 11,19+ 0,138 13,00 + 0,182 12,96 + 0,157 13,05+ 0,162
GP (g) 16,94 + 0,948 17,78 + 1,288 17,53 + 1,068 38,55 + 2,25%4 33,08 £ 1,827 35,86 + 1,697
TCE (% por dia) 37,65+ 2,108 39,51 + 2,858 38,95 + 2,3652 85,67 + 4,524 73,52 + 4,054 79,69 * 3,764
FC (g cm?®) 2,37 £ 0,03% 2,39 + 0,054 2,33+ 0,044 2,39 + 0,017 2,31 £0,017 2,33 £ 0,037
S (%) 100 100 100 100 100 100

Os dados sdo expressos como média + EP (n = 36). Diferentes letras maidsculas indicam diferencas significativas entre as temperaturas na mesma taxa de reoxigenacgéo

(p < 0,05). Diferentes letras mintsculas indicam diferengas significativas entre as taxas de reoxigenagdo na mesma temperatura (p < 0,05). AbreviacGes: PF, peso final;
CT, comprimento total; GP, ganho de peso; TCE, taxa de crescimento especifico; FC, fator de condicdo corporal; S, sobrevivéncia.



Tabela 2 - Pardmetros hematoldgicos de juvenis de pacu (P. mesopotamicus) expostos a interacdo entre diferentes temperaturas e
reoxigenacéo abrupta (20 min) ou gradual (5 h), ou mantidos apenas sob normoéxia (7,40 mg Oz L) e por 45 dias

Variaveis 24°C 27°C
Normoxia Abrupta Gradual Normoxia Abrupta Gradual
Glicose 63,67 +1,83%¢ 67,22+ 1,475 69,33 + 1,935 72,78 £3,13% 7722 +3,42”% 78,00 + 3,28"
(mgL™)
pH (un) 7,42 + 0,03 7,51 + 0,024 7,49 +0,04"2 7,47 + 0,024 7,52 + 0,034 7,52 + 0,03
Htc (%) 27,44 123" 26,56+ 1,72 27,56 + 1,75" 29,33+1,85%%  30,33+1,80"% 29,67 +1,87
Eri (108 1,75 + 0,09 1,57 0,09 1,54 + 0,147 1,70 + 0,042 1,51 + 0,040 1,41 £ 0,077
uL)
Hb (gdL?')  7,80+0,125 7,64 +0,15" 7,71+0,217 8,63 + 0,20" 7,19 £ 0,197 7,59 + 0,230
VCM (fL) 169,03 +5,69”% 160,64 +7,66%% 170,48 + 10,418 179,20 +6,47°° 194,55 + 6,92°% 209,80 + 8,412
HCM (pg) 4537+238%  4576+1,21"%  50,85+240" 50,97 +151%  47,61+1,10"* 52,84 +1,83"
CHCM (g 29,04+1,81%  2871+1,59" 27,95+1,99°% 30,32+ 2,017
dL?)

24,48 + 1,834 26,31 + 1,674

Os dados sdo expressos como média + EP (n = 9). Diferentes letras maitsculas indicam diferencgas significativas entre as temperaturas na mesma taxa de reoxigenacao

(p <0,05). Diferentes letras mindsculas indicam diferencas significativas entre as taxas de reoxigenagdo na mesma temperatura (p < 0,05). Abrevia¢des: Hct, hematdcrito;

Eri, eritrcitos; Hb, hemoglobina; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; CHCM, concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
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Legendas das figuras

Figura 1 - Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) nas branquias
(A), cérebro (B), figado (C) e musculo (D) de juvenis de pacu (P. meropotamicus)
expostos a interacdo entre diferentes temperaturas e reoxigenacdo abrupta (20 min) ou
gradual (5 h), ou mantidos apenas sob norméxia (7,40 mg Oz L), por 45 dias. Resultados
expressos em media £ EPM (n = 9). Diferentes letras mailsculas indicam diferencas
significativas entre as temperaturas na mesma taxa de reoxigenacao (p <0,05). Diferentes
letras mindsculas indicam diferencas significativas entre as taxas de reoxigenagdo na

mesma temperatura (p <0,05).

Figura 2 - Peroxidacdo lipidica (LPO) nas branquias (A), cérebro (B), figado (C) e
masculo (D) de juvenis de pacu (P. meropotamicus) expostos a interacdo entre diferentes
temperaturas e reoxigenacédo abrupta (20 min) ou gradual (5 h), ou mantidos apenas sob
normoxia (7,40 mg Oz LY), por 45 dias. Resultados sdo expressos em média = EPM (n =
9). Diferentes letras maiusculas indicam diferencas significativas entre as temperaturas
na mesma taxa de reoxigenacdo (p <0,05). Diferentes letras minusculas indicam
diferengas significativas entre as taxas de reoxigenagdo na mesma temperatura (p <0,05).
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