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RESUMO

Ginglymostoma cirratum (Bonnaterre, 1788) € conhecido no Brasil popularmente
como tubardo lixa ou lambaru, e nurse shark na lingua inglesa. Pela sua
caracteristica sedentaria e facil adaptacao, o tubardo-lixa é o visto com maior
freqiéncia em aquarios de exposicao publica ao redor do mundo, e consta
atualmente na “Lista Vermelha das Espécies Ameacadas”, organizada
internacionalmente pela IUCN. O objetivo deste trabalho foi realizar andlises
hematoldgicas, bioquimicas e hormonais em tubardo-lixa, em cativeiro,
estabelecendo-se valores de referéncia, até entdo ndo existentes na literatura.
Foram analisados trinta e um tubardes-lixa, provenientes de quatro aquarios
brasileiros: Expotuba (SP), Aquario de Ubatuba (SP), Acquamundo (SP) e
Aquario de Natal (RN), entre agosto de 2006 e julho de 2007. Estes aquarios
mantinham os animais em sistema fechado, com dgua marinha natural. Destes
peixes, dois apresentavam bocio protuberante e um apresentou sintomatologia
patoloégica, enquanto os demais eram aparentemente saudaveis. Nao houve
diferenca significativa entre os aquarios para as analises hematoldgicas, exceto
para o CHCM que foi diferente estatisticamente entre os aquarios Aquamundo
e de Natal. Entre os leucécitos, identificou-se linfocitos, monécitos, neutrofilos,
heterdfilos e eosindfilos. Nao foram encontrados basoéfilos. A mediana do grupo,
excluindo o peixe doente (n=30), para as analises bioquimicas foram: Albumina
0,55 g/dL, Calcio 2,55 mg/dL, Fésforo 2,09 mg/dL, Uréia 1313,36 mg/dL,
Creatinina 0,53U/L, ALT 1,75U/L, AST 0 U/L, Colesterol 29,05mg/dL, GGT 6,68
U/L, Triglicérides 29,91 mg/dL, FAL 15,96 U/L, Glicose 19,46 mg/dL, Acido
Urico 0,67 mg/dL. Os horménios apresentaram as medianas: Cortisol 0,16
ng/mL, T3 total 108,31 ng/dL e T4 total 0,42 ug/dL. A concentracdo sérica de
T3 e T4 totais dos peixes com bocio foram de respectivamente 38,96 ng/dL e
34,26 ng/dL, e 0,35 pg/dL e 0.41 pg/dL. Este trabalho buscou melhorar a
perspectiva brasileira em relacdo a manutencdo dos elasmobranquios em
cativeiro, proporcionando aos aquarios dados hematolégicos de seus animais,
para a descoberta de possiveis alteracdes, até entdo desconhecidas, ou o
acompanhamento de doencas, além de auxiliar como banco de dados em
futuros acompanhamentos.

Palavras-Chave: Ginglymostoma cirratum, cativeiro, analises bioquimicas,
hormonios, hematologia



ABSTRACT

Ginglymostoma cirratum (Bonnaterre, 1788) is popular known in Brazil as
tubardo-lixa or lambaru, and nurse-shark in the English language. Because of
its sedentary characteristic and easy adaptation, the nurse-shark is often
seemed in aquariums of public exhibition all around the world, and currently
appears at “The Red List of Threatened Species”, internationally organized by
IUCN. The propose of this work was realize hematological, biochemical and
hormonal analysis in nurse-shark in captivity, establishing reference values,
until now doesn’t existing on the literature. It was analyzed thirty one nurse-
sharks, originally of four Brazilian aquariums: Expotuba (SP), Ubatuba
Aquarium (SP), Acquamundo (SP) and Natal Aquarium (RN), between August
2006, and July 2007. These aquariums used to keep the animals in closed
system, with natural marine water. About these fish, two of them had goiter
swelling and another had Pathological symptom, while the other seemed to be
healthy. There wasn’t a significant difference between the aquariums to the
hematological analysis except to the CHCM that was different by the statistics
between the Acquamundo and Natal aquariums. Between leucocytes, was
identified lymphocytes, neutrophils, eosinophilis, monocytes, heterophils. It was
not identified basophiles.The average of the group, excluding the sick fish
(n=30), to the seum biochemistry were: Albumin 0.55 g/dL, Calcium 2.55 mg/dL,
Phosphor 2.09 mg/dL, Urea 1313.36 mg/dL, Creatinine 0.53U/L, ALT 1.75U/L,
AST 0 U/L, Cholesterol 29.05mg/dL, GGT 6.68 U/L, Triglycerides 29.91 mg/dL,
FAL 15.96 U/L, Glucose 19.46 mg/dL, Acid Uric 0.67 mg/dL. The hormones
have the averages: Cortisol 0.16 ng/mL, T3 total 108.31 ng/dL e T4 total 0.42
ug/dL. The seric concentration of T3 and T4 total of fish with goiter were about
38.96 ng/dL and 34.26 ng/dL, and 0.35 ug/dL and 0.41 ug/dL. This work search
the best Brazilian perspective in relation of maintenance of elasmobranches in
captivity, purposing to the aquariums, hematological pieces of information of
their animals, to discover possible alteration, until now unknown, or the
diseases accompaniment, beyond help as database in the future
accompaniment.

Key-Words: Ginglymostoma cirratum, captive, serum biochemistry, hormones,
hematology
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1 INTRODUGAO

Ginglymostoma cirratum (Bonnaterre, 1788) é conhecido no Brasil
popularmente como tubardo-lixa ou lambaru, e nurse-shark na lingua inglesa
(Figura 1). Pertence a classe Chondrichthyes, subclasse Elasmobranchii,
ordem Orectolobiformes, familia Ginglymostomatidae, género Ginglymostoma,
espécie cirratum (FIGUEIREDO, 1977).

A Classe Chondrichthyes abrange de 929 a 1164 espécies de
tubardes, raias e quimeras. Apresentam como principal caracteristica o

esqueleto composto por cartilagem (CARVALHO, 1992).

A Subclasse Elasmobranchii é formada pelas raias e tubardes, que sempre
ttm de cinco a sete aberturas branquiais separadas. A familia
Ginglymostomatidae se diferencia das demais pelo par de barbilhdes carnosos
e curtos na margem de cada abertura nasal (FIGUEIREDO, 1977).

O Ginglymostoma cirratum é uma espécie costeira amplamente
distribuida em ambos os lados do oceano Atlantico tropical e subtropical. No
Atlantico oriental ocorre desde as llhas do Cabo Verde até o Gabéo, e desde a
Carolina do Norte nos EUA até o sul do Brasil no Atlantico ocidental. E também
encontrado na costa oeste das Américas, desde o Golfo da Califérnia até o
Panama e Equador (COMPAGNO, 1984; CASTRO, 2000).

Os adultos atingem comprimento total entre 230 e 300 cm. Acredita-se
que pode chegar até 425 cm. Atingem a maturidade medindo comprimento total
entre 215 e 230 cm. Os neonatos medem cerca de 30 cm ao nascer e as
ninhadas consistem de 20 a 30 individuos. A estratégia de desenvolvimento
embriondrio desta espécie é a viviparidade lecitotrofica, com gestacdo que dura
aproximadamente seis meses e ciclo reprodutivo bianual (CASTRO, 1993; 2000).
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Figura 1. Exemplar de Ginglymostoma cirratum em cativeiro, no
aquario de exposicao publica itinerante Expotuba-SP
Morfologicamente, apresentam boca terminal com barbilhdes nasais
moderadamente longos. A primeira nadadeira dorsal origina-se sobre ou
imediatamente ap6s a origem das nadadeiras pélvicas. A coloracao do corpo
na regido dorsal varia de marrom escuro a claro, e a regido ventral é
amarelada. As bordas das nadadeiras sao arredondadas (COMPAGNO, 1984;
CASTRO, 1993).

Possuem habitos noturnos e freqlientam aguas costeiras com fundo de
areia, préximos a rochas e corais. Preferem aguas claras e quentes.
Alimentam-se de moluscos, crustaceos e peixes, que capturam por succao.
Algas e corais também ja foram descritos em seu conteudo estomacal.
Permanecem imoveis por horas durante o dia (CARVALHO, 1992).

Na natureza, consta atualmente na “Lista Vermelha das Espécies
Ameacadas”, organizada internacionalmente pela IUCN (ROSA et al., 2006).

No Brasil, foi considerado em situacdo “vulneravel” pela Sociedade
Brasileira para o Estudo de Elasmobranquios — SBEEL, desde 2002 (ROSA et
al., 2006). Consta também em situacédo “vulneravel” nos estados brasileiros de
Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Norte e Sao Paulo, segundo a Lista da Fauna Brasileira Ameacada de
Extincédo, elaborada em parceria pela Fundacao Biodiversitas, o Ministério do
Meio Ambiente, o IBAMA, a Sociedade Brasileira de Zoologia, Conservation
International do Brasii e o Instituto Terra Brasilis (FUNDACAO
BIODIVERSITAS, 2005).



Também consta na Lista de Animais Ameacados de Extingdo no
Estado de Sao Paulo, lista organizada pela Policia Ambiental do Estado de Séo
Paulo (POLICIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SP, 2004).

Pela sua caracteristica sedentaria e facil adaptacado ao cativeiro, bem
como por permanecer muito tempo no fundo do aquario sem ter necessidade
de nadar constantemente, o tubardo-lixa é visto com maior freqiiéncia em
aquarios de exposicao ao redor do mundo, com relatos do animal viver até
quinze anos em cativeiro (CROW e BARKER, 1990).

Como apresentado no censo realizado pela American Elasmobranch
Society, International Captive Elasmobranchs Census, o tubarao-lixa pode ser
encontrado em 48 instituigbes, em um total de 260 individuos (AMERICAN
ELASMOBRANCH SOCIETY, 2006). No Brasil, em 2002, os dados oficiais eram

de 31 tubardes lixa em cativeiro nas instituicbes brasileiras (GONZALEZ, 2006).

Os tubardes, raias e quimeras sdo uma das mais importantes atracoes
em aquarios publicos e/ou particulares, sendo também uma importante
ferramenta de educagao (GONZALEZ, 2006).

Sabe-se que a ocorréncia de doencgas exerce uma marcante influéncia
sobre o0 sucesso ou o fracasso de programas de manutencao de espécies
selvagens em cativeiro (CATAO-DIAS, 2003).

Os tubardes sao suscetiveis a muitas doencas, infecciosas ou nao, que
requerem intervencdo para uma boa resolucdo (STOSKOPF, 1990), porém
pesquisas sobre como manter os tubarées saudaveis em cativeiro ocorrem ha
pouco tempo (GRUBER e KEYES, 1981). Estas pesquisas tiveram inicio com a
necessidade da manutencdo destes animais em aquarios, zooldgicos e
laboratérios de pesquisa. A ampla variedade de espécies de elasmobranquios
existentes, a dificuldade de manejo dos mesmos e o baixo nimero amostral de
mesma espécie em uma mesma instituicdo, dificultam os estudos com esses
animais, e por isso ainda sdo escassas as Informagdes sobre metabolismo,
efeitos de medicamentos e parametros fisiologicos de normalidade destes
animais (STOSKOPF, 1990).



O sangue é responsavel pela distribuicdo de calor, transporte de gases
respiratérios, nutrientes e produtos de excrecao, além de atuar na defesa do
organismo. Seu estudo, fisiolégica, morfolégica e bioquimicamente, pode
fornecer informacdes sobre o estado geral do animal, e apresenta um importante
papel na avaliagdo fisioldgica e patolégica dos peixes frente as diversas
modificacées induzidas pelos diferentes fatores estressantes, fisioldgicos ou
ambientais (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Apés longo tempo em cativeiro, poderéao ocorrer sérias conseqliéncias
para a saude do peixe, como a deficiéncia dietética de alguns minerais como o
ferro e cobre. Anemias por deficiéncias nutricionais foram relatadas em peixes

tele6steos mantidos em cativeiro por SCHALM (1965).

WELLS et al. (1984) sugerem que quando os peixes sao retirados de
seu ambiente natural e mantidos em cativeiro, podem apresentar um perfil
hematoldgico estavel, que ndo necessariamente representam os parametros de

normalidade hematoldgica da espécie.

A padronizacdo de métodos hematolégicos e padrdes de referéncia
ndao sao estabelecidos para elasmobranquios, apesar do grande numero de
animais expostos em aquarios e zoolégicos ao redor do mundo. E importante
desenvolver protocolos analiticos necessarios para se determinar as

necessidades 6timas de saude para estes peixes (ARNOLD, 2005).



1.1 Revisao Bibliografica
1.1.1 Células do sangue periférico dos elasmobranquios

As células do sangue periférico, comumente descritas nos peixes
teledsteos, sao os eritrocitos, trombdcitos, linfocitos, mondcitos, neutréfilos,
heterdfilos, eosindfilos, baséfilos e células imaturas (HRUBEC e SMITH, 2000).

Entretanto, na literatura, existem diferentes nomenclaturas para as
células leucocitarias dos elasmobranquios (SAUNDERS, 1966; HYDER et al.,
1983; PARISH et al., 1986; STOSKOPF, 1993; PINZON e ALDANA, 1996;
ZAPATA et al.,, 1996; STOSKOPF, 2000; WALSH e LUER, 2004; ARNOLD,
2005; OLD e HUVENEERS, 2006) e esta variagdo também ocorre nos peixes
tele6steos (HRUBEC e SMITH, 2000; RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004;
TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

O quadro a seguir representa os diferentes tipos leucocitarios descritos
nos poucos trabalhos existentes sobre hematologia de elasmobranquios.

Quadro 1. Leucdcitos de sangue periférico descritos em elasmobranquios, por
diversos autores

Autores Lf Mn Ht Nt Es Bl Bs OC
SAUNDERS (1966) X X X X
GRIFFITH et al. (1973) X X X
HYDER et al. (1983) X X X X X
STOSKOPF (1993; 2000) X X X X
PINZON e ALDANA (1996) X X X X X
VALENZUELA et al. (2003) X X X X X
WALSH e LUER (2004) X X X X X
ARNOLD (2005) X X X X X
OLD e HUVENEERS (2006) | x X X X

Lf=linfécitos; Mn=mondécitos; Ht=heterofilos; Nt=neutréfilos; Es=eosinofilos; Bl =
células blasticas; Bs=basofilos; OC=outras células

Apesar do basdfilo ser citado nos trabalhos, a maioria dos autores
relata ndo ter encontrado este tipo celular na contagem diferencial de
leucécitos nos elasmobranquios estudados (SAUNDERS, 1966; GRIFFITH et
al., 1973; STOSKOPF, 1993; STOSKOPF, 2000; VALENZUELA et al., 2003;
ARNOLD, 2005; OLD e HUVENEERS, 2006).



Os heteroéfilos, descritos em trabalhos sobre hematologia de répteis e
aves (FUDGE, 2000), ndo sao comumente descritos em peixes teleésteos. Em
elasmobranquios, nos trabalhos em que o autor descreve o heterdfilo,
geralmente o neutréfilo ndo aparece na contagem diferencial de leucdcitos
(PINZON e ALDANA, 1996; STOSKOPF, 1993; STOSKOPF, 2000; WALSH e
LUER, 2004), e estes acreditam que os heteréfilos possuem funcéo

semelhante a dos neutréfilos nos mamiferos (WALSH e LUER, 2004)

Alguns autores descrevem apenas os neutréfilos, como ocorre nos
peixes teleésteos (OLD e HUVENEERS, 2006), enquanto outros autores
descrevem até seis tipos diferentes de células granulociticas com diferentes
nomes para as mesmas (HYDER et al.,1983; ARNOLD, 2005).

Porém, alguns autores acreditam que ambas as células, neutréfilos e
heterofilos, possam ocorrer juntas em algumas espécies de peixes, e suas
fungbes ndo sdo determinadas individualmente (HRUBEC e SMITH, 2000;
TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). SAUNDERS (1966) encontrou heterdfilos e
neutrofilos em diferentes espécies de elasmobranquios, porém relata que nao

encontrou as duas células ocorrendo juntas em um mesmo peixe.

Segundo TAVARES-DIAS e MORAES (2004), os heteréfilos sao
inclusive erroneamente chamados de células granulociticas especiais (CGE)
por alguns autores, que utilizam as células CGE e neutréfilos na contagem dos

leucocitos em peixes teledsteos e elasmobranquios.

Com a intencao de padronizar os trabalhos com hematologia de
elasmobranquios, e definir uma nomenclatura celular, foi feito um capitulo
especial sobre a hematologia desses animais (WALSH e LUER, 2004) no
“Plano de Manejo Internacional para a Regulamentagdo da Pratica da
Manutencao de Tubardes e Raias em Cativeiro” (SMITH et al., 2004), porém os

autores nao descrevem a presenca do neutrofilo em elasmobranquios.



Eritrocitos

Sao as células encontradas com maior abundancia nos
elasmobranquios. Pode ser vista com formato oval ou eliptico, sendo de
tamanho duas vezes e meia maior que visto nos mamiferos. Possuem nucleo
centralizado e ovalado de cor azul escura ou roxa. Eritrécitos imaturos sao
frequentemente observados. A atividade mitética também é frequentemente

vista nos eritrocitos dos elasmobranquios (WALSH e LUER, 2004).

Trombocitos

A funcao dos trombdécitos ainda nao esta totalmente esclarecida, porém
geralmente sdo considerados como responsaveis no processo de coagulacao
no sangue. Apresentam aspecto ultra-estrutural semelhante a das plaquetas
nos mamiferos (HRUBEC e SMITH, 2000; RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA,
2004), e também estdo relacionados a funcdo de defesa organica
(SAUNDERS, 1966; TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

Embora ndo seja totalmente esclarecido, alguns autores citam que os
trombdcitos de alguns peixes teledsteos podem realizar fagocitose, como relatado
por MATUSHIMA e MARIANO (1996), e citado por TAVARES-DIAS e MORAES
(2004). Segundo WALSH e LUER (1998), os trombécitos de G. cirratum, assim
como de Raja eglanteria, também apresentam atividade fagocitica.

Possuem formas variadas, conforme a espécie de peixe. Varios autores
incluem os trombdcitos na contagem diferencial dos leucécitos, porém,
segundo estudos convencionais em mamiferos, os trombdcitos e leucdcitos
pertencem a linhagens diferentes e, portanto, ndo devem ser incluidos na
mesma contagem (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Os trombocitos dos elasmobranquios tém formato variado, conforme
seu estado de ativacdo, e varia de arredondado a fusiforme (STOSKOPF,
2000). Originam-se no baco a partir dos protrombécitos (PICA et al., 1990).



Linfocitos

E o leucécito que ocorre em maior nimero nos elasmobranquios,
sendo 50-75% dos leucdcitos totais circulantes. Pode ser classificado em trés
grupos de acordo com grau de maturacdo, em maturo (menor tamanho),
maturando (tamanho médio), ou imaturo (maior tamanho) (WALSH e LUER,
2004). Possuem citoplasma azul claro, e apesar de variarem de tamanho, a
maioria apresenta pequeno tamanho (OLD e HUVENEERS, 2006).

Mondcitos

Representam cerca de 0-3% da contagem total de leucdcitos nos
elasmobranquios. Sao tipicamente maiores que os linfécitos maduros e embora
normalmente arredondados, podem apresentar forma irregular. O nucleo ocupa
menos da metade do volume da célula, localiza-se no centro da mesma e possuli
“formato de rim”, sendo bilobado ou indentado (WALSH e LUER, 2004). Na extensao
sanguinea, aparecem com abundante citoplasma azulado sem a presenca de
granulos e ocasionalmente com vacuolos (OLD e HUVENEERS, 2006).

Heterofilos

Quando aparecem em quantidade excessiva no sangue circulante, dos
elasmobranquios, estdo relacionados as condicoes de estresse ou doencas
(WALSH e LUER, 2004). Possue mesmo tamanho, ou pouco maior, que 0s
neutréfilos, com granulos eosinofilicos (HRUBEC e SMITH, 2000).

Neutrofilos

O neutréfilo, também chamado erroneamente de heteréfilo em alguns
casos, € uma das maiores células vistas no sangue circulante dos peixes. Nao séo
observados granulos ao microscépio, mas o citoplasma tem aparéncia granulosa.

Na maioria das espécies de peixes, 0 nlcleo é indentado e usualmente oval, mas



em outras espécies pode apresentar-se com nucleo bilobado ou segmentado
(HRUBEC e SMITH, 2000).

Eosinofilos

Ocorrem nos elasmobranquios normalmente entre 0 e 10% do total
leucocitario (WALSH e LUER; 2004). Na maioria dos elasmobranquios, os
heterofilos e os eosindfilos tém o mesmo tamanho, dificultando sua diferenciagao
(STOSKOPF, 1993; STOSKOPF, 2000; WALSH e LUER; 2004).

Possuem nudcleo com coloragdo purpura, e citoplasma variando do
alaranjado ao rosa claro, com granulos arredondados grandes e caracteristicos
(PINZON e ALDANA, 1996).

Basofilos

Sao extremamente raros em extensdes sanglineas de
elasmobranquios, sendo geralmente inferior a 1% do total de leucécitos
(SAUNDERS, 1966; WALSH e LUER, 2004).

Sao células arredondadas, com nucleo centralizado, que geralmente é
lobulado. O nudcleo se cora em azul claro, podendo ser obscurecido pelos
grandes e basofilicos granulos que ocorrem no citoplasma. Sua funcao nao foi
caracterizada nos elasmobranquios (WALSH e LUER, 2004).

1.1.2 Analise Bioquimica do Sangue

O estado funcional de diversos 6rgaos, como figado, rins e pancreas,
pode ser avaliado através de exames laboratoriais, sabendo-se que nem
sempre ocorrem manifestacdes clinicas nas afeccées que acometem esses
orgaos (COLES, 1984).



Para animais selvagens em cativeiro, o confinamento, as condicdes do
ambiente e a nutricdo podem resultar em diferentes valores nas analises
clinicas quando comparadas aos animais na natureza. Os elasmobranquios
nao costumam ter a composicao bioquimica do sangue estudada, e, quando
isto ocorre, poucas analises bioquimicas sao realizadas, e os valores de
referéncia sdo baseados em amostras pequenas, normalmente menores que
dez peixes (HARMS et al., 2002).

As provas de funcao hepatica, por exemplo, podem ser empregados
aos animais domésticos para diferenciar tipos de ictericia, estabelecer
presenca ou auséncia de enfermidade hepatica, ou definir, através de repetidas
analises, se um processo patogénico encontra-se em regressdo, progressao ou
estatico. Dentre os testes para fungdes bioquimicas especificas para o figado,
pode-se citar a determinagdo da albumina e do &cido urico, a alanina amino
transferase (ALT), aspartato amino transferase (AST) e a fosfatase alcalina
(FAL). Para funcao renal, pode-se citar as provas de uréia e creatinina
(COLES, 1984).

Os elasmobranquios marinhos tém a osmolaridade plasmatica
ligeralmente hiperosmoética em relacdo a agua do mar, porém mantém os
eletrélitos em concentragbes menores que a mesma. Conseguem manter
baixas estas concentracdes devido a alta concentracdo de uréia plasmatica,
pois excreta o excesso de eletrolitos através da glandula retal (STOSKOPF,
1993), e também por isso os valores encontrados de uréia sanguinea sao
normalmente maiores que em outras espécies (ACHER et al., 1999).

Embora a uréia seja principalmente um residuo nitrogenado, também
pode ser reabsorvida nos tubulos renais para recuperacao da osmolaridade
plasmatica. Portanto, uma reducao na concentracao de uréia pode refletir tanto
uma doenca hepatica (diminuicdo da producao de uréia) ou uma doenca renal
(eliminacao excessiva de uréia) (HARMS et al., 2002).

O metabolismo do calcio é mediado primariamente em mamiferos pela
acao dos hormdnios paratormbnio e calcitonina e a vitamina D. Outros

horménios podem contribuir para a homeostase do calcio, como os estrégenos,
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os corticosterdides, a somatotropina, o glucagon e a tiroxina. Nos mamiferos é
necessario para manter a preservacao da estrutura esquelética, a contracéo
muscular, coagulacdo do sangue, ativacdo de enzimas e transmissao de
impulsos nervosos. Ja os ions de fésforo desempenham papel importante
ligacdes fosfatadas de alta energia associada ao metabolismo dos carboidratos e
tampdes de fluidos organicos (COLES, 1984).

1.1.3 Estresse em Peixes

O estresse foi definido como o estado organico no qual o equilibrio
dindmico, denominado homeostase, € impelido a mudancas que permitam a
sobrevivéncia do organismo em face de estimulos desfavoraveis, intrinsecos
ou extrinsecos. Esses estimulos produzem modificacées em todos os niveis da
organizacao biologica, desde moleculares até comportamentais e sao
denominados agentes estressores (VAL et al., 2006).

Diferentes espécies de peixes respondem de formas diferentes ao
estresse, e alguns podem ser predispostos geneticamente a apresentarem
indices de cortisol elevados ou baixos em resposta ao estresse (POTTINGER
et al., 1992).

O estresse de cativeiro é facilmente encontrado nos hemogramas de
elasmobranquios, quando ocorrem valores baixos de hematdcrito, da taxa de
hemoglobina e do numero de eritrocitos. Aliada a esta anemia, a glicemia
sérica e a contagem total de leucé6citos podem aumentar drasticamente.
Portanto, pode ser dificil a diferenciacdo de um leucograma de estresse de
uma resposta a infeccdo bacteriana, que também resulta em aumento de
leucocitos. A leucocitose, em ambos 0s casos, € causada principalmente pela
heterofilia, acompanhada da eosinopenia (STOSKOPF, 1993; 2000).

Os peixes mantidos em aquarios e submetidos a situagdes adversas,
como longos periodos de estresse causados pelo intenso manejo, a qualidade
da agua ou estresse populacional, poderao manifestar desequilibrio endécrino,
que poderao alterar a imunidade do animal tornando-o susceptivel a infeccdes
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(OCAMPO e CAMBEROS, 1999). O estresse reduz o numero de anticorpos e
a produgédo de linfocitos circulantes nos peixes. Entretanto, os peixes de
cativeiro podem se tornar adaptados ou habituados a disturbios estressantes
(BARTON, 1997).

Variados agentes estressores, como a hipdxia, a acidose e o exercicio em
exaustdo, causam rapida elevacdo das catecolaminas no plasma (SUMPTER,
1997). Diversos fatores poderao alterar a resposta endocrinoldgica ao estresse,
como poluentes, qualidade da agua, medicamentos, temperatura e maturidade
sexual. Aliado a esses fatores, a resposta também dependera dos ritmos
endocrinos sazonais (SUMPTER, 1997).

Em geral, cerca de trinta segundos apdés a percepcdo do agente
estressor, as catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) sao liberadas dos
tecidos cromafinicos e das terminacbes dos nervos adrenérgicos. Apés a
liberacdo e metabolizagdo das catecolaminas, ocorre liberacao do cortisol a
partir do tecido inter-renal, cujas concentracdes alcangcam nivel maximo em
cerca de trinta minutos. O aumento da concentragdo desses hormoénios é
seguido por significativo aumento dos niveis plasmaticos de glicose, o que
possibilita a pronta producédo de energia para uma resposta imediata ao agente
estressor (VAL et al., 2006).

Também ocorrem, de forma secundaria a liberacdo do cortisol, a
diminuicdo dos niveis de proteina muscular, devido ao catabolismo, e a
diminuicdo dos niveis do glicogénio hepatico, devido a gliconeogénese,
mantendo a hiperglicemia para melhor distribuicdo de energia. Ocorre aumento
dos niveis sanglineos de glicose e lactato, assim como o aumento dos
batimentos cardiacos e do fluxo sangliineo para as branquias, alteragao dos
niveis dos niveis plasmaticos de acidos graxos livres e alteragdo do balango
hidromineral no sangue e nos tecidos (OCAMPO e CAMBEROQOS, 1999).

O papel dos corticosterdides nos peixes hoje ja é bastante utilizada em
pesquisas na aquicultura. Porém, na maioria dos trabalhos relatados foram
utilizados peixes teledsteos. Ha& grande énfase em relacdo a pesquisa do

cortisol e em menor escala as catecolaminas como indicadores de estresse
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primario, porém ha outros considerados secundarios ao estresse que também
podem ser utilizados em pisciculturas, como a glicose, a tiroxina, o colesterol e

valores hematoldgicos, como o hematécrito (BARTON, 1997).

A glicemia € comumente avaliada ap6s inducao de estresse, pois &€ um
teste mais econémico e pratico, comparado a medicao de hormonios, como o
cortisol (MORGAN e IWAMA, 1997).

No caso de elasmobranquios, poucos trabalhos buscam avaliar a fisiologia
do estresse, jA que a coleta de sangue em si ja é estressante ao animal,
independente da rapidez da coleta ou do método de contencdo. Geralmente, os
tubardes respondem a captura e contengado com violéncia, se debatendo, e por isso
grande parte dos estudos relacionados a estresse em elasmobranquios séo feitos
com pequenos tubardes de cativeiro, faceis de serem contidos. Normalmente os
trabalhos sdo baseados em uma simples amostra de sangue, devido a dificuldade de
repetidas coletas (HOFFMAYER e PARSONS, 2001).

No estresse prolongado da pesca, como no arrasto, rede de pesca e
espinhel, os elasmobranquios, quando trazidos a embarcacdo, apresentam
paralisia muscular, auséncia de coordenacdo motora e aumento da freqiéncia
respiratéria. Durante a necropsia, observam-se lesées na musculatura,
configuradas por hemorragia e edema. Essas alteracbes sdo causadas pela
elevacao do potassio, devido a acidose metabdlica que ocorre por ocasiao do
exercicio induzido pelo estresse (JONES e ANDREWS, 1990).

Apés o estresse, os tubardes levam cerca de vinte e quatro horas para
retornar aos valores hematolégicos anteriores ao periodo do estresse (CLIFF e
THURMAN, 1984).

Buscando os niveis basais de corticosterona nos tubarées de cativeiro
da espécie Hemiscyllium ocellatum, KARSTEN e TURNER (2003) analisaram a
corticosterona fecal de seis peixes juvenis, com amostras diarias durante trinta
e trés dias. A vantagem deste método nao invasivo é a auséncia do estresse
da coleta sanguinea, porém requer repetidas amostras, ja que nem sempre 0

material fecal de um dia é suficiente para analise.
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1.1.4 Bocio nos Elasmobranquios

Sabe-se que a glandula tiredide estd envolvida no desenvolvimento,
crescimento e reprodugdo dos peixes teledsteos (CROW et al, 1999). Em
elasmobranquios, a glandula tiredide é um 6rgao encapsulado localizado no tecido
conjuntivo frouxo, entre a porcao ventral do musculo coracoidal e a por¢cao medial
do musculo coracomandibular (CROW et al.,1998; CROW, 2004).

E constituida de foliculos, estruturas esferoidais compostas de uma Unica
camada epitelial recobrindo o lumen (CROW et al., 1998; CROW et al., 1999;
LEARY et al.,1999). As células foliculares produzem a proteina tireoglobulina, que
fica armazenada no lumen, em forma de coldide. Quando a glandula é estimulada,
0 colbide é reabsorvido e processado pelas células foliculares para liberar os
hormdnios tiroidais (COLES, 1984; LEARY et al., 1999; VOLKOFF et al., 1999).

O iodo capturado pela glandula tiredide é oxidado, reagindo com
grupos tirosina da tireoglobulina, monoiodotirosina (MIT) e diidotirosina (DIT).
Quando combinadas, estas formardao os dois horménios secretados pela
tiredide: tetraiodotirosina ou L-tiroxina (T4) e triiodo-L-tirosina (T3). O iodo necessario
para iodenizacdo é retirado das células foliculares, previamente absorvido e
armazenado na glandula tiredide (COLES, 1984; LEARY et al., 1999).

Quando T3 e T4 sao secretados estao na forma livre, ou seja, podem
acessar a circulacao e se ligar a células receptoras de outros 6rgaos alvos. Os
chamados T3 e T4 totais sdo T3 e T4 livres somados aos T3 e T4 conjugados,
ou seja, ligados a proteina. T4 livre pode ser convertido em T3 em tecidos nao
tiroidais, utilizando a enzima 5’-monodeiodinase (5 MDA), descrito em
elasmobranquios (LEARY et al., 1999; CROW, 2004). T4 também pode ser
catabolizado em T3 reverso (T3r), que nao tem funcao descrita, porém € uma
forma de regulagem dos hormdnios da tiredide nos elasmobranquios, caso
ocorra excesso de T4 (LEARY et al., 1999).

Em mamiferos, a atividade da glandula tiredide é dependente do
hormdnio da glandula pituitaria TSH. A sintese e secrecao de TSH é estimulada
pelo horménio hipotalamico,TRH. E o chamado eixo hipotalamo-pituitaria-
glandula tiredide (HPT). Os vérios “feed-backs” que ocorrem nesse eixo
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dependem da estabilizacdo dos niveis de hormdnio da tiredide no sangue.
Embora a concentracdo total de hormdnios no sangue seja dependente de
diversos fatores, como mudancas de concentracdo no transporte de proteinas,
por exemplo, a concentracao de T3 livre no sangue tende a se ajustar de acordo
com as necessidades do animal, ja que a producédo de T3 e T3r pode ser feita
pelos tecidos alvo. Em elasmobranquios, acredita-se que este processo ocorra
da mesma maneira (LEARY et al., 1999).

A glandula tiredide armazena iodo para a producdo de horménios e
depende de constante suplementagéo vinda do ambiente ou da alimentacéo. O
iodo € um nutriente essencial para todas as espécies de animais, ocorrendo em
tecidos de plantas e na agua do mar, na forma iodeto ou iodato, sendo
facilmente absorvidos pelo trato intestinal. O iodeto é considerado a forma mais
ativa dentre os tipos de iodo e sua absor¢cdo ocorre nas branquias e no
estébmago (SHERRILL et al., 2004).

A hiperplasia da glandula tireide, conhecida como bdcio, tem sido
observada desde 1900 em alguns peixes de vida livre e de cativeiro, sendo
descrito desde 1914 com trutas (CROW et al., 2001; CROW, 2004), outros
teledsteos e elasmobranquios de cativeiro (POST, 1987; CARNEVIA, 1993;
STOSKOPFF, 1993). Sabe-se, também, que certas espécies tém maior
suscetibilidade a desenvolvé-lo (CROW et al., 2001).

Além da diminuicao de iodo disponivel, o b6cio também pode ser causado
por agentes bociogénicos, que de maneira quimica interferem na fisiologia da
glandula tiredide. Dentre estes agentes pode-se citar o excesso de nitrato. Ja
brometo, fluoreto, calcio, cobalto, manganés e sulfito poderdo interferir na
captacao do iodo. Mesmo o iodo em excesso pode inibir a atividade da tiredide
(SHERRILI et al., 2004; CROW, 1998).

A poluigdo na natureza também parece estar relacionada a ocorréncia de
alteracdes na glandula tire6ide. No teledsteo de agua doce Gambusia holbrooki
(peixe mosquito), pescado em diferentes rios nos USA, notou-se que embrides,
fetos e juvenis podem ser mais suscetiveis que adultos ao efeito da exposicdo em
excesso de nitrato, alteracdes de temperatura e oxigénio dissolvido causados pela
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poluigdo. Observou-se baixo desenvolvimento dos embrides durante a gestacéo e
reducdo da taxa de atividade reprodutiva em fémeas maduras, associado a
interferéncia do nitrato na funcao da tiredide, figados e gbnadas (EDWARDS et
al., 2006).

A hiperplasia da tirebide pode aumentar em até trezentas vezes o tamanho da
glandula, resultando em dificuldade de degluticdo e diminuicdo do consumo alimentar
(CROW, 2004). Processos tumorais da tiredide em peixes foram descritas por
SHERRILL et al. (2004) e por UNTERGASSER (1989) apds a ocorréncia nos mesmos
da hiperplasia da glandula, resultando em importante alteracéo respiratdria, destruicdo
de tecidos cardio-respiratérios adjacentes a tiredide, ou metastase para érgaos vitais.
Devido a essa preocupacdo, grandes aquarios realizam andlises sanguineas para
verificar a concentracdo de T3 e T4 totais periodicamente nos animais, alem de ultra-
sonografias da glandula tiredide para avaliagdo ou acompanhamento de tratamento do
boécio (CROW, 1998; STOSKOPF, 1993).

Para evitar o bocio em aquarios marinhos, CROW et al. (1998)
recomendam a manutencdo do iodeto em concentracbes de pelo menos
0,002g L™, e, como forma de tratamento, recomenda-se a suplementagéo do
iodo na agua ou alimento e controle dos agentes bociogénicos.

UNTERGASSER (1987) indica tratamento para hiperplasia de tiredide
com iodeto de potassio e iodo, misturando-se 1mL da solucdo de 0,59 de iodo e
59 de iodeto de potassio dissolvidos em 100mL de agua, para cada 50L de agua
do aquério. A dosagem deve ser readequada a cada troca de dgua do aquario € a

melhora do bdcio pode ser vista entre duas e quatro semanas.

Entretanto, ha poucos trabalhos descrevendo a concentracdo de T3 e T4 em
elasmobranquios, e sabe-se que estes valores podem ser influenciados pela idade,
estado geral do animal, maturacdo sexual, alimentacdo, temperatura da &agua,
salinidade, pH, concentracdo de iodo na agua, hora do dia ou fatores estressantes
como a densidade populacional do tanque (CROW et al., 1999, CROW, 2004).

A alimentacdo inadequada dos elasmobranquios em cativeiro pode
aumentar a probabilidade e a severidade do bécio, assim como a deficiéncia de
acido ascorbico pode reduzir a captagdo de iodo. Sabe-se que a truta arco-iris
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capta 84% do iodo da agua e apenas 16% da alimentacao. Este parametro ainda
nao foi definido para elasmobranquios (CROW, 2004). Entretanto, em criagdes de
peixes teledsteos comerciais no Brasil, ndo ha mais relatos de bécio, pois o iodo é
balanceado nas races utilizadas (PAVANELLI et al.,1998).

A freqiiéncia da alimentagdo em tubardes de cativeiro € baseada no
conteudo nutricional do alimento e na fisiologia da espécie em relagéo a taxa
de evacuacéao, tempo total da passagem de alimento e eficiéncia de absor¢ao.
A diferenca entre as espécies de tubarbes leva a variagao de tempo para
completa digestao do alimento e evacuacao, sendo entre 24 e 124 horas para
as espécies ja estudadas em cativeiro (PIKE, 1992). Nao ha relatos deste
periodo para G. cirratum. O conhecimento desta taxa poderia contribuir para a
adequacao da alimentacdo da espécie em intervalo correto, favorecendo a
absorcao de nutrientes e iodo vindos do alimento, impedindo esta absorgcéao

diminuida ou em excesso.

Nao ha registros sobre a concentracao total de T3 e T4 para a espécie de G.

cirratum.

1.1.5 Agua do Aquario

E fundamental para a sobrevivéncia dos animais em cativeiro a
escolha adequada das espécies a serem colocadas em mesmo local, o espaco
necessario, e a tentativa de reproducao do ambiente natural (SPOTTE, 1992).

Os aquarios podem ser classificados em trés sistemas, de acordo com
sua estrutura e forma de filtragem: sistema aberto (construido diretamente no
ambiente natural, constituido de cercas ou estruturas similares), sistema semi-
fechado (geralmente com bombeamento direto da agua passando pelo filtro, e
promovendo a troca constante da agua) e o sistema fechado, o mais difundido
para manutencdo dos elasmobranquios. A construcdo e manutencdo deste
sistema requerem grandes investimentos com relacdo a estrutura,

principalmente a filtragem. Pode-se controlar e criar diferentes tipos de
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ambiente, e efetuar eficientemente a prevencdo e controle das doencas
(GONZALEZ, 2006).

No Brasil, nenhum aquario utiliza agua artificial. Alguns aquarios com
agua marinha artificial realizam a ozonizagcdo da agua, pois o 0zbnio € um
potente oxidante, para remover debris organicos, bactérias e virus da agua,
além de causar diminuicdo da quantidade de iodeto e do iodo organico
(DOI)
suplementacao preventiva de iodo é recomendada (SHERRILL et al., 2004).

dissolvido e aumento dos niveis de iodato. Nestes casos a

Devido a dificuldade da manutencéo de elasmobranquios em cativeiro,
e auséncia de parametros da agua especificos para estes, MOHAN e AIKEN
(2004) estipularam valores limites para manter o conforto e a saude destes no
aquario, como vistos na Quadro 2.

Quadro 2. Parametros da agua ideais para a manuteng¢ao de elasmobranquios em
cativeiro, segundo MOHAN e AIKEN (2004)

Parametro Limite Unidade
Salinidade 25,0-35,0 ppt
PH 8,0-8,4
Amonia (até 28°C) maior que 0,3 mLL"
Nitrito maior que 0,1 mLL"
Nitrato maior que 70,0 mL L
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1.2 Justificativa

Para assegurar a boa manutencdo de Ginglymostoma cirratum em
cativeiro, € necessario o conhecimento sobre as condi¢cdes morfofisiologicas
dos mesmos, tanto para deteccdo de doencas como averiguacao do efeito de
uma dieta ou de alteracbes de fatores ambientais. Reforca-se, portanto, a
necessidade de conhecermos os valores de normalidade dos parametros
hematologicos, bioquimicos e hormonais, ainda n&o conhecidos para G.
cirratum em cativeiro ou vida livre, e poucos trabalhos relatam estes valores

para outros elasmobranquios.

E importante ressaltar a importancia de obter estas informagdes, ja que
em vida livre o animal encontra-se sob risco de extincdo e, em cativeiro, o0

numero amostral destes animais néo € expressivo.

O plano de manejo internacional para a regulamentacao da pratica da
manutencao de tubardes e raias em cativeiro (SMITH et al., 2004) também cita
a importancia de serem coletadas amostras de tecido e de sangue para
analise, sempre que possivel, para a construcdo de uma base de dados de
“parametros normais”, a importancia da padronizacdo destes procedimentos
entre os aquarios publicos e privados e a necessidade da formagao de um
grupo de especialistas em elasmobranquios.

Este trabalho vira preencher algumas lacunas quanto a fisiologia desta
espécie em cativeiro, visando melhorar a qualidade de vida destes animais e a

manutencgao da espécie.
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1.3 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi realizar analises hematoldgicas,
bioquimicas e hormonais em tubarao-lixa, Ginglymostoma cirratum (Bonnaterre,
1788), em cativeiro, estabelecendo-se valores de referéncia, até entdo nao

existentes na literatura.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aquarios

Neste estudo foram avaliados no periodo de agosto de 2006 a julho de
2007 trinta e um tubardes da espécie Ginglymostoma cirratum, pertencentes a
aquarios marinhos de exposicdo publica no Brasil: oito peixes da Expotuba
(SP), quatro do AgcuaMundo, na cidade do Guaruja (SP), treze do Aquario de
Natal (RN) e seis do Aquario de Ubatuba (SP). Todos os aquarios deste estudo

utilizam agua marinha natural, em sistema semi-fechado.

Expotuba

A Expotuba é formada exclusivamente por tubardes-lixas. E uma
exposicao itinerante, ou seja, ndo é fixa e constantemente muda de lugar,
geralmente alocada em grandes centros comerciais da regido da Grande S&ao
Paulo, porém ocasionalmente fica exposta em outros estados brasileiros, como

Rio de Janeiro e Parana.

Os oito tubardes analisados eram separados em piscina e piscina de
toque. Na piscina de toque, € possivel que os visitantes toquem o tubarao, para
sentir a textura de sua pele. A proposta desta atividade é a educacdo ambiental,
com a intencdo de diminuir 0 medo e o preconceito das pessoas em relacdo aos
tubardes. Na Expotuba o alimento fornecido era recém descongelado, e a

freqléncia da alimentacao era entre sete e quinze dias.

Acquamundo

No AgcuaMundo, no Guaruja (SP), foram utilizados quatro peixes, de
maturidade sexual desconhecida, todos do mesmo grande tanque que contém
outras espécies de peixes marinhos. O alimento era sempre oferecido fresco e

a alimentagéo era diaria, ocorrendo uma ou duas vezes ao dia.
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Aquario de Natal

No Aquario de Natal (RN), foram analisados treze peixes, separados em

tanque de neonatos, tanque principal e piscina de toque.

Os animais se alimentavam de peixe recém descongelado ou fresco,

em média, a cada trés dias.

Aquario de Ubatuba

Foram analisados cinco peixes imaturos € um maduro do Aquario de
Ubatuba (SP). Dois imaturos e o maduro eram mantidos no tanque marinho
principal, juntos com outras espécies de peixes. Os demais eram mantidos em
duas piscinas, fora da area de visitagdo ao publico. O alimento era sempre

fresco, e a alimentacdo ocorria sempre uma vez ao dia.
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Tabela 1. Peixes analisados separados por aquario, Comprimento Total
(Comp. Total), Sexo e Maturacado Sexual (Mat. Sexual)

Aquario Comp. Total Sexo Mat. Sexual
Expotuba I M I
I M I
257cm F Maduro
I F I
I M I
I F I
I M I
I M Imaturo
Ubatuba 150cm F Imaturo
220cm M Maduro
170cm M Imaturo*
180cm F Imaturo
210cm M Imaturo
I F I
Guaruja I I I
I M I
I I I
I I I
Natal 80cm M Imaturo
76cm M Imaturo
80cm F Imaturo
107¢cm F Imaturo
225cm F Maduro
214cm F Maduro
220cm F Maduro
218cm F Maduro
188cm F Imaturo
206cm F Imaturo
205cm F Imaturo
110cm F Imaturo
177¢cm F Imaturo

*animal com sintomatologia neurolégica.

Todos os peixes analisados neste trabalho alimentavam-se normalmente
e nao tinham qualquer alteracdo comportamental. Eram aparentemente
saudaveis, com excecdo de um peixe do Aquario de Ubatuba, imaturo, que
apresentava sintomatologia de alteracao neurolégica. Este e outros dois peixes
analisados em Ubatuba vieram de apreenséo feita pelo IBAMA em uma exposi¢ao
ilegal no Rio Grande do Norte. Estes peixes chegaram debilitados, com peso
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reduzido e estavam em reabilitacdo ha dois meses quando foram realizadas as
andlises de sangue. No Acquamundo, um dos peixes analisados também era

oriundo de apreensao recente realizada pelo IBAMA.

Nao ha ocorréncia confirmada de hiperplasia da tiredide nos aquarios
estudados. Nao havia sido realizado até entdo analises hormonais para
investigacado de alteragbes na tiredide ou ultra-sonografias da tiredide nestes
peixes, pela dificuldade da realizagdo dos mesmos.

O tipo de alimentacdo era semelhante entre todos os aquarios: os
tubardes se alimentavam de variadas espécies de peixes marinhos e lula,

variando apenas entre os aquarios a freqiiéncia de alimentacao.

Foram anotadas as variaveis fisicas e quimicas da agua dos aquarios,
realizadas semanalmente em todos os estabelecimentos deste estudo.

2.2 Colheita de sangue

Os animais foram contidos fisicamente, com o auxilio de uma lona
plastica ou rede, na prépria piscina de exposicdo. No caso dos tubarbes
mantidos em tanques maiores, estes eram retirados do tanque com auxilio de
rede e colocados temporariamente em piscina menor contendo agua marinha,

para entao realizacdo do mesmo procedimento.

O sangue foi coletado por puncdo caudal segundo STOSKOPF et al.
(1984), como mostra a Figura 2. Foram utilizadas seringas de 10mL com agulhas
0,80 x 0,40 mm, 1,20 x 0,40 mm ou 1,60 x 0,40mm, dependendo do tamanho do

animal. As coletas foram realizadas rapidamente e os peixes entao soltos.

As amostras de sangue eram colocadas em trés diferentes tubos: com
anti-coagulante EDTA, para analise do hemograma, seco siliconizado, para
andlise de horménios e bioquimicas séricas, e tubo com o anti-coagulante
fluoreto de sodio para dosagem de glicose. Todos os tubos foram mantidos em
geladeira até 0 momento das analises ou centrifugacgéo.
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Os tubos secos e com fluoreto de sodio foram centrifugados para a
obtencdo de soro e plasma, respectivamente. Estas amostras foram
armazenadas, identificadas e congeladas. Durante as viagens, foram
transportadas em nitrogénio liquido ou gelo seco. Até a data das analises foram
mantidas a -20°C.

2.3 Analises do Sangue

Apo6s a colheita do sangue, foram confeccionadas as extensdes
sanguineas para posterior contagem diferencial e total de leucécitos e total de
trombdcitos pelo método indireto (HRUBEC e SMITH, 2000) e pesquisa de
hemoparasitos em extensées coradas pelo May-Grunwal-Giemsa, segundo
método de ROSENFELD (1947). Também foram determinados o hematdcrito,
pelo método do microhematdcrito (GOLDENFARB et al., 1971), taxa de
hemoglobina, pelo método da cianometahemogloboina (COLLIER, 1944) e
determinado o numero de eritrocitos, em cdmara de Neubauer, utilizando a

solucédo de Hayen como diluente.

Com os resultados da taxa de hemoglobina (Hb), do hematdcrito (Ht) e
do numero de eritrocitos (Er) foram calculados os indices hematimétricos: VCM
(volume corpuscular médio), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Estas analises hematoldgicas eram realizadas nos préprios aquarios,
em laboratério previamente montado com equipamentos do Instituto de Pesca.
Na coleta do Aquario de Natal, estas anélises foram realizadas no Laboratério
de Ecotoxicologia da Universidade Potiguar, Natal, RN.

Foram realizadas as andlises bioquimicas: ALT (alanina-amino
transferase), AST (aspartato amino transferase), uréia e creatinina, fosfatase
alcalina, gama GT, 4cido Urico, albumina, triglicérides, colesterol, fésforo, célcio e

glicemia, além dos horm®onios triiodotironina total (T3), tiroxina total (T4) e cortisol.

As analises bioquimicas foram realizadas no laborat6rio de Analises
Clinicas Veterinarias da Universidade Metodista de Sao Paulo, através do
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espectrofotometro CELM SB-190, utilizando kits especificos da Labtest®. A
mensuragao da concentracdo sorolégica de T3 total, T4 total e cortisol foram
realizadas no Instituto de Pesca de S&o Paulo, utilizando kits de

enzimaimunoensaio da Diagnostics Systems Laboratories®.

2.4 Validacoes dos Testes Hormonais

Objetivando verificar a confiabilidade dos ensaios hormonais para G.
cirratum, foram calculados os coeficientes de variacao intra-ensaio e inter-
ensaio, de acordo com a leitura das 31 duplicatas e 8 ftriplicatas, ou seja,
amostras de mesmo peixe colocadas em diferentes pontos da placa por duas
ou trés vezes. Estes coeficientes de variacdo corresponderam aos valores

indicados em cada um dos kits hormonais pelo fabricante.

2.5 Analises Estatisticas

Os dados obtidos para as analises hematologicas foram submetidos ao
teste estatistico ANOVA e teste de Tukey, comparando-se as diferengas entre as
meédias dos diferentes aqudrios. As andlises bioquimicas e hormonais foram

analisadas pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk, segundo ZAR (1996).
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Figura 2. Piscina de toque (A) e Tanque dos juvenis (B) de tubardo-lixa, G.
cirratum, do Aquario de Natal, Natal, RN, utilizados para colheita de
sangue. Colheita sanguinea por puncédo caudal (C), (D) e (E), de G.
cirratum, e sangue sendo colocado no tubo siliconizado (F), aquario
Acquamundo, Guaruja, SP.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas da Agua

As variaveis da agua (Tabela 2) ndo apresentaram alteragdes que
pudessem interferir nos resultados obtidos, estando préximo dos niveis
ideais recomendados por MOHAN e AIKEN (2004) para elasmobranquios

em cativeiro.

Tabela 2. Andlises da agua dos aquarios referentes a semana da coleta de
sangue de G. cirratum. Os itens marcados com “X” sdo andlises ndo
realizadas no respectivo aquario

Local Temperatura Salinidade Nitrito  Nitrato pH Amobnia
Expotuba Toque 22°C X 0,2 X 7,4 X
Expotuba Piscina 18°C X 0,5 X 8 X
Guaruja Tanque 28°C 33 0,25 X 7,3 0,25
Natal Tanque 24°C X 0,25 X 7,8 0,25
Natal Juvenis 24°C X 0 X 7,8 0,25
Natal Toque 24°C X 0 X 7,8 0,50
Ubatuba Tanque 29,2°C 37 0 0,5 7 0,50
Ubatuba Piscina 29,8°C 34,2 0,75 0,5 7 0,50

3.2 Eritrograma e Leucograma

Os resultados da analise do eritrograma de tubarao-lixa, por aquario,
estao apresentados na tabela 3.
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Tabela 3. Médias (x), erro padrdo (Sx) e intervalo de confianga (Ix+) dos
parametros hematoldgicos da série vermelha de tubardo-lixa, G.
cirratum, amostrados em aquarios brasileiros (n= 31)

Er Ht Hb VCM HCM CHCM

Expotuba X 50,88™ 21,00 595" 443,98™ 120,00™ 28,552
Sx 412 0,53 0,82 59,85 14,55 4,25

Ubatuba x 54,60™  20,00™ 541" 393,53"™ 106,55™ 26,99™
Sx 3,75 1,41 0,42 60,44 16,73 0,26

Doente| x 63,00 16,00 4,41 253,97 69,98 27,562
Acquamundo x 67,00™ 26,25™  7,98™ 403,53™ 121,78™ 30,12%°
Sx 9,65 3,42 1,25 41,64 13,51 0,71

Natal x 68,56™  20,46™ 9,88™ 42559™ 369,60™ 56,752
Sx 8,90 1,10 1,67 98,54 126,80 8,86
Total x 60,03™  21,13™  6,97™ 416,78™ 169,47™ 34,57%°
Sx 2,39 4,19 3,56 248,08 225,06 19,38

1x (+) 8,82 1,55 1,54 92,49 97,33 8,38

Er=nGmero de eritrécitos10* mm™, Ht=hematdcrito (%), Hb=taxa de hemoglobina (g dL"), VCM=fL;

HCM=pg, CHCM =g dL

Médias com letras distintas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativas (p<0,05);

ns= ndo significativo

Verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre a maioria das

médias dos valores do hemograma, comparando-se os diferentes aquarios, a
excegao do CHCM, que mostrou diferenca significativa entre as médias do
Aguamundo e Natal (Tabela 3 e Figura 3).

O hematdcrito encontrado é menor que o descrito por STOSKOPF
(1993; 2000) em tubardes-lixa em cativeiro, com valor médio de 11%, porém
proximo ao descrito por WALSH e LUER (2004), com média de 24,7% e ao
descrito por CROW e BARKER (1990), com média de 24,8%.
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Os valores da taxa de hemoglobina do presente trabalho foram
semelhantes aos relatados por STOSKOPF (1993; 2000), com valores maiores
que 4,009/dL.

Os valores médios da contagem eritrocitaria foram maiores que 0s
descritos para tubarao-lixa por STOSKOPF (1993; 2000), que foi de
35 x 10%/mL.

Assim como descrito por STOSKOPF (2000), os trombdcitos
apresentaram formatos variados, porém o formato encontrado com maior

frequéncia foi o fusiforme.

Numero de eritrocitos VCM

VCM (fL)

Expotuba Ubatuba Aquamundo Natal Total Expotuba Ubatuba Aquamundo Natal Total

Hematocrito HCM

Ht (%)
HCM (pg)

Expotuba Ubatuba Aquamundo Natal Tetal

Expotuba Ubatuba Aquamundo Natal Total -100,0 -

Taxa de Hemoglobina CHCM %

Hb (g/dL)

Expotuba Ubatuba  Aquamundo Natal Total 0,0
Aquarios

Expotuba Ubatuba Aquamundo Natal Total

Aquarios

Figura 3. Médias dos valores do hemograma — Série vermelha, para tubarao-
lixa, G. cirratum, de cada aquario estudado e do total de exemplares.
n=30, * diferenca significativa (p<0,05)
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Em alguns peixes, foram encontrados heterofilos e neutréfilos ocorrendo
juntos. Portanto, foram consideradas as seguintes células do sangue para
Ginglymostoma cirratum: eritrdcito, trombdcito, linfécito, mondcito, heterdfilo,

neutrofilo, eosindfilo e basdfilo.

As células encontradas em maior abundancia foram os eritrocitos (Figura
4), como descrito por OLD e HUVENEERS (2006) e VALENZUELA et al. (2003).

Entre os leucécitos, ndo houve diferenca significativa entre os valores
médios absolutos e relativos entre os aquarios (Figura 4).

Verificou-se que mondcitos e eosindfilos foram raros, ocorrendo apenas em
alguns peixes e com pouca freqiéncia (Tabela 4 e Figuras 5 e 6), como também
descrito por WALSH e LUER (2004).
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Figura 4. Fotomicrografia de células do sangue periférico do tubardo-lixa, G.
cirratum, corados  com May-Griinwald-Giemsa segundo
ROSENFELD (1947), 1000X. (A) Heterdfilos, (B) Neutréfilo, (C)
Heterdfilo, (D) Linfocito, (E) Mondécito, (F) Eosindfilo, (G) Eritrocito,
(H) Trombécito, (1) Heterdfilo, (J) Linfocito
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Leucoécitos Totais Neutréfilos

18000,0 2500,0 1
16000,0
14000,0 2000,0
. 12000,0 ~ 1500,0
E 10000,0 4
‘s 8000,0 1 “g 1000,0 4
- £
6000,0 =
4000,0 Z 500,0
2000,0 004
0,0 -
Expotuba 5000 |
-1000,0 -
Linfocitos Heterdfilos
18000,0 20000,0
16000,0 18000,0 4
14000,0 16000,0 1
. 12000,0 - = 14000,0
E 10000,0 £12000,0
5 8000,0 - T 10000,0 -
e 2000
:ggg'g 4000,0 -
’ 2000,0 -
0.0 0,0
Monécitos Eosinéfilos
600,0 200,0
500,0
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400,0
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E
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0,0 1 001
1000 - Expotuba Ubatuba Acquamundo Natal Tqtal Expotuba Ubatuba Acquamundo Natal Tdtar
-200,0 -50,0 -
Aquarios Aquarios

Figura 5. Médias dos valores absolutos do leucograma, para tubarao-lixa, G.
cirratum, de cada aquario estudado e do total de exemplares. n=30
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Linfocitos (%) Neutrdfilos (%)
90,0

80,0
70,0 4
60,0
50,0 -
40,0 4
30,0 4
20,0 4
10,0 -

0,0 +

Lf (%)

Nt (%)

Mondcitos (%) Heteréfilo (%)

350,0
300,0
250,0
200,0

(%)

£ 150,04

100,0 4
50,0 -
0,0 +

Expotuba Ubatuba Acquamundo Natal Total Expotuba Ubatuba  Acquamundo Natal Total

Eosindfilos (%)

Es/mm3

-0,1 4 Expotuba Ubatuba  Acquamundo Natal Tqtal

Aquarios

Figura 6. Médias dos valores relativos do leucograma, para tubardo-lixa, G.
cirratum, de cada aquario estudado e do total de exemplares. n=30
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Semelhante aos trabalhos de SAUNDERS (1966), GRIFFITH et al.
(1973), STOSKOPF (1993; 2000), VALENZUELA et al. (2003), ARNOLD
(2005), OLD e HUVENEERS (2006), nenhum baséfilo foi encontrado na

contagem diferencial de leucécitos.

A baixa freqUéncia dos eosindfilos é considerada normal para
elasmobranquios, quando nao ocorre infestagdo parasitaria (VALENZUELA et
al., 2003).

Neste trabalho, ndo foram encontrados hemoparasitas. Ha poucos
relatos da hematologia dos elasmobranquios demonstrando infecgdes por
protozoarios (STOSKOPF, 1993; 2000), a excecao de infestagcbes macicas,
como as encontradas nos tubardes Schroederichthys chilensis, pescados na
costa do Chile e infectados com o protozoario Trypanosoma humboldt, com
prevaléncia de 87% nos 38 peixes estudados (VALENZUELA et al., 2003).

STOSKOPF (1993; 2000) relata episddios de leucocitose nos
elasmobranquios causada por trematdédeos, e pode ser dificil a diferenciacao
entre 0 estresse generalizado, ou resposta a uma infeccdo bacteriana

secundaria.

3.3 Analises Bioquimicas do Sangue

Na tabela 5, encontram-se os valores estatisticos das anéalises

bioquimicas encontrados para todos os exemplares de tubario-lixa analisados.
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Tabela 5. Valores das medianas das andlises bioquimicas do plasma/soro
sanguineos de G. cirratum, amostrados em aquarios brasileiros

Parametros Bioquimicos n Mediana Quartil maior Quartil menor Minimo-Maximo
Albumina (g/dL) 30 0,51 0,29 0,7 0-1,62
Calcio (mg/dL) 30 2,55 1,5 8,13 0,69 - 8,54
Fésforo (mg/dL) 30 2,09 1,73 2,57 0,29 - 3,56
Uréia (mg/dL) 30 1313,33 2021,33 767,48 467,90 - 2550
Creatinina (U/L) 30 0,53 0,45 0,65 0,31 -1,07
ALT (U/L) 30 1,75 5,53 1,05 0-13,79
AST (U/L) 30 0 2,29 0 0-8,03
Colesterol (mg/dL) 30 29,05 35,05 23,41 10,2 - 52,20
GGT (U/L) 30 6,68 9,53 4,75 3,09 - 12,63
Triglicérides (mg/dL) 30 29,91 36,03 23,76 11,59 - 232,8
FAL (U/L) 30 15,96 12,44 8,04 8,84 - 27,36
Glicose (mg/dL) 26 19,46 22,49 17,77 12,98 - 35,03
Acido Urico (mg/dL) 30 0,67 1,09 0,55 0-2,11

n = nimero de exemplares amostrados

Os valores de uréia em elasmobranquios ja sdo descritos usualmente
como muito maiores que os valores normalmente encontrados em outros
animais, pois estes animais utilizam a uréia em sua osmorregulagcdo (ACHER
et al.;1999).

Os valores encontrados para triglicérides foram semelhantes entre os
peixes, porém no Acquamundo 0s quatro peixes analisados apresentaram
valores elevados em relacdo aos demais. Isto pode ter ocorrido devido a

recente alimentac&o destes peixes.

Comparadas as analises bioguimicas com as realizadas por GARLA et
al. (2006), para tubardes lixa em vida livre no nordeste brasileiro, o calcio
apresentou valores médios menores, porém a creatinina, o acido Urico e a

albumina apresentaram resultados semelhantes aos descritos.

A média da glicemia encontrada para os peixes do presente trabalho é
proxima da descrita em tubardes lixa em cativeiro por GELSLEICHTER et al.
(1998), 16,2 mg/dL, porém menor que a média descrita anteriormente em
outras espécies de tubardes, 60-90 mg/dL (HOFFMYER e PARSONS, 2001).
GARLA et al. (2006) relatam média glicémica de 58,4 mg/dL nos tubardes lixa
em vida livre, com intervalo de 10-161mg/dL, porém em trabalhos em que os
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peixes sdo pescados, existe a possibilidade de estes animais possam ter
acabado de se alimentar.

E importante ressaltar que em grande parte dos trabalhos (HARMS et
al.,, 2002; CAIN et al., 2004; GARLA et al., 2006), em que a glicemia foi
analisada nos elasmobranquios, nao foram utilizados os tubos com fluoreto de
sédio que impedem a glicdlise imediatamente, fator que pode levar a

alteracdes nos resultados em dosagens de glicemia.

GELSLEICHTER et al. (1998) apresentaram médias de valores
bioquimicos muito menores que as média encontradas neste trabalho, como
AST (24,7U/L), ALT (19,7U/L), Creatinina (0,10mg/dL), e valores muito maiores
no caso do Calcio (17,3 mg/dL) e Fosforo (4,12 mg/dL).

CROW e BARKER (1990) descreveram a comparacao de ferro e cobre
séricos em tubardes-lixa de cativeiro e vida livre, e os parametros encontrados
no cativeiro foram maiores, mesmo sem o uso de suplementacédo de vitaminas

e minerais durante o periodo de cativeiro.

3.4 Hormonios

As analises hormonais de T3 total, T4 total e Cortisol de tubarao-lixa,

podem ser vistas na Tabela 6.

Tabela 6. Valores das medianas das analises hormonais do soro sanguineos
de G. cirratum, amostrados em aquarios brasileiros

Parametros Hormonais n Mediana Quartil maior Quartil menor Minimo-Maximo
Cortisol (ng/mL) 30 0,16 0,35 0,09 0-15,89
T3 total (ng/dL) 30 108,31 218,52 51,35 32,93 - 394,32
T4 total (ug/dL) 30 0,42 0,79 0,35 0,33-2,48

n = nimero de exemplares amostrados

Neste trabalho, trés peixes apresentaram nas analises hormonais
resultado “off curve” ou “sem leitura”, ou seja, os valores encontrados foram

menores ou maiores que a minima ou maxima sensibilidade do método.
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STOSKOPF (2000) ja havia relatado que, em elasmobranquios, niveis de

horménio muito baixos ou “sem leitura” sdo frequentemente descritos.

O método de coleta de sangue baseado na contengdo manual para
elasmobranquios pode resultar em alteragbes nas analises sanguineas destes
peixes devido ao estresse. Entretanto, a sedacao quimica com tricaina (MS-222)
também demonstra alteragéo, em trabalhos com teledsteos, causando aumentos
da glicose sanguinea e na concentracdo de potassio (BROWN, 1993).
ANDREWS e JONES (1990) anestesiaram quatro fémeas adultas da espécie
de tubardo Carcharhinus plumbeus, com Quetamina associada a Xylazina,
para realizacdo de dosagens bioquimicas sanguineas, e compararam as
analises bioquimicas antes e apds anestesia, e observaram poucas diferencas

entre 0s peixes.

Em trabalhos com animais pescados da natureza, € sugerida a
utilizacéo de linhada e espinhel, por serem mais satisfatérias quando relacionadas
ao estresse e a minimizacao da miopatia (STOSKOPF et al., 1986).

HOFFMAYER e PARSONS (2001) coletaram repetidas amostras de
sangue de vinte e quatro tubarbes Rhizoprionodon terranovae, pescados da
natureza, nos tempos: zero, 15, 30, 45 e 60 minutos apds inducéo de estresse.
O aumento da glicemia ocorreu apés 15 minutos do estresse induzido, e apés
0s 60 minutos, o0 aumento chegou a 40%.

STOSKOPF (1993; 2000) relatou valores médios de T4 total entre 2,9 € 4,5
Hg/dL, em algumas espécies de tubardo, como Carcharhinus limbatus (cativeiro),
Carcharhinus obscurus (vida livre), Carcharhinus isodon (cativeiro), Sphyrna lewini
(vida livre), Rhizoprionodon lalandli (vida livre) e Carcharhinus brevipinna (cativeiro),
com tamanho amostral entre 2 e 10 animais de cada espécie, porém sem relacionar

estes valores com caracteristicas da agua ou alimentagao.

No Aquario de Waikiki, dois tubarbes da espécie Triaenodon obesus
com bécio foram mudados para um tanque com dois outros tubardes
saudaveis, e feitas modificacdes fisico-quimicas na agua: baixa concentracao
de iodeto (<0.005 wM) e alta concentracdo de nitrato (111 KM). Foi feito

acompanhamento regular de todos os peixes com andlises sanguineas e, apos
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seis meses, todos os tubarbes, inclusive os que nado apresentavam bdcio,
também sofreram diminuicbes nos valores de concentracdo sérica de T3 e T4
(CROW et al., 1998).

Coletas sanguineas mensais realizadas nos tubarbes Triaenodon
obesus juvenis em cativeiro, durante trés anos, em dois machos e duas
fémeas, demonstraram nao ocorrer diferenca entre machos e fémeas nos
valores de concentracdo de T3 e T4 totais. Porém, T3 total mostrou ter
aumento significativo em todos os peixes nos meses de inverno, demonstrando

possivel alteracdo sazonal fisiolégica nestes hormonios (CROW et al.,1999).

VOLKOFF et al. (1999) realizaram coletas sanguineas por pungao
cardiaca em raias Dasyatis sabina, e analise pdés morte do estado de
maturacdo sexual e morfologia da tiredide. Das vinte e oito raias, havia um
macho, duas fémeas imaturas, trés fémeas com o6vulo em formacdo, quatro
fémeas ovulando, cinco fémeas pés-ovulando, seis fémeas gravidas e sete
fémeas pos parto. Nao houve diferenga significativa nos niveis de T4 entre os
animais, porém verificou-se valores menores em machos, em fémeas juvenis e
em fémeas com Ovulo em formacdo. T3 mostrou-se aumentado nas fémeas

ovulando e em fémeas gravidas.

Para verificar a influéncia destes horménios no desenvolvimento
embrionario do ovo de fémeas da espécie Sphyna tiburo pescadas em duas
regioes diferentes dos EUA, MCCOMB et al. (2005) mediram a concentracao de
T3 e T4 na gema, verificando diferenca significativa entre os peixes das duas
regides. Quando analisadas separadamente as regides, observou-se
concentragbes de T4 e T3 relativamente maiores nas fémeas gravidas,

comparado com as fémeas em periodo pré-ovulatorio.
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4 CONCLUSOES

Nao é conhecido o parametro de normalidade das concentragdes
hematoldgicas, bioquimicas e hormonais em G. cirratum, porém, os valores
encontrados nos peixes deste trabalho podem ser utilizados como comparativo
aos outros tubardes desta espécie, além de futuramente auxiliar como banco

de dados aos aquarios para freqiientes acompanhamentos sanguineos.

Trabalhos com tubarbes poderéo futuramente auxiliar como comparativo
nas pesquisas de ocorréncia do b6cio em seres humanos, principalmente nas
suspeitas de bdcio consequiente de poluicdo, devido a freqliente ocorréncia
desta doenca nestes animais por causas ainda nao esclarecidas totalmente.

Este trabalho buscou melhorar a perspectiva dos aquarios brasileiros e
proporcionar aos mesmos dados hematolégicos de seus animais, para a
descoberta de possiveis alteracoes até entdo desconhecidas, e tratamento das

mesmas.
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