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RESUMO

O sal comum ¢ amplamente utilizado na piscicultura como redutor do estresse, porém, pouco
se conhece sobre as concentragdes adequadas para a sua utilizagdo durante a reproducdo de
matrinxa, Brycon amazonicus. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do sal na 4gua durante
a reproducdo da matrinxa. Este estudo foi dividido em trés capitulos: 1° Capitulo- foi realizada
uma revisao de literatura sobre a matrinxa e o efeito da utilizacdo do sal comum na agua sobre
o comportamento social e as condi¢des estressoras; 2° Capitulo: Foi avaliado as concentragdes
de sais (0,6,10,14 e 15 g/L) durante um teste de toxicidade agudo, sendo indicado o uso de 6
g/L em juvenis de Brycon amazonicus durante 96 horas, e que salinidades acima de 15 g/L
causa mortalidade; 3° Capitulo: foi elaborado o etograma de interacdes sociais para B.
amazonicus, sendo avaliado o comportamento reprodutivo em duas salinidades (0 e 2 g/L),
mostrando que maiores niveis de salinidade ocasionaram o aumento das interagdes agressivas
entre as fémeas. Porém, essa condi¢do diminuiu os niveis de cortisol em machos ¢ aumentou o
gasto energético nos parametros eritrocitdrios das fémeas, evidenciado por ndo mostrar

diferenca entre as taxas de fertilizacao e eclosao.

Palavras-chave: Etograma; Salinidade; Interagdo social; Peixes
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ABSTRACT

Common salt is widely used in fish farming as a stress reducer; however, little is known about
the appropriate concentrations for its use during the reproduction of matrinxa, Brycon
amazonicus. The aim of this study was to evaluate the effect of salt in water during matrinxa
reproduction. This study was divided into three chapters: 1st Chapter - a literature review was
carried out on matrinxa and the effect of the use of common salt in water on social behavior
and stressful conditions; Chapter 2: Salt concentrations (0,6,10,14 and 15 g/L) were evaluated
during an acute toxicity test, indicating the use of 6 g/L in juveniles of Brycon amazonicus for
96 hours, and that salinities above 15 g/L cause mortality; Chapter 3: the ethogram of social
interactions for B. amazonicus was elaborated, and the reproductive behavior was evaluated in
two salinities (0 and 2 g/L), showing that higher levels of salinity caused an increase in
aggressive interactions between females. However, this condition decreased cortisol levels in
males and increased energy expenditure in the erythrocyte parameters of females, evidenced by

the fact that there was no difference between fertilization and hatching rates.

Keywords: Ethogram; Salinity; Social interaction; Pisces.
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CAPITULO I - INTRODUCAO, OBJETIVOS E REVISAO DE LITERATURA

1. INTRODUCAO

O ambiente de criagdo ¢ considerado um agente estressor para os peixes, pois
pode induzir respostas fisiologicas e alteragdes comportamentais associadas ao estresse
e bem-estar dos animais (Conte, 2004). Além disso, a maturagdo gonadal ¢ a
gametogénese demandam bastante energia para os peixes, fazendo com que esses
eventos atuem como potenciais estressores ¢ desencadeiem ajustes fisiologicos
associados (Wootton, 1985), tais como, o aumento nos niveis plasmaticos de cortisol
que, por sua vez, afeta parametros reprodutivos. De fato, a inje¢ao de cortisol reduziu o
indice gonadossomatico e o tamanho dos odcitos em Oreochromis mossambicus (Foo
& Lam, 1993). O cortisol também pode atuar na pituitaria e nas gonadas, diminuindo,
respectivamente, a secrecao de gonadotropina e de esteroides sexuais (Welsh et al.,
1982; Pickering, 1993; Pankhurst & Van der Kraak, 2000; Silveira, 2009). Por outro
lado, esse hormonio ndo afetou as taxas de fertilizacdo e eclosdao em O. niloticus
(Gennotte et al., 2012), indicando que o efeito do cortisol na reprodugdo pode ser espécie
especifico.

De acordo com Wendelaar-Bonga (1997), o cortisol desloca a energia, que seria
destinada ao crescimento e a reproducdo, para os ajustes fisioldgicos necessarios no
reestabelecimento da estabilidade orgénica. A produgdo do cortisol em peixes ocorre
pelo eixo HPI (Hipotalamo-Pituitaria-Inter-renais), sendo as células inter-renais as
responsaveis pela sua distribuicdo na corrente sanguinea, atuando no metabolismo
energético e no balancgo idnico (Wendelaar-Bonga, 1997). Aumentos nos niveis deste
hormonio estdo associados a disponibilizacao de substratos energéticos, como aumento
na glicose plasmatica, disponibilizando assim energia para a produgao de eritrocitos e,
consequente aumento na captagdo de oxigénio (Wendelaar-Bonga, 1997). Além disso,
o cortisol atua no aumento da atividade dos trocadores idnicos, como a Na+/K+ ATPase,
responsaveis pelo balango hidromineral em peixes (Wendelaar-Bonga, 1997; Tavares-
Dias & Mariano, 2015).

Os teledsteos de dgua doce sdo hiperdsmicos, pois a concentracdo de ions na
agua ¢ menor do que no seu interior (Altinok & Grizzle, 2004). Esses peixes apresentam
mecanismos para manter essa diferenca de concentracdo, como trocas ionicas pelas
branquias, rins, intestino e superficie corporal, além da excre¢do por meio das fezes e

urina hiposmotica, demandando gasto de energia com a osmorregulagdo (McCormick,



2001). Dentro deste contexto, o sal (NaCl) ¢ amplamente utilizado como atenuante do
efeito estressor do manejo e transporte de peixes (Garcia-Magana et al., 2019; Kenter et
al., 2019), pois aproxima a concentragdo ionica entre a agua e o plasma, tornando o meio
externo menos hiposmotico e, por sua vez, reduzindo a perda de ions por difusdo para o
meio externo (Altinok & Grizzle, 2004).

De fato, os processos osmorregulatérios € o metabolismo podem ser
influenciados pela salinidade da agua, favorecendo o desempenho zootécnico em
gradientes adequados (Jomori et al., 2013). Segundo de Oliveira et al. (em preparagao),
a adi¢do de sal comum na agua reduziu a atividade da Na+/K+ ATPase e promoveu uma
redistribuicdo nas células cloretos em juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus). Esses
resultados indicam uma menor atividade e area para absorcao de ions que, por sua vez,
refletiu-se no menor aporte de oxigénio evidenciado pela menor quantidade de
eritrocitos.

O aumento da salinidade da d4gua aumentou a locomogao e a agressividade das
larvas de matrinxa, no entanto nao houve aumento dos niveis de cortisol plasmatico. A
agressividade estd intimamente ligada no contexto da reproduc¢do de espécies de peixes,
a agressividade dos machos de Pterophyllum scalare esteve relacionada a sobrevivéncia
das larvas (Cacho et al., 2006). Além disso, fémeas de Cichlasoma dimerus no estagio
de pré-desova apresentaram maior agressividade, niveis elevados de androgeno,
estradiol plasmatico e indices gonadossomdticos méaximos (Tubert et al., 2012).
Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos do uso de agua com baixa salinidade na
agressividade, para reprodutores de peixes de dgua doce, especialmente para espécies

nativas.

Além dos efeitos descritos acima, a mudanca da salinidade da 4gua evidenciou
uma correlagdo positiva entre a osmolaridade plasmatica e os niveis plasmaticos do
neuro-hormoénio arginina-vasotocina (AVT) em Platichthys flesus (Bond et al., 2002;
Warne et al., 2005). O AVT também apresenta efeito direto em parametros reprodutivos
em peixes, pois atua na secre¢ao de prostaglandinas e na maturagdo final e liberagao dos
odcitos em Heteropneustes fossilis (Joy & Chaube, 2015). Além disso, a manipulacao
de AVT exogeno aumentou a exibi¢do do comportamento de corte em Morone
americana (Salek et al., 2002), o que evidencia que este hormodnio pode potencializar
aspectos reprodutivos em peixes.

De modo geral, situacdes estressoras afetam negativamente a performance



reprodutiva em teledsteos (Wingfield & Sapolsky, 2003). Assim, este projeto tem por
objetivo avaliar se a adi¢do de sal comum (NaCl) na 4gua estimula pardmetros
reprodutivos em matrinxa, Brycon amazonicus.

A matrinxa (Brycon amazonicus, Spix & Agassiz, 1829) ¢ a segunda espécie de
peixe mais produzida na regido Amazodnica, e no cenario nacional a sua maior produgao
também se encontra nessa regido (55,3%), tendo o seu foco no municipio de Rio Preto
da Eva- AM (IBGE, 2021). Caracteristicas zootécnicas favorecem a criacdo desta
espécie, tais como, boa aceitagao de racao comercial e rapido crescimento em sistemas
intensivos e semi-intensivos (Brandao et al., 2005). Dessa forma, a criacdo da matrinxa
oferece um grande potencial para o agroneg6cio nacional, principalmente porque o
ambiente dispde de condigdes edafoclimaticas favoraveis a produgdo, promovendo o
bom desempenho em sistemas artificiais (Izel & Melo, 2004; Ono, 2005).

Apesar dessas qualidades, ha problemas bésicos na producao da matrinxa como,
por exemplo, relacionado a reprodugdo, fazendo assim que as ofertas de larvas e juvenis
sejam escassas (Camargo & Urbinati, 2008). A maturidade sexual ¢ atingida entre dois
e trés anos de vida, a depender do estado nutricional do animal (Gomes & Urbinati,
2010). Em ambiente natural, o periodo reprodutivo da espécie ocorre durante o periodo
chuvoso (entre outubro a janeiro) quando ocorre maior carreamento de sedimentos dos
rios de 4gua branca fazendo com que haja aumento da carga idnica, ou seja, da
condutividade da 4gua (Barthem & Fabr¢, 2004).

Por ser uma espécie que apresenta comportamento migratorio € que vive em
ambientes de correnteza (Ferreira et al., 1998), a matrinxa nao se reproduz naturalmente
em condig¢des artificiais. Diferente do que ocorre na natureza, em ambiente artificial o
seu ciclo reprodutivo ¢ afetado, ndo completando a ovogénese e a desova e,
consequentemente, sendo necessario o uso de reproducdo induzida (Bernardino et al.,
1993; Gadelha & Aratjo, 2013). Apesar dessa técnica ja ter sido testada em matrinxa, o
resultado final ainda € insatisfatorio, necessitando de mais estudos sobre os mecanismos
que afetam o sucesso de fecundagdo na reproducdo induzida para essa espécie.

Diante do exposto, espera-se que a maior salinidade reduza os efeitos
fisiologicos decorrentes da condigao estressora desencadeada pela pratica da reprodugao
induzida; aumente os indicadores de desempenho reprodutivo e atue estimulando o

comportamento social em reprodutores de matrinxa, B. amazonicus.



2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo Geral

Avaliar o uso do sal (NaCl) em Brycon amazonicus: Toxicidade de juvenis,

interagdes sociais e indicadores de estresse na reproducao induzida

2.2.0bjetivos Especificos
Mensurar a concentragdo letal de sal para juvenis de matrinxa.

Avaliar o cortisol e os parametros de estresse secundarios em matrizes de

matrinxa em relacgao a salinidade.
Descrever a interag¢ao social da matrinxa.

Quantificar o comportamento reprodutivo da matrinxa em relagdo a adi¢ao

de sal na agua.

Avaliar se o uso de sal na 4gua aumenta as taxas de fertilizagao e de eclosao

para a matrinxa.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A produgdo da piscicultura de espécies nativas

A produgdo de espécies nativas vem sofrendo uma queda modesta nos
ultimos anos, ocasionando assim a redu¢do da oferta deste produto no mercado. O
recuo da produgdo de espécies nativas chegou a 1,81%, fechando 2024 com
258.705 toneladas, valor inferior ao ano de 2023 com 263.705 toneladas, o
aumento do pre¢o manteve a lucratividade, o envolvimento de 6rgaos publicos ¢
necessario para suprir a demanda do mercado. A regido Norte ndo apresentou
avanco significativo desde 2023, sendo que sua produgdo foi de 143.096 para

143.190 toneladas em 2024 (Peixe BR, 2025).

Espécies como o Tambaqui (Colossoma macropomum, Cuvier 1816), pacu
(Piaractus mesopotamicus, Holmberg 1887) e pirapitinga (Piaractus
brachypomus, Cuvier 1818) (Characiformes, Serrasalmidae), ¢ seus hibridos,
contribuem com uma parcela significativa da aquicultura no Brasil (IBGE, 2023).
No amazonas, segundo a Pesquisa Pecuaria Municipal (PPM, 2023) a producao de
Tambaqui chegou a 8,54 milhdes de quilos e 2,89 milhdes de quilos de Matrinxa
(Brycon amazonicus). A regido metropolitana de Manaus acumula maior parte
desta produ¢do com destaque para Manacapuru (1,9 mil toneladas) e Rio Preto da

Eva (1,5 mil toneladas) (IBGE, 2024)

O aumento da producao est4 associado com novas tecnologias aplicadas ao
cultivo (Sampaio-Nakauth et al., 2025). A utilizacdo de aeradores, probidticos e
ragOes balanceadas para cada etapa da criagdo ja mostraram sua importancia tanto
no aumento da producdo, como na melhoria do bem estar do cultivo (Porto et al.,
2021; Souza & Ferreira, 2022). Porem alguns cuidados basicos durante a producao
de peixes ainda ndo sao levados a sério por diversos produtores, principalmente os
de pequeno porte, tais como biometrias mensais, transferéncias para reduzir a
heterogeneidade do lote e o cuidado com o bem estar animal (Aljehani et al.,

2023).

O cuidado com o bem estar animal esta ligado intimamente ao aumento da

producdo, pois reflete na melhoria do desempenho zootécnico e na reducao da



mortalidade em todos os estagios de vida dos animais, como por exemplo, durante
o cultivo de matrizes, sendo essas de alto valor comercial (Aljehani et al., 2023).
Espécies como o tambaqui (Colossoma macropomum) e a matrinxa (Brycon
amazonicus), sao valorizadas principalmente pela maior disponibilidade de pos
larvas e juvenis, que alimentam o mercado consumidor (Petillo et al., 2025). O
tambaqui pode ser reproduzido durante todo o ano, com maiores indices entre
outubro e janeiro, ja4 a matrinxa somente nesses meses citados, isso faz com que a
sua disponibilidade seja mais escassa do que o tambaqui, aumentando assim o
preco das pos larvas (Sampaio-Nakauth et al., 2025). Com isso, o bem estar das

matrizes ¢ de suma importancia, para a alimentagdo do mercado consumidor.

3.2 Matrinxa, Brycon amazonicus

A matrinxa (Brycon amazonicus) ¢ uma espécie da ordem Characiformes,
familia Bryconidae, e género Brycon, oriunda da bacia Amazdnica (Howes,
1982). Além de ter grande importancia na pesca de subsisténcia (Batista et al.,
2000), essa espécie também ¢é promissora na piscicultura por apresentar
caracteristicas zootécnicas favoraveis a sua produ¢ao, podendo ser mantida em
sistemas semi-intensivo e intensivo (Brandao et al., 2005). Caracteristicas estas,
que tornam a segunda espécie mais produzida na regido amazonica, perdendo
somente para o tambaqui (Ferraz et al., 2025). No entanto, a matrinxa exibe
comportamento agressivo durante todo o seu ciclo de vida que reflete em altos
indices de mortalidade, especialmente em decorréncia do confinamento e do

adensamento durante a cadeia produtiva (Hoshiba, 2007; Ferraz & Gomes, 2009;

Carvalho et al., 2018).

Essa agressividade esta relacionada com a hierarquia de dominancia,
sendo assim, animais dominantes tem maior disponibilidade de recursos, tais
como alimentar e territorial, além disso € observado comportamento gregario
durante o periodo reprodutivo (Affonso et al., 2012). O inicio do periodo chuvoso
atua como um estimulo para o comportamento migratdrio, sincronizando assim
seus movimentos de locomog¢do com os niveis da agua (Villacorta-Corréa, 1987),

caracteristica de espécies reofilicas (Lowe-McConnell, 1975; Godoy, 1975).



Durante a subida para as cabeceiras dos rios, conhecida como piracema ou
arribada, os peixes procuram aguas com maior quantidade de nutrientes, exibem
comportamento reprodutivo evidenciado pela natacdo circular e, apods isso,
depositam seus ovos que sdo carreados a jusante do rio, padrao observado para

espécies da ordem Characiformes (Menezes & Vazzoler, 1992).

Por ser uma espécie reofilica, em ambiente de criagdo, a matrinxd ndo
completa a ovogénese e a desova, sendo assim necessaria a indugao hormonal para
a sua reprodugao (Bernardino et al., 1993; Gomes & Urbinati, 2005). Esta pratica,
por sua vez, pode ser considerada um agente estressor para os peixes, induzindo
respostas fisiologicas e alteragdes comportamentais associadas ao estresse e bem-
estar dos animais (Conte, 2004). Outro entrave, ¢ que somente durante o periodo
chuvoso observa-se a reproducao dessa espécie, fazendo com que as ofertas de
larvas e juvenis de matrinxa sejam escassas. Diante disso, a manipulacgao de fatores
que reduzam a condigdo estressora da reproducdo em sistema artificial e que
potencializem a exibicdo do comportamento reprodutivo pode ser uma

alternativa para estimular o sucesso de fecundagdo da matrinxa.

3.3 Comportamento animal e reprodutivo

O comportamento animal ¢ descrito como uma série de agdes motoras
exibidas, com o objetivo de satisfazer necessidades fisiologicas e de
sobrevivéncia, sendo uma resposta fisioldgica interna a estimulos ambientais
externos (Hong et al., 2023). O estudo do comportamento, observa padroes de
atividade corporais essenciais a compreensdo de mecanismos de adaptacao
ambiental que apoiam estratégias comportamentais (Bohatova & Vd’a¢ny, 2018).
O conjunto de comportamentos, criado a partir de observacdes, identificagdes e
registro ¢ conhecido como etograma, sendo este fundamental na quantificagdo do

comportamento (Luo et al., 2023).

A interacdo de individuos da mesma espécie (intraespecifico) ou de
espécies diferentes (interespecifico) ¢ conhecido como comportamento social,

comportamento como o cortejo, o acasalamento e a agressao sdo esséncias para o



desenvolvimento da hierarquia entre individuos da mesma espécie de peixes

(Cavallino et al., 2023).

A agressividade ¢ o reflexo da competicdo por recursos (ex. territorial e
parceiros reprodutivos), onde os dominantes detém o controle hierarquico, logo,
interagcdes agressivas sdo fundamentais durante a reproducdo (Huntingford &

Tuner, 1987; Gongalves-de-Freitas et al., 2009).

O comportamento reprodutivo € regulado pelo eixo hipotdlamo-hipofise-
gbonadas, o qual pode ser modulado por diversos fatores ambientais, entre eles, a
temperatura da agua, o fotoperiodo, a mudanca de correnteza dos rios, a
osmolaridade e a condutividade do meio externo (Desjardins & Fernald 2009;
Webb & Doroshov, 2011; Ribeiro et al., 2023). Dessa forma, a manipulagao desses
fatores exdgenos pode influenciar a sintese e a secre¢do hormonal que, por sua

vez, estimula a exibi¢cdo do comportamento social em peixes. (Bhat et al., 2025)

Os peixes exibem uma diversidade de comportamentos reprodutivos que
compreendem desde a liberagdo de gametas até padrdes mais elaborados, que
podem envolver a migragdo, a defesa territorial, a construg¢do de ninho, a corte € o
cuidado parental (Liley & Stacey, 1983). Nas espécies migradoras, por exemplo,
o inicio da reproducao vem desde o encontro ¢ deslocamento de machos e fémeas
para locais distantes, frequentemente para areas com alimento disponivel (Hoar,
1962). Com isso, nao exibem cuidado parental, pois despendem muita energia

durante as migragdes para que sua reproducdo tenha éxito (Vazzoler, 1996).

O comportamento agressivo € o reprodutivo afetam os parametros
hormonais, os niveis de esteroides normalmente sdo uma consequéncia do status
social especifico (dominante ou subordinado) (Maruska et al., 2013). Segundo
Tubert et al. (2012) o aumento da agressividade em fémeas de Cichlasoma dimerus
antes da desova, ocasionou o aumento dos niveis de estradiol plasmaticos,

maximizando os indices gonadossomaticos.

As préticas de reproducdo em sistema artificial também demandam energia
para os ajustes fisiologicos (Urbinati et al., 2004). Assim, o aumento nos niveis de
cortisol, conhecido como hormoénio do estresse, ¢ comum durante o periodo

reprodutivo, pois, em Salmo trutta caspius, o aumento dos indices



gonadossomaticos acompanhou o aumento do cortisol, tanto em machos quanto

em fémeas (Jamalzadeh et al., 2013).

De acordo com Wendelaar-Bonga (1997), o cortisol atua realocando a
disponibilizac¢ao de energia da reproducao para os ajustes energéticos necessarios
ao retorno da homeostasia. Além disso, o cortisol pode atuar na pituitaria e nas
gonadas, diminuindo, respectivamente, a secre¢do de gonadotropina e de
esteroides sexuais (Pickering, 1993; Silveira, 2009). Assim, ¢ provavel que quanto
maior a liberagdo de cortisol, menor a liberagao dos hormdnios sexuais o que, por

sua vez, pode afetar diretamente o sucesso reprodutivo dos peixes.

Diante do exposto, o estudo dos fatores externos e hormonais ¢ de suma
relevancia, pois permite a implementagdo e/ou a adequagdo de técnicas de

reprodugao em sistemas de criagdo de peixes.

3.4 Sal (NaCl)

O sal ¢ amplamente utilizado como redutor do estresse decorrente de
manejo durante a criagdo, no transporte de peixes e também na redugdo de cargas
parasitarias (Kenter et al., 2019; Garcia-Magaia et al., 2019). Trazendo também
como vantagem para o piscicultor, sua baixa toxicidade e o baixo preco de
mercado (Garcia-Magana et al., 2019). Além dessas vantagens, o sal influencia em
mudangas nas taxas metabdlicas, conversdo alimentar e na osmorregulacdo
(Debnath et al., 2017), mostrando-se assim como um produto promissor durante a

pratica da piscicultura.

No entanto, a mudanga da salinidade deve ser acompanhada por testes de
toxicidades para cada espécie trabalhada, sendo que valores elevados de salinidade
podem acarretar em mudangas negativas na osmorregulagdo, podendo chegar até
a morte (Tavares-Dias, 2022). Espécies como o tambaqui (Colossoma
macropomum), o pacu (Piaractus mesopotamicus) € o tambacu (Colossoma
macropomum X Piaractus mesopotamicus), apresentaram aumento nas

concentragdes osmo-idnicas, diminui¢do no conteudo de 4gua muscular, e
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especificamente o tambaqui, aumento na glicemia, durante 1 hora de exposi¢ao a

25 ppm (Souza-Bastos et al., 2016).

A utilizagao de NaCl na dgua também se mostrou favoravel a manutengao
do tempo de vida de nauplios de artemia, zooplancton utilizado na alimentagado de
larvas de matrinxa (Brycon amazonicus). O uso de 2 g/L de sal marinho na 4dgua
aumentou o tempo de disponibilidade desse microcrustaceo, havendo assim maior
ganho de peso e sobrevivéncia das larvas (Jomori et al., 2013). Em outro
experimento com Brycon amazonicus, foi observado aumento da locomog¢ao com
a mesma quantidade de sal (2 g/L), ndo evidenciando aumento nos niveis de
cortisol até as 60 horas pos-eclosdo, o que indica que essa manipulacdo ndo atuou

como um agente estressor (de Oliveira et al., 2020).

De acordo com Vargas-Chacoff et al. (2015), a salinidade afeta o
crescimento ea atividade da Na'/K'-ATPase nas brinquias em juvenis de
Eleginops maclovinus. Em juvenis de Brycon amazonicus, a adi¢do do sal de 2 e
4 ¢g/L diminuiu a atividade da Na"/K'-ATPase nas branquias, mostrando redugdo
na quantidade de eritrocitos (RBC) em 4 g/ em 13 dias de experimento (de
Oliveira, no prelo). De fato, a adicdo de sal na 4gua ja ¢ utilizada em muitas
praticas que desencadeiam situagdes potencialmente  estressoras e,
consequentemente, a manipulacdo deste composto reduz o nivel de cortisol
plasmatico em peixes (Kenter et al., 2019), porém pouco se conhece sobre o efeito

do NaCl no contexto reprodutivo.

Segundo Amornsakun et al. (2017), a salinidade da 4gua afeta as taxas de
fertilizacdo e eclosdo em Channa striatus. Ja a tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) tolera variag¢des de salinidade de 0 a 32 g de sal/L durante a reprodugao,
sendo o intervalo 6timo para a espécie entre 5 a 15 g de sal/L (Watanabe & Kuo,

1985).

Visando a reducdo do gasto energético para melhorar os parametros
reprodutivos, o uso do sal na dgua pode ser uma alternativa durante a reproducao
de peixes, diminuindo o gradiente i6nico entre o meio interno (hiperdsmico) e ao
meio externo (hiposmoético) (Marian et al., 1993). Segundo Alavi & Cosson
(2006), recomendasse para peixes de agua doce salinidades de até 10 g/L, pois a

osmolaridade estd diretamente relacionada com o plasma seminal e a motilidade
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dos espermatozoides. Diante do exposto, a adi¢do de sal na 4gua pode influenciar
positivamente a reprodugdo de espécies reofilicas, pois promove o aumento da
osmolaridade no meio externo e, consequentemente, pode estimular indicadores

de desempenho reprodutivo em peixes.
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CAPITULO II - Efeito do cloreto de sodio em parametros fisiologicos de juvenis de
Brycon amazonicus (matrinxa)

Os resultados deste capitulo foram publicados na forma de artigo cientifico sob o
seguinte referéncial:
OLIVEIRA, E. N.; CARVALHO, T. B.; LOPES, A. C. C.; CASTRO, P. D. S;
DUNCAN, W. P. (2026). Effect of sodium chloride on physiological
parameters of juvenile Brycon amazonicus (matrinxa). Brazilian Journal of

Biology, 86, €294976 2026.

5. MATERIAL E METODOS

Local do estudo e nota ética.

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental da Universidade Federal
do Amazonas (UFAM/FAEXP), localizada no marco rodoviario km 38 da rodovia BR-
174. Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos em Experimentagio
Animal estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e aprovado pela Comite de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Amazonas, Manaus, AM, sob aprovagdo n° 019/2021.

Delineamento experimental

Para a avaliag@o dos niveis de salinidade foram utilizados 30 juvenis de matrinxa,
independente do sexo (678,28 + 53,15 g e 29,91 £ 1,13 cm), que foram isolados em
tanques de 300 L, com volume util de 100 L. Os peixes foram expostos a diferentes
concentragdes de sal comum (NaCl): 0 g/L, 6 g/L, 10 g/L, 14 g/L e 15 g/L, durante 96

horas, com seis repeti¢des por tratamento.

As réplicas (caixas d’agua) foram inteiramente casualizados em condi¢des semi-
estaticas, onde 1/4 da 4gua foi renovada diariamente, sendo assegurada a manutencao das
concentragdes dos sais na agua com o uso do refratometro (RTS 28 - 03159 Instrutherm
Instrumentos de Medi¢do Ltda). As taxas mortalidade foram registradas as 24, 48, 72 e

96 horas ap6s o inicio do experimento. Apds as 96 horas, os peixes foram anestesiados
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com 64 pL/L de eugenol (Vidal et al., 2007), para a coleta de amostras sanguineas,
visando observar se a salinidade da agua atua como um agente estressor para matrinxa.
Os peixes nao foram alimentados durante as 96 horas de experimento, sendo que niveis
elevados de sal podem interferir na alimentagao, fazendo com que algumas concentragdes
salinas fagam os peixes ndo se alimentarem, causando diferenga nos parametros
analisados. Segundo Santos et al. (2015) o jejum durante 20 dias para B. amazonicus, nao

alterou os niveis de glicose e triglicerideos.

Parametros sanguineos

Amostras de sangue foram coletadas por punc¢do da veia caudal com o auxilio de
seringas de 3 mL heparinizadas. Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas e

refrigeradas para andlises sanguineas que foram:

- Contagem de eritrocitos (RBC; 10%/pL): realizada em camara de Neubauer, com
amostras de sangue fixadas em formol-citrato, conforme o método de Collier (1944).
- Hematocrito (Hte; %): pelo método do microhematdcrito, de acordo com a
metodologia proposta por Goldenfarb et al. (1971).
- Concentracio de hemoglobina (Hb; g/dL): pelo método da cianometahemoglobina
e leitura em espectrofotometro (Kampen e Zijlstra, 1964).

Com a determinagao dos parametros hematoldgicos foram calculados os indices

hematimétricos (Wintrobe, 1934):

- Volume Corpuscular Médio: (VCM; um?) = (Htc x 10) / RBC
- Hemoglobina Corpuscular Média: (HCM; pg) = Hb x 10/ RBC
- Concentracio de Hemoglobina Corpuscular Média: (CHCM; %) = (Hb x100) /Htc

Para a analise plasmatica, as aliquotas de sangue foram centrifugadas a 3000
rpm/15 min para a separacdo do plasma, sendo realizadas as andlises da concentracao de
da glicemia (mg/dL), triglicerideos (mg/dL), colesterol (mg/dL) e proteinas totais (g/dL)
por meio da utilizacdo de kit enzimatico-colorimétrico especifico (GOD-PAP/ Produto
Diagnostico In Vitro). Para as andlises dos ions cloreto (Cl; mEq/L) e calcio (Ca2+;

mEq/L), as amostras foram diluidas (10 pl da amostra para 1000 pl de reagente de cor)
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e utilizado kits colorimétricos especificos (In vitro e Labtest, respectivamente). As
concentragdes de sodio (Na'; mEq/L) e potassio (K'; mEq/L) no plasma foram
analisadas por fotometria de chama. A concentracdo de cortisol plasmatico (ng/mL) foi
mensurada pelo método imunoenzimatico- ELISA (Cortisol ELISA kit — DRG
Diagnéstica), sendo que a variacdo intra-ensaio foi de 5,62%. Todos os procedimentos

foram realizados conforme os protocolos sugeridos pelos fabricantes.

Caracteristicas fisicas e quimicas da agua

As caracteristicas fisicas e quimicas da dgua, tais como, Oxigénio Dissolvido
(6,94 = 0,26 mg/L), pH (7,16 + 0,24) e Temperatura (26,36 + 0,47 °C) foram
monitoradas diariamente com o uso do multiparametro AKSO ao longo do experimento
e estdo dentro dos recomendados para a espécie Brycon amazonicus (Gomes & Urbinati,
2010). Conforme esperado, foi observado aumento da condutividade da agua
(milisiemens/centimetro(mS/cm)) nos diferentes tratamentos (0 g/L: 0,039 +£0,01; 6 g/L:
10,54 £ 0,14; 10 g/L: 16,85 £+ 0,26; 14 g/L: 22,53 + 0,50; 15 g/L: 24,27 + 0,11) em
decorréncia do aumento da salinidade (ppm) (0 g/L: 0,02 = 0,01; 6 g/L: 6,15 + 0,09; 10
g/L: 10,21 = 0,17; 14 g/L: 14,02 + 0,33; 15 g/L: 15,21 + 0,08), que também foram

acompanhadas no decorrer do experimento.

Analise de dados

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo. Foram utilizados os
testes de Shapiro-Wilk e Levene para checar a normalidade dos dados e homogeneidade
das variancias, respectivamente. Apds isso, os dados foram submetidos aos testes
estatisticos paramétricos ou ndo paramétricos dependendo das premissas anteriores. Os
parametros eritrocitarios, o cortisol e os niveis de cloreto e célcio plasmaticos foram
comparados entre os tratamentos experimentais por meio da ANOVA de uma via,
seguida de teste Fisher LSD para compara¢des multiplas. Para hemoglobina corpuscular
média, glicose e sodio foi utilizado Kruskal-Wallis, seguida do teste de Dunn. Foi
considerado a < 0,05 para significancia estatistica). Todas as analises foram feitas

utilizando o software Sigma Plot versao 14.0.

6. RESULTADOS
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Nao houve mortalidade nos tratamentos 0 g/L (grupo controle) a 14 g/L no
decorrer das 96 horas, no entanto, os peixes em 15 g/L. sobreviveram por somente 6 horas,

o que inviabilizou o uso deste tratamento para as analises.

Nao houve diferenca significativa para o RBC e o HCM em relagao a salinidade.
J& a Hb foi menor em 10 e 14 g/L. Foi observado maior porcentagem de Htc em 6 g/L e
menor em 0, 10 e 14 g/L (Tabela 1). O Htc e 0 VCM foram maiores em 6 g/L em relacao
aos outros tratamentos. Os menores valores de CHCM foram observados em 6, 10 e T14

g/L (Tabela 1).

Tabela 1. Média (£ desvio padrdo) dos parametros hematoldgicos para cada tratamento
experimental (0, 6,10 e 14 g sal/L).

Concentracao de sal comum (NaCl, g/L)

0 6 10 14 p

RBC
(milhpoymmty 274052 21440360  238+06la 2234068 0390
Hb 11824 1,142 11,6241,00a  999+086b  934+037b  <0,001

(g/dL)
(H/tc) 32134383  3682+151b  3075+494a  27.62+204c 0,002

0

VCM
o) 119,80+ 19,752 176,11 +33,77b 138,62+ 50,532 134.46+4171a 0,012

HCM
o) 4410+ 6,622 5568+ 1235 4536+ 15892 4579+ 1523a 0,085
C?/C)M 36924199 31524148  33,19+4588b  33.95+2.59b 0,004

RBC: contagem de globulos vermelhos; Hb: hemoglobina; Htc: hematdcrito; VCM: volume
corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. Letras mintsculas diferentes indicam diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, valor de p expresso na tabela.

Considerando ions plasmaticos, observou-se maiores niveis em 10 e 14 g/L para
o cloreto plasmatico; célcio apresentou maiores valores em todos os tratamentos na
presenca de sal; s6dio mostrou maiores niveis em 10 e 14 g/L, e o potassio s6 mostrou

diferenca em 14 g/L em relagdo a 6 e 10 g/L, porém nao se diferiu a 0 g/L (Tabela 2).

Tabela 2. Média (= desvio padrdo) dos niveis de ions plasmaticos para cada tratamento
experimental (0, 6,10 e 14 g sal/L).

Concentracio de sal comum (NaCl, g/L)

0 6 10 14 P
Cloreto ¢ 07. 4052 104.69+0,99  116,55+553b 16841 +1322¢ <0001
(mEq/L)
Calcio
5,07 +0,35a 5,78 +0,25b 5.91+0,26b 590+ 0,350  <0,001
(mEq/L)
Sédio

(mEq/L)

136,58 +4,75a 141,00+ 3,00a 163,25+ 10,93b 198,42+ 15,61c <0,001*
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Potassio 452+ 121ab 3,38 +0,78a 3,44 +0,54a 4,69 + 0,68b <0,001
(mEq/L)

Letras mintisculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, valor
de p expressos na tabela.

Nao houve diferenca significativa para a glicemia entre os tratamentos
experimentais. As concentragdes de proteina plasmatica aumentaram nas concentragdes
6 g/L e 10 g/L, se comparadas ao grupo controle (0 g/L). O nivel de triglicerideos foi
maior em 14 g/L e os niveis de colesterol foram maiores em 6 g/L e 10 g/L (Tabela 3).

Tabela 3. Média (+ desvio padrao) dos pardmetros bioquimicos para cada tratamento experimental
(0, 6,10 e 14 g sal/L).

Concentracio de sal comum (NaCl, g/L)

0 6 10 14 p

Glicose (mg/dL) 89,76 + 11,85a 86,65+9,70a 113,96 £27,76a 11527 +36,75a  0,060*
Triglicerideos

205,23 +39,29a 252.41+5331a 249,86+36,08a 37640+96,72b 0,001
(mg/dL)
Colesterol 170,17 £ 16,06a 26334 +24.12b 29522+ 61,67b 191,39+37,78a  <0,001
(mg/dL)

Pr"“’(‘;‘/’;‘iss"ta‘s 2,90 + 0,14ab 3,19+0,19a 3,16+021a 2,52 +0,38b 0,002

Letras mintsculas diferentes indicam diferenga estatistica significativa entre os tratamentos, valor
de p expresso na tabela.

Nos niveis de cortisol plasmatico, 14 g/L apresentou maiores valores do que os

demais tratamentos testados (Fisher LSD, p=0,011) (figura 1).
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Figura 1: Média (= erro padrdo) dos niveis de cortisol plasmaticos para cada tratamento
experimental (0, 6, 10 e 14 g sal/L). ANOVA de uma via, letras minusculas diferentes indicam
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos (Fisher LSD, p<0,05).
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7. DISCUSSAO

A hematologia ¢ amplamente utilizada para avaliar o efeito do uso de sal na dgua
em criacao de peixes (O’Neal et al., 2006), indicando mudangas no estado fisiologico do
animal (Erhunmwunse & Ainerua, 2013). A quantidade de eritrdcitos nao foi afetada pelo
aumento da salinidade, no entanto, em 6 g/L. foram observadas maiores porcentagens de
Htc ¢ VCM, indicando que os eritrocitos ficaram mais targidos neste tratamento
experimental. De fato, Al-Hilali & Al-Khshali (2016) sugerem que o aumento da
concentragdo de sal na agua estimula a entrada dos ions por difusdo nos eritrocitos e,
consequentemente, entrada de 4gua por osmose para o meio intracelular. Assim, é
possivel sugerir que em 6 g/L as células ficaram mais tirgidas em decorréncia da maior
atividade osmorregulatoria.

Por outro lado, foi observada desidratagdo celular no tratamento de maior
salinidade, pois em 14 g/L apresentou menores valores no Htc ¢ VCM, sem diferen¢a no
RBC, evidenciando células menores. De fato, observou-se maior concentracao de Na+ ¢
Cl- nas maiores salinidades, demonstrando desequilibrio idnico, com valores superiores
aos encontrados por Urbinati et al. (2004). Desequilibrio nos ions Na“ e CI causa
disturbios na regulacdo respiratoria e no equilibrio acido-base, prejudicando a captagao
de oxigénio (Perry & Gilmour, 2006), portanto, a reducdo na Hb e CHCM apresenta um
reflexo desse disturbio, com reducdo no aporte de oxigénio.

Nos peixes, os ions sdo incorporados por diversos orgaos, principalmente pelas
branquias, que apresentam células especializadas, as células cloretos (CCs).

Nas CCs os canais de Nat+ (ENaC) e o trocador Na/H sdo responsaveis por
absorver o Na+ da 4gua e a Na/K-ATPase ¢ responsavel por transferir o Na+ para o
plasma (Reid et al., 2003; Lin e Randall, 1991; Hirata et al., 2003), assim como o trocador
Cl-/HCO3— absorve o CI- da 4gua, transportando para o plasma (Perry, 1997). Os valores
basais de Cl- e Na+ em 0 g/L, foram proximos aos encontrados por Urbinati et al. (2004)
e Ferreira et al. (2010), respectivamente. Em 6 g/L foi observado maior valor do VCM,
porém, 10 e 14 g/L apresentaram maiores concentracdes de cloreto plasmaético,
acompanhado pelo maior valor de s6dio em 14 g/L, explicando a reducao do VCM.

Segundo Hwang et al. (2011), o potassio (K) entra na célula via canais de K
presente na membrana basolateral, e sai pela troca do Na* pela atividade da NKA. Da
mesma forma a NKA ajuda a reciclar o K™ criando um gradiente elétrico, conduzindo o

mesmo pelo canal de K, criando assim um ciclo. No entanto, em B. amazonicus o


https://www-sciencedirect.ez2.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2352513420306621#bib0120
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aumento da salinidade causa reducao nas CCs (De Oliveira, 2019), células que ficam
localizadas as NKA, diminuindo assim a saida do K+, mantendo a quantidade de K* no
plasma, resultado visivel em 14 g/L, que retornou a valores semelhantes em 0 g/L. E por
fim, o Ca** ¢ absorvido pelo canal de célcio (ECaC) na membrana apical, e a Ca**-ATPase
pela membrana basolateral, o que refletiu no maior valor de Ca?>" em 14 g/L (Hwang et
al., 2011).

O aumento da salinidade em todos os tratamentos durante 96 horas ndo mostrou
diferenca significativa na concentragao de glicose plasmatica. De acordo com Urbinati e
Carneiro (2006), a glicemia também ndo ¢ alterada para B. amazonicus mantidos em
ambiente com 6 g/L durante o transporte. Situagdes estressoras, como 0 manuseio € o
transporte, faz com que o peixe perca ions para o meio, necessitando de mais energia para
repor a quantidade perdida, o que reflete na necessidade de substrato energético, no caso
a glicose, para repor estes ions, logo o aumento da salinidade da 4gua, faz com que haja
ganho de ions por difusdo, reduzindo o gasto energético (Wendelaar-Bonga, 1997).

As maiores concentragdes de triglicerideo plasmatico observadas em 14 g/L
podem também serem decorrentes do aumento das catecolaminas e cortisol plasmatico,
onde, por meio da ativagdo da lipase tem-se uma facilitagdo da utilizacdo dos
triglicerideos, ocorrendo assim um aumento nos acidos graxos livres, podendo este ser
usado como uma fonte de energia (Vijayan et al., 1997). Da mesma forma, o colesterol ¢
utilizado na sintese de hormonios esteroides, e as proteinas tem o papel de carreadoras
destes hormdnios, tais como o cortisol (Mattioli et al., 2017), podendo ser observado em
14 g/, com menores valores tanto de colesterol como de proteinas, acompanhado do
aumento do cortisol.

A salinizagdo da 4gua se mostrou estressante para a espécie estudada,
principalmente em 14 g/L, pois o nivel de cortisol foi maior nessa concentracdo.
Concentragdes elevadas de Na+ e Cl- na agua facilitam a infusdo destes ions no plasma,
causando desequilibrio osmorregulatério, quebrando a homeostasia, causando estresse,
explicando o aumento do nivel de cortisol (Wendelaar-Bonga, 1997; Tavares- Dias &
Mariano, 2015). Niveis adequados de salinidade, corrobora com a redugdo do estresse
pela diminui¢do do gradiente osmdtico entre o animal e o meio em que vive, reduzindo
assim o gasto energético com a osmorregulacdo, influenciando diretamente no
metabolismo (Tian et al., 2020).

Para a matrinxd (Brycon amazonicus), o tratamento de 15 g/L ocasionou

mortalidade de todos os animais em menos de 6 horas de experimento. Ja os tratamentos
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0, 6, 10 e 14 g/L ndo apresentaram mortalidade durante as 96 horas de experimento.
Assim, sugere-se que o limite de resisténcia de concentragdo salina para juvenis da
espécie pode ser determinado entre as salinidades de 14,36 g/L (valor acima da média +
desvio padrao do tratamento de 14 g/L) e 15,13 g/L (valor abaixo da média + desvio
padrdo do tratamento de 15 g/L).

Este estudo evidencia que a salinidade maior que 15,13 g/L causa mortalidade em
juvenis de matrinxa e, portanto, representa o limite superior de resisténcia para os animais
mantidos nas condicdes experimentais descritas. Segundo Mattioli et al. (2017), o
estresse agudo em Lophiosilurus alexandri durante 96 horas causou a reducdo dos niveis
de Htc, indicando hemoconcentracio devido a distarbios osmorregulatorios,
possivelmente a principal causa da mortalidade em 15 g/L, em decorréncia do menor
valor de Htc observado em 14 g/L, que estdo abaixo do encontrado por Ferreira et al.
(2010).

De modo geral, os resultados deste estudo indicam que o sal afetou o0 mecanismo
osmorregulatorio dos eritrdcitos quando os peixes foram expostos a maior salinidade,

atuando como uma situagao potencialmente estressora.

8. CONCLUSAO
Assim a concentragdo de 6 g/L ndo alterou os indices eritrocitarios, metabdlicos e
10nicos acima do esperado para a espécie € ndo demonstrou aumento nos niveis de
cortisol, podendo ser utilizada durante a engorda de B. amazonicus. Além disso, niveis de

salinidade superiores a 14 g/L causam a mortalidade de juvenis de B. amazonicus.
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CAPITULO III — O efeito do uso do sal durante a reprodugio, nas interagdes sociais e
na reducao do estresse em adultos de matrinxa.

10. MATERIAL E METODOS

Local do estudo e nota ética

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM/FAEXP), localizada no marco rodoviario km 38 da rodovia BR-174.
Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos em Experimenta¢io Animal
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) ¢ aprovado pela Comite de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Amazonas, Manaus, AM, sob aprovagao n° 019/2021.

Delineamento experimental

Entre os meses de setembro e fevereiro de 2020, 200 matrizes foram mantidas em
quatro viveiros, em uma densidade de 1 peixe/10m?, totalizando 50 matrizes por viveiro
(1:1 macho e fémea), com 2 anos de idade e peso de 2216,55 + 481,33 g,
aproximadamente. Esses animais foram alimentados diariamente com rag¢do de 40% de
proteina bruta, sendo 1% da biomassa de fevereiro a abril, para manuten¢ao e recuperagao
do periodo pos desova e 3% da biomassa de maio a janeiro, visando a melhoria na
qualidade da desova (Izquierdo et al., 2001; Honczaryk & Inoue, 2009).

Durante todo o periodo reprodutivo, foram observadas as caracteristicas sexuais
secundarias dos animais, sendo selecionadas as fémeas que apresentarem ventre abaulado
e papila genital saliente e os machos por meio de liberagdo seminal apos leve pressdo
abdominal (Romagosa et al., 2001). Sendo identificados animais aptos para a reproducao,
estes eram encaminhados ao laboratério de reproducdo.

Logo foram medidos e pesados, e encaminhados para duas caixas de 2000 L, com
quatro animais cada (2 machos e 2 fémeas), a primeira caixa com 0 g/L- sem adi¢ao de
sal na dgua e a segunda com 2 g/L- com adi¢do de sal na dgua. Cada reprodugao foi

considerada como réplica, totalizando sete réplicas.
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A concentragdo de 2 g/L foi escolhida com base no resultado do experimento que
deu origem ao capitulo 2, onde averiguamos que até 6 g/L de sal durante 96 horas nao
alterava a fisiologia dos juvenis de matrinxa, sendo assim foi utilizado aproximadamente
30% do valor encontrado, onde 2 g/L ja ¢ uma concentragdo ja testada para a espécie,
durante transporte e manuten¢do (Urbinati & Carneiro, 2006), agora com o foco de
melhoria durante a reprodugao.

O procedimento de reproducao induzida consistiu na injecao de extrato bruto de
hipofise de carpa nas fémeas (6,5 mg/kg de peixe), dividido em duas doses, sendo a
primeira dose 0,5 mg/kg, seguida da segunda dose de 6 mg/kg, aplicada ap6s 6 horas da
primeira dose. Os machos receberam uma dose, sendo de Img/kg no momento da ultima

dose das fémeas (adaptado de Romagosa et al., 2001).

Parametros fisioldgicos

Os peixes foram anestesiados com 64 pL/L de eugenol (Vidal et al., 2007) e, em
seguida, as amostras de sangue foram coletadas por puncdo da veia caudal utilizando
seringas de 3 mL heparinizadas. A coletas de sangue foram realizadas logo apds a
extrusdo e 12 horas apds a extrusdo dos animais. Apos a coleta, as amostras foram
acondicionadas e refrigeradas para andlises hematoldgicas, glicose e cortisol plasmatico.

As analises eritrocitarias realizadas foram:

contagem de eritrocitos (RBC; 10%/pL): realizada em cAmara de Neubaeur em amostras
de sangue fixadas em formol-citrato, conforme o método de Collier (1994).
hematécrito (Htc; %): pelo método do microhematocrito, de acordo com a metodologia
proposta por Goldenfarb et al. (1971).
taxa de hemoglobina (Hb; g/dL): pelo método da cianometahemoglobina e leitura em
espectrofotometro (Kampen e Zijlstra, 1964).

Com a determinagdo dos parametros eritrocitarios, foram calculados os indices

hematimetricos (Wintrobe 1934):

Volume Corpuscular Médio: VCM (um?) = (Htc x 10) / RBC

Hemoglobina Corpuscular Média: HCM (pg) = Hb x 10/ RBC
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Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média: CHCM (%) = (Hb x100) /Htc

Para a analise plasmatica, as aliquotas de sangue foram centrifugadas a 3000
rpm/15 min para a separacdo do plasma, sendo realizadas as andlises da concentracao de
da glicemia (mg/dL), triglicerideos (mg/dL), colesterol (mg/dL) e proteinas totais (g/dL)
por meio da utilizacdo de kit enzimatico-colorimétrico especifico (GOD-PAP/ Produto
Diagnéstico In Vitro). Para a analise do ion de calcio (Ca2"; mEq/L), as amostras foram
diluidas (10 pul da amostra para 1000 pl de reagente de cor) e utilizado kit colorimétrico
especifico (Labtest). As concentragdes de sodio (Na*; mEq/L) e potassio (K*; mEq/L)
no plasma foram analisadas por fotometria de chama. A concentragdo de cortisol
plasmatico (ng/mL) foi mensurada pelo método imunoenzimatico- ELISA (Cortisol
ELISA kit — DRG Diagnéstica) (Velasco-Santamaria, & Cruz-Casallas, 2007), as
leituras foram realizadas no leitor de microplacas Multiskan, Termo Fisher Scientific,

USA).

Comportamento reprodutivo

Com os animais aptos para a reprodugdo (caracteristicas descritas acima) foram
submetidos a indu¢@o hormonal tendo o comportamento social registrado durante 11
horas, tempo médio do processo de reprodugdo induzida (ajustado de Romagosa et al.,
2001). Para isso, foi realizada uma filmagem iniciada imediatamente apds inclusdo dos
animais nas caixas d’agua de 2000 L, com o auxilio de cameras sub-aquéticas. Durante a
noite foram utilizadas lampadas vermelhas para o registro das filmagens, chegando a 4
lux a luminosidade, sendo esta ndo detectada pelos peixes (Matsuo et al., 2021).

Os peixes foram mantidos nas mesmas condigdes descritas para cada tratamento
experimental: Controle- 0 gramas de sal/litro e Teste- 2 gramas de sal/litro. Os niveis de
salinidade foram avaliados apds a extrusdo e 12 horas pos extrusao.

A elaboragdo do etograma da interacdo social de matrinxa, foi adaptada com base
no estudo de Malavasi et al. (2010) para a espécie Aphanius fasciatus sendo utilizada as
seguintes unidades comportamentais: ameaca, aproximacao, briga, circulacdo, ataque,
empurrdo e persegui¢cdo. Estas unidades comportamentais foram observadas durante as
duas primeiras reprodugdes, no tratamento de 0 e 2 g/L, sendo observadas a partir das

filmagens.
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De posse do etograma das unidades comportamentais, foi quantificado o
comportamento de ambas as concentracdes (0 e 2 g/L) por observacao das filmagens. De
cada filmagem foi observada 10 minutos a cada hora, totalizando 110 minutos por
filmagem, estas observagdes eram divididas entre: interagdes das fémeas para os machos;
fémeas para as fémeas; dos machos para as fémeas; machos para os machos. Além disso,
foi avaliado a laténcia e a frequéncia das unidades comportamentais para cada individuo,
sendo a laténcia o tempo necessario para ocorrer a primeira interagdo comportamental e
a frequéncia, a quantidade de interagdo quantificada no decorrer do tempo observado.
(Ribeiro et al., 2023). Também sera considerado o total de interagdes que corresponde a

soma das unidades comportamentais.

Fertilizacao e eclosao

Para a anélise do sucesso de acasalamento, foram consideradas 8 horas apos a
extrusdo para a taxa de fertilizagao ¢ mais 4 horas para a taxa de eclosdo. A quantificagao
foi feita por meio de trés aliquotas de cada incubadora referente a cada tratamento

experimental, sendo calculadas pelas formulas descritas abaixo (Galo, 2009).

Taxa de Fertilizagao:

F= (Ovos bons/Ovos bons + Ovos gorados) * 100%
Obs. ovos bons: aqueles que apresentam nucleo bem definido e sdo bem
transparentes; ovos gorados, os oocitos que ndo foram fertilizados ou ovos que

apresentam nucleos deformados e esbranquigados.
Taxa de Eclosao:
E= (Ovos viaveis/Ovos viaveis + Ovos mortos) * 100%

Obs. ovos viaveis: apresentam a cauda formada e as vezes com movimentagao;

ovos mortos: nao foi observado desenvolvimento embrionario.

Caracteristicas fisicas e quimicas da dgua
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As caracteristicas fisicas e quimicas da dgua foram monitoradas diariamente,
duas vezes ao dia ao longo das reproducdes e estdo dentro dos recomendados para a
espécie Brycon amazonicus (Gomes & Urbinati, 2010). O tratamento de 0 g/L
apresentou os seguintes valores (pH:6,90+0,08; temperatura: 28,24+0,50 °C; oxigénio
dissolvido: 6,48+0,49 mg/L; Condutividade: 35,62+8,04 uS/cm; Salinidade: 0,02+0,004
ppm; Amdnia toxica: 0,007+0,008 ppm), o tratamento de 2 g/L apresentou os seguintes
valores (pH:6,93+0,10; temperatura: 28,8+0,48 °C; oxigénio dissolvido: 6,17+0,69
mg/L; Condutividade: 3,66+0,02 mS/cm; Salinidade: 1,98+0,01 ppm; Amonia toxica:
0,008+0,007 ppm). Somente foi observada diferenca estatistica na salinidade (Mann-
Whitney; T= 28,000; p= <0,001) e na condutividade (Mann-Whitney; T= 28,000; p=

<0,001), por conta do aumento da salinidade, que ¢ o foco do estudo.

Analise de dados

Os resultados foram representados pela média + erro padrdo. Sendo utilizados os
testes de Levene e de Shapiro-Wilk para a andlise da normalidade dos dados, sendo
aplicados testes paramétricos ou ndo paramétricos. Serd considerado o < 0,05 para
significancia estatistica e todas as analises citadas sdo baseadas em Zar (1999).

De acordo com a distribui¢@o e variancia dos dados, os parametros bioquimicos,
indices eritrocitarios, cortisol e os niveis i0nicos foram comparados entre os tratamentos
experimentais € o tempo por Anova de duas vias, seguida pelo teste de Tukey para as
comparagoes multiplas. Quando os dados ndo eram paramétricos nao foi possivel utilizar
a Anova de duas vias, as analises foram feitas separadamente, foi utilizado o Test T para
os tratamentos experimentais (0 e 2g/L) e também no decorrer do tempo (Pds extrusdo e
12 horas pos extrusdo), persistindo os dados ndo paramétricos foram utilizados Mann-
Whitney para os tratamentos experimentais (0 e 2g/L) ¢ Wilcoxon no decorrer do tempo
(Pos extrusdo e 12 horas pds extrusdo). Ja o comportamento reprodutivo, a laténcia e as
taxas de fertilizagdo e eclosdo foram comparadas entre os tratamentos experimentais (0 e

2 g/L) pelo Teste t, os dados ndo paramétricos foram testados com Mann-Whitney.
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11. RESULTADOS

Analisando as fémeas, nao houve diferenca significativa entre os tratamentos
experimentais para proteinas (Two Way; F=3,622; p=0,064), glicose (Test t; t=-1,700;
p=0,105) e colesterol (Two Way; F=0,277; p=0,601) para a coleta ap6s a extrusdo. Ja o
triglicerideo plasmatico foi menor em 2 g/ no mesmo periodo de coleta (Tukey; q=
3,396; p=0,021). As 12 horas pos extrusdo, ndo houve diferenca significativa em nenhum
parametro em relagdo a salinidade. Além disso, todos os parametros mostraram reducao
no decorrer do tempo de 12 horas, independente da salinidade testada: proteina 0 g/L
(Tukey; g=7,635; p=0,001); proteina 2 g/L (Tukey; q=7,973; p= 0,001); triglicerideos 0
g/L (Tukey; q=8,427; p=0,001); triglicerideos 2 g/L (Tukey; q=4,856; p=0,002); glicose
0 g/L (test t; t=7,543; p= 0,001); glicose 2 g/L (test t; t=5,070; p= 0,001); colesterol 0
g/L (Tukey; q=12,184; p=0,001); colesterol 2 g/L. (Tukey; q= 16,119; p=0,001) (Tabela
4).

Tabela 4. Média (£ erro padrdo) dos parametros bioquimicos para cada tratamento experimental
(0 e 2 gsal/L), pds extrusdo e 12 horas pos extrusdo em fémeas de B. amazonicus.

Pos Extrusao 12 Horas Pos Extrusao
0 2 0 2
Proteinas
(g/dL) 5,34 + 0,09 aA 5,14 + 0,08 aA 4,57+0,11 aB 4,41 £ 0,08 aB
Triglicerideos

(mg/dL) 494,00 £ 37,79 aA 395,81 +£32,91 bA 239,48 +£ 25,63 aB 261,93 +£ 16,09 aB

Glicose

(mg/dL) 229,31 £ 15,91 aA 185,49+ 19,39 aA 101,95+ 3,19 aB 88,79+ 5,17 aB
Colesterol

(mg/dL) 464,78 £ 12,94 aA 492,76 +£ 13,96 aA 272,14 £20,21 aB 260,11+ 13,02 aB

Letras mintsculas diferentes indicam diferencga estatistica significativa entre os tratamentos
experimentais (0g/L e 2g/L) em cada periodo de coleta (p6s extrusdo e 12 horas pos extrusio).
Letras maiutsculas diferentes indicam diferenga estatistica em salinidades iguais no decorrer do
tempo (pos extrusdo e 12 horas pds extrusio).

J& os machos apresentaram menores valores nos niveis de proteinas em 2g/L (test
t; t=-2,403; p= 0,024) e glicose em 2 g/L (Tukey; g= 5,940; p= 0,001) apos a extrusao e
12 horas p6s extrusao (proteina em 2g/L (Mann-Whitney; T = 158,500; p=0,041); glicose
em 2 g/L (Tukey; q= 4,366; p= 0,003). Na salinidade de 0 g/L, houve reducdo do
colesterol apos a extrusdo e 12 horas pos extrusdo (Tukey; q= 8,449; p= 0,001). Além
disso, a salinidade de 2 g/L apresentou redugdo significativa nos niveis de triglicerideos

(testt; t=2,799; p=0,015) e colesterol (Tukey; g= 11,284; p=0,001) entre os periodos de
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coleta. Nao houve diferenca significativa na proteina no decorrer do tempo, independente
da salinidade (0 g/L (test t; t = -0,646; p=0,529); 2 g/L (test t; t= 0,656; p= 0,523), assim
como a glicose (Two Way; F= 3,750; p=0,058). Apds a extrusao o triglicerideo (Mann-
Whitney; T= 183,000; p= 0,358) e o colesterol (Tukey; g= 0,481; p= 0,735) nao
apresentaram diferenca entre os tratamentos experimentais, e também nao apresentaram
diferenga 12 horas pos extrusdo (triglicerideos (test t; t= -1,488; p= 0,149); colesterol
(Tukey; g=2,353; p=0,102)) (Tabela 5).

Tabela 5. Média (+ erro padrdo) dos pardmetros bioquimicos para cada tratamento experimental
(0 e 2 gsal/L), pds extrusao e 12 horas pos extrusdo em machos de B. amazonicus.

Pés Extrusido | 12 Horas Pés Extrusio

Concentracio de sal comum (NaCl, g/L)

0 2 | 0 2
Proteinas
(g/dL) 4,55+ 0,06 aA 4,32 £0,07 bA 4,64 +0,12 aA 4,26 £ 0,07 bA
Triglicerideos
(mg/dL) 300,46 + 26,78 aA 268,42+ 13,24 aA 266,98+ 16,96 aA 230,91+ 17,32 aB
Glicose

(mg/dL) 137,09 + 6,44 aA 96,25 + 5,72 bA 144,99 + 8,92 aA 114,98 + 5,92 bA
Colesterol
(mg/dL) 366,19 +9,54 aA 372,28+ 14,76 aA 259,25+ 14,04 aB 22946+ 11,58 aB

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
experimentais (0g/L e 2g/L) em cada periodo de coleta (p6s extrusdo e 12 horas pos extrusdo).
Letras maiutsculas diferentes indicam diferenga estatistica em salinidades iguais no decorrer do
tempo (pos extrusdo e 12 horas pds extrusio).

Nos ions plasmaticos, as fémeas apresentaram maiores valores nos niveis de sodio
apo6s a extrusao (Tukey; g= 3,938; p= 0,008) e 12 horas pds extrusao (Tukey; q= 6,514;
0,001) na salinidade de 2 g/L e menores valores de potassio as 12 horas pos extrusao na
salinidade de 2g/L (Mann-Whitney; T= 168,000; p=0,001). No decorrer do tempo, apds
a extrusao e 12 horas pos extrusdo os niveis de célcio reduziram em ambas as salinidades
(Two way; F= 145,743; p= 0,001), j& o potassio aumentou no decorrer do tempo na
salinidade de Og/L (test t; t= -3,091; p= 0,013). O calcio ndo apresentou diferenca
estatistica entre os tratamentos (Two way; F= 0,221; 0,641), independente do tempo. O
sodio também nao apresentou diferenca no decorrer do tempo independente da salinidade
(Two way; F=1,913; p=0,174), e o potéassio ndo apresentou diferenga entre os tratamentos
apods a extrusao (test t; t=-1,178; p=0,292), e no decorrer do tempo na concentragao de

2 g/L (test t; t= 0,683; p=0,506) (Tabela 6).
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Tabela 6. Média (+ erro padrao) dos niveis de ions plasmaticos para cada tratamento experimental
(0 e 2 g sal/L), pds extrusdo ¢ 12 horas pos extrusdo em fémeas de B. amazonicus.

Pos Extrusao 12 Horas Pos Extrusio

Concentraciio de sal comum (NaCl, g/L)
0 2 0 2

Cilcio
(mg/dL) 12,32+0,21 aA 12,34+0,15aA | 10,06+0,19 aB 10,20+ 0,16 aB
Sédio
(mEq) 110,40+2,71aA 117,29+ 1,31bA | 105,72+ 1,66 aA 117,12+ 1,21 bA
Potassio
(mEq) 487+0,50aA 427+020aA | 6,60+0,50aB 4,23 £0,16 bA
Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
experimentais (0g/L e 2g/L) em cada periodo de coleta (p6s extrusdo e 12 horas pos extrusdo).
Letras maiutsculas diferentes indicam diferencga estatistica em salinidades iguais no decorrer do
tempo (pds extrusdo e 12 horas poés extrusio).

Nos machos, a salinidade de 2 g/L apresentou menores valores tanto no célcio
(Tukey; q= 3,421; p= 0,019) quanto no potassio (test t; t= -3,458; p= 0,002) apos a
extrusdo. As 12 horas pos extrusio os niveis de sodio foram maiores em 2 g/L (Tukey;
g=6,943; p=0,001) e os niveis de potassio foram menores (Mann-Whitney; T = 152,500;
p=0,020). No decorrer do tempo, apds a extrusao e as 12 horas pos extrusao, os niveis de
calcio reduziram em ambas as salinidades (Two way; F= 80,669; p= 0,001), e os niveis
de sddio aumentaram no decorrer do tempo na salinidade de 2 g/L (Tukey; q= 6,437; p=
0,001). Ja o célcio ndo apresentou diferenca as 12 horas pos extrusdo (Tukey; q= 2,018;
p= 0,160), o sodio ndao apresentou diferenca apdés a extrusdo nos tratamentos
experimentais (Tukey; q= 2,754; p= 0,057) e também ndo apresentou diferenga no
decorrer do tempo na salinidade de 0 g/L (Tukey; q=2,248; p=0,118). O potéssio também
nao apresentou diferenga no decorrer do tempo em ambas as salinidades (0 g/L (test t; t=

1,553; p=0,144); 2 g/L (test t; t= 0,683; p= 0,5006) (tabela 7).

Tabela 7. Média (£ erro padrdo) dos niveis de ions plasmaticos para cada tratamento experimental
(0 e 2 g sal/L), p6s extrusdo e 12 horas pos extrusdo em machos de B. amazonicus.

Pés Extrusiao ‘ 12 Horas Pés Extrusio

Concentracio de sal comum (NaCl, g/L)
0 2 0 2

Calcio
(mg/dL) 10,82+0,10 aA 10,44 £0,11 bA 9,51 £0,08 aB 9,73+0,13 aB
Sédio
(mEq) 11848+1,32aA 123,14+ 1,14aA | 122,28+ 1,87aA  134,03+2,20bB
Potassio
(mEq) 5,54+0,31 aA 4,29+ 0,17 bA 5,01 £0,33 aA 4,13+0,12 bA
Letras mintsculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
experimentais (0g/L e 2g/L) em cada periodo de coleta (p6s extrusdo e 12 horas pos extrusio).
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Letras maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica em salinidades iguais no decorrer do
tempo (pos extrusdo e 12 horas pds extrusio).

Nos parametros eritrocitarios, as fémeas apresentaram maiores valores tanto na
hemoglobina (Hb) (Tukey; g= 3,740; p= 0,012) quanto na quantidade de eritrdcitos
(RBC) (test t; t= 3,747; p= 0,003) na salinidade de 2 g/L apods a extrusdo. Logo, no
decorrer do tempo, houve aumento nos niveis de Hb (Tukey; q= 3,375; p= 0,022) na
salinidade de Og/L. Nao houve diferenca significativa na Hb no decorrer do tempo na
salinidade de 2 g/L (Tukey; g= 0,315; p= 0,825), também nao houve diferenga no RBC
as 12 horas pos extrusao (testt; t=-0,318; p=0,747) e no decorrer do tempo, independente
da salinidade (Og/L (test t; t= -1,101; p= 0,300); 2 g/L (test t; t= 1,603; p= 0,137). O
hematocrito ndo apresentou diferenca entre os tratamentos testados (Two way; F=1,493;
p=0,229) e no decorrer do tempo (Two way; F=2,960; p=0,093), assim como o volume
corpuscular médio (VCM) (concentragdes testadas (Two way; F= 0,676; p= 0,416);
tempo (Two way; F= 0,168; p= 0,684)), a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) (entre os tratamentos experimentais na pos extrusao (test t; t= 1,905; p=
0,070); 12 horas pos extrusdao ( Mann-Whitney; T= 97,000; p= 0,235 ) e no decorrer do
tempo (0 g/L(test t; t= -0,824; p= 0,431); 2 g/L(test t; t= -0,036; p= 0,972)) e na
hemoglobina corpuscular média (HCM) (concentracdes testas (Two way; F= 0,371; p=

0,546); e no decorrer do tempo (Two-way; F=0,266; p= 0,609) (Tabela 8).

Tabela 8. Média (+ erro padrao) dos parametros eritrocitarios para cada tratamento experimental
(0 e 2 gsal/L), po6s extrusdo e 12 horas pos extrusdo em fémea de B. amazonicus.

Pés Extrusao ‘ 12 Horas Pés Extrusido

Concentracio de sal comum (NaCl, g/L)

0 2 0 2
Hb
(g/dL) 10,29 £ 0,34 aA 11,77 £ 0,30 bA 11,68 £0,41 aB 11,88 £0,47 aA
RBC
(milhdes/mm’) 2,19 +£0,07 aA 2,50+ 0,03 bA 2,34+ 0,09 aA 2,29+0,11 aA
Htc
(%) 34,09+ 1,17aA 37,00+ 0,89 aA 37,61 £1,43aA 37,66+ 1,31 aA
VCM
(um?) 170,34 £ 7,90 aA 153,64+ 3,59 aA | 156,21 £7,30aA 162,66 £ 6,03 aA
CHCM
(%) 29,69 +0,52aA  31,08+0,50 aA 30,36 £0,91 aA 31,10+ 0,73 aA
HCM
(pg) 50,76 £2,05aA 46,12+ 1,06aA | 47,97 +1,55aA 50,60+ 1,81 aA

RBC: contagem de globulos vermelhos; Hb: hemoglobina; Htc: hematocrito; VCM: volume
corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. Letras minusculas diferentes indicam diferenga estatistica
significativa entre os tratamentos experimentais (0g/L e 2g/L) em cada periodo de coleta (pos
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extrusdo e 12 horas pos extrusdo). Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica em
salinidades iguais no decorrer do tempo (p6s extrusdo e 12 horas pos extrusio).

Ja nos machos, foi maior o RBC apo6s a extrusdo (Tukey; g= 2,900; p= 0,045) na
salinidade de 2 g/L. E 12 horas p6s extrusao tanto a Hb (test t; t= 259,000; p= 0,010),
quanto o CHCM (test t; t= 289,000; p= <0,001) foram maiores em 2 g/L, além disso o
CHCM aumentou no decorrer do tempo em 2 g/L. (Wilcoxon; W= 73,000; p= 0,020). No
decorrer do tempo houve aumento no RBC (Tukey; q= 3,629; p= 0,013) em 0 g/L, e
reducdo no VCM (Two way; F= 14,981; p= <0,001 em ambas as salinidades ¢ no HCM
(Tukey; g= 3,820; p= 0,009 em 0 g/L. Ja a Hb nao apresentou diferenca entre as
concentragoes testadas pos extrusao (test t; t= 1,965; p= 0,064) e no decorrer do tempo
em ambas as salinidades (0 g/L (test t; t= 0,724; p= 0,482); 2 g/L (Wilcoxon; W= 5,000;
p= 0,903)), o RBC nao apresentou diferenga 12 horas p6s extrusdo entre as salinidades
testadas (Tukey; g= 0,583; p=0,682) e também no decorrer do tempo na concentragdo de
2 g/L (Tukey; g= 1,312; p= 0,358). O Htc ndo apresentou diferenca significativa nas
concentragdes testadas (Two way; F= 0,870; p= 0,355) nem no decorrer do tempo (Two
way; F= 0,881; p= 0,352), o VCM ndo apresentou diferenga significativa entre as
concentragdes testadas (Two way; F=2,455; p=0,123), o CHCM nao mostrou diferenca
apos a extrusdo (test t; t=t = 1,505) e no decorrer do tempo em 0 g/L (Wilcoxon; W= -
55,000; p=P =0,091). E 0o HCM nao apresentou diferenca entre as concentracoes testadas
(Two way; F= 0,169; p= 0,683) e no decorrer do tempo na salinidade de 2 g/L. (Tukey;
g=1,378; p=0,334) (Tabela 9).

Tabela 9. Média (+ erro padrdo) dos parametros eritrocitarios para cada tratamento experimental
(0 e 2 gsal/L), p6s extrus@o e 12 horas pos extrusdo em machos de B. amazonicus.

Pos Extrusdo ‘ 12 Horas P6s Extrusao
Concentragdo de sal comum (NaCl, g/L)
0 2 0 2
Hb
(g/dL) 12,30+ 0,15aA  12,95+0,29aA | 12,06+0,31 aA 13,27 +0,33 bA
RBC
(milhdes/mm3) 2,44 £ 0,09 aA 2,65+ 0,06 bA 2,70 £ 0,05 aB 2,74+ 0,07 aA

Htc

(%) 43,76 + 0,60 aA 44,01 £1,12aA | 44,01 £0,76 aA 42,00+ 1,13 aA
VCM
(um®) 173,81 £4,80 aA 169,20 £ 3,42 aA | 160,82 +2,89 aB 154,03 +£3,12 aB

CHCM
(%) 28,33 £0,38 aA 29,34+ 0,54 aA | 27,36 +£0,35aA 31,37+0,90 bB
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HCM

(pg) 51,60£1,67aA 49,09+ 1,49aA | 45,74+ 1,56aB 46,98 + 1,38 aA
RBC: contagem de globulos vermelhos; Hb: hemoglobina; Htc: hematocrito; VCM: volume
corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos experimentais (0g/L e 2g/L) em cada periodo de coleta (pos
extrusdo e 12 horas pos extrusdo). Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica em
salinidades iguais no decorrer do tempo (p6s extrus@o e 12 horas pos extrusdo).

Para o nivel de cortisol plasmatico, ndo ocorreu diferenca significativa entre os
tratamentos testados (Two way; F= 5,385; p= 0,025) e no decorrer do tempo (Two way;
F=0,0329; p= 0,857) para as fémeas. Ja os machos, apresentaram menores valores nos
niveis de cortisol as 12 horas po6s extrusdo na salinidade de 2 g/L (test t; t= -2,729; p=
0,012) e no decorrer do tempo os niveis de cortisol aumentaram em 0 g/L (test t; t= -
4,096; p= 0,001). No entanto, nao houve diferenca estatistica nas concentragdes testadas
apos a extrusdo (Mann-Whitney; T= 191,000; p= 0,581), além disso, ndo foi observada
diferen¢a no decorrer do tempo na salinidade de 2 g/L (test t; t= -1,024; p= 0,325) para
os machos (Tabela 10).

Tabela 10. Média (+ erro padrdo) do nivel de cortisol plasmatico para cada tratamento
experimental (0 e 2 g sal/L), pés extrusdo e 12 horas pds extrusdo em fémea e macho de B.
amazonicus.

Pos Extrusio ‘ 12 Horas Po6s Extrusao
Concentracio de sal comum (NaCl, g/L)
0 2 0 2
Cortisol
(ng/mL) 238,00+ 15,60 aA 199,66+ 17,47 aA | 233,29 +20,88 aA 198,67 £ 6,92 aA
(fémea)
Cortisol
(ng/mL) 171,81 +7,57aA 170,00 £ 14,36 aA | 218,80+ 10,12 aB 185,90 + 6,54 bA
(macho)

Letras mintsculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
experimentais (0g/L e 2g/L) em cada periodo de coleta (p6s extrusdo e 12 horas pos extrusio).
Letras maiutsculas diferentes indicam diferenga estatistica em salinidades iguais no decorrer do
tempo (pos extrusdo e 12 horas pds extrusio).

A partir das observagdes feitas por filmagem, foi elaborado o etograma de
interacdes agressivas para machos e fémeas de Brycon amazonicus. Sendo descrita as
seguintes unidades comportamentais: ameaca, aproximagao, briga, circulacdo, ataque,

empurrao e persegui¢cao (Tabela 11).
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Tabela 11. Etograma de interagdes sociais durante o processo reprodutivo para machos e

fémeas de Brycon amazonicus.

Unidade comportamental

Descricao

Ameaca
Aproximacgio
Briga

Circulacao
Ataque

Empurrao

Perseguicao

O animal nada com maior velocidade em dire¢do ao
oponente, mudando a dire¢ao quando chega préximo.

O animal nada em dire¢do ao oponente, sem apresentar
ameaca ou realizar contato.

Ambos os animais trocam mordidas, em diversas partes do
corpo, dorso, cabega ou calda.

O animal nada ao redor do outro em um plano horizontal a
uma distancia de cerca de 10 a 15 cm.

O animal desfere mordidas no outro, durante o confronto.
O animal desloca o outro com a cabeca na parte dorsal do
corpo do seu oponente.

O animal nada em direcdo ao oponente, acompanhando sua
trajetoria.

Para a laténcia, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos testados

(test t; t=0,681; p=0,510), sendo que a média + erro padrdo do tratamento sem sal ficou

com 23,00 + 6,41 segundos ¢ o tratamento com sal ficou com 16,85 + 3,46 segundos.

Nao houve diferenca significativa para as unidades comportamentais (ameaca
(test t; t= -0,873; p= 0,400); aproximacdo (test t; t= -0,529; p= 0,607); briga (Mann-
Whitney; T= 38,500; p= 0,073); circulagdo (test t; t= 0,722; p= 0,487); ataque (test t; t= -
0,947; p=0,365); empurrao (test t; t=-1,134; p=0,281); perseguicao (test t; t=-1,144; p=

0,282); total de interagdes (test t; t=-1,056; p=0,314)) entre os tratamentos experimentais

quando considerado a interacao das fémeas para os machos (Figura 2).
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Figura 2. Média (+ erro padrdo) do total de interacdes agressivas das fémeas para os machos em
cada tratamento experimental (0 e 2 gramas de sal/L) durante o periodo de observacdo (110
minutos).

Considerando as interagdes entre fémeas, foi observado que na salinidade de 2 g/LL
as unidades a ameaga (test t; t= -2,489; p= 0,037), a perseguigao (test t; t= -2,418; p=
0,045) e o total de interagdes (test t; t= -4,020; p= 0,003) também apresentaram maior
frequéncia entre os animais mantidos no tratamento de 2 g/L. As demais unidades
comportamentais nao apresentaram diferenca estatistica (aproximacao (Mann-Whitney;
T= 58,500; p= 0,456); briga (Mann-Whitney; T= 46,000; p= 0,456); circulagdo (Mann-
Whitney; T= 40,500; p= 0,128); ataque (test t; t= -1,974; p= 0,083); empurrao (Mann-
Whitney; T=49,500; p= 0,710) (Figura 3).
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Figura 3. Média (+ erro padrdo) do total de interacdes agressivas entre fémeas, para cada
tratamento experimental (0 e 2 gramas de sal/L) durante o periodo de observacao (110 minutos).
Asterisco (*) indicam diferenca entre os tratamentos (test t, p<0,05).

As interagdes que os machos exerceram, nao apresentou diferenca significativa
em todas as unidades comportamentais analisadas, tanto as interagdes para com as fémeas
(ameaca (test t; t= -0,699; p= 0,499); aproximacdo (Mann-Whitney; T= 55,000; p=
0,805); briga (Mann-Whitney; T= 38,500; p= 0,073); circulagdo (test t; t= 0,799; p=
0,442); ataque (Mann-Whitney; T= 46,500; p= 0,456); empurrdo (Mann-Whitney; T=
45,500; p=0,383); perseguicao (Mann-Whitney; T=46,000; p=0,456); total de interagdes
(test t; t = -0,259; p= 0,800)) (Figura 4), tanto em interagdes com os outros machos
(ameaca (Mann-Whitney; T=51,000; p=0,902); aproximacao (testt; t=1,587; p=0,139);
briga (Mann-Whitney; T= 52,000; p= 1,000); circulagdo (Mann-Whitney; T= 54,000; p=
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0,902); ataque (Mann-Whitney; T= 47,000; p= 0,535); empurrdo (test t; t = -1,112; p=
0,288); perseguicao (Mann-Whitney; T= 50,500; p= 0,805); total de interacdes (test t; t =

-0,873; p=0,400)) (Figura 5).
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Figura 4. Média (+ erro padrdo) do total de interagOes agressivas entre machos e fémeas, para
cada tratamento experimental (0 e 2 gramas de sal/L) durante o periodo de observacdo (110

minutos).
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Figura 5. Média (+ erro padrdo) do total de interagdes agressivas entre machos, para cada
tratamento experimental (0 e 2 gramas de sal/L) durante o periodo de observagdo (110 minutos).

Para o sucesso de acasalamento, tanto as taxas de fertilizagao (test t; t=0,274; p=0,788)

quanto a de eclosdo (Mann-Whitney; T= 112,000; p= 0,623) ndo apresentaram diferenca

significativa entre as salinidades testadas (Figura 6).
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Figura 6. Média (£ erro padrdo) das taxas de produtividade: fertilizacdo e eclos@o para cada
tratamento experimental (0 e 2 gramas de sal/L).

12. DISCUSSAO

O ambiente de criagdo e 0 manejo sdo considerados agentes estressores, por nao
refletirem o ambiente natural dos peixes, impactando na fisiologia e o bem-estar (Conte,
2004). Além desses agentes estressores, a reprodu¢do dos peixes também atua no
desiquilibrio fisiologico, por demandar maior quantidade de energia para a maturagao
gonadal e a gametogénese (Wootton, 1985). Durante o estresse fisioldgico, ocorre o
aumento dos niveis de cortisol plasmatico, sendo ele responsavel na realocacdo da energia
que antes seria utilizada no crescimento e reproducdo, para o retorno a homeostase
fisiologica. Uma das alternativas utilizadas para o retorno a homeostase durante o estresse
¢ a utilizacao do sal na agua, reduzindo a diferenca i6nica entre a 4gua e o animal,
diminuindo o gasto energético causado pela difusdo de ions (Altinok & Grizzle, 2004),
sendo que o aumento dos niveis de cortisol atua no balango hidromineral, especialmente
no transporte de Na" e CI" (Wendelaar-Bonga, 1997).

Os parametros bioquimicos das fémeas analisadas neste estudo estdo superiores
aos encontrados para a mesma espécie por Nascimento et al. (2020), podendo assim
afirmar que o periodo de reprodug¢do necessita de maior realocagdo de recursos
energéticos. Os niveis de triglicerideos apresentaram menores valores durante a extrusao
na salinidade de 2 g/L, sendo este um indicio de redu¢do do gasto energético. Além disso,
foi observado que apds o periodo de extrusao todos os parametros bioquimicos reduziram,

independente da salinidade, corroborando com a menor necessidade de substrato
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energético apds o periodo reprodutivo (Jenkins et al., 2023).

Além dos pardmetros bioquimicos, outra resposta secundaria ao estresse siao os
parametros eritrocitarios (O’Neal et al., 2006). Podendo ser observado maiores niveis de
hemoglobina (Hb) e na quantidade de eritrocitos (RBC) nas fémeas no tratamento de 2
g/L, sendo estes parametros responsaveis pelo maior aporte de oxigénio. Foi observado
também, que no decorrer do tempo, s6 houve aumento na Hb na menor salinidade,
mostrando que a maior salinidade corroborou com o aumento do gasto energético no
transporte de oxigénio.

O aumento da salinidade refletiu no aumento nos niveis de sodio (Na") nas fémeas.
Junto com o aumento do Na', foi observada a redugdo do potassio (K*) apds a extrusdo
em 2 g/L. Podemos inferir que o K* atua no trocador iénico Na'/K" ATPase, € com o
aumento nos niveis de Na" na agua, a atividade da Na'/K" ATPase ¢ reduzida, reduzindo
assim a quantidade de K*. Logo o aumento do K" no decorrer do tempo no tratamento de
0 g/L corroborou com essa afirmagao, explicado pela maior atividade do trocador i6nico,
que retira o Na“ do meio celular e incorpora o K durante a troca (Liu et al., 2025).

J& os niveis de célcio (Ca**) aumentam durante a fase reprodutiva, sendo
necessario para a producao de odcitos, logo apos a fase reprodutiva seus niveis tendem a
baixar pela liberagdo da calcitonina, inibindo a produ¢do do Ca?" (Maruyama et al., 2025).

Nos machos de B. amazonicus, o tratamento de 2 g/L ocasionou na reducdo da
glicose apos a extrusdo e 12 horas pds extrusdo, sendo que todo ajuste necessario na
regulacdo i6nica necessita de substrato energético (Zhang et al., 2025). Em ambos os
tratamentos, no decorrer do tempo, houve reducdo nos niveis de colesterol plasmatico
apos a reprodugdo, onde o colesterol ¢ utilizado na sintese dos hormdnios sexuais, com
isso sua reducao € esperada (Ye et al., 2023). Houve reducdo nos niveis de proteina totais
na presenca de sal apos a extrusdo e 12 horas pds extrusao, podendo estar associada com
estresse salino, levando a catalizacdo das proteinas para serem utilizadas como substratos
energéticos (Savaedi et al., 2026).

Corroborando com os niveis de glicose citado acima, houve aumento nos niveis
de Na" durante a reprodugio e apds 12 horas da extrusdo no tratamento com 2 g/L pela
difusio do ion, da mesma forma que a redu¢do do K" esteja ligado a atividade da Na"/K"
ATPase (Liu et al., 2025). O Ca** ¢ utilizado como sinalizador durante o estresse salino,
a redugdo do seu valor ¢ decorrente da sua utilizagdo em trocadores i06nicos, pela difusdo
de Na' e CI (Dildar et al., 2025). Para machos de B. amazonicus houve uma redugio nos

seus niveis apds a extrusao, ndo ¢ comum o aumento ou reducao dos seus niveis apds a
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reproducdo, pois a demanda durante e ap6s a reproducdo e irriséria podemos observar
este padrao para Mastacembelus armatus (Verma e Alim, 2014) sendo este resultado ser
especifico para B. amazonicus.

Diferente das fémeas, os machos apresentaram maior sensibilidade nos
parametros eritrocitarios, maiores numeros de RBC foi observado na salinidade de 2 g/
apos a extrusdo. Além disso, 12 horas pds extrusdo, os niveis de Hb e CHCM foram
maiores no mesmo tratamento, indicando a maior necessidade do aporte de oxigénio. No
entanto, no decorrer do tempo, 12 horas pos extrusao, o tratamento de 0 g/ aumentou a
quantidade de RBC, diferente do tratamento de 2 g/L. que manteve o numero de RBC.

Ambos os tratamentos apresentaram redu¢do no tamanho do eritrécito (VCM) no
decorrer do tempo, porém o tratamento de 2 g/L apresentou aumento CHCM,
evidenciando maior aporte de oxigénio, corroborando com o aumento da glicose citado
acima. E o tratamento de 0 g/L. mostrou redu¢do no HCM, podendo ser observado que a
salinidade influenciou na necessidade de Hb.

A principal resposta hormonal ao estresse estudada ¢ o cortisol plasmatico, os
niveis apos a reproducao, tanto para os machos quanto das fémeas foram mais elevados
do que o observado por Oda (2009). As fémeas nao apresentaram reducao nos seus niveis
independente do tratamento ou do tempo apods a extrusdo. Ja os machos apresentaram
menores niveis de cortisol em 2 g/L ap6s 12 horas de extrusdo. Além disso, a quantidade
de cortisol plasmatico aumentou ap0s a extrusao e as 12 horas pds extrusao no tratamento
de 0 g/L, mostrando que a adicao de sal manteve os niveis de cortisol.

O sal comum ¢ amplamente utilizado para reduzir o efeito do estresse fisioldgico,
reduzindo assim o gasto com a osmorregulacdo em niveis 6timos de salinidade (Kenter
et al., 2019). J& o cortisol atua realocando a energia direcionada ao crescimento e a
reproducdo, buscando reduzir o gasto energético em situacdes estressoras (Wendelaar-
Bonga, 1997), a utiliza¢do do sal no contexto da reproducdo auxilia na homeostase do
animal, pois diminui o gradiente idnico entre a d4gua e o plasma sanguineo (Sallam et al.,
2025).

O sal também pode potencializar a agressividade entre as espécies de peixe,
podendo interferir nas vias quimiorreceptoras, reduzindo a sinalizacdo quimica entre
coespecificos (Giaquinto e Volpato, 1997). Nao foi observado diferenca significativa no
tempo da primeira exibicao agonistica (Laténcia), entre os tratamentos, segundo Lopes et
al. (2018), mudancas nos fatores ambientais podem modular a intensidade das interacdes

agressivas, porem para reprodutores de Brycon amazonicus, nao foi observado diferenca
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no tempo de exibi¢do do comportamento. Neste estudo, as fémeas de B. amazonicus
apresentaram aumento na agressividade contra outras fémeas, observado principalmente
nas unidades comportamentais de ameaca, perseguicdo e no total de interacdes na
presenca do sal.

O aumento da agressividade favorece o acesso dos recursos limitados, tais quais,
como territdrio e parceiro (Mushtaq, 2024). Além de estar correlacionado com o aumento
do estradiol plasmatico e indices gonadossomaticos (Tubert et al., 2012). Mesmo com o
aumento da agressividade nao houve aumento nos niveis de cortisol, niveis elevados de
cortisol podem reduzir os niveis de estradiol em fémeas, ou o de 11 cetotestosterona em
machos, hormonios chaves para o desenvolvimento reprodutivo (Ramallo et al., 2015).

Desta forma, mesmo que o uso do sal tenha aumentado as interagdes agressivas
para as fémeas de B. amazonicus, ndo houve reflexo da agressividade nas taxas de

fertilizagao e eclosdo.

13. CONCLUSAO

Diante do uso do sal resultou na maior necessidade de oxigénio, tanto em machos
como em fémeas, e mesmo reduzindo os niveis de cortisol em machos 12 Horas poés
eclosdo, ndo mostrou resultados favoraveis durante a extrusdo. Além disso, ndo refletiu
em maiores taxas de fertilizagdo e eclosdo para as fémeas. Logo ndo indico o uso de 2

gramas de sal/L durante a reproduc¢do de B. amazonicus.
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15. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nos capitulos II e III, procuraram responder quais niveis
seguros da utilizagdo do sal na piscicultura, mostrando respostas tanto para a reducdo do
estresse, quanto para a maximizagdo do processo reprodutivo, e alcangou o objetivo
proposto na Tese. O foco principal foi repassar uma tecnologia acessivel ao produtor
rural, pensando em um produto de facil acesso € com o menor custo, sendo bem utilizado
maximiza a produ¢ao independente do tamanho da escala. Além disso, foi elaborado o
etograma de interacdes sociais para Brycon amazonicus, um achado que servira para

nortear novas pesquisas comportamentais para os Characiformes.



