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RESUMEN

Las respuestas al estrés agudo en el pacu (Piaractus mesopotamicus) fueron determinados con relacion a
la respuesta fisioldgica de adaptacion en diferentes tiempos de muestreo sanguineo. El delineamiento
experimental fué enteramente casualizado con 4 tratamientos, 6 y seis para los diferentes tiempos (T15,
T30y T120) sometidos al estrés y el grupo control (TO) sin estrés. Fueron utilizados 24 ejemplares con peso
de 250 + 2,0 g distribuidos aleatoriamente en 8 acuarios de 40 L cada uno (3 peces/acuario). Se determinaron
los niveles séricos de glucosa (Glu ), cloruro (Clo), proteinas totales (Pro) como parametros hematolégicos.
También se evalud el conteo de células rojas (RCB), hematdcrito (Hto), volumen corpuscular medio (VCM)
y hemoglobina (Hb). Después de producir el estrés la glucosa plasmatica aumenté significativamente de
76,4 (T0) para 151,2 mg/dL (T120), como respuesta a la distribucion energética; para el cloruro hubo una
reduccion a los 120 min debido a la vasodilatacién y pérdida de electrolitos hacia el medio externo. Los
parametros sanguineos presentaron aumento inicial con posterior disminucion, sin embargo, no hubo diferencia
significativa con respecto al grupo control. El estudio mostré que para el tiempo maximo de muestreo (T120)
el pacu present6 tendencia a la homeostasis.

Palabras-clave: estrés, glucosa, hematologia, ion, pez, sangre.

ABSTRACT

Responses to acute stress in pacu (Piaractus mesopotamicus - a flat-nosed fish from the Paraguay-Parana
River basin) were determined regarding physiological response to adaptation at different blood-sampling

times. Experimental design was completely randomised, having 4 treatments 6 x 6 for different times (T15,
T30 and T120) and 3 repetitions for control without stress (C). Twenty-one fish weighing 250 + 2.0 g each (3
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fish/aquarium) were used which were randomly distributed in eight 40 L aquariums. Serum glucose (Glu),
chloride (Clo) and total proteins (Pro) were evaluated as haematological parameters. Red blood cell (RBC)
count, haematocrite (Hto), mean corpuscular volume (MCV) and haemoglobin (Hb) levels were also evalu-
ated. After stress had been produced, plasma glucose significantly increased from 76.41 to 151.22 mg/dLas
aresponse to energy distribution. Chloride response was reduced to 120 min due to the vasodilatation and
electrolyte loss to the environment. Blood parameters presented an initial increase followed by later reduc-
tion; however, there were no significant difference regarding control. The study showed that pacu presented
a tendency to homeostasis for maximum sampling time.

Key words: blood, fish, glucose, haematology, ion, stress.

INTRODUCCION

La acuicultura industrial que maneja grandes
poblaciones de organismos en espacios reducidos
han traido consigo la necesidad de estudiar el efecto
gue estas densidades provocan en los peces, ya
gue las tasas de crecimiento, indices de fertilidad,
incidencia y frecuencia de enfermedades, estan
determinadas por la respuesta de los organismos al
sindrome general de adaptacion o estrés (Ocampo,
1999).

En teledsteos el sindrome general de adaptacion esta
caracterizado por la liberacion inmediata de
catecolaminas y cortisol; ambas hormonas se refieren
alaredistribucion de la energia para las actividades
anabdlicas como crecimiento y reproduccion para
restaurar la homeostasis (Wendelaar Bonga, 1997,
Barton, 2000; Fernandes-de-Castilho et al., 2008).
Los efectos de la respuesta del estrés son divididos
en, primarios con el aumento de cortisol, adrenalina
y noradrenalina en el plasma sanguineo (Schreck,
1981), secundarios con efectos metabdlicos
provocados por los primarios, como las alteraciones
de la glucosa, acumulo de &cido lactico muscular,
de glucégeno hepético y muscular, alteraciones en
el hematdcrito, relacionadas al proceso del aumento
en el transporte de oxigeno causada por el estrés
(Gilmour, 1997) asi como el numero de linfocitos,
disminuyendo la actividad inmune (Fast, 2008),
ademas de los efectos hidrominerales (Mommsen
et al., 1999; Wendelaar Bonga, 1997), terciarios
donde se pierde toda posibilidad de restaurar el
equilibrio fisioldgico. Estas respuestas generalmente
son independientes del tipo de estresor, pero el
aspecto cuantitativo de la respuesta depende de la
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intensidad y duracion del estimulo (Mazeaud et al.,
1977).

Los peces gque experimentan algun tipo de estrés
responden a cambios fisioldgicos que comienzan en
el sistema neuroendocrino, eje hipotalamo-pituitaria-
interrenal, con el aumento del nivel de cortisol en la
sangre (lwama et al., 2005), respuestas metabdlicas
(glucosa en la sangre), osmorregulatérias (iones y
osmolaridad sanguinea) y hematoldgicas
(hematdcrito, nimero de eritrocitos y hemoglobina)
(Mc Donald y Milligan, 1997; Wenderlaar Bonga,
1997; Wojtaszek et al., 2002).

La adaptacion al estrés es la redistribucion energética
de actividades de alta demanda, como crecimiento
y reproduccion para otras actividades para restaurar
la homeostasis, tales como respiracién, locomocion,
balance hidromineral y reparacion de tejidos. Tal
dinamica puede reducir considerablemente la
capacidad de desemperio del pez, tanto en la fase
de restablecimiento frente a un estrés agudo como
en el estrés crénico (Schreck, 1981; Schreck, 1990;
Kebus et al., 1992; Pankhursk y Kraak, 1997;
Mommsen et al., 1999).

El estudio de las caracteristicas sanguineas puede
brindar informacion importante para el diagnéstico y
prondstico de las condiciones mérbidas en
poblaciones de peces y contribuir a la comprension
de la fisiologia comparativa, relacion filogenética,
condiciones alimenticias, entre otros parametros
ecologicos (Tavares et al., 2004). Varios factores
generadores de estrés, tales como captura (Grutter
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y Pankhurst, 2000; Barcellos et al., 2001; Fagundes
y Urbinati, 2008; Abreu et al., 2009), transporte
(Iversenetal., 1998; Carneiro y Urbinati, 2001; Urbinati
etal. 2004; Fagundes y Urbinati, 2008; Gregory, 2008)
y variacion en el fotoperiodo e intensidad de luz
(Boeufy Le Bail, 1989; AimazanRueda et al., 2005;
Fagundes & Urbinati, 2008) son inevitables en la cria
intensiva moderna de peces.

MATERIALESY METODOS

Este trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de
Fisiologia Animal de la Facultad de Ciencias Agrarias
y Veterinarias de la UNESP, Laboratorio asociado al
Centro de Acuicultura de la UNESP (CAUNESP),
estado de Sao Paulo, Brasil.

Para este trabajo fueron utilizados 24 juveniles de pacu,
con peso medio de 250 + 2,0 g provenientes del
CAUNESP, los cuales fueron distribuidos
aleatériamente en 8 acuarios de 40 L (3 peces/acuario).
Cada acuario fue provisto de aireacion y calentadores
de agua, siendo la temperatura controlada por
termostato y mantenida para el confort térmico de
esta especie (27,0+0,3°C). El pH fue de 7,42 £ 0,2
(WTW® 2C10) y oxigeno disuelto de 6,8 + 0,1 mg/L
(oximetro WTW® 2A10). Los peces fueron
aclimatados durante 7 dias, con ayuno de 24 horas
antes y durante el experimento. O delineamiento ex-
perimental fue enteramente casualizado, siendo 4
tratamientos (TO (sin estrés), T15, T30 y T120
(estresados)) y 6 repeticiones. Cada pez fue
considerando como una unidad experimental.

Los ejemplares de los tratamientos T15, T30y T120
fueron estresados empleando la técnica de
persecucion con una nasa durante 1 min, seguido
de captura e hipoxia por medio de exposicion aérea
durante 3 miny devueltos a sus respectivos acuarios,
siendo muestreados en intervalos de 15 (T15), 30
(T30)y 120 (T120) min.

Para la colecta de sangre los ejemplares fueron
capturados y transferidos para un recipiente con agua
y benzocaina (50 mg/L) con el fin de minimizar los
movimientos.

El pacu, originario de la cuenca de la Plata, posee
gran interés comercial, siendo una de las especies
mas exploradas en la piscicultura (Oliveira et al., 2004;
Urbinati y Gongalves, 2005). Considerando su
importancia, el presente trabajo tuvo como objetivo
analizar la capacidad de reaccién a la adaptaciéon
pos-estrés causado por la captura e hipoxia en P.
mesopotamicus.

Se colectd aproximadamente 2,0 mL de sangre de
cada ejemplar a través de puncion del vaso caudal
por medio del uso de jeringa. La sangre colectada
fue dividida en dos eppendorfs, el primero con 250
UL de sangre + 15 pL EDTA (Glistab®) con la finalidad
de realizar el andlisis hematoldgico y de glucosa (King
y Garner, 1947), y el segundo con 750 pL destinado
para el analisis de proteinas totales y cloruro.

Los parametros hematolégicos analizados fueron:
hematécrito (Hto %) por la técnica de micro-
hematdécrito (EC MB Centrifugue) a 5000 rpm x 5
min, RCB (106mm?), VCM (u°) y Hb (g/dL) mediante
el uso del contador de células sanguineas modelo
Cel M DA 500, empleando adicionalmente la solucién
Celmlise para la lectura de Hb.

Para el andlisis de glucosa, la sangre colectada fué
refrigerada y posteriormente centrifugada dos veces
a 4 oC y 3000 rpm durante 3 min (model. ALC -
PK12R), para determinar la glucosa se empleo el kit
Glucosa PAP de Labtest®, con lectura en el
espectrofotdmetro a 505 nm (Metrolab 1700). Para
el andlisis de proteinas totales y cloruro, la sangre
fue mantenida a temperatura ambiente por
aproximadamente dos horas, luego se centrifug6 a
unatemperatura de 4 oC y 3000 rpm durante 3 min
(modelo ALC - PK12R). Para la lectura de cloruro se
empled el kid Labtest Diagnéstica S.A, MG Brasil,
para posterior lectura en el espectrofotometro
(Metrolab 1700) a 470y 545 nm, respectivamente.
Los resultados fueron sometidos a analisis de
varianza (ANOVA); cuando se observo diferencia
significativa entre tratamientos (p <0,05) se sometié
al Test de Tukey.
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RESULTADOS

En el presente estudio los peces sin estrés (T0O)
presentaron niveles de glucosa plasmatica de 76,41
mg/dL, indicando que estaban en condiciones
adecuadas para la especie (40,6 a 89,2 mg/dL ) segln
Tavares-Diasy Mataqueiro (2004).

Se observé aumento significativo en los niveles de
glucosa plasmatica en todos los muestreos pos-estrés

(15, 30y 120 min), los niveles de proteina plasmatica
no presentaron alteraciones significativas (C=3,2;
T15=4,1; T30=5,0; T120= 4,3 g/dL) conforme se
observa en la (Figura 1). El cloruro plasmatico
presento disminucion significativa 60 min al manejo
realizado (Figura 2).
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Figura 1. Niveles de glucosa plasmatica (mg/dL) y proteina plasmatica (g/dL) de los ejemplares sometidos a
la persecucién con nasa (1 min) y posterior exposicion aérea (3 min), en diferentes tiempos (0; 15; 30 y 120
min). Las barras verticales indican la desviacion estandar y letras diferentes diferencias significativas entre

las medias (P<0,05) por el test de Tukey
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Figura 2. Niveles de cloruro plasmatico (mEg/L) de pacu sometidos a persecucion con nasa (1 min) y

posterior exposicion aérea (3 min), en diferentes tiempos de muestreo (0; 15; 30 y 120 min). Las barras

verticales indican la desviacion estandar y letras diferentes diferencias significativas entre las medias
(P<0,05) por el test de Tukey
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Las células rojas, hematdcrito y la hemoglobina
presentaron aumento y posterior reduccion durante
el periodo de muestreo, sin diferir del control. El
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volumen corpuscular medio permanecio semejante
durante el tiempo de muestreo (Figura 3).
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Figura 3. A) Recuento de células sanguineas rojas (RCB), B) hematdcrito (Hto); C) volumen corpuscular
medio VCM y D) hemoglobina (Hb), de pacu sometidos a persecuciéon con nasa (1 min) y posterior
exposicién aérea (3 min), en diferentes tiempos pos-estrés. Las barras verticales indican la desviacion
estandar y letras diferentes diferencias significativas entre las medias (P<0,05) por el test de Tukey

DISCUSION

En el presente trabajo los ejemplares sometidos a
estrés presentaron aumento significativo de glucosa
a partir de los 15 min (Fig. 1), pudiendo ser resultado
de mayor estrés y/o respuesta de adaptacion de esta
especie. Esto esta de acuerdo con estudios realizados
porAbreu et al. (2009) que observaron los efectos de
la captura y exposicién aérea por 3y 5 min en el
pacu, en el cual se observo aumento de valores de
glucosa sanguinea con posterior retorno al nivel basal
después de 24 horas. Estudios en tambacu (P.
mesopotamicus macho x Colossoma macropomum
hembra) demostraron que el estrés generado por
captura e hipoxia, no alteré el nivel de glucosa plasmatica
durante las tres primeras horas de experimento, sin
embargo realizando un estrés mas prolongado y
consecutivo presentd aumento significativo a partir de
dos horas y media (Martins et al., 2002).

La glucosa interviene en los procesos metabdlicos
como respuesta inmediata al agente estresor, como
fue observado por Henrique et al. (1998); Martins et
al. (2004); Olsen et al. (2005), Fagundes y Urbinati
(2008), para Sparus aurata, Oreochromys niloticus,
Oncorhynchus mykiss y Pseudoplastystoma
corruscans, respectivamente, con aumento de la
glucosa plasmatica pos - estrés agudo, respuesta
semejante a la observada en el pacu.

Para la proteina plasmética no hubo diferencia
significativa, esta respuesta puede estar relacionada
a la presencia de cortisol en la sangre que no fue
determinado en este estudio.

En el cloruro plasmatico hubo diferencia en el muestreo
de 120 min cuando presentd un valor mas bajo (108,5
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mEg/L) (Fig. 2), sugiriendo pérdida idnica de la sangre
para el medio externo hipotonico, posiblemente por
efecto del aumento de la perfusién en las branquias
ocasionada por accion adrenérgica en la circulacién
sanguinea (Eddy, 1981; McDonaldy Milligan, 1997).
La reduccion de los niveles de cloruro plasmatico
también fueron observados por otros autoresAbreu et
al. (2009) observaron reduccion en las concentraciones
de cloruro plasmatico para el pacu después del estrés
generado por captura. En P. corruscans, Fagundesy
Urbinati (2008) observaron que hubo reduccion enlos
niveles de cloruro 48 horas después de ser sometidos
a estrés agudo por captura e hipoxia. En juvenilesy
adultos matrinxa también se observo la reduccion de
la concentracion de cloruro plasmatico después de
ser transportados (Carneiro e Urbinati, 2001; Urbinati
etal., 2004).

Entre los parametros hematoldgicos, el RBC presento
aumento en los primeros 15 min con posterior
reduccion hasta 120 min, con diferencia significativa
entre el T15y T120 (Fig. 3A), presentando el mismo
perfilen los niveles de Hto y Hb, disminucion observada
también por Morgan y lwama (1997). El Hto tuvo
aumento inmediato debido a la contraccién esplénica,
liberando asi eritrocitos en la corriente sanguinea
(Wendelaar Bonga, 1997) observando también
aumento en el RCB. Este aumento fue corroborado
por el aumento en la concentracion de hemoglobina
(Fig. 3D). EI VCM aument6 hasta T30, con posterior
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