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RESUMO

O transporte de organismos aquaticos em sistema fechado é bastante utilizado na
aquicultura. A saude e sobrevivéncia dos peixes por longos periodos, bem como a
manutencdo da qualidade da agua em boas condicGes é assegurada pelo método de
injecdo de oxigénio puro as embalagens de transporte. Entretanto, esses transportes sdo
na maioria das vezes executados de forma empirica, sem que se tenham informacdes
sobre suas implicac@es fisiologicas. Neste contexto, o presente trabalho buscou analisar
o efeito do transporte e da agua hiperdxica sobre as respostas secundarias ao estresse
(glicemia e osmolalidade plasmatica), dano oxidativo lipidico (TBARS) e capacidade
antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) nas branquias, cérebro, figado e
musculo de “acari bola” (Peckoltia oligospila) submetidos a diferentes tempos (3, 6, 12
e 24 h) de transporte em sistema fechado sob norméxia (7 mg L™), hiperéxia moderada
(HM = 13 mg L™) e hiperdxia severa (HS = 23 mg L™). N&o ocorreram alteracdes na
glicemia e osmolalidade plasmética. Ao final do transporte ndo foram detectadas
mortalidades em quaisquer das concentracbes de oxigénio dissolvido e tempos de
transporte. A qualidade da agua apresentou menor acimulo de aménia nos tratamentos
HM e HS em comparacdo aos niveis na agua dos animais transportados em normoxia
apos 24 h. O figado apresentou menor ACAP ap6s 6 h sob HS, enquanto que, no
musculo observaram-se oscilacdes ao longo de 24 h em peixes sob normdxia, sendo esta
atribuida, em tese, ao ritmo circadiano assim como verificado em peixes e camardes.
Nas branquias apds 12 h a ACAP em HS diminuiu em relacdo aos peixes em normoxia e
HM no mesmo tempo, ao passo em que no cérebro, a ACAP foi menor apds 3 h de
transporte sob normoxia, voltando a aumentar apds 6 h e, mantendo-se similar nos
outros tempos de transporte e tratamentos. O contelldo de TBARS no figado reduziu em
6 sob HS em relacdo aos peixes transportados sob norméxia, mas em 12 h o transporte
em HM determinou maior dano lipidico em comparacdo ao translado de 6 e 24 h em
HM. No musculo a concentracdo de TBARS foi menor ap6s 12 h sob HS em
comparagdo aos peixes em normoxia ho mesmo tempo. Por fim, nas branquias e no
cérebro ndo foram observadas alteracbes significativas. Em conclusdo, apesar das
variacOes observadas na ACAP, sobretudo no musculo, a competéncia antioxidante nos
Orgdos pareceu ser suficiente para a preservacao dos mesmos contra estresse oxidativo,
ndo ocorrendo agravamento de dano lipidico em funcdo do tempo de transporte ou
concentragéo inicial de oxigénio dissolvido. Visto que a hiperoxia proporcionou menor
acumulo de amoénia ao final do transporte mais longo (24 h), recomenda-se para esta
espécie o0 uso de altas concentracdes de oxigénio na agua. Novas anélises devem ser
realizadas para melhor elucidar os mecanismos responsaveis pelos baixos niveis de
lipoperoxidagdo em peixes submetidos a transporte em hiperoxia.

PALAVRAS-CHAVE: oxigénio, osmolalidade, peroxidacdo lipidica, capacidade
antioxidante total, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Transport in closed systems is frequently used in aquaculture. The health of fish and
higher survival rates, as well as the maintenance of good water quality for long periods
rely on the injection of pure oxygen to the transport bags. However, protocols for the
transport of live fish in most cases are self-taught and empirical, with the use of
hyperoxic water injected with pure oxygen, without being aware of the implicated
physiological effects. In this context, this study aimed to analyze the effect of transport
in hyperoxic condition on the secondary stress responses (blood glucose and plasma
osmolality), lipid peroxidation (TBARS) and total antioxidant capacity against peroxyl
radicals (ACAP) in gills, brain, liver and muscle of “acari bola” (Peckoltia oligospila)
subjected to different times (3, 6, 12 and 24 h) of transportation in plastic bags under
normoxic (7 mg L-1), moderate hyperoxia (MH = 13 mg L) and severe hyperoxia (SH
= 23 mg L™). No changes in blood glucose and plasma osmolality were observed.
Lower ammonia levels were observed in treatments MH and SH compared to the levels
in the water of animals transported for 24 h in normoxia. ACAP decreased in liver after
6 h in SH, whereas in muscle was observed oscillations during 24 h in fish under
normoxia, which in theory, can be attributed to the circadian rhythm, as has been
observed in fish and shrimp. ACAP decreased in gills after 12 h in SH compared to fish
in normoxia and MH transported for the same time, whereas in brain, ACAP was lower
in 3 h of transport under normoxia, increasing again after 6 h, and being similar to the
other transport time and treatments. The TBARS content in liver decreased after 6 h of
transport under SH compared to fish under normoxia, whereas after 12 h in MH a
greater lipid damage was observed compared to transports in MH for 6 and 24 h.
Muscle TBARS was lower at 12 h in SH compared to fish in normoxia within the same
time. Finally, no significant changes were observed in gills and brain. In conclusion,
although variations in the ACAP were observed, mainly in muscle, antioxidant
competence in organs seem to be sufficient for the preservation thereof. No further
aggravation of lipid damage as a function of transport time or initial oxygen
concentration occurred. Since hyperoxia determined less ammonia build up in the water
after 24 h transport, high concentration of oxygen is therefore recommended. Further
research is needed to elucidate the mechanisms involved in keeping low levels of lipid
peroxidation in fish tissues subjected to transport in hyperoxia.

KEY-WORDS: oxygen, osmolality, lipid peroxidation, total antioxidant capacity,
oxidative stress.



1. INTRODUCAO

1.1.  Aquicultura no Mundo e no Brasil

A aquicultura é uma atividade econdmica responsavel pela producdo em
cativeiro de organismos aquéaticos ou predominantemente aquaticos (FAO, 2014; 2012).
Sua producdo mundial foi estimada em 90,4 milhGes de toneladas em 2012, em que
deste total 24 milhGes de toneladas correspondiam a plantas aquaticas. Nessa estatistica,
a Ameérica Latina foi responsavel por aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas (FAO,
2014). Segundo os dados preliminares do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA,
2013) do ano de 2013, o Brasil produziu aproximadamente 2 milhGes de toneladas de
pescado, em que desse total 40% foi proveniente de atividades de aquicultura que entre

0s anos de 2003 e 2009 tiveram um acréscimo de produgdo de 35%.

Em 2011 o pais alcangou cerca de 620 mil toneladas de pescado produzido pela
aquicultura (MPA, 2011). Entretanto, mesmo com crescimento significativo na
aquicultura nacional e, excluindo-se a producdo de plantas aquéaticas, bem como
produtos ndo destinados a alimentacdo, a producdo brasileira representou em 2012
apenas 1,1% da produgdo mundial em aquicultura (FAO, 2014). A aquicultura nacional
continental corresponde a cerca de 86% do total da atividade aquicola, ocorrendo um
incremento de 38% de 2010 para 2011 (MPA, 2011).

A Amazénia é detentora de uma gama de espécies dulcicolas com potencial
para a piscicultura tanto de corte como ornamental, porém tal atividade ainda esta em
desenvolvimento nesta regido, apesar de que em outras regides do pais ja se encontra
notavelmente desenvolvida (Saint-Paul, 1986; Val; Honczaryk, 1995; Val et al., 2000).
O Estado do Para, por exemplo, mesmo dotado de caracteristicas favoraveis para
instalacdo de empreendimentos aquicolas, contribui com apenas 1,6% da producao
anual da aquicultura no pais. O Para supera apenas o0s Estados do Acre e Amapa no que
diz respeito a producdo em cativeiro de organismos aquaticos na regido amazoOnica
(MPA, 2011).

1.2. Mercado ornamental na regido Norte do Brasil
O Brasil possui aproximadamente 3.322 espécies de peixes de agua doce
conhecidas (FishBase, 2015a), havendo uma diversidade a ser catalogada (Buckup et

al., 2007). No ano de 2014, o Brasil ocupou a 9° posicdo no ranking mundial de
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exportadores de peixes ornamentais, com rendimentos de US$ 13 milhdes de dolares
(ONU, 2014). A bacia Amazbnica é uma das principais fornecedoras de peixes
ornamentais capturados de agua doce em larga escala para os maiores centros de
distribuicdo e venda de peixes ornamentais do mundo situados nos Estados Unidos,
Japdo e Alemanha, gerando uma receita de cerca de 3 milhdes de dolares anuais (Chao
et al., 2001; Torres et al., 2007).

Por outro lado, as capturas em geral ndo séo registradas, o que abre margem a
sobrepesca e, por conseguinte, a reducdo do estoque ictiologico (FAO, 2000; Tlusty et
al., 2005). Mesmo assim, a Amazonia brasileira exportou em 2007 cerca de 25 milhdes
de peixes ornamentais, dos quais 40 mil eram exemplares de Peckoltia spp. (IBAMA,
2007). Entre os estados brasileiros, além do Amazonas, o Para também se destaca em

termos de exportacdo de peixes ornamentais (IBAMA, 2008).

Em 2007, o Estado do Para exportou 1 milhdo de espécimes ornamentais de
agua doce (IBAMA, 2007). Ainda neste estado, especificamente na Bacia do Rio
Guama/PA registrou-se em 2006 uma receita de R$ 34.000,00 reais, saldo decorrente da
comercializacdo de 452 mil exemplares de 49 espécies endémicas. Daquela receita total
gerada com a pesca ornamental, quatro espécies de acaris (menos de 10% dos
desembarques) contribuiram com 56% dos rendimentos, sdo eles: pinima
(Leporacanthicus galaxias) (28%), bola (Peckoltia oligospila) (13%), picota (Peckoltia

sp.) (8%) e assacu (Pseudacanthicus spinosus) (7%) (Torres et al., 2007).

1.3.  Transporte de peixes vivos

Para atender este mercado rentavel, o transporte tem sido uma importante
ferramenta logistica, sendo praticado para realizar a movimentagdo de cargas de
organismos aquaticos, oriundos tanto da pesca quanto da aquicultura (King, 2009). O
sistema mais frequente de transporte de peixes vivos € o do tipo fechado, geralmente
empregado para o transporte de peixes em fases iniciais, reprodutores (em baixa
densidade) e uma variedade de peixes ornamentais (Girdler et al. 2010). Esta
modalidade é realizada em sacos de polietileno duplo, adicionados de um terco do seu
volume em &gua e dois tergos injetados com oxigénio puro. Depois de lacrados, sdo

mantidos em caixas de isopor para garantir o isolamento dos peixes em relagdo as



mudancas externas de temperatura, bem como da luz até o seu destino final (Chuan et
al., 2003; FAO, 2007).

A mortalidade durante o transporte pode ocorrer em funcdo das alteracdes da
qualidade da &gua, que em funcdo do tempo se deteriora em sistemas fechados
(Rimmer; Franklin, 1997) refletindo, por exemplo, na diminui¢do da concentracdo de
oxigénio dissolvido (OD), acimulo de fezes, aumento da excrecdo de compostos
nitrogenados, aumento da concentracdo de dioxido de carbono (CO,) e acidificacdo do
pH (Girdler et al. 2010), bem como injdrias fisicas sofridas durante os procedimentos de
captura, embalagem, carga e descarga, que induzem 0s animais ao estresse sujeitando-os
as doencas que podem levéa-los a morte no pos-transporte (Barton; lwama, 1991;

Rottmann; Francis-Floyd; Durborow, 1992).

Considerando que a qualidade da agua é um dos fatores decisivos para o
transporte (Girdler et al. 2010), proporcionar niveis adequados de oxigénio dissolvido
torna-se essencial, pois a disponibilidade desse gas € decisiva para a sobrevivéncia dos
peixes justamente por suprir 0 processo de respiracdo, o qual promove a reducdo dos
niveis de OD, aumentando as chances de intoxicacdo via CO, e favorecendo o acimulo
de amoénia através da excrecdo de compostos nitrogenados na agua (Paterson et al.,
2003; Datta, 2012; Baldisserotto, 2013).

Por outro lado, tem sido reportado que o suprimento em excesso de O, induz a
doenca das bolhas, cuja principal caracteristica € a formacéo de bolhas de gas na cabeca
e no revestimento peritoneal da cavidade do corpo e da cavidade oral, dificultando as
trocas gasosas através do epitélio branquial e perturbando a homeostase fisioldgica de
um modo em geral. Outro efeito potencial da hiperdxia é o estresse oxidativo, que
provoca oxidacdo de biomoléculas de forma a danificar ou causar disfuncdo nas células
(Espmark et al., 2010; Lemarié et al., 2011). De modo geral, técnicas de transporte de
peixes vivos sdo geralmente aprendidas e repassadas de forma empirica, utilizando-se
com frequéncia de sistemas fechados e agua hiperdxica proporcionada pela adicdo de
oxigénio puro nas embalagens, sem que se conhegcam 0s impactos fisiologicos de tal

exposicao.



1.4, Acari bola (Peckoltia oligospila)

O Peckoltia oligospila (codigo de identificacdo L006) € um peixe demersal
popularmente conhecido por acari bola ou cascudo leopardo é um peixe da classe
Actinopterygii, da ordem Siluriforme, pertencente a familia dos Loricarideos,
distribuidos na América do Sul, especificamente na Bacia do Rio Amazonas no Brasil
(FishBase, 2015b). Os peixes do género Peckoltia sdo geralmente de pequeno porte
alcancando pouco mais de 10 cm. Em particular, o acari bola é caracterizado por sua
coloragdo castanha, com manchas marrom-arredondadas ao longo do corpo, inclusive
na cabeca (Armbruster, 2008). Este animal habita ambientes de agua doce, com pH
entre 6,5 e 7,2 e temperatura de 23° C a 27° C. Selvagens deste espécime sdo onivoros,
se alimentando de raspas de madeiras, microalgas e pequenos invertebrados aquaticos
(FishBase, 2015b) (Anexo I).

1.5. Respostas secundarias de estresse

O estresse € 0 estado em que o equilibrio fisiolégico ou homeostatico é
perturbado ou influenciado por um agente interno ou externo, designado estressor
(Pickering, 1981). Os peixes possuem capacidade natural para responder
fisiologicamente, fazendo uso de mecanismos adaptativos, com intuito de reduzir o
estresse ou eliminar distarbio imposto (Barton e lwama, 1991; Galhado; Oliveira, 2011).

A resposta ao estresse envolve uma série de alteragdes fisioldgicas que agem de
forma integrada, sendo classificadas na literatura como respostas primarias, secundarias
e terciarias. As respostas primarias sao mudancas neuroenddcrinas imediatas, que
estimulam a liberacdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e corticosterdides
(cortisol), a0 passo em que as respostas secundarias compreendem mecanismos
metabolicos, como a alteragdo na glicemia, no &cido latico e no glicogénio
hepatico/muscular, bem como altera¢cbes no hematdcrito, nimero de linfocitos e no
balanco hidromineral. Por fim, a resposta terciaria que compreende os efeitos negativos
do estresse refletidos na perda de desempenho reprodutivo e na reducdo da resisténcia a
doencas e, quando o estresse sofrido é severo, 0 peixe pode perder sua capacidade de
adaptacéo, alcancando um estado de exaustdo, que muitas vezes podem levar a morte
(Mommsen et al., 1999; Wendelaar-Bonga, 1997; Barton e Iwama, 1991).



1.6.  Estresse oxidativo

Quando sob concentracdes elevadas de oxigénio, os peixes podem sofrer com
estresse oxidativo favorecido em funcdo do aumento da concentracdo daquele gas
(Kunwar; Priyadarsini, 2011). Este quadro é gerado por alteracbes nas reagdes de
transferéncia de elétrons, que resultam em um desequilibrio entre agentes oxidantes,
especialmente espécies reativas de oxigénio (ROS — termo em inglés) e antioxidantes,

podendo causar assim danos as macromoléculas (Jones, 2006).

ROS é um termo coletivo que designa um grupo de oxidantes ou espécies
moleculares, capazes de oxidar biomoléculas, podendo ser também radicais livres
(Kunwar; Priyadarsini, 2011). Em adi¢do, podem ser produzidos por diferentes tecidos
via reacGes de reducdo do oxigénio molecular (O), ocorrendo simultaneamente a
geracgdo de varios elementos intermediérios toxicos e reativos, tais como, radicais anion
superéxido (O,"), radicais hidroxila ((OH) e peroxido de hidrogénio (H,O;) (Hermes-
Lima, 2004). Dados dos efeitos de estado hiperoxico na geracdo de danos oxidativos
nos tecidos e defesas antioxidantes sdo limitados (Lushchak; Bagnyukova, 2006) e

inexistentes para P. oligospila.

Em seres aerdbicos, existem varias vias metabolicas que permitem a formacéo
do ROS, dentre elas a cadeia respiratoria nas mitocondrias, devido a maior
probabilidade de os elétrons “escaparem” da cadeia transportadora de elétrons, ao nivel
da Coenzima Q, entre os complexos | e Il para se unir ao oxigénio molecular gerando o
O, (Kunwar; Priyadarsini, 2011; Lushchak, 2011). A reducao tetravalente do O, a agua
metabdlica (H,O) também é uma via para a geracdo do O,", bem como seus
intermediarios reativos como os radicais hidroperoxila (HO;"), hidroxila (OH) e o
peroxido de hidrogénio (H,0,). Em meio aquoso, a reagdo principal do radical anion
O," é a dismutacdo via superoxido dismutase (SOD), produzindo uma molécula de
H.0O, e uma molécula de O, (Vogt, 1995; Barreiros et al., 2006).

Por isso, quando no decorrer da evolucdo o O, tornou-se essencial para o
processo de respiragdo mitocondrial (Zehnder; Svensson, 1986), houve em paralelo o
desenvolvimento de um sistema de defesa antioxidante com papel de resguardar as

células da toxicidade daquele gas, eliminando ROS e/ou prevenindo danos oxidativos,



toda vez que o metabolismo aerdbico inevitavelmente venha promover a geragdo de
ROS (Urso; Clarkson, 2003; Comporti, 2010).

Por outro lado, o advento do oxigénio no planeta permitiu vantagens energéticas
(Zehnder; Svensson, 1986), que garantiram o surgimento de organismos multicelulares
mais complexos e maiores; sistema de transporte de oxigénio para tecidos; e controle da
distribuicdo desse gas (Fridovich, 1998; Decker; Holde, 2010). Todavia, aqueles que
ndo se adaptaram ao ambiente oxidativo, acabaram sendo extintos em massa ou se
adaptaram a ambientes com disponibilidade restrita de oxigénio, o que permitiu a

sobrevivéncia de organismos anaerobicos (Fridovich, 1998; Thannickal, 2009).

O sistema de defesa antioxidante é classificado em enzimatico e ndo enzimatico,
sendo este Ultimo constituido por uma grande diversidade de substancias, que podem ter
origem exdgena ou dietética como, por exemplo, a-tocoferol (vitamina E), 3-caroteno,
selénio, &cido ascorbico (vitamina C) e flavondides (Anderson, 1998; Dickinson;
Forman, 2002; Lykkesfeldt; Svendsen, 2007, Lobo et al., 2010). J& as defesas
antioxidantes enzimaticas sao proteinas sintetizadas pelo proprio organismo (Mariano et
al., 2009), das quais podemos citar a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (Gr), glutationa S-transferase (GST)
(Hermes-Lima, 2004; Vasconcelos et al., 2007; Lobo et al., 2010;).

Todas as enzimas citadas anteriormente tém funcdo de retardar, impedir ou
remover dano oxidativo a moléculas alvo (Halliwell; Gutteridge, 2007). Em suma, 0s
antioxidantes enzimaticos resguardam as biomoléculas ao promover a degradacdo do
radical anion O,", assim como de agentes pré-oxidantes menos reativos, como, por
exemplo, o H,O,. Antioxidantes ndo enzimaticos intervém no combate as ROS ou na
recuperacdo de biomoléculas oxidadas (Barbosa et al., 2010). Estas constituem em
conjunto um sistema de defesa antioxidante complexo (Amado et al., 2009) e, a
mensuragdo das atividades antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaéticas, possibilita
avaliar a capacidade antioxidante total do organismo contra moléculas oxidantes
(Lushchak, 2011).

Entretanto, quando a producdo e acumulacdo de ROS via agentes estressores
estd alem da capacidade de desintoxicacdo do sistema de defesa antioxidante (Halliwell;

Gutteridge, 1986) desencadeia-se 0 estresse oxidativo, ou seja, o desbalanceamento



entre as concentracdes elevadas de pro-oxidantes sobre antioxidantes (Halliwell;
Whiteman, 2004). A interacdo de ROS com biomoléculas gera oxidacdo delas, com
consequente perda de suas funcdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja
manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra tecidos, o que inclui danos em lipidos,
proteinas e &cido desoxirribonucleico (DNA) (Halliwell; Whiteman, 2004; Jones, 2006;
Barbosa et al., 2010; Dogan et al., 2011; Xiong et al., 2011; Lushchak, 2011; Vinagre et
al., 2012).

A peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO) é uma reacdo em cadeia,
constituida por etapas de iniciacdo, propagacao e terminacdo. A reacdo inicia-se com
sequestro do hidrogénio (H") de um acido graxo poliinsaturado (LH) da membrana
celular, por OH" ou LO’ (radical alcoxila), gerando L’ (radical lipidico) e LOO" (radical
peroxila). Este ultimo reinicia 0 processo descrito anteriormente, caracterizando a
propagacdo. A consumacdo da lipoperoxidacdo incide quando os radicais L' e LOO’
gerados nas fases anteriores se conjugam (Ferreira; Matsubara, 1997; Braun et al., 2008;
Kunwar; Priyadarsini, 2011) (Figura 1).

LH + OH’ (ou LO) ——— L'+ H,0 (LOH) wmmmmp  Iniciacdo
L'+0, — LOO" W) Propagacio

LH+LOO" —» L'+ LOOH ‘ Propagacao

LOO'+L" —— LOOL wmmm Terminagio

LOO + LOO' ————» LOOL + O, ‘ Terminagéo

Figura 1- Esquematizacgéo das etapas da peroxidacéo lipidica - adaptado de Ferreira e
Matsubara (1997).

Porém, antioxidantes como o a-tocoferol podem interferir neste processo
efetuando a estabilizacdo dos acidos graxos insaturados e quebrando as cadeias de
peroxidos (LOO"), bem como precavendo a formacdo de hidroperdxidos lipidicos em

sua fase inicial por meio da doagdo de um atomo de hidrogénio a essa espécie reativa,
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resultando em um radical alfa-tocoferoxil (TO"), o qual é regenerado novamente a alfa-
tocoferol (TOH) via doacdo de elétrons pelo acido ascorbico (Di Mascio et al., 1991;
Packer, 1991; Fogaga; Sant’ana, 2009; Gul¢in, 2012).

Todas estas modificagdes oxidativas causam mudancas nas propriedades fisicas
e quimicas das membranas, podendo resultar em morte celular (Vasconcelos et al.,
2007). O cérebro, por exemplo, € um érgao especialmente suscetivel a danos oxidativos.
Apesar da alta taxa de producdo de ROS, causado pela elevada taxa de metabolismo
oxidativo e abundancia de &cidos graxos poliinsaturados na membrana celular, o cérebro

tem um sistema de defesa antioxidante relativamente baixo (Matés, 2000).

Neste contexto, estressores recorrentes no contexto da aquicultura, a exemplo do
transporte em &gua com oxigénio dissolvido supersaturado, podem impactar
negativamente o balanco oxidativo de organismos aquaticos e, portanto, necessitam ser
caracterizados para que 0 manejo possa ser ajustado de forma a minimizar os efeitos
deletérios do estresse. Em adicéo, informacGes sobre a fisiologia de peixes, sobretudo
no que tange ao estresse oxidativo de animais transportados em condi¢fes de hiperoxia
sdo relativamente limitadas, principalmente em relacdo a espécies amazobnicas de

interesse comercial.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Investigar o efeito do transporte e oxigénio dissolvido supersaturado sobre as

respostas secundarias de estresse e o balanco oxidativo em P. oligospila, submetidos a
transporte por até 24 h em sistema fechado sob diferentes concentragdes de oxigénio

dissolvido.

2.2. Objetivos especificos
- Verificar se os tempos de transporte (3, 6, 12 e 24 h) e as concentragOes de

oxigénio dissolvido (norméxia, 13 mg L™ e 23 mg L™ de oxigénio puro) alteram os
niveis de glicemia e a osmolalidade plasmatica de acaris bola.

- Determinar o dano oxidativo lipidico e a capacidade antioxidante total em
branquias, cérebro, figado e musculo de acaris bola submetidos & norméxia, 13 mg L™ e

23 mg L™ de oxigénio puro nos diferentes tempos de transporte.



- Mensurar os parametros de qualidade da agua ao decorrer dos diferentes

tempos de transporte nos diferentes tratamentos de oxigénio dissolvido.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material biolégico

Um total de 360 exemplares de acari bola com peso médio de 30,39 £ 13,99 g e
comprimento médio de 14,6 = 1,0 cm foi utilizado neste estudo. Os animais passaram
previamente por uma quarentena (5 dias) em um sistema composto por caixas de
polietileno com volume atil de 20 litros (L) em densidade de 10 peixes por caixa.
Posteriormente, foram distribuidos e aclimatados durante 20 dias em aquarios com

volume util de 60 L na densidade de 1 peixe/4 L de agua.

Durante essas etapas iniciais, 0s sistemas estiveram sob aeracdo constante e 0s
parametros de qualidade de agua foram mantidos nas seguintes condi¢des: temperatura
27,5+ 1,2 ° C, oxigénio dissolvido 7,53 + 0,4 mg L™, pH 6,5 + 0,8, alcalinidade 18,33 +
8,1 mg CaCO; L™, dureza 16,8 + 5,5 mg CaCOs L™ e fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h
escuro. A taxa de arragoamento empregada foi de 3% da biomassa dos peixes, oferecida
duas vezes ao dia, com racdo comercial Sera Wells Chips contendo 32,2% de proteina
bruta (Zuanon et al., 2011). Diariamente as unidades foram sifonadas para retirada de

sobras de alimento e fezes.

Figura 2- Acari bola (Peckoltia oligospila).
3.2. Padronizacédo das concentragdes de oxigénio dissolvido
Para a padronizacdo das concentracdes-teste de OD em 7, 13 e 23 mg L™
(concentragfes nominais) dos tratamentos normoxia, hiperdxia moderada (HM) e
hiperoxia severa (HS), respectivamente, dez sacos plasticos de 30 L por tratamento
foram utilizados e adicionados de 3 L de agua oriunda do préprio sistema e inflados
com oxigénio puro e/ou ar atmosférico de acordo com a seguinte metodologia (Figura
3):



- Para o tratamento norméxia (OD = 7,66 + 0,15 mg L™), utilizou-se 3 L de
agua e completou-se o volume restante dos sacos com ar atmosférico, introduzido nas
embalagens por um compressor de ar Vortex Blower — Hailea modelo 290G equipado

com uma mangueira cristal (meio giro de abertura na valvula).
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Figura 3- (1) posicionamento da mangueira para oxigénio puro (A), mangueira para ar atmosférico
(B) e embalagem dupla plastica (C); (2) cilindro contendo oxigénio puro com capacidade para 7
litros com pressdo de servigo de 200 bar, conectado a mangueira cristal; (3) compressor de ar
\ortex Blower — Hailea modelo 290G; (4) registro conectado ao compressor de ar; (5) embalagens
infladas com oxigénio e ar atmosférico.

- Para o tratamento HM (12.42 + 0,97 mg L™) utilizou-se 3 L de agua e
completou-se 0 volume restante dos sacos na propor¢do de 1:2 de oxigénio puro e ar
atmosférico. O tempo de inflagem correspondeu a aproximadamente 5 e 8 segundos
para a injecdo de oxigénio puro e ar atmosférico (meio giro de abertura na valvula de

ajuste de pressao do cilindro de oxigénio e do blower), respectivamente.

- Para o tratamento HS (23,35 + 0,80 mg L™) utilizou-se 3 L de 4gua e
completou-se o volume restante dos sacos na proporcdo de 1:2 de ar atmosférico e
oxigénio puro. O tempo de inflagem correspondeu a aproximadamente 5 e 8 segundos
para a injecdo de ar atmosférico e oxigénio puro (meio giro de abertura na valvula do

blower e de ajuste de presséo do cilindro de oxigénio), respectivamente.

Durante os testes de padronizacéo, apos lacrados e contabilizados 10 minutos,
inseriu-se a sonda do oximetro (medidor multiparametro digital portatil Instrutherm
modelo ph-1500) no interior dos sacos plasticos, de modo a deixa-la em contato com a
agua para o registro das concentracdes de OD apds a estabilizagdo da leitura. Vale

ressaltar, que em todos os tratamentos a abertura para a insercdo da sonda foi controlada
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manualmente de modo a minimizar perdas do oxigénio adicionado. Para a execucdo dos
testes foram utilizadas 10 repeticbes e as médias obtidas nos testes encontram-se

dispostas na Tabela 1.

3.3. Desenho experimental

Trinta e seis sacos plasticos com volume util de 30 L corresponderam as
unidades experimentais de transporte, divididos igualmente em trés tratamentos
designados por controle norméxia; HM (13 mg L™ de oxigénio) e HS (23 mg L™ de
oxigénio). Todos os tratamentos foram testados em triplicata em fungéo dos diferentes
tempos de transporte (3, 6, 12, 24 h) conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 1- Desenho Experimental (S — Saco pléstico).

Tratamentos (T) Tempo de Transporte (h)
3h 6 h 12h  24h
S S4 S S10
Controle normdxia S, Ss Se Su
S3 Se Sy Sy,
Sia Sie Sig Sy
Hiperoxia moderada (HM) Su S17 S0 Sz
SlS S18 SZl S24
S25 S28 S31 S34
Hiperoxia severa (HS) Sas Sa9 Sz Sss
Sa7 S3o Sa3 Sz
Horério de inicio do transporte 05:30 540  22:00  15:00

3.4. Transporte

Previamente ao transporte os animais foram submetidos a jejum por 24 h. Para o
transporte, utilizou-se a densidade de 10 peixes/L (de acordo com a densidade
empregada para o transporte dessa espécie na regido Amazonica) em seus respectivos
tratamentos de concentracdo de OD conforme padronizacdo descrita anteriormente. Em
seguida, as unidades foram lacradas com elastico de latex e encerradas em caixas
térmicas (170 L) para embargue em veiculo automotor e transporte rodoviario (Figura
4).
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Figura 4. Preparo das embalagens e transporte.

Ap0s os diferentes tempos de transporte (3, 6, 12 e 24 h) os sacos foram abertos
para medicdo dos parametros de qualidade da agua e dois animais por saco foram
retirados para efetuar-se a coleta de 0.2 mL de sangue/peixe via puncdo de vasos
caudais com seringa heparinizada de 1 mL (n = 6 por tratamento). Apés a coleta de
sangue, cinco animais por saco foram rapidamente eutanasiados (n = 15 por tratamento)
por imersdo em eugenol (dose letal de 300 mg L) para coleta de tecidos de acordo com
as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal - CONCEA (2013) (Figura 5). Branquias, cérebro, figado e
masculo (Figura 5) foram coletados, armazenados em tubos eppendorfs (2 mL) e
conservados em gelo seco (= - 78°C), sendo ao final das coletas congelados em ultra
freezer (- 80 °C).

Figura 5- Etapas da coleta: (1) bancada de coleta; (2) coleta de sangue; (3) eutanasia; (4)
coleta de tecidos.
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Amostras de agua foram coletadas antes e apds os transportes para a verificacdo
das variaveis. A dureza total foi titulada atraves do protocolo descrito na NBR 5761;
(1984); a alcalinidade total titulada de acordo com Eaton et al. (2005); a concentracao
de CO; foi calculada com o software Analysis Salt® (Timmons; Ebeling, 2010). O pH,
OD e a temperatura, foram mensurados com auxilio de um equipamento multipardmetro
digital portatil (Instrutherm modelo PH-1500). A aménia nitrogenada total (TAN) foi
determinada de acordo com Unesco (1983) e a concentracdo de amonia nao-ionizada foi

calculada de acordo através da formula proposta por Ostrensky et al. (1992) (Figura 6).

Figura 6- (1) Titulagdo para determinacdo da alcalinidade; (2) titulacdo para
determinacdo da dureza; (3) analise de OD, temperatura e pH; (4) anélise de TAN por
espectrofotometria; (5) espectrofotbmetro utilizado nas leituras.

3.6. Respostas secundarias de estresse

A concentracdo de glicose sanguinea foi aferida imediatamente apo6s a coleta
(medidor automéatico ACCU-CHEK). Para a verificagdo da osmolalidade plasmatica o
sangue foi centrifugado por 5 minutos a 5.000 rpm a 4° C e congelado a - 20 °C até o

momento das analises em osmdmetro de pressao de vapor (Figura 7).
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Figura 7- (1) Leitura de glicose; (2) centrifuga para separacao do plasma;
(3) osmbémetro de presséo de vapor.

3.7. Homogeneizacao dos tecidos

Os tecidos foram pesados e homogeneizados em tampao constituido de Tris-
HCI (100 mM, pH 7,75) mais EDTA (2 mM) e Mg®* (5 mM), todos dissolvidos em 4gua
MilliQ. Considerando a relagdo 1:5 — peso da amostra (g)/volume de tampédo (mL),
calculou-se o volume de tampéo a ser adicionado em cada tecido para assim submeté-
los a0 homogeneizador, que através de acdo mecanica promoveu a homogeneizacdo dos
tecidos (Amado et al., 2009; Amado et al., 2011) (Figura 8).

Figura 8- (1) Pesagem dos tecidos em balanca de analitica de precisdo; (2)
homogeneizacdo dos tecidos; (3) etapa de centrifugacdo do homogeneizado; (4) disposicdo
do pellet e do sobrenadante apés centrifugacéo.

Em seguida, os tecidos homogeneizados foram centrifugados a 10.000 x g
durante 20 minutos a 4° C e o sobrenadante reservado para todas as medic¢Ges descritas
a baixo (Figura 8). De antemédo, determinou-se o contetdo de proteina total pelo método
do Biureto (A = 550 nm) com Kit de Proteinas Totais Doles, em triplicata, utilizando um
leitor de microplacas (BioTek LX 800) (Amado et al., 2009; Amado et al., 2011)
(Figura 09).
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Figura 9- (1) Kit de Proteinas Totais Doles; (2) placa transparente de fundo chato
montada; (3) fluorimetro Thermo Plate.

3.8. Determinacéo da capacidade antioxidante total

A competéncia antioxidante de cada 6rgdo foi determinada através de um
método que determina a capacidade antioxidante enzimatica e ndo enzimatica contra o
radical peroxil, de acordo ao protocolo descrito por Amado et al. (2009). Este método
consiste na determinacdo ROS em amostras de tecidos tratados, ou ndo, com 2,2- azo-
bis-2-metilpropianoamidinadihidrocloreto (ABAP), que sob termdlise promove a
producdo radicais peroxil.

Para isso, utilizou-se tampdo de reacdo contendo 0,3575 ¢ de &cido
etanosulfénico, 4,2-hidroxietil piperazina-1 (HEPES), 0,7455 g de cloreto de potassio
(KCL) e 0,0102 g de cloreto de magnésio (MgCl,) diluidos em 50 mL de agua MilliQ
em pH ajustado para 7,2. Apenas no momento da dosagem preparou-se solucédo de 2,7
diclorofluresceina (H,DCF-DA), misturando 0,5 mg deste em 4,275 mL de etanol
100%. Do mesmo modo, preparava-se solu¢cdo de ABAP, adicionando-se 0,0271 g deste
em 2,5mL de 4gua MilliQ.

Previamente a esta analise, fixou-se 2,0 mg de proteina do extrato das amostras
por mL de tampdo de homogeneizacdo. Posteriormente preenchia-se cada poca da
microplaca branca com 127,5 pl de tampé&o de reacdo, 10 ul de extrato de tecido diluido
(2,0 mg/mL), 7,5 pl de &gua MilliQ para a area sem ABAP e 7,5 ul de solugdo ABAP
para a area com ABAP, visto que este produz radicais peroxil. Logo em seguida,
acrescentava-se 10 ul de solucdo de H,DCF-DA em todas as pocgas, o qual na presenca
de ROS origina um fluorocromo (0 que permite sua quantificacdo), para assim
imediatamente iniciar a leitura de fluorescéncia em comprimento de onda de 488 nm

para excitagcdo e emissdo sob temperatura de 37 °C, registrando-se 0 tempo zero, além
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de seis leituras com duracéo de cinco minutos cada em fluorimetro de placas (Victor 2,
Perkin Elmer) (Figura 10).

Figura 10- Protocolo ACAP: leituras em seis se¢Oes de cinco
minutos incluindo o tempo zero.

Em suma, esta técnica mede a competéncia do tecido em neutralizar ROS,
considerando o conjunto de defesas antioxidantes enziméticas e ndo enzimaticas. Assim,
calculou-se a producdo total de fluorescéncia agregando as unidades de fluorescéncia
(UF) ao longo do tempo da medicao, seguidas o ajuste dos dados UF para uma funcao
polinomial de segunda ordem. E importante mencionar que a érea relativa designa a
capacidade antioxidante total em que, quanto menor a area relativa maior a capacidade
antioxidante. Portanto, o calculo de competéncia antioxidante foi efetuado a partir da
formula:

ROS &rea com ABAP- ROS drea sem ABAP)
ROSéarea sem ABAP

ca=!

3.9. Determinacéo dos niveis de peroxidacéo lipidica

A peroxidacdo lipidica foi mensurada através do método fluorométrico descrito
por Oakes e Van Der Kraak (2003), que consiste na reacdo do malondialdeido (MDA) —
fruto da deterioracdo de lipidios peroxidados — com o acido tiobarbitdrico (TBA) que
quando condicionado a elevadas temperaturas e acidez, resulta em um cromdgeno que
pode ser quantificado por fluorimetria.

Ademais, esta metodologia determina a fluorescéncia de uma curva padrao de
malondialdeido e das amostras. Esta curva € composta por doze pontos (25; 12,5; 6,25;
3,125; 1,5625; 0,78; 0,39; 0,195; 0,0975; 0,04887; 0,0243 e 0,0121 nmol de TMP)
alcancada através da diluigdo de 1 mL da solucdo mae de 1,1,3,3-tetramethoxypropano
(TMP) (5ul de TMP em 25 mL de agua MilliQ) em 1mL de agua MilliQ, que finalmente
é vortexada para posterior tomada de 1 mL desta mistura para diluigdo em outro tubo
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contendo também 1 mL de &gua MilliQ, repetindo-se este procedimento até a obtencéo
de todos os pontos da curva.

Para efetuar esta dosagem previamente foram preparadas solugdo estoque de
hidroxitoluenobutilado (BHT) elaborada a partir de 15,5 mg de BHT diluido em 50 mL
de etanol; solucdo de &cido acético a 20% com pH ajustado a 3,5; solugdo de dodecil
sulfato de sddio (SDS) a 8,1% (4,05 g de SDS em 50 mL de &4gua duplamente destilada
—ddH,0), o qual é um detergente que promove a extracdo do malondialdeido; solucéo
de &cido tiobarbiturico (TBA) a 0,8% (0,4 g TBA em 50 mL ddH,0). A solu¢do de TBA
era preparada a cada dosagem realizada (ndo sendo armazenada ao final das atividades),
sendo exposta a alta temperatura a fim de dissolver o TBA, deixando-a atingir

temperatura ambiente para ser utilizada.

4
A0
HOOOO
1OO0O0
HOOOO
ROOOO
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10000
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Figura 11- (1) Banho Maria a 95 °C para aquecimento dos tubos; (2) bateria apds
banho maria; (3) Disposicdo da fase aquosa e alcodlica ap6s centrifugacdo; (4)
Montagem da microplaca branca em capela; (5) Microplaca montada; (6) Leitura em
fluorimetro - protocolo TBARS.

A montagem das baterias em tubos de vidro foi feita do seguinte modo: em
duplicata adicionou-se 41,2 pl de cada ponto da curva e 10 pl do extrato
homogeneizado. Em seguida acrescentou-se 20 pl da solugédo estoque de BHT apenas
nos tubos que continham amostras. Na sequéncia 150 pl da solucéo de acido acético a
20%, 150 pl da solugdo de TBA 0,8%, 50 ul de agua MilliQ e 20 ul da solugdo de SDS
8,1%. Logo em seguida, os tubos foram cobertos com papel aluminio e agitados em
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vOrtex para depois serem aquecidos em banho maria a 95 °C durante trinta minutos
(Figura 11-1).

Posteriormente os tubos descansavam 10 minutos para atingir temperatura
ambiente, para assim acrescentar 100 pl de agua MilliQ em cada tubo e logo transferir o
contetdo para tubos eppendorffs com volume util de 1,5 mL, os quais em capela
recebiam 500 pl de n-butanol para depois serem vortexados e centrifugados a 3000 x g
por dez minutos a 15 °C, favorecendo a separacdo da fase aquosa e da fase alcodlica
(Figura 11- 2 e 3).

Para montagem da microplaca (branca), de cada eppendorff transferia-se 150 pl
da fase organica (sobrenadante), sendo que cada tubo preenchia duas pocas. Por fim,
inseria-se a microplaca no fluorimetro para a efetuacdo da leitura em comprimento de
excitacdo de 520 nm e emiss@o de 580 nm (Victor 2, Perkin Elmer). Os resultados sdo
expressos em nmol de equivalentes de TMP por mg de tecido fresco (Figura 1l —4,5¢e
6).

4. Estatistica

Os dados dos diferentes parametros coletados no transporte foram analisados
através de ANOVA de duas vias seguido pelo teste de comparacdo de médias de
Newmann-Keuls, sendo um fator a concentragdo de oxigénio dissolvido e outro fator o
tempo de transporte. Previamente, avaliou-se 0s pré-requisitos de normalidade e
homocedasticidade, sendo aplicadas as transformacdes logaritmicas quando necessarias.
Os dados sao apresentados como média e erro padrdo da média (£) e em todos 0s casos

foi utilizado um nivel de significancia de 5%.

5. RESULTADOS

Durante o transporte e ao final do mesmo, nenhuma mortalidade foi observada
em quaisquer dos tratamentos de oxigénio dissolvido e tempos de transporte

experimentado pelos animais.

5.1. Qualidade da agua apos o transporte

Todos os dados relativos a qualidade da agua no pos-transporte de acari bola

estdo sumarizados da Tabela 3.
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A concentracdo de amonia total nos sacos transportados por 3 e 6 h em normoxia
ndo diferiram em relacdo aos transportados em HM e HS pelo mesmo tempo. Este
composto nitrogenado aumentou em funcdo do tempo na agua normoxica e foi
significativamente maior (P < 0,05) ao final de 12 e 24 h em comparag&o aos transportes
em normoxia de menor duragdo. E, o grupo HM e HS ndo apresentaram diferencas
significativas entre si dentre seus diferentes tempos, ambos acumulando em 24 h uma
menor (P < 0,05) concentracdo de TAN em relacdo aos peixes sob normdxia no mesmo
periodo.

As concentracdes de OD ao final do transporte ndo foram diferentes (P > 0,05)
em norméxia e HM em funcdo do tempo, mas estes dois grupos foram
significativamente diferentes (P < 0,05) em comparacdo ao grupo HS, sendo

consequéncia direta dos protocolos de adicdo de oxigénio adotados.

A alcalinidade total e a dureza da agua néo diferiram (P > 0,05) em func¢éo dos
protocolos de adigdo de oxigénio utilizados ou tempos de transporte, podendo-se notar
inclusive semelhanca entre os valores dessas variaveis no pos-transporte. Os valores
médios de pH e temperatura também ndo apresentaram diferencas significativas (P >
0,05). Por fim, a concentracdo de CO; na agua esteve elevada em todos os tratamentos
de OD e tempos de transporte, mantendo-se inalterada, assim como a concentragédo de
N-NH3, porém apresentando valores extremamente baixos e também sem diferencas

significativas (P > 0,05).

19



Tabela 3- Parametros de qualidade da agua no transporte de acaris bola, P. oligospila
por diferentes tempos e em distintas concentraces de oxigénio.

Normoxia 13mgL* 23mg L*
AT 6,05 + 0,2
oH 03h 55+0 56+ 0,1 55+0
pT 06h 55+0,2 53+0,1 5,6+ 0,1
12 h 56+0,1 55+0 56+ 0,1
24 h 6,0+0 5,6+ 0,1 5,8+ 0,1
AT 26,6+ 1,9
Alcalinidade 03h 275 +25 25 +2.8 28,3 +1,6
(mg CaCO; L) DT 06h 233 +16 41,6 +16,9 30 +2,8
12 h 26,6 +1,6 25 +2.8 216 4,4
24 h 35+ 8,6 35+28 33,3+ 1,66
AT 24,77 £ 3,2
Dureza 82 E 2356 i302 2332 . 8 3 gig . ji
-1 t3, o9 0, o 4,
(mg CaCOsL™) DT 151 353129 343 +2.9 206 +3.7
24 h 336+1,2 27,3+35 233+24
AT 26,39+ 0,0
03h 2515+04 25,2 + 0,03° 25,4+ 0,1
T (°C) pT 06h 252604 26 +0,17%° 25,9 + 0,05
12 h 26 + 0,06 26,3+ 0,14° 26,1 + 0,08
24 h 25,7+0,1 25,6 + 0,142 25,7 + 0,06
AT 753+0,1
oD 03h  3,1+0,04° 75+3,7° 14,9 +1,8"
(mg L) or 06 h 2,6+0,2° 9,6 +0,9° 18,1 +1,7%
g 12h  2,8+0,28 9.9+14°8 173 +12°
24h  2,9+0,03° 7,3+1,0° 16,4 +2,9*
AT 92,3 + 59
co 03h  2335+225 154 + 38,9 240 + 14,5
(mg |_2‘1) pT 06h 3236:1804  473,6+113.2 204 + 70
12 h 176 + 56,3 209,3 + 23,6 124,6 + 25,9
24 h 93 + 23 237 + 79,4 156 + 69,6
AT 0,31 + 0,03
TAN 03h 1,4+ 0,52 2,6+0,6 43+0,2
(mg LY pr 06h 2,3+0,3° 2,3+0,2 3,9+0,8
12 h 6,8 +1,7° 50+0,6 4,2+0,9
24h  10,9+22% 6,4 +0,3% 6,7+1,3°
AT 0
N-NH 03h  0,0003+0 0,0007 = 0 0,0008 + 0
(Mg L_i) pT 06h  00007+0 0,0003 + 0 0,0015 + 0
12h  0,0027+0 0,0010 + 0 0,0013 + 0
24h  0,0067 £0 0,0021 + 0 0,0031 + 0

Antes do transporte (AT) e depois do transporte (DT). Quando presentes, letras
mindsculas ou mailsculas diferentes nas colunas ou linhas, respectivamente, sao
significativamente diferentes pelo teste de Newmann-Keuls (P < 0.05), n = 3.
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5.2. Respostas secundarias de estresse
A tabela 4 a seguir apresenta os dados de glicemia e osmolalidade medidos antes

e apods os diferentes tempos de transporte e tratamentos de OD. Para ambas as variaveis,
ndo foram detectadas diferencas significativas (P > 0,05) entre os valores basais e 0s
diferentes tratamentos e tempos testados.

Tabela 4- Glicose sanguinea e osmolalidade plasmatica de acari bola transportado em
diferentes concentracdes de O, por diferentes tempos.

[O,] Tempos de transporte (h)
3h 6h 12 h 24 h
Glicose (mg/dL)
Basal 13,0£0,7
Normoxia 23,75+45 31,0+ 3,6 246 £1,2 21,7+2,1
13mgL* 28,2140 27,0+ 3,3 20,2+ 2,0 28,7+5,1
23mg L* 325+3,6 20,4+ 3,6 18,2+0,9 24,33+ 54
Osmolalidade (mOm/kQ)
Basal 27849
Normoxia 266,8 + 14,2 308,1 +£13,6 323,5+15,2 2995+7,5
13mgL* 283,0+13,5 2955+ 7,7 331,015 325,227
23mg L™ 259,2+£10,3 296,6 = 4,2 307 +10,1 295,71+ 4,9

N&o houve diferencas significativas em funcdo dos diferentes tempos de transporte
ou concentracdes de OD apds teste de Newmann-Keuls (P < 0,05), n = 6.

5.3. Capacidade antioxidante total contra radical peroxil (ACAP)

O figado apresentou menor competéncia antioxidante (maior area relativa) em 6
h nos peixes sob HS quando comparado aos animais em norméxia no mesmo tempo.
Também se observou maior ACAP em 6 e 12 h no grupo normoxia e menor ACAP em
24 h no mesmo tratamento de OD. Em HM ap6s 24 h de transporte este parametro
apresentou aumento significativo na area relativa do que os peixes sob a mesma
concentracdo de OD em 12 h. Por fim, HS em 24 h apresentou menor ACAP em relagéo

aos animais na mesma concentragdo de OD em 3 h (Figura 12).
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Figura 12- ACAP no figado de P. oligospila transportados em diferentes
tempos e concentragfes iniciais de O,. Tratamentos seguidos de letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Newmann-Keuls (P <

0.05).

No musculo ndo houve diferencas significativas entre as concentracdes de O,
dentro dos mesmos tempos de transporte. Mas, nos animais em normoxia observaram-se
oscilacbes pontuais ao longo dos tempos de transporte. Porém, em 12 h a competéncia
antioxidante dos grupos norméxia e HM aumentaram em comparagdo aos mesmos
tratamentos de OD em 6 h. Mas em 24 h esses mesmos grupos voltaram a reduzir a
ACAP em relacdo aos peixes em 12 h. E, em 24 h o grupo HS reduziu a ACAP em

relacdo ao mesmo tratamento de OD em 12 h de transporte (Figura 13).
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Figura 13- ACAP no masculo de P. oligospila transportados em diferentes
tempos e concentragdes iniciais de O,. Tratamentos seguidos de letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Newmann-Keuls

(P<0.05).
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Nas branquias o grupo normoxia apresentou diferengas significativas entre a
ACAP em 3 h e 6 h, bem como em 12 e 24 h no mesmo tratamento de OD. Para 0s
acaris bola sob HM néo foram detectadas diferencas significativas em todos os tempos
de transporte. E, em relacdo ao grupo HS em 3 h a ACAP reduziu (P < 0.05) apds 6 e 12
h de transporte sob 23mg/L . Contudo, em 24 h o grupo HS n&o diferiu (P > 0.05) do

mesmo grupo nos menores tempos de transporte (Figura 14).
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Figura 14- ACAP em branquias de P. oligospila transportados em diferentes
tempos e concentragdes iniciais de O,. Tratamentos seguidos de letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Newmann-Keuls (P <
0.05).

Em adicdo, nas 12 h de transporte os peixes em HS apresentaram competéncia
antioxidante significativamente (P < 0.05) reduzida quando comparados aos animais em
normoéxia e HM no mesmo tempo (Figura 14).

O cérebro dos peixes em normoxia apos 3 h de transporte demonstraram perda
de competéncia antioxidante em relacdo aos peixes em HM e HS no mesmo periodo
(Figura 15). Mas, partir de 6 h a ACAP neste tecido aumentou consideravelmente nos
peixes em normoéxia em relacdo ao mesmo tratamento de OD em 3 h, néo diferindo (P >
0.05) dos que estavam sob HM e HS no mesmo tempo, seguindo um padréo semelhante
até 12 h apos o transporte. Entretanto, apds 24 h de transporte os peixes em normdxia
tiveram sua ACAP aumentada em relacdo aos animais em HS no mesmo periodo

(Figura 15).
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ACAP Cérebro
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Figura 15- ACAP no cérebro de P. oligospila transportados em diferentes
tempos e concentragdes iniciais de O,. Tratamentos seguidos de letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Newmann-Keuls (P <

0.05).

5.4. Lipoperoxidacéo lipidica (TBARS)

No figado os diferentes niveis iniciais de OD ap6s 3 h de transporte nédo

determinaram variacao significativa de TBARS dentro do mesmo tempo de transporte,

exceto apds 6 h onde verificou-se que os niveis de lipoperoxidacdo no tratamento HS

estavam reduzidos (P < 0,05) em relacdo ao tratamento em normdxia no mesmo tempo.

N&o houve alteracdo (P > 0,05) nas concentra¢des de TBARS em animais transportados

em normoéxia em funcdo do tempo. O tempo de transporte de 12 h no tratamento HM

determinou TBARS mais elevado (P < 0,05) em comparacdo aos mesmos tratamentos

de OD apds 6 ou 24 h de transporte (Figura 16)
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Figura 16- Concentracdo de MDA no figado de P. oligospila transportados em
diferentes tempos e concentragdes iniciais de O,. Tratamentos seguidos de
letras diferentes indicam diferencgas significativas pelo teste de Newmann-

Keuls (P < 0.05).
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Todavia, no musculo a concentracdo de TBARS foi consideravelmente menor

em 12 h de transporte (P < 0.05) nos peixes submetidos a HS quando comparado ao

grupo normoéxia no mesmo tempo. E, nos demais tempos de transporte e respectivas

concentragOes de oxigénio testado ndo foram encontradas diferengas significativas (P >

0.05) (Figura 17).
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Figura 17- Concentracdo de MDA no musculo de P. oligospila transportados
em diferentes tempos e concentracgdes iniciais de O,. Tratamentos seguidos de
letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Newmann-

Keuls (P < 0.05).

Nas branquias ndo foram verificadas diferencas significativas no conteido de

TBARS entre as diferentes concentracbes de O, testadas ao longo dos tempos de

transporte (P > 0.05) (Figura 18).

TBARS Branquias

£ 154

2

2

o

S 1.0

o a

£ b

g a a a 2 a a

= 05{p b ad b by

s ’J_‘ 2 ﬁ b b a

- b

: e [T

E oo |L| - . ﬁ
3.0 6.0 12.0 24.0

Tempo de transporte (h)

1 Normoxia
3 13 mg/L"
= 23 mglL"

Figura 18- Concentracdo de MDA em branquias de P. oligospila transportados
em diferentes tempos e concentragdes iniciais de O,. Tratamentos seguidos de
letras diferentes indicam diferencgas significativas pelo teste de Newmann-

Keuls (P < 0.05).
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No cérebro ndo foram observadas alteragdes significativas (P > 0,05) nos niveis
de peroxidacdo lipidica independentemente dos niveis de OD iniciais nos sacos ou do
tempo de transporte, mantendo-se semelhantes entre si em todas as situacGes impostas

(Figura 19).

TBARS Cérebro

£ 154 a
2 a 1 Normoxia
g =3 13 mg/L"
5 10 2 3 23 mg/L’
(=] a
£ a a a
< a
s o054||% a a
© a
©
: ]
c 0.0 T T T T
3.0 6.0 12.0 24.0
Tempo de transporte (h)

Figura 19- Concentracdo de MDA no cérebro de P. oligospila transportados
em diferentes tempos e concentragdes iniciais de O,. Tratamentos seguidos de
letras diferentes indicam diferencgas significativas pelo teste de Newmann-
Keuls (P < 0.05).

6. DISCUSSAO

A maioria dos parametros de qualidade de agua monitorada ndo sofreu alteracdes
significativas em funcdo dos tempos de transporte ou das condicdes iniciais de
oxigenacdo da agua. Outros estudos relativos a transporte de peixes também relatam
situacdo similar a alcalinidade, dureza, pH e temperatura (Carneiro et al., 2009;
Zeppenfeld et al., 2014; Garcia et al., 2015). As exce¢des foram as concentracfes de
OD, que ao final do transporte correspondiam de forma coerente as concentracfes
padronizadas no inicio das embalagens.

Mesmo ndo determinando o consumo de oxigénio, aparentemente este se
manteve em taxas minimas ao decorrer dos tempos de transporte, independente dos
tratamentos de OD. De acordo com Wedemeyer (1996), em condicGes hiperdxicas 0s
peixes reduzem a ventilagdo normal nas branquias e diminuem o débito cardiaco,
sofrendo com a elevacédo acentuada de CO, no sangue arterial em funcdo do aumento da
producdo metabdlica desta forma de carbono inorgénico. Para compensar a hipercapnia

0 sistema de tamponamento do sangue aumenta a concentracdo de bicarbonato (HCO3)
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no plasma. Em situacdo inversa, isto é, em baixas concentragcbes de O, 0s peixes
também reduzem o consumo deste gas aumentando também a producdo de COy,
recorrendo a mecanismos adaptativos, como por exemplo, depressdo metabdlica
(metabolismo anaerdbico). E, quando o organismo ndo consegue reverter este quadro,
pode ser levado a morte por asfixia (Kutty, 1987). No entanto, no presente trabalho ndo
foram detectadas mortalidades.

Segundo Fivelstad et al. (2003) o oxigénio supersaturado, a limitada renovacgéo
de agua e elevadas densidades favorecem o acimulo de CO,, o qual reage com a agua
promovendo a reducdo do pH. Portanto, altas concentragdes de CO, podem ter efeito
direto e indireto sobre a fisiologia dos peixes, j& que interage com o sistema tampéo de
HCO;3 e afetando o pH (equilibrio acido-base) sanguineo, bem como o equilibrio
hidromineral. Comparando com a concentracdo segura de 1-10 mg/L™ de CO, livre
recomendada pela literatura para sistemas de producéo (S4, 2012), a quantidade de CO,
estimada na &gua de transporte do presente estudo pode ser considerada absurdamente
elevada.

O aumento da amdnia na agua de transporte decorre principalmente do
metabolismo dos peixes e da acdo bacteriana sobre residuos excretados pelos animais na
agua (Berka, 1986; Ip et al., 2001). Neste meio, a amonia estd presente na forma
ionizada (NH," ou ion aménio) e n&o ionizada (N-NHs") e, quando somadas constituem
a amonia total (Baldisserotto, 2013). A aménia N-NH;3 é considerada a mais toxica em
funcdo de sua natureza lipofilica, que lhe permite permear através das membranas
biolégicas com mais facilidade (Ip et al., 2001; Randall; Tsui, 2002; Ip; Chew, 2010;).

Sabe-se que a toxicidade da aménia € influenciada diretamente pelo pH da agua
e em menor proporc¢do pela temperatura e salinidade (S&, 2012; Baldisserotto, 2013). No
presente estudo, ao final de todos os tempos de transporte, 0 pH manteve-se &cido em
quaisquer dos tratamentos de OD e, por isso, a acumulo de N-NH3; foi minimo em todas
as situacOes testadas, ndo oferecendo riscos aos peixes ja que o valor letal de aménia
toxica é 0,20 mg/L™ (Moro et al., 2013). Mas, ao contrario da aménia n&o ionizada, a
TAN se acumulou significativamente nos grupos sob normoxia em 12 e 24 h. Isto
porque, quando o pH é &cido ocorre um descolamento do equilibrio das formas de

amonia no sentido de produzir ions hidroxilas e, combinada a excrecdo de compostos
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nitrogenados ao longo do tempo, a concentragdo da forma ionizada e atoxica NH** se
elevou (Sa, 2012).

Entretanto, em ambos os tratamentos hiperéxicos mesmo sob pH acido e
temperatura inalterada, a TAN manteve-se em menores concentracbes quando
comparados ao grupo normoxia. A literatura explica que o oxigénio pode participar de
processos biologicos que promovem a oxidacdo da amonia. Contudo este mecanismo
estd bem descrito para o processo de nitrificacdo em sistemas de producéo viabilizado
por bactérias nitrificantes que oxidam amdnia a nitrito (NO;") e por fim a nitrato (NO3’)
(S4, 2012).

A soma de todos os fatores discutidos acima ndo afetou os parametros de
respostas secundarias de estresse apos transporte. Ranzani-Paiva e Silva-Souza (2004),
afirmam que os niveis de glicose sanguinea estdo intrinsecamente ligados ao modo de
vida e atividade metabodlica, sendo que peixes mais ativos geralmente apresentam
maiores niveis de glicose. Neste trabalho, o acari bola apresentou baixos niveis de
glicemia, mantendo-se inalterada antes e ao longo do transporte, sugerindo baixa
atividade metabolica. Neves (2011) caracterizando parametros hematoldgicos de
diferentes acaris, registraram menor glicemia para esta mesma espécie (50,28 + 8,8
mg/L™") comparada com acari pleco (Cochilodon sp.) (64,17 + 26,9 mg/L™"). A
osmolalidade plasmaética, indicador de distirbio osmorregulatério, ndo apresentou
diferencas significativas durante os tempos de transporte. De modo similar, a perca
europeia (Perca fluviatilis), L., ndo apresentou diferencas significativas na osmolalidade
ao final de 4 h de transporte (Acerete et al., 2004).

Sabe-se que a hiperoxia estimula a geracdo de ROS (Lushchak; Bagnyukova,
2006), a qual quando em excesso sobrecarrega a capacidade antioxidante dos
organismos, prejudicando seu sistema de defesa antioxidante e favorecendo danos
oxidativos em moléculas (Jones, 2006; Sies, 1993). A maioria das publicacdes que
investigam o estresse oxidativo em organismos aquaticos se concentra nos efeitos de
xenobidticos sobre atividade de enzimas antioxidantes e de danos oxidativos (Atli et al.,
2016; Qu et al., 2014; Souid et al., 2013; Trevisan et al., 2014; Srikanth et al., 2014) ou
sobre os efeitos da hipOxia/anoxia e reoxigenacdo sobre o sistema de defesa
antioxidante e mecanismos de adaptacdo metabolica (Li et al., 2016; Feng et al., 2016;
Welker et al., 2012; Filho et al., 2005; Lushchack et al., 2005b; Lushchack et al., 2001)
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e, em menor escala para as implicagbes de condicBes hiperdxicas sobre danos
oxidativos e defesas antioxidantes em peixes (Lushchak; Bagnyukova, 2006),
dificultando a comparacéo e discussdo de resultados, ainda mais no caso de transporte
envolvido. Apesar disso, ja € bem conhecido que 0s organismos aquéaticos fazem ajustes
nas defesas antioxidantes para manter ROS em niveis controlados sob tal condigéo,
assim como as espécies adaptadas a microambientes hiperdxicos (Welker et al., 2013).

Em juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), por exemplo, apés
exposicdo & hiperoxia durante 4 h (> 40 mg de O, L™), observou-se elevacdes
transitorias em antioxidantes nas branquias e no figado, além de uma reducdo nos
marcadores de estresse oxidativo (Ritola, 2002). No figado de P. oligospila a
competéncia antioxidante foi menor no grupo HS do que nos peixes sob normoxia em 6
h de transporte, mas em 24 h a ACAP diminuiu neste ultimo grupo. Ja nas branquias, a
ACAP reduziu nos peixes sob HS apds 6 h de transporte em comparagdo a0 mesmo
tratamento de OD em 3 h, assim como em 12 h, onde os animais diminuiram a ACAP
inclusive quando comparados aos peixes sob normdxia e HM no mesmo tempo.

Por outro lado, o musculo dos acaris bola em normoxia apresentou oscilagdes na
capacidade antioxidante, que em teoria pode ser atribuido aos ritmos circadianos, tendo
em vista que P. oligospila é uma espécie demersal pacifica e, portanto, as varia¢cdes na
competéncia antioxidante provavelmente seguiram o ritmo de consumo de oxigénio e de
atividade dos animais ao decorrer dos diferentes horarios em que cada lote foi
transportado, assim como observado previamente em espécies de peixes e caranguejos
(Vatine et al., 2011; Maciel et al., 2010, 2004). Contudo, observou-se também que em
24 h os animais em HS diminuiram sua competéncia antioxidante, quando comparado
aos tempos de transporte anteriores para 0 mesmo tratamento de OD.

Em comparacdo aos tecidos discutidos anteriormente, o cérebro de P. oligospila,
apresentou menor competéncia antioxidante em 3 h de transporte nos peixes sob
norméxia. No cérebro de goldfish (Carassius auratus) expostos a hiperoxia (18-20
mg/L de O;) a glutationa-S-transferase foi a Unica enzima que manteve atividade em
niveis intermediarios durante 3, 6 e 12 h, ndo diferindo do controle normoxia.
Entretanto, aumentou cerca de 70% neste tecido em 36 h de recuperagdo (Lushchak et
al., 2005a).
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Segundo Welker et al., (2013) cada espécie de peixe desenvolve sua estratégia
de adaptacdo a condigdes adversas. Alguns por exemplo, melhoram seu sistema de
defesa antioxidante quando em condig¢des hiperoxicas ou sob quaisquer condi¢fes que
favorecam a producdo de ROS. Assim, de alguma maneira os acaris bola em normoxia
aumentaram a ACAP no cérebro em 6 h de transporte e, do mesmo modo o fizeram no
grupo sob normoxia em 24 h de transporte em comparacao aos peixes em HS no mesmo
periodo. Entretanto, ndo se descarta a possibilidade de tal resultado ser fruto do ritmo
circadiano de P. oligospila (Vatine et al., 2011; Maciel et al., 2010, 2004).

Os acaris bola apresentaram concentracdo de TBARS semelhante entre os seus
tecidos, diferindo algumas vezes no tempo em que ocorreram 0S menores niveis de
LPO. Lushchak et al. (2005a) observaram em C. auratus que o nivel de lipoperoxidacao
(TBARS) aumentou no figado e no musculo ap6s 3 h de exposicdo a hiperoxia, mas nos
demais tempos (6 e 12 h) o contetdo de TBARS caiu em todos os 6rgdos (incluindo o
rim e o cérebro) para niveis bem abaixo dos valores do controle, mantendo-se reduzido
durante o periodo de recuperacdo. Segundo estes autores, a elevacdo da atividade da
GST no figado foi a possivel responsavel pela seguinte diminuicdo no conteddo de
TBARS neste tecido, embasando tal afirmacéo através de uma forte correlagdo negativa
entre o nivel de TBARS e atividade de GST no figado, refletindo a importancia desta
enzima sobre a decomposicédo de residuos aldeidicos da peroxidacéo lipidica.

O cérebro e figado possuem elevado potencial para a producdo de ROS, que
parece ser eficientemente contrabalanceado por poderosos mecanismos de detoxificagcdo
e reparacdo de lipideos e proteinas danificados (Lushchak; Bagnyukova, 2006). No
figado de P. oligospila as concentracdes de TBARS diminuiram em 6 h de transporte
nos peixes em HS quando comparado com agueles em normoxia e, ainda apresentou
menor contetdo de TBARS quando comparado entre os diferentes tempos de transporte
no mesmo tratamento de OD. Mas em HM ap6s 12 h de transporte, o conteddo de
TBARS aumentou consideravelmente no mesmo tratamento de OD em relacdo a 6 e 24
h de transporte.

De modo semelhante, no musculo o conteudo de TBARS também foi menor nos
peixes sob HS, porém este evento ocorreu apenas em 12 h de transporte.
Interessantemente, nas branquias o nivel de LPO também foi menor no grupo HS em 6

h, apesar de ndo detectadas diferencas significativas entre este e os demais grupos. Por
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fim, o cérebro apresentou baixos contetudos de TBARS que n&o se alteraram no decorrer
dos tempos avaliados.

De acordo com Lushchak et al. (2005a), a supressdo de produtos oriundos do
dano oxidativo lipidico é uma das mais rpidas respostas a condi¢des hiperoxicas,
podendo ser resultado de um rapido aumento na regulacdo de uma ou mais defesas
antioxidantes, o que coincide com os resultados observados para acaris bola. Neste
sentido, em P. oligospila os tecidos que apresentaram maior competéncia antioxidante
em todos os tempos de transporte foram as braquias e o musculo, tanto em normdxia
quanto em ambas as condi¢Bes hiperoxicas. E, ndo por acaso, também observou-se
menor contetdo de TBARS nestes tecidos em contraste ao verificado no cérebro e
figado.

Neste contexto, GST parece ser uma das principais enzimas antioxidantes
envolvidas na resposta a condi¢des hiperdxicas (Lushchak et al., 2005a), j& que catalisa
conjugados de uma vasta variedade de compostos estranhos a glutationa, responsavel
pela detoxificacdo de xenobidticos e aldeidos produzidos via peroxidacdo lipidica
(Huber et al., 2008). Neste sentido, é provavel que a GST tenha atuado convertendo
produtos da LPO em espécies ndo toxicas reduzindo a concentragdo de TBARS nos
orgdos de P. oligospila (Hermes-Lima, 2004).

Por outro lado, o aumento da producdo do radical O,” em funcdo da hiperoxia
(Turrens et al., 1982) promove alteraces marcantes na SOD (superdxido dismutase)
(Finne et al., 2008; Olsvik et al, 2006; Ritola et al., 2002; Lygreen et al., 2000), a qual é
uma resposta adaptativa com papel de contrapesar o aumento da producgdo daquela
espécie reativa nos seus sitios de formacdo (Marcon, 1996; Halliwell; Gutteridge, 2007;
Halliwell; Gutteridge, 1989; Hermes-Lima, 2004). Marcon (1996) verificou elevada
atividade SOD no figado de tambaquis (Colossoma macropomum) aclimatados a
hiperdxia (presséo parcial de O, 348,00 = 12,07 mmHg). Mas em acara-agu (Astronotus
ocellatus) (pressdo parcial de O, 373,97 + 10,55 mmHg) nenhuma resposta
compensatéria foi manifestada pela SOD.

Mesmo ndo quantificadas a atividade da SOD e GST, possivelmente um ou mais
mecanismos de defesa antioxidante poderia estar sendo empregados pelos acaris bola

sob transporte em ambas as condic¢Ges hiperdxicas testadas. Ainda assim, prudéncia é
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fundamental quanto a generaliza¢Oes, pois as respostas de organismos de diferentes
habitos e habitats podem ser muito distintas quanto a sua natureza (Marcon, 1996).

Em suma, oscilacBes ocorreram na competéncia antioxidante de P. oligospila,
em especial no tecido muscular, mas esta se mostrou suficiente para a manutencéo dos
niveis de lipoperoxidacao de tecidos de branquias, cérebro e musculo sem que ocorresse
agravamento de dano lipidico em funcdo do tempo de transporte ou do nivel inicial de
oxigénio utilizado. E, mesmo quando a lipoperoxidacéo parecia se intensificar, como no
caso do figado, apesar de ter sido de forma pontual, esses mecanismos antioxidantes
foram eficazes para evitar dano lipidico significativo a medida que o transporte se
prolongou.

E importante ressaltar que o transporte sob hiperéxia favoreceu a qualidade da
agua por atenuar o acumulo de aménia. Uma vez que as concentracdes hiperoxicas
determinaram menores concentragdes de TAN ao final do transporte mais longo (24 h),
recomenda-se 0 uso de altas concentracfes de oxigénio em transporte de longa duragéo
para essa espécie. Mas, com base nos resultados obtidos para 0 grupo normdxia, pode-
se sugerir o transporte de acari bola em &gua inicialmente em normoéxia, sem adicao de
oxigénio puro nas embalagens por no méximo 24 h, levando em consideracgao que o pH

deve ser mantido em niveis pouco abaixo da neutralidade.

7. CONCLUSOES

Os parametros de qualidade da agua como alcalinidade, dureza e temperatura
néo se alteraram nas diferentes concentraces de OD e nos tempos de transporte, assim
como o pH. Em funcdo deste Gltimo parametro, as concentracfes de N-NH3 foram
minimas, proporcionando baixa toxicidade aos peixes. Apesar de elevadas, as
concentracdes de CO, ndo provocaram mortalidades. As concentracfes finais OD,
foram coerentes com a adicdo inicial de oxigénio puro as embalagens. Em adicéo, a
exposicdo a hiperdxia ao longo do tempo, ndo desencadeou perturbacdo nas respostas
secundarias de estresse, ratificando a rusticidade de P. oligospila quando submetidos aos
estressores aqui testados. Assim como, ndo implicaram, de modo geral, em estresse
oxidativo nessa especie, 0 que indica a presenca de um sistema de defesa antioxidante

eficiente no combate e eliminacéo de ROS.
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8. PERSPECTIVAS

Futuras pesquisas devem ser realizadas com intuito averiguar a relacdo entre a
disponibilidade OD e excrecdo de compostos nitrogenados. Considera-se também
importante estudar os mecanismos de adaptacao respiratdria de P. oligospila a diferentes
concentracdes de oxigénio, isto porque no presente estudo estes animais pareceram
controlar o consumo deste gas, ja que as concentracbes finais de OD na &gua

permaneceram equiparadas ao longo de todos os tempos de transporte.

Além disso, também é necessario elucidar os mecanismos existentes por detras
do panorama global fornecido pela capacidade antioxidante total contra radicais peroxil,
priorizando-se a determinacdo da atividade de enzimas como a GST e a SOD, as quais
podem ter sofrido ajustes para suportarem a adaptacdo de P. oligospila as condicGes
experimentais impostas. N&do se esgotando as perspectivas, a quantificacdo de possiveis
danos em proteinas é fundamental ja que produtos da oxidacdo podem interagir com
grupos sulfidrilas (-SH), por exemplo, favorecendo um ambiente redox pro-oxidante.
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ANEXOS

Anexo | — Viséo dorsal, lateral, ventral de Peckoltia oligospila, MCZ 62116, 136,1
milimetros SLR. Fotografado por J.W. Armbruster (2008).
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