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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo analisar provaveis alteragfes fisiologicas
relacionadas ao estresse de captura com espinhel em tubardes-lixa Ginglymostoma
cirratum capturados nas praias do Recife e Regido Metropolitana. Para tal, a dissertacédo
foi dividida em dois capitulos que abrangem técnicas diferentes para analise do estresse
de captura em tubarbes. No primeiro capitulo, foi analisada a resposta secundaria ao
estresse de captura a partir de uma metodologia ja bem estabelecida, por meio da analise
dos principais ions e metabolitos presentes no sangue. Os animais foram capturados
utilizando dois espinhéis langados préximo ao canal existente entre as praias de Boa
viagem, Piedade e Paiva. Diferencas significativas entre os animais capturados e o grupo
controle, mantidos em aquarios, foram encontradas apenas para 0s ions magnésio e calcio.
Em relacdo as diferencas sexuais nos animais capturados, apenas o metabolito lactato
mostrou diferenca significativa, tendo sido superior nas fémeas. O ion potassio, apesar de
também ter exibido indices superiores nas fémeas, ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante. J& no segundo capitulo, o objetivo foi identificar as células
sanguineas encontradas na circulacdo periférica de tubardes-lixa e utilizar parametros
hematol6gicos como a relacdo entre granuldcitos e linfdcitos, a contagem diferencial de
leucécitos e valores do hematdcrito como possiveis indicadores de estresse nesses
animais. Foram identificados eritrocitos, linfécitos, mondcitos, trombocitos e 0s
granuldcitos eosindfilos, neutrdfilos e heterofilos na circulacdo de tubarfes-lixa. Apenas
um basofilo foi encontrado. Houve significante aumento na relacdo granuldcito/ linfocito
(G/L) dos animais capturados em relacdo ao grupo controle. Os animais capturados
apresentaram maior proporcao de heterofilos e menor proporcao de linfdcitos, enquanto
0 grupo controle apresentou proporcdes inversas. As fémeas capturadas apresentaram
uma maior relacdo G/L e uma maior propor¢do de heterofilos, sugerindo uma resposta
mais acentuada ao estresse de captura. Apesar das alteracdes observadas nos animais
capturados, os tubarBes-lixa parecem apresentar uma capacidade elevada de resiliéncia a
situacOes de estresse causadas pela captura, uma vez que todos os animais capturados

apresentaram boas condic¢Ges apds sua liberacgéo.

Palavras-chave: elasmobranquios, pesca, hematologia, ferramentas fisioldgicas,

conservacao



ABSTRACT

This study aimed to analyze physiological changes related to the stress of capture
of nurse sharks Ginglymostoma cirratum caught by longline in the beaches of Recife. To
this aim, the dissertation was divided into two chapters covering different techniques for
the analysis of stress in sharks. In the first chapter, the secondary response to the stress of
capture was analyzed by a well-established methodology, including the analysis of major
ions and metabolites present in the blood. Significant differences between the animals
caught and the control group, kept in aquarium, were found only for magnesium and
calcium ions. With regard to sexual differences among the animals caught, the metabolite
lactate was significantly higher in females. The potassium ion, although not significantly
different, was also higher in females. In the second chapter, the objective was to identify
the blood cells found in the peripheral circulation of nurse sharks and, using
haematological parameters, such as the ratio of granulocytes and lymphocytes, the
differential leukocytes count and hematocrit values assess the level of stress in these
animals. The identified cells were erythrocytes, lymphocytes, monocytes, thrombocytes
and granulocytes (eosinophils, neutrophils and heterophils). Only one basophil was
found. There was a significant increase in the granulocyte/ lymphocyte (G/L) ratio in
captured animals in relation to the control group. The captured animals showed a higher
proportion of heterophils and a smaller proportion of lymphocytes, while the control
group showed the opposite trend. Captured females showed higher G/L and a larger
proportion of heterophils when compared with the captured males, suggesting a more
pronounced stress response to capture. In spite of the changes observed in the animals
caught, nurse sharks seem to have a high resilience to capture since all captured animals

were in good condition at gear retrieval.

Keywords: elasmobranchs, fishing, conservation, hematology, physiological tools,

conservation.
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INTRODUCAO GERAL

A Classe Chondrichthyes, que inclui a subclasse Holocephali (quimeras) e a
subclassse Elasmobranchii (tubardes e raias), possui atualmente cerca de 1.200 espécies,
entre as quais 50 espécies de quimeras, mais de 600 espécies de raias e quase 500 espécies
de tubardes, os quais estao, por sua vez, distribuidos em 10 Ordens, 60 Familias e 186
Géneros (COMPAGNO, 2001). Até o momento, na costa brasileira, sdo conhecidas 165
espécies de Chondrichthyes marinhos ja descritos ou em revisdo taxonémica, com 6
espécies de quimeras, 70 espécies de raias e 89 espécies de tubardes, distribuidos em 6
Ordens, 22 Familias e 43 Géneros (ROSA; GADIG, 2014).

Com uma histdria evolutiva de sucesso, datada do periodo Devoniano (ha mais de
400 milhdes de anos), os tubarbes estdo distribuidos em todos 0s oceanos, em &guas
tropicais, subtropicais, temperadas e frias, ocupando diversos ambientes pelagicos e
costeiros, incluindo recifes de coral, estuarios, talude, plataforma continental, desde a
superficie até cerca de 3.000 m de profundidade (COMPAGNO, 1990). Por serem
normalmente predadores de topo da cadeia alimentar e consumirem um grande espectro
de organismos, estes animais desempenham uma importante funcdo no ecossistema
marinho, exercendo um papel fundamental no controle das populacbes de suas presas
(CAMHI et al., 1998).

Algumas caracteristicas de seu ciclo de vida, como crescimento lento, maturagdo
sexual tardia, baixa fecundidade e alta longevidade (HOENING; GRUBER, 1990),
tornam esses animais mais vulneraveis e susceptiveis a sobre-explotacdo. As principais
ameacas aos elasmobranquios atualmente séo a atividade pesqueira, a destruicdo de
habitats e a polui¢cdo do ambiente marinho.

A pesca, seja ela dirigida ou incidental, tem influenciado as populaces de
elasmobranquios de maneira negativa em varios locais do mundo (CLARKE et al., 2004),
situacdo que tem se agravado nas ultimas décadas, em razdo do crescimento de pescarias
direcionadas a esse grupo. Medidas de gestdo para reverter esse quadro tém sido adotadas,
tanto por paises isoladamente, como por organizagdes internacionais como a ICCAT
(International Commission for the Conservation of Atlantic Tunas) e a CITES
(Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora),
entre as quais se inclui a obrigatoriedade de liberacéo dos tubardes que estejam vivos no
momento do recolhimento do aparelho de pesca (NMFS, 2008).

Porém, a captura e permanéncia do animal no aparelho de pesca até 0 momento

de sua liberacdo impdem uma série de fatores estressantes que podem comprometer
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gravemente o seu equilibrio fisiologico e a sua sobrevivéncia, podendo causar
mortalidade mesmo que o animal seja liberado ainda com vida (SKOMAL, 2007).

O estresse pode ser definido como uma condi¢do em que a homeostase de um
organismo € alterada por estimulos intrinsecos ou extrinsecos, chamados estressores que
sdo classificados como agudos ou cronicos (WENDELAAR-BONGA, 1997; SKOMAL;
BERNAL, 2010). O estresse agudo é resultado da répida exposi¢do (minutos ou horas) a
um determinado estressor. Ja o estresse cronico resulta da exposicdo continua (dias a
semanas) a um ou mais fatores de estresse. Um tubardo exposto a um estressor agudo,
como a captura e manipulacao, por exemplo, pode posteriormente sofrer estresse cronico
devido a capacidade reduzida para se alimentar ou a algum processo infeccioso
secundario associado com trauma fisico do anzol (SKOMAL; BERNAL, 2010).

Esta resposta ao estresse € integrada e desencadeada em cascata, podendo ser
classificada em trés niveis: primario, secundario e terciario (MAZEAUD et al., 1977). A
resposta primaria € neuroendocrina, levando a um rdpido aumento nos niveis dos
horménios do estresse, como catecolaminas e corticosteroides plasmaticos (SKOMAL;
MANDELMAN, 2012), que induzem a uma série de efeitos secundarios, relacionadas as
mudancas em parametros como glicose, lactato e ions plasmaticos, além de parametros
hematol6gicos, como o hematdcrito e contagens diferenciais de leucécitos. Por fim, a
resposta secundaria pode evoluir para um estresse cronico que pode ter efeitos terciarios
e influenciar o crescimento, a reproducdo, mudangas no comportamento, e até mesmo o
aumento da susceptibilidade a doencas, podendo trazer graves consequéncias no nivel
populacional (WENDELAAR-BONGA, 1997; COOK et al., 2002; SKOMAL, 2007).

Em resposta ao estresse agudo, logo nos primeiros momentos (segundos a
minutos), os hormdnios catecolaminas sao rapidamente secretados na corrente sanguinea
com a funcdo de mobilizar e manter os niveis adequados de substratos energéticos e o
fornecimento de oxigénio durante periodos de estresse e recuperacdo metabdlica
(RANDALL; PERRY, 1992). Nos peixes teleosteos, o cortisol é na maioria das vezes o
hormdnio usado para quantificagdo da resposta primaria (ROMERO, 2002), porém nos
elasmobrénquios o cortisol ndo esta presente, sendo a sua funcdo, aparentemente,
realizada pela 1-a-hidroxicorticosterona (HAZON & BALMENT, 1998). Infelizmente,
os efeitos deste hormonio ainda sdo pouco estudados em elasmobranquios, devido, em
grande parte, a dificuldade de sua mensuracdo (GELSLEICHTER, 2004).

Devido & importancia dos ions na manutengdo da homeostase e garantia da

integridade celular, sédio, potassio, cloreto, magnésio, calcio e fosforo, tém sido
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normalmente utilizados como indicadores das respostas secundarias a captura, além de
metabolitos como a glicose e o lactato (CLIFF; THURMAN, 1984; WELLS et al., 1986;
HOFFMAYER; PARSONS, 2001; MANIRE et al, 2001, MANDELMAN;
FARRINGTON, 2007, SKOMAL; MANDELMAN, 2012; GALLELGHER et al., 2014;
OTWAY, 2015).

Entre as respostas secundarias, estdo também alteracbes nos parametros
hematol6gicos, como o hematdcrito (WELLS et al., 1986) e distribuicdo das células
sanguineas (SEMEMIUK et al., 2009; PERSKY et al., 2012). Mais recentemente, a
utilizacdo de relagcbes entre leucécitos também foi validada para tubarGes como um
indicador de estresse (VAN RIJN; REINA, 2010). Tais estudos ja sdo utilizados em uma
grande diversidade de outros grupos de vertebrados (OBERNIER; BALDWIN, 2006;
GROSS; SIEGEL, 1983; GROOMBRIDGE et al., 2004; DAVIS; MAERZ, 2008),
porém, ainda ha poucos estudos sobre a influéncia do estresse de captura em parametros
hematol6gicos e imunoldgicos de elasmobranquios.

A compreensdo das consequéncias bioldgicas relacionadas a pesca e captura de
tubar@es se torna especialmente importante para espécies que se encontram ameacadas de
extincdo, como € o caso do tubardo-lixa Gynglimostoma cirratum. Embora esta espécie
tenha sido considerada recentemente como ‘ameacado de extin¢do’, em razdo da reducéo
significativa de algumas de suas populagdes (ROSA; GADIG, 2008), e sua pesca tenho
sido proibida no Brasil (IBAMA, 2004), a mesma ainda ocorre com frequéncia na pesca
artesanal, sem que haja praticamente qualquer fiscalizacdo (SANTANDER-NETO et al.,
2011).

Diante do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar e quantificar o
nivel de estresse em tubardes-lixa capturados com espinhel a partir da andlise de
parametros bioquimicos e hematoldgicos, no intuito de avaliar as condi¢fes em que o
animal se encontra apds a captura e permanéncia no aparelho de pesca e se a resposta

fisioldgica a tal situagdo implica consequéncias mais graves a sua sobrevivéncia.
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REVISAO DE LITERATURA

O tubardo-lixa Ginglymostoma. cirratum (Figura 1) pertence a ordem
Orectobeliformes, na qual sdo conhecidas sete familias no mundo e apenas duas no
Oceano Atlantico. A familia Ginglymostomatidae, a qual o tubardo-lixa pertence, é
composta por trés géneros e quatro espécies (G. cirratum, G. unami, Nebrius ferrugineus,
Pseudoginglymostoma brevicaudatum), dos quais somente a espécie Ginglymostoma
cirratum ocorre no Brasil (GOMES et al., 2010; DEL MORAL-FLORES et al., 2015).

Conhecida popularmente também como lambaru, a espécie tem como principais
caracteristicas morfoldgicas: a boca terminal com barbilhdes nasais moderadamente
longos, olhos posteriores aos cantos da boca, espiraculos diminutos no mesmo nivel dos
olhos, e primeira nadadeira dorsal originando-se sobre ou imediatamente apds a origem
das nadadeiras pélvicas. As bordas das suas nadadeiras sdo arredondadas e a nadadeira
caudal é alongada, correspondendo a cerca de 25% do comprimento total do corpo
(COMPAGNO, 1984, 2001; GOMES et al., 2010). Na regido dorsal apresenta uma
coloragcdo mais escura em tons de marrom, enquanto a regido ventral possui uma

coloracdo mais clara.

Figura 1. Desenho esquematico do tubardo-lixa, Ginglymostoma cirratum
(COMPAGNO, 2001)

E uma espécie costeira, que habita plataformas continentais e insulares, com
ampla distribuicdo no Oceano Atlantico, presente desde Rhode Island (EUA) até o sudeste
do Brasil, e no Oceano Pacifico, desde o Golfo da California até o Peru. De habito
demersal, é encontrada em fundos rochosos e recifes de coral, ocorrendo desde aguas
bastante rasas até profundidades superiores a 100m (COMPAGNO, 1984; COMPAGNO,
2001; CASTRO, 2000). No Brasil, é mais abundante nas costas norte e nordeste, com o
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limite de sua distribuicéo situando-se entre os estados de Sdo Paulo e Parand (GOMES et
al., 2010).

Devido as suas caracteristicas de habito sedentério e bentdnico, o tubardo-lixa é
visto com grande frequéncia em aquarios de exposicdo ao redor do mundo, com relatos
de animais que chegaram a viver até quinze anos em cativeiro. Por ser uma espécie de
adaptacao relativamente facil a ambientes confinados, o seu comportamento reprodutivo
tem sido bastante observado e estudado, a exemplo de KLIMLEY (1980), que detalhou,
de forma pioneira, as interagdes comportamentais de animais cativos, durante a época de
reproducéo.

CARRIER et al. (1994), por sua vez, descreveram o comportamento de tubardes-
lixa no periodo de acasalamento, tendo sido observado, em alguns eventos, varios machos
tentando copular com uma Unica fémea.

Uma revisdo sobre os principais aspectos biologicos da espécie foi realizada por
CASTRO (2000), destacando informagdes relevantes como tamanho de maturagéo,
periodo de gestacdo, ciclo reprodutivo, dieta, habitat, entre outros. Subsequentemente,
CARRIER et al. (2003) analisaram a gestacdo e o potencial reprodutivo em tubardes-lixa
por meio de ultrassonografia, observando uma gestacdo de no minimo 131 dias e a
presenca de paternidade mdaltipla. A ocorréncia de paternidade mdaltipla também foi
observada por SAVILLE et al. (2002), a partir da analise de DNA, concluindo que a
espécie utiliza este tipo de estratégia reprodutiva como um meio para assegurar a sua
variabilidade genética. REGO et al. (2015), por sua vez, forneceram a primeira descricéo
histolégica da espermatogénese para a espécie, relatando uma nova forma de
desenvolvimento testicular.

A morfologia oral e a capacidade de suc¢do nestes animais ja foram estudadas
(MOTTA; WILGA, 1999; MOTTA et al., 2002). CASTRO (2000) em um estudo sobre
a alimentacdo da espécie, que caracterizou a mesma como um predador oportunista,
consumindo uma grande variedade de peixes pequenos, principalmente de peixes da
familia Haemulidae. Da mesma forma, segundo MATOTT et al. (2005), apesar da espécie
apresentar uma especializacdo do aparelho bucal, ndo possui uma dieta especializada.

CARRIER & LUER (1990) encontraram taxas de crescimento parecidas em
individuos selvagens, a partir de dados de marcacdo e recaptura, e em individuos mantidos
em cativeiro, com uma média de 13.1 £ 9.5 cm/ano, diminuindo naturalmente com o
aumento da idade. FERREIRA et al. (2011), estudando a espécie no litoral do Recife,
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encontrou taxas de crescimento um pouco maiores com uma média de 15.77+2.53
cm/ano, obtidas a partir de trés espécimes recapturados.

A estrutura populacional do tubardo lixa foi avaliada a partir dos dados de
desembarques de individuos capturados pela pesca artesanal no estado do Ceara por
SANTANDER-NETO et al. (2011), com base em aspectos como tamanho e abundancia,
proporcao sexual, incidéncia e sazonalidade nas capturas. Na Reserva Bioldgica do Atol
das Rocas, CASTRO E ROSA (2005), avaliando a estrutura populacional da espécie a
partir de imagens de marcas naturais para o reconhecimento individual, estimaram um
tamanho populacional entre 339 e 368 individuos.

Trabalhos de marcacgdo e recaptura em individuos de tubarGes-lixa demonstram
que a espécie apresenta movimento migratorio relativamente restrito, pequena
distribuicdo e alta fidelidade ao local em que sdo capturados (CARRIER; LUER, 1990;
GARLA, 2004). No litoral do Recife, FERREIRA (2012) analisaram o uso do habitat por
tubardes-lixa utilizando dados conjuntos de captura com espinhel e telemetria acustica,
concluindo que a espécie esteve presente durante todo o ano na area monitorada, apesar
de diferencas no uso do habitat entre os sexos. CREIO (2015), estudando a
movimentacdo desta espécie também no litoral de Recife, com uso de marcas acusticas,
confirmou um comportamento de fidelidade ao local, com a realizagcdo de eventuais
migracGes e um maior grau de atividade no periodo noturno, com a rea de estudo sendo
provavelmente um local de alimentacdo. Segundo COMPAGNO (1984), a espécie é
geralmente inativa durante o dia, quando é normalmente encontrada proxima ao fundo,
apresentando uma maior atividade durante a noite.

HYDER et al. (1983) realizaram estudos para definir os tipos, morfologia e
funcBes especificas das células sanguineas em tubardes-lixa. Estudos mais atuais, como
0 de WALSH & LUER (2004), descreveram também as células sanguineas encontradas
na sua circulacio periférica. NAPOLEAO (2007), por exemplo, realizou anélises
hematologicas, bioquimicas e hormonais em tubardes-lixa em aquarios, no intuito de
estabelecer valores de referéncia para varios parametros sanguineos Uteis na determinagao
das condicOes 6timas de saude para tubarGes mantidos em cativeiro.

GARLA et al. (2006) determinou valores médios de onze parametros séricos
(glicose, creatinina, &cido urico, sédio, potassio, célcio, fosfato, proteina total, albumina,
globulina e aspartato aminotransferase/AST) do G. cirratum e outras duas espécies de
tubardo, Carcharhinus perezi e Negaprion brevoristri, no Arquipélago de Fernando de

Noronha, com alguns dos pardmetros obtidos apresentando variaces entre as espécies
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que podem tanto estar relacionadas com as condi¢fes de obtencdo, processamento e
armazenamento das amostras em campo como a diferentes respostas ao estresse de
captura.

Nenhum trabalho até o momento analisou parametros que reflitam os niveis de
estresse em tubardes-lixa capturados pela pesca. Trabalhos deste escopo, porém, séo
inispensaveis em razdo do nivel elevado de ameaca enfrentado pela espécie, sendo
fundamental a compreensdo dos possiveis riscos a sobrevivéncia de espécimes que
venham a ser eventualmente liberados ap0s a sua captura, considerando-se que a sua
pesca se encontra atualmente proibida no pais (IBAMA, 2004). Embora a legislacao
vigente determine que esses animais sejam devolvidos ao mar quando capturados, ndo se
dispde de nenhuma informacdo sobre as suas condices fisiologicas e de sobrevivéncia

pos-soltura.

METODOLOGIA GERAL
Area de estudo

A éarea de estudo abrangeu o litoral do Recife e Regido Metropolitana (08°34'S e
34°52'W), incluindo as praias do Pina, Boa Viagem, Piedade, Candeias e Paiva, todas sob
a influéncia do sistema estuarino do Rio Jaboatdo. A regido apresenta um clima tmido e
tropical, com duas estacdes claramente definidas, uma chuvosa, entre 0s meses de margo
e agosto, e uma seca, entre setembro e fevereiro (COUTINHO et al., 1998). A temperatura
da agua do mar varia de 24°C nos meses chuvosos a 30°C na estacdo seca (HAZIN et al.,
2008). A plataforma continental € estreita, pouco recortada e relativamente plana, com
um declive abrupto entre 60 e 80 m de profundidade (KEMPF, 1970).

Captura dos individuos

A captura dos animais, entre 0os meses de fevereiro e dezembro de 2014, foi
realizada com a utilizacédo de dois espinhéis de fundo, cada um com 4 km de comprimento
e 100 anzdis circulares 17/0, langados no canal existente entre a Praia do Pina e a Praia
do Paiva (HAZIN et al., 2008). Os espinhéis eram lancados no periodo vespertino e
recolhidos durante as primeiras horas da manha do dia seguinte (Figura 2).

Os tubardes capturados foram classificados de acordo com a sua condigcdo em: (1)
boa — rapida natacdo quando liberado; (2) regular - natacao lenta quando liberado ou (3)
morto. Apenas animais capturados com o anzol na boca foram embarcados para o

procedimento de coleta sanguinea (Figura 4). Para tal procedimento, 0s mesmos eram
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acomodados em uma piscina montada no convés do barco (3 m x 1 m), sendo a coleta

sanguinea realizada imediatamente apds o embarque.

Figura 2. Area de estudo com indicagdo das
zonas de langamento dos espinhéis (Adaptado de
HAZIN; AFONSO, 2013)
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Grupo controle

Os valores considerados basais foram obtidos a partir de amostras sanguineas
coletadas de tubardes-lixa mantidos em cativeiro no Aquario Natal. Os animais utilizados
neste estudo, normalmente, s&o mantidos em uma piscina para exibicdo com 300.000
litros de &gua, porém, no dia da coleta sanguinea foi realizada a limpeza da piscina da
qual foi retirada parte da agua e os animais foram acondicionados, separadamente, em
tanques menores (Figura 3). O procedimento da coleta sanguinea foi realizado assim que
os animais foram colocados nos tanques menores para evitar qualquer nivel de estresse
relacionado ao confinamento. Os animais ndo apresentavam qualquer alteracdo
comportamental no momento da coleta e todo o procedimento foi acompanhado pelo

veterinario do Aquario Natal.
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As varidveis da agua do tanque onde os animais sdo mantidos apresentam-se
préximas dos niveis ideais recomendados por MOHAN e AIKEN (2004) para
elasmobranquios em cativeiro (temperatura de 22°C, nitrito de 0,25 mL/L-1, amonia de
0,25 mL/L-1 e pH de 7,5).

A alimentacdo € oferecida aos tubardes a cada dois dias e os itens alimentares
consistem basicamente de peixes como, bagre, galo, sardinha, cord, raia entre outros. Os
animais foram alimentados 48 horas antes da coleta sanguinea.

Figura 3. Tubardo-lixa de cativeiro acomodado em

tanque menor para a coleta sanguinea

Coleta sanguinea

Todos os animais, capturados e grupo controle, tiveram o sangue coletado por
puncdo caudal, seguindo a metodologia proposta por STOKOSPF et al. (1984), utilizando
seringas de 20 mL com calibre de 1,60 x 40 mm (Figura 4). O sangue coletado foi
colocado em tubos secos para as analises bioquimicas e em tubos com o anticoagulante
EDTA para as analises hematoldgicas, acomodados em isopor com gelo e posteriormente
levados ao laboratorio.
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Figura 4. Coleta sanguinea por puncdo caudal

realizada nos tubardes-lixa (G. cirratum)
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CAPITULO 1: ALTERACOES SERICAS ASSOCIADAS AO ESTRESSE DE
CAPTURA COM ESPINHEL EM  TUBAROES-LIXA

(Ginglymostoma cirratum)

1.1 Introducéo

Globalmente, a pesca tem impactado negativamente inimeras populacdes de
tubarGes, expondo estes animais uma série de fatores estressantes que podem
comprometer gravemente a sua sobrevivéncia, uma vez que, mesmo o animal sendo
liberado com vida ap6s o recolhimento do aparelho de pesca, 0 estresse imposto pela
captura, manipulacdo, luta no anzol e exposic¢ao ao ar causam alteracGes substanciais em
sua fisiologia com efeitos potencialmente letais (WOOQOD, 1983; SKOMAL, 2007).

A analise de variaveis que possam elucidar como estes animais respondem do
ponto de vista fisiologico a tais interagdes pode esclarecer os padrdes de vulnerabilidade
e a capacidade das diferentes espécies de se recuperarem do estresse imposto pelas
capturas (GALLAGHER et al., 2014; COOKE et al., 2013). Ferramentas fisioldgicas que
permitam a analise das consequéncias da captura de tubarbes pelas pescarias sao,
portanto, essenciais para uma melhor gestdo deste importante grupo zooldgico
(SKOMAL, 2007), o qual ja inclui diversas espécies ameagadas de extin¢cdo (DULVY et
al. 2014).

Devido a importancia na manutencdo da homeostase e garantia da integridade
celular, ions como sodio, potassio, cloreto, magnésio, célcio e fosforo, além de
metabdlitos, como lactato e glicose, encontrados no plasma sanguineo, sdo
frequentemente utilizados como indicadores da resposta fisioldgica ao estresse de captura
em tubarbes (CLIFF; THURMAN, 1984; WELLS et al.,, 1986; HOFFMAYER,;
PARSONS, 2001; MANIRE et al, 2001; SPARGO, 2001; MANDELMAN;
FARRINGTON, 2007; FRICK et al., 2010, MARSHALL et al., 2012, HOFFMAYER et
al., 2011; OTWAY, 2015).

AlteracBes em determinados ions podem fornecer informagdes importantes sobre
o nivel do desequilibrio interno causado pelo evento de captura. Elevagdes nos niveis do
ion potassio, por exemplo, estdo relacionadas com o comprometimento da musculatura
cardiaca (miocéardio) e consequéncias letais do estresse em elasmobranquios (CLIFF;
THURMAN, 1984; MANIRE et al.,, 2001; MOYES et al, 2006; MANDELMAN;
FARRINGTON, 2007; FRICK et al., 2010, MARSHALL et al., 2012). O metabdlito

lactato também esté relacionado com alteragdes importantes que podem indicar alto nivel

22



de comprometimento do organismo por estar relacionado com o desequilibrio &cido-base
causado pelo exercicio intenso de luta no aparelho de pesca, o que ja foi mostrado ser a
causa da morte em tele6steos (WOOD et al., 1983). Porém, moléculas organicas
importantes no metabolismo de elasmobranquios, como é o caso da ureia e dos corpos
cetbnicos, ainda sdo negligenciadas em muitos estudos na avaliacdo do estresse em
tubardes.

Devido & grande diversidade de espécies de elasmobranquios e variagdo
interespecifica na resposta ao estresse (MANDELMAN; SKOMAL, 2009), estudos
especificos sdo necessarios para melhor compreender a influéncia dos eventos de captura
nesses animais.

O tubardo-lixa (Ginglymostoma cirratum) € uma espécie costeira e insular, de
habito demersal, normalmente associada a recifes de coral (COMPAGNO et al., 2001).
Embora tenha sido considerada como 'ameacada de extincdo' no Brasil, em razdo da
reducdo significativa de algumas de suas populagdes (ROSA; GADIG, 2008), com a sua
pesca proibida (IBAMA, 2004), a mesma ainda é frequentemente capturada em pescarias
artesanais da regido nordeste, sem que haja praticamente qualquer fiscalizacdo
(SANTANDER-NETO et al., 2011).

Dessa maneira, o presente estudo teve como objetivo quantificar as concentragdes
dos principais ions (sodio, cloro, magnésio, célcio, fésforo e potassio) e metabdlitos
presentes no sangue de tubardes-lixa como meio avaliador do nivel de estresse fisioldgico

ao qual esses animais sao submetidos devido a sua captura e permanéncia no espinhel.

1.2 Material e Métodos

Quinze tubardes-lixa foram capturados com espinhel, sendo quatro fémeas e onze
machos. As fémeas tinham comprimento total variando de 156 a 248 cm e 0s machos de
134 a 260 cm. Todos os animais capturados e utilizados neste estudo estavam em boas
condi¢gdes no momento do embarque e também ao serem liberados, apresentando uma
natacdo rapida e continua, exceto por um Unico animal, do sexo masculino, que ja se
encontrava sem vida no momento do recolhimento do espinhel. O mesmo foi embarcado
e teve o sangue coletado, porém seus dados ndo foram incluidos nas analises juntamente
com os demais animais, sendo analisado separadamente.

Para o grupo controle, foram utilizados quatro animais de cativeiro (Aquério

Natal), dos quais trés eram fémeas, com comprimento total variando entre 250 e 256 cm,
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e um era macho, com comprimento total de 223 cm. Todos 0s animais apresentavam boas
condi¢Bes no momento da amostragem sanguinea.

Ap0s a coleta sanguinea (ver Metodologia Geral), as amostras de sangue foram
colocadas em tubos secos ou com gel para as analises bioquimicas, acondicionados em
isopor com gelo e encaminhados ao Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), onde foram
submetidos a centrifugacdo a 5000 rpm durante 10 minutos para a separagdo do soro.
Apds a separacao, o soro foi colocado em microtubos de 1,5 ml e congelados a -20 °C até
0 momento das anélises.

Para a andlise da concentragdo dos ions (Na*, CI-, K*, Mg?*, Ca?*, P3*), ureia,
glicose, lactato e proteinas totais foram utilizados kits comerciais da Labtest®, seguindo

as instrucdes do fabricante em aparelho bioquimico automatico Labmax 240 (Labtest®).

1.2.1 Anélises estatisticas

Devido a maioria dos parametros ndo terem apresentado uma distribuicdo normal,
mesmo ap0s tentativas de normalizacdo, optou-se pela utilizacdo da estatistica
convencional ndo paramétrica de Mann-Whitney-Whicoxon para analisar provaveis
diferencas entre os animais capturados e o grupo controle e entre machos e fémeas
capturados, com um nivel de significancia de o < 0.05. Todas as analises estatisticas

foram realizadas no Software R, utilizando o pacote Stats.

1.3 Resultados
1.3.1 Concentragédo de ions

Os resultados mostraram diferencas significativas entre os animais capturados e o
grupo controle apenas para 0s ions magnésio e calcio (Tabela 1.1). Os valores de sodio,
cloro, fosforo e potédssio dos animais capturados ndo apresentaram diferencas
significativas quando comparados com o grupo controle (Tabela 1.1).

N&o foram encontradas diferencas significativas na concentracdo dos ions
analisados entre as fémeas e os machos capturados. Apesar do potassio ndo ter
apresentado diferencas significativas (Tabela 1.3), as fémeas capturadas apresentaram
valores superiores aos dos machos.

O animal que veio a oObito apresentou alteragdes substanciais em todos os ions

analisados em relagcdo aos demais animais do estudo (Tabela 1.4).
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1.3.2 Ureia, glicose, lactato

Diferencas significativas ndo foram encontradas nos valores de ureia, glicose e
lactato entre os animais capturados e o grupo controle. A glicose, porém, apresentou
grande variacdo nos animais capturados (Tabela 1.2).

Apenas o lactato apresentou diferencas significativas entre os machos e fémeas
capturados (Tabela 1.3).

Em relagdo ao animal que foi capturado morto, os niveis de ureia e glicose foram
muito inferiores aos demais animais. J& o metabdlito lactato apresentou nivel muito

superior, sendo cerca de quatro vezes maior do que o valor médio dos animais capturados.

Tabela 1.1 Concentracdo sérica de ions em exemplares de G.

cirratum capturados com espinhel e o grupo controle

Parametros Significancia
Capturados Controle w
(mmol/L) (p <0.05)
Na* 251.1+7.1 2531+58 23 0.6451
CI- 2284 +6.8 2174+54 46 0.062
Mg?* 1.3+04 0.8+0.06 55 0.0013
K* 58+0.9 54+04 37 0.3817
Ca** 34+02 3.1+0.07 52 0.0078
p3- 1.2+0.4 16+0.2 10 0.0614

Na* (Sodio), CI- (Cloro), Mg?* (Magnésio), K* (Potassio), Ca?* (Célcio), P*
(Fosforo). W = valor do teste estatistico.

Tabela 1.2 Concentracdo sérica dos parametros glicose, lactato, ureia em
exemplares de G. cirratum capturados com espinhel e o grupo controle

Significancia
Parametros Capturados Controle W
(p <0.05)
Glicose (mmol/L) 1.4+05 0902 28 1
Lactato (mmol/L) 3.01+14 28+14 25 0.65
Ureia (mmol/L) 125.7+57 121.1+22 44 0.1

W = valor do teste estatistico.
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Tabela 1.3 Concentracdo serica dos parametros analisados em machos e

fémeas de tubardes-lixa (G. cirratum) capturados com espinhel

Parametros Machos Fémeas Significancia
(p <0.05)

Na* (mmol/L) 251.0+73 251.4%738 0.8392
CI-(mmol/L) 2256 +55 22591106 0.7273
Mg?* (mmol/L) 14+04 1.2+0.3 0.3736
K* (mmol/L) 56+0.8 6.4+0.9 0.1059
Ca?* (mmol/L) 35+£0.2 3.4+05 0.8392
P3- (mmol/L) 1.1+0.3 1.6 +0.5 0.1419
Glicose (mmol/L) 1.1+£05 0904 0.5395
Lactato (mmol/L) 24+09 46+1.3 0.0190
Ureia (mmol/L)  126.4+52 1240%7.4 0.1059

Na* (Sodio), CI- (Cloro), Mg?* (Magnésio), K* (Potassio), Ca?* (Calcio), P* (Fésforo).



Tabela 1.4 Concentracdo dos parametros analisados nos animais

capturados, grupo controle e individuo que veio a 6bito de tubarbes-lixa

(G. cirratum) capturados com espinhel

Parametros Capturados Controle Letal
(mmol/L)
Na* 251.1 253.1 253.9
(239.5 - 261.8) (244.6 - 256.9)
CI 228.4 217.4 241
(211.5 - 237) (212.2 - 223.2)
Mg?* 1.3 0.8 1.2
(0.914 - 2.434) (0.793 - 0.924)
K* 5.8 5.3 11.1
(45-7.1) (4.9-5.7)
Ca?* 3.4 3.0 4,5
(2.7-3.9) (3.0-3.1)
p3- 1.2 1.6 2.2
(0.8-2.0) (1.3-1.7)
Glicose 1.4 0.9 0.01
0.2-1.9) (0.6-1.1)
Lactato 3.0 2.8 11.6
(0.9-5.7) (1.5 - 4.4)
Ureia 125.7 121.1 90.4

(113.0 - 129.6)

(119.6 - 124.4)

Na* (Sodio), CI- (Cloro), Mg?* (Magnésio), K* (Potassio), Ca?* (Célcio), P3- (Fosforo).
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1.5 Discussao

Alteracdes nas concentragdes de ions e metabdlitos tem sido relatadas na literatura
como decorrentes do estresse de captura, transporte, manipulacdo e exposi¢cdo ao ar em
diversas espécies de elasmobranquios (CLIFF; THURMAN, 1984; WELLS et al., 1986,
MANIRE et al., 2001; MOYES et al., 2006; SKOMAL, 2007; MANDELMAN;
FARRIGTON, 2007; FRICK et al., 2010; BROOKS et al., 2011; MARSHALL et al.,
2012) No presente estudo, a partir de comparacOes realizadas entre tubardes-lixa
capturados com espinhel e um grupo controle foi possivel observar alteracdes nas
concentragdes de ions e metabolitos decorrentes do estresse de captura.

Em relacdo aos ions analisados, apenas os ions divalentes magnésio e calcio
apresentaram diferencas significativas entre os animais capturados e o grupo controle.
CLIFF & THURMAN (1984) relataram aumentos progressivos nas concentracoes destes
ions em decorréncia do estresse de captura em Cacharhinus obscurus, que podem causar
prejuizos na contragdo muscular e, juntamente com o ion potéssio, acarretar tetania e
dificuldades de natacdo. Ndo foram observadas custos na natacdo nos tubardes-lixa
liberados no presente estudo, com os animais se distanciando rapidamente do barco ap6s
sua liberacdo. Niveis de célcio elevados também podem estar relacionados com um
mecanismo para compensar a acidose sanguinea que ocorre em situacGes de estresse
(WELLS et al., 1986; MANDELMAN; FARRINGTON, 2007).

A hipercalemia tem sido utilizada como um importante indicativo de estresse
agudo em elamobranquios, com valores acima de 7mmol/L estando relacionados com as
consequéncias letais do estresse de captura, afetando a fungdo muscular, locomotora e
cardiaca (CLIFF; THURMAN, 1984; MANIRE et al., 2001; MOYES et al, 2006;
MANDELMAN; FARRINGTON, 2007; FRICK et al., 2010, MARSHALL et al., 2012).

No presente estudo, embora dois individuos tenham apresentado valores um
pouco acima de 7mmol/L, ndo foram identificadas alteracdes na natagdo dos animais apds
a sua liberacdo, podendo indicar uma capacidade provavelmente maior desta espécie em
suportar valores mais elevados de potassio sem que sua funcdo locomotora e/ou cardiaca
seja prejudicada. Resultado semelhante também foi encontrado para C. perezi, no qual
ndo foi observado comprometimento muscular nos animais com concentragdes do ion
potassio superiores a 7mmol/L (BROOKS et al., 2012).

O aumento na concentragdo de ions monovalentes, como sodio e cloro, tem sido

relatado na literatura para varias espécies de tubarfes em resposta ao estresse causado
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pela pesca (WELLS et al., 1986; MANDELMAN; FARRINGTON, 2007). Embora a
concentragdo dos ions sodio e cloro tenha sido levemente superior nos tubardes-lixa
capturados, as diferencas ndo foram significativas em relacdo ao grupo controle,
indicando um nivel de estresse osmatico nesses animais provavelmente menor do que em
outras espécies de tubardes.

Os valores de glicose obtidos no presente trabalho néo apresentaram diferengas
significantes entre os individuos capturados e o grupo controle, porém observou-se certa
variacdo entre os individuos capturados, sem nenhuma tendéncia clara, como também
relatado por outros autores (MARSHALL et al., 2012; WOSNICK et al., 2016, no prelo).
Diversos fatores bioldgicos e ambienteis, como alteracdes na dieta (HOFFMAYER &
PARSONS 2001) e ciclos circadianos (GUTIERREZ et al. 1984) por exemplo, podem
estar relacionados com variacGes nos niveis deste metabdlito, por isso estudos mais
detalhados devem ser realizados quando utiliza-se a glicose como um indicador de
estresse para melhor compreender o papel da glicose durante situacGes de captura.

A andlise de pardmetros como 0s corpos cetdnicos deve ser considerada em
estudos futuros sobre o estresse de captura em elasmobranquios, por serem os lipideos, o
combustivel metabolico mais importante nestes animais (BALLANTAYNE, 1997;
OTWAY, 2015).

Apesar deste estudo néo ter igualmente verificado diferengas significativas nos
niveis de lactato entre os animais capturados e o grupo controle, os valores dos animais
capturados foram novamente mais elevados. Aumentos nos valores de lactato sdo
esperados ja que o aumento da demanda energética, requerida nos eventos de captura e
permanéncia no espinhel, é parcialmente suportada atraves da respiragdo anaerébica no
musculo branco (BONE, 1988; SMITH, 1992; PICKERING; POTINGER, 1995;
HOFFMAYER; PARSONS, 2001). Uma consequéncia imediata do metabolismo
anaeradbico ¢ a liberacao de acido latico devido ao processo de quebra da glicose a partir
do glicogénio, liberando prétons H* e anions La (lactato) e causando uma acentuada
diminuicdo no pH sanguineo (ALBERS, 1970), o que pode levar a sérias consequéncias
no funcionamento metabolico do organismo (SMITH, 1992).

WOOD (1983) analisando as consequéncias do exercicio severo em teledsteos,
concluiu que a causa da mortalidade apds o exercicio € devido ao desequilibrio &cido-
base do sangue, resultante da diminui¢do do pH sanguineo, e ndo a acumulagéo de anions
de lactato por si s6. AWURUCH et al. (2011) encontrou uma forte correla¢do entre os

niveis de lactato e o pH sanguineo, sugerindo que altera¢fes nos niveis de lactato podem
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ser um bom indicador de alteracdes no equilibrio acido-base do sangue e, portanto, das
condi¢des do animal diante de um evento de estresse, além do lactato ser um parametro
de facil medicdo em campo (WOOD et al., 1983).

Em relacdo a possiveis diferencgas sexuais, os resultados mostraram que apenas o
metabolito lactato apresentou diferencas significativas entre machos e fémeas capturados,
com as fémeas apresentando valores significativamente maiores, o que indica que as
fémeas metabolizam mais lactato do que os machos durante o evento de captura. Além
disto, apesar dos niveis de glicose ndo terem sido significativamente diferentes entre
fémeas e machos capturados, as fémeas apresentaram menores valores de glicose, e 0s
machos mostraram uma tendéncia inversa, com menores valores de lactato e maiores
valores de glicose. E, apesar de ndo terem sido encontradas diferencas significativas nos
niveis do ion potassio, as fémeas novamente apresentaram valores mais elevados. Estes
resultados indicam um maior comprometimento homeostatico nas fémeas, com maiores
perturbacdes no equilibrio acido-base e i6nico do sangue.

Apesar dos valores observados em apenas um individuo que veio a ébito ndo
permitir maiores inferéncias, a forte alteracdo de alguns parametros pode ser um indicador
importante para a avaliacdo do estresse de captura na espécie, particularmente em razao
da dificuldade de se estabelecer os valores basais de referéncia para elasmobranquios
(SKOMAL, 2007).

A ureia é uma das moléculas encontradas em maiores concentracdes em
elasmobranquios, em razdo do seu uso para a manutencdo da sua homeostasia e equilibrio
osmatico, respondendo geralmente por mais de 30% da osmolaridade total do plasma
sanguineo dos tubardes (BALLANTYNE, 1997). AlteracGes substanciais em suas
concentracdes, portanto, podem comprometer gravemente o equilibrio osmotico do
animal e consequentemente a sua sobrevivéncia.

MANDELMAN & FARINGTON (2007), analisando o estresse de captura,
transporte e cativeiro em Squalus acanthias, indicaram que 0s baixos niveis de ureia
comprometeram fortemente o equilibrio osmotico da espécie. EVANS & KORMANIC
(1985), por sua vez, relataram perdas significativas de ureia também em Squalus
acanthias submetidos a estresse de manipulacéo e atribuiram tais perdas ao aumento da
permeabilidade das superficies epiteliais das branquias. Ja que em um estado fisiologico
equilibrado as branquias sdo altamente impermeéaveis a ureia (BOYLAN, 1967 apud
BALLANTAYNE, 1997), o aumento da sua permeabilidade em situagOes de estresse

pode levar a uma perda consideravel, causando grave desequilibrio homeostatico
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(BALLANTAYNE, 1997). Corroborando esses resultados, a concentracdo de ureia no
unico animal que veio a 6bito apresentou o valor mais baixo entre os animais estudados.
Apesar da sua importancia, poucos estudos analisaram as alteragGes desta molécula
organica em relacdo ao estresse de captura e manipulacdo em tubardes (MOYES et al.
2006; MANDELMAN & FARINGTON, 2007; FRICK et al. 2010; BROOKS et al.
2012).

No referido animal, a glicose também apresentou valores baixissimos em relacdo
aos demais animais do presente estudo, enquanto os valores de sodio e cloro foram
superiores neste animal. Uma vez que o principal combustivel metabolico da glandula
retal é a glicose (DECK et al., 2016), a diminuicdo na capacidade de mobilizar este
metabdlito pode induzir o comprometimento do seu funcionamento e consequentemente
na capacidade do animal secretar sal, causando desequilibrio i6bnico e 0 aumento nas
concentragdes de sodio e cloro no soro sanguineo. CLIFF & THURMAN (1984) também
encontraram baixos niveis de glicose em tubares que vieram a 6bito e sugeriram que
esse decréscimo poderia ser resultado de uma potencial incapacidade de mobilizar as
reservas de glicogénio necessarias como fonte de energia pelo tecido muscular, podendo
resultar em fracasso metabolico e morte do animal.

O nivel de lactato encontrado no animal que veio a 6bito, por sua vez, foi cerca de
cinco vezes maior do que o encontrado nos animais capturados e 0 grupo controle.
MOYES et al. (2006) verificaram que os niveis de lactato em tubardes-azul (Prionace
glauca) e tubardes-anequim (Isurus oxyrinchus) moribundos eram 4,8 e 2 vezes maiores,
respectivamente, do que nos animais liberados em boas condic¢des. Esta evidéncia sugere
que niveis excepcionalmente elevados de lactato podem ser um forte indicativo de
perturbacdes fisioldgicas graves e irreversiveis, embora em algumas espécies, como em
Mustelus antarticus, os valores de lactato em espécimes moribundos tenham sido
inferiores em relacdo aos animais que se encontravam em boas condi¢cfes no momento
do embarque, 0 que sugere que a associacdo de altos niveis de lactato e um estado
fisiolégico prejudicado parece ser espécie-especifica (FRICK et al., 2010).

O valor letal do ion potéassio foi superior a 11mmol/L, sendo maior do que o valor
considerado letal para mamiferos e outras espécies de tubarbes (CLIFF; THURMAN,
1984; MANIRE et al., 2001; MOYES et al, 2006; MANDELMAN & FARRINGTON,
2007; FRICK et al., 2010, MARSHALL et al., 2012).

31



A mortalidade associada a captura, tanto imediata quanto tardia, pode estar
relacionada com diversos fatores como a natureza, gravidade e duragdo do estresse, bem
como com 0 metabolismo das espécies e sua capacidade para se recuperar de alteracdes
em sua homeostase (WOOD; TURNER; GRAHAM, 1983; SKOMAL, 2007, BROOKS
etal., 2012), além de fatores abioticos, como a temperatura da superficie da agua do mar,
porém o modo respiratorio parece ser o fator mais influente na mortalidade imediata em
um evento de captura (DAPP et al., 2016).

Espécies relativamente sedentarias, como o tubardo-lixa, sdo capazes de ventilar
ativamente enquanto estdo paradas, mantendo a respiracdo quase normal por periodos
prolongados de tempo (SMITH, 1992). Tal caracteristica permite que estas espécies
sejam capazes de se recuperar fisiologicamente enquanto presas ao aparelho de pesca,
sendo consequentemente, mais propensas a sobreviver a um evento de captura (MANIRE
et al 2001; MORGAN; BURGESS, 2007; DAPP et al., 2016).

Os resultados aqui analisados indicam que, apesar das alterac6es verificadas nos
parametros analisados dos animais capturados evidenciarem a ocorréncia do estresse
causado pela captura, a espécie exibe uma alta resiliéncia ao mesmo, ndo sendo afetada
de forma mais grave e ndo comprometendo, assim, a sua sobrevivéncia apés a liberacao.
Logo, medidas de gestdo que visem a devolucdo das espécies de tubarbes capturadas
acidentalmente, além de uma fiscalizacdo eficiente sdo estratégias eficazes para espécies

com baixa mortalidade imediata (DAPP et al., 2016), como é o caso do tubardo-lixa.
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CAPITULO 2: PARAMETROS HEMATOLOGICOS COMO INDICADORES DO
ESTRESSE DE CAPTURA COM ESPINHEL EM TUBAROES-LIXA

(Ginglymostoma cirratum)

2.1 Introducao

Diversas populagdes de tubardes ao redor do mundo tém sido impactadas de forma
negativa pelas acdes antropicas, principalmente pela pesca. Além da alta mortalidade
diretamente resultante da atividade pesqueira, os tubardes, mesmo quando séo liberados
ainda vivos de volta ao mar, sofrem o estresse resultante da captura, permanéncia no
aparelho de pesca, manipulacdo e exposicao ao ar, causando alteragdes fisioldgicas que
podem comprometer seriamente sua sobrevivéncia (SKOMAL, 2007).

Estudos que quantifiquem o nivel de perturbacdes fisiologicas sofridas por esses
animais, portanto, vém se tornando cada vez mais necessarios para a conservacdo deste
grupo, particularmente no caso de espécies ameacadas cuja liberacdo de volta ao mar seja
obrigatoria. Normalmente, estudos que avaliam o estresse fisiolégico ao qual tubarfes
sdo submetidos durante a sua captura, utilizam metodologias como a analise de
horménios e, principalmente, a analise dos principais ions e metabolitos presentes na
corrente sanguinea (CLIFF; THURMAN, 1984; WELLS, 1986; HOFFMAYER &
PARSONS, 2001; MANIRE et al., 2001; MANDELMAN & FARRINGTON, 2007;
SKOMAL; MANDELMAN, 2012; GALLEGHER, 2014; OTWAY, 2015).

Parametros hematol6gicos, como a contagem diferencial de leucdcitos e a relacéo
entre granuldcitos e linfocitos (G/L), tém sido também amplamente utilizados de maneira
confidvel como indicadores de estresse em diversos grupos de vertebrados,
principalmente nas aves (OBERNIER; BALDWIN 2006; GROSS & SIEGEL, 1983;
GROOMBRIDGE et al., 2004; DAVIS; MAERZ, 2008; DAVIS, 2005; RUIZ, 2002,
VLECK, 2000; JACKUBAS et al, 2015). Os valores do hematocrito também séo
analisados em alguns trabalhos como indicadores de estresse (MANIRE, 2001; BRILL,
2008; FRICKet al., 2010), devido a uma maior demanda na capacidade do transporte de
oxigénio no sangue em uma situacao de estresse.

H& uma grande confusdo no que diz respeito a identificacdo e a nomenclatura
das celulas sanguineas dos tubarfes devido a grande variagdo interespecifica,
principalmente em relacdo aos leucécitos (WALSH; LUER, 2004), porem,
morfologicamente, estas células sdo semelhantes as encontradas em outros grupos de

vertebrados superiores, embora, diferentemente de outros taxons, os tubarfes possuam
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ambos os granuldcitos neutrofilos e heterofilos ocorrendo juntos em sua circulacdo e
desempenhando fungdes imunoldgicas semelhantes, sendo, desta forma, comum
combinar seus numeros e classifica-los juntos como granuldcitos no processo de
contagem diferencial de leucécitos (CAMPBELL; ELLIS, 2007; DAVIS et al., 2008).

A contagem diferencial de leucocitos no sangue pode ser um indicador de
alteracBes na resposta imunoldgica frente a diversos fatores estressantes, revelando se
estas células estdo presentes em nimero normal ou se a propor¢éo de algum tipo de célula
estd aumentada ou diminuida (SEMEMIUK, 2009). O trafego dessas células é importante
para o controle e fungdes especificas do sistema imunoldgico e, uma vez que as mesmas
trafegam entre os diferentes tecidos através da circulacdo sanguinea, as propor¢des dos
leucdcitos em circulagdo proporcionam uma importante representacdo do estado de
distribuicdo de leucocitos no corpo. Além disso, alteracdes na distribuicdo dessas células
podem ter consequéncias importantes na capacidade do sistema imune do animal em
responder a uma situacao de estresse (DHABHAR, 1995).

A relacdo entre granuldcitos e linfdcitos (G/L) € conhecida por aumentar em
resposta a uma diversidade de fatores de estresse, como captura, inanicdo, cativeiro, leséo,
etc. (VAN RIIN; REINA, 2010; VLECK 2000; DAVIS; MAERZ, 2008; SPARKMAN,
2014; GROSS; SIEGEL 1986; RUIZ et al. 2002). Essa elevacdo se da normalmente
devido ao aumento no nimero de heterofilos e neutréfilos e a diminuigdo de linfocitos
circulantes, indicando que o animal esta vivenciando uma situacao de estresse fisiologico
e alterando, consequentemente, sua estratégia imunolégica de defesa (DAVIS et al.,
2008).

Hormonios, eletrdlitos e metabdlitos relacionados ao estresse sdo rapidamente
percebidos na corrente sanguinea, enquanto alteracdes na distribuicdo de leucdcitos
demoram mais tempo para serem observadas (DHABHAR et al., 1996), o que facilita a
obtencéo de valores basais de um animal ndo-estressado, alem de ser uma metodologia
relativamente barata e de facil execucdo.

Até o momento, entretanto, poucos sdo o0s estudos que analisam perfis
leucocitérios e relacdes entre estas células para avaliar a resposta a algum tipo de estressor
em elasmobranquios. SEMEMIUK (2009) utilizou a contagem diferencial de leucdcitos
para investigar o nivel de estresse sofrido por raias Dasyatis americana em resposta ao
intenso turismo. VAN RIJN & REINA (2010) analisou a distribuicdo de leucdcitos
utilizando a relacéo entre granuldcitos e linfocitos como um indicativo do estresse em

tubarbes capturados por rede de emalhar e espinhel. A falta de informacgdes e
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conhecimento acerca da resposta imunologica a situacdes de estresse em elasmobranquios
torna evidente a necessidade de maiores pesquisas sobre esse tema.

O tubardo-lixa € uma espécie de habito demersal que habita regides costeiras e
insulares, em regides tropicais e subtropicais. De ocorréncia comum nas praias do Recife
e Regido Metropolitana, é frequentemente capturada nas pescarias artesanais, apesar de
ser protegida por lei e ter sua pesca proibida no Brasil (IBAMA, 2004). Diante disto, o
presente estudo tem como objetivo identificar as células sanguineas presentes na
circulacdo periférica e utilizar parametros hematoldgicos, como a distribuicdo de
leucdcitos, a relacdo G/L e valores do hematocrito, como indicadores de estresse em

tubardes-lixa capturados com espinhel no litoral do Recife.

2.2 Material e Métodos

Doze tubardes-lixa capturados com espinhel (ver Metodologia Geral), sendo trés
fémeas com comprimento total variando de 156 a 248 cm e nove machos com
comprimento total entre 134 e 260 cm, foram utilizados neste estudo. Todos o0s animais
estavam em boas condi¢fes no momento do embarque e ao serem liberados.

O grupo controle foi composto de quatro tubarBes-lixa de cativeiro (Aquario
Natal), dos quais trés eram fémeas, com comprimento total variando entre 250 e 256 cm,
e um macho, com comprimento total de 223 cm. Todos 0s animais apresentavam boas
condi¢cdes no momento da amostragem sanguinea.

Apbs a coleta sanguinea (ver Metodologia Geral), as amostras de sangue foram
colocadas em tubos com o anticoagulante EDTA, acondicionados em isopor com gelo e
encaminhados ao Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

2.2.1 Preparacéo e coloragéo das laminas

Para cada animal, foram confeccionadas 3 extensdes sanguineas, preparadas em
l&minas para microscopia. Para o processo de coloragdo, as laminas foram colocadas em
um suporte e recobertas com 20 gotas do corante May-Griunwald (MERCK), por 3
minutos. Posteriormente, acrescentou-se 20 gotas de &gua destilada e essa solugédo foi
homogeneizada nos diversos pontos da Iamina, evitando o extravasamento do corante,
por um periodo de mais dois minutos. Esta solugéo foi entdo desprezada e a lamina foi
recoberta com 20 gotas de solucdo diluida em agua destilada e filtrada do corante Giemsa

(MERCK) por um periodo de 15 minutos. Apds este tempo, o corante foi desprezado e a
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lamina foi lavada em agua corrente e colocada para secar em posicao vertical. Apos secas,

as laminas foram armazenadas para posterior leitura.

2.2.2 Leitura das laminas

As laminas coradas foram examinadas sob microscopia de luz com objetiva de
imersdo. As células foram contadas ao longo de uma faixa longitudinal percorrendo todo
o corpo do esfregago, em um movimento de “zig-zag”, até¢ um total de 300 leucocitos
contados, entre os quais granulécitos (eosindéfilos, neutrofilos e heterdfilos), mondcitos,
basofilos e linfécitos. Todos os esfregacos foram examinados por um unico leitor, para
evitar possiveis vieses por diferentes interpretacdes. Todos os leucocitos e eritrocitos
foram identificados e classificados utilizando-se uma metodologia adaptada de WALSH
& LUER (2004) e ARNOLD (2005).

2.2.3 Relagéo G/L

A relacdo entre granulécitos e linfocitos (G/L) foi calculada para cada individuo
a partir da combinacdo de neutrofilos e heterofilos (G), e dividida pelo numero total de
linfécitos (L).

2.2.4 Hematocrito

Para analise do volume globular, foi utilizado o método padrdo do
microhematdcrito, no qual o sangue foi colocado em capilares sem heparina e
centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos para a separacdo dos elementos do sangue,
eritrécitos, leucocitos e plasma. O resultado foi expresso em porcentagem de células

vermelhas em relacdo ao sangue total mensurados por escala padrdo de hematdcrito.

2.2.5 Analises estatisticas

Em razéo dos dados nédo apresentarem normalidade, optou-se pela utilizagdo do
teste ndo-paramétrico Mann-Whitney-Wilcoxon para verificar possiveis diferencas entre
as relagbes G/L, proporgdo dos leucocitos e valores de hematdcrito dos animais
capturados e grupo controle. As andlises estatisticas foram realizadas no software R

utilizando o pacote STATS, com significancia de p < 0.05.
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2.3 Resultados

Foram encontradas as seguintes células sanguineas no sangue periférico de
tubardes-lixa: eritrocitos, eritroblastos, linfocitos, trombdcitos e os granulécitos
eosindfilos, neutrofilos, heterofilos e basofilos. N&do foram visualizados trombacitos
especiais ou granulados.

Eritrécitos maduros foram identificados como células de forma oval com um
ndcleo central e oval, enquanto eritrocitos imaturos foram mais arredondados, com um
nucleo esférico e intensamente basofilico. Os linfécitos eram células pequenas de formato
redondo, podendo apresentar margens irregulares (pleomorficos), com o ntcleo ocupando
a maior parte da célula e pouco citoplasma. Dependendo do estagio de maturacdo dos
linfocitos, o citoplasma j& ndo era mais visivel. Heterofilos foram identificados como
células redondas, com nucleo normalmente ndo-lobulado, podendo aparecer lobulado em
alguns casos de acordo com a maturacao, de forma irregular e excéntrico, com citoplasma
claro com a presenga de granulos eosinofilicos, em formato de bastonetes a oval.
Eosindfilos eram células redondas, com ndcleo normalmente lobulado e citoplasma claro
com granulos eosinofilicos de forma redonda a oval (Figura 2.1). Os neutrofilos eram
redondos e tinham citoplasma azul claro sem granulos distintos ao microscopio de luz e
nacleo excéntrico ou central, podendo aparecer lobulado.

Apesar dos trombdcitos ndo terem entrado na contagem diferencial de leucocitos,
eles foram bastante observados nos esfregacos como células de formato normalmente

fusiforme com o nucleo seguindo a forma da célula.
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Figura 2.1 Morfologia das células sanguineas do tubardo-lixa (G. cirratum). Heterofilo

(a), neutréfilo (b), linfécito (c), eosindfilo (d), eritrécitos (e), monécito (f), trombécitos
(0) e eritroblasto (h)

2.3.1 Contagem diferencial de leucdcitos

Entre os animais capturados e o grupo controle, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as porcentagens de heterofilos, neutrofilos e mondcitos, embora 0s
animais capturados tenham apresentado uma maior porcentagem de heterofilos, sendo
este o tipo celular mais abundante dentro neste grupo. Ja as porcentagens de eosinofilos
e linfécitos foram significativamente diferentes entre o grupo dos animais capturados e o
grupo controle, sendo a porcentagem de linfécitos significativamente maior no grupo
controle, e o tipo celular mais abundante neste grupo (Tabela 1). As fémeas capturadas
apresentaram uma maior porcentagem de heterofilos e uma menor porcentagem de
linfocitos do que os machos capturados (Figura 2). N&o foram encontradas diferencas nas
propor¢des de mondcitos entre 0s animais capturados e 0 grupo controle. Apenas um
basofilo foi encontrado, no grupo dos animais capturados, em um individuo do sexo

masculino.
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2.3.2 Relacdo Granuldcitos/ Linfocitos

Diferencas significativas foram encontradas entre as relagdes G/L dos animais
capturados e o grupo controle, com os animais capturados apresentando valores da relagéo
bem mais elevados (Tabela 2.1). Devido ao baixo nimero de fémeas capturadas (n=3),
ndo foi possivel aplicar testes estatisticos para verificar possiveis diferencas entre as

fémeas e machos capturados, porém as fémeas capturadas apresentaram maior valor da
relagdo G/L (Tabela 2.2).

Tabela 2.1 Diferencial de leucdcitos e relacdo G/L de tubardes-lixa (G.

cirratum) dos animais capturados e grupo controle

Parametros Capturados Controle w p
n 12 4

G:L 2.614 0.607 47 0.002
Eosindfilos (%) 29.1 11.7 43 0.01

Heterdfilos (%) 42.4 28 38 0.1
Neutrofilos (%) 4.9 5 21 0.76
Monadcitos (%) 0.4 0.1 26 0.84
Linfocitos (%) 22.9 55 0 0.004

W = valor do teste estatistico.

Tabela 2.2 Valores da contagem diferencial de leucdcitos

e da relacdo G/L das fémeas e machos de tubardes-lixa

capturados
Parametros Fémeas Machos

n 3 9
G:L 3.791 2.221
Eosinofilos (%) 27.22 29.81
Heterofilos (%) 50.56 39.78
Neutrofilos (%) 4.22 5.19

Monadcitos (%) 0.1 0.5
Linfocitos (%) 17.89 24.63
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2.3.3 Hematocrito

Né&o foram encontradas diferencas significativas nos valores do hematocrito entre
0S animais capturados e 0s animais controle, apesar dos animais capturados terem
apresentado menores valores (Figura 2.2).

Figura 2.2 Valores do hematdcrito para animais capturados e grupo controle de
tubardes-lixa.
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2.5 Discusséo

Nos tubardes-lixa do presente estudo foram identificados na circulagéo periférica,
eritrécitos, eritroblastos, os trés tipos de granuldcitos (eosindfilos, heterofilos e
neutrofilos), mondcitos, basofilos, linfocitos e trombaocitos. Também foram encontradas
células em divisdo mitotica presentes na circulagdo. HYDER et al. (1983), analisando a
estrutura e fungdo dos tipos celulares no sangue de tubardes-lixa, identificou eritrocitos,
trombdcitos e quatro tipos distintos de leucdécitos, entre os quais eosinofilos, um segundo
tipo de granulécito, mondcitos e linfocitos. Estes autores também encontraram células
blasticas e células em divisdo mitdtica na circulacdo. A presenca de eritroblastos é
relatada na literatura como sendo comum, ja que a maturacdo dos eritrocitos ocorre na
circulacéo destes animais (WALSH; LUER, 2004). NAPOLEAO (2007) realizou analises
hematoldgicas em tubardes-lixa de cativeiro e encontrou as mesmas células encontradas
no presente trabalho, exceto pela auséncia de basofilos em seu trabalho.

Uma das principais confusdes na nomenclatura dos leucocitos em
elasmobranquios, é em relagdo aos heterofilos e neutréfilos, onde alguns autores relatam
a presenca dessas duas células ocorrendo juntas (ARNOLD, 2005; NAPOLEAO, 2007;
PADUA et al., 2010; PERSKY et al., 2012), porém outros autores relatam a presenca
apenas de heterofilos (VALENZUELA et al., 2003; SEMEMIUK et al., 2009) ou apenas
de neutrofilos (OLD; HUVENEERS, 2006) na circulacdo de elasmobranquios. Embora
essas células apresentem caracteristicas morfoldgicas diferentes, suas funcdes de defesa
sdo equivalentes (WALSH; LUER, 2004).

Em seu trabalho sobre a padronizacdo de técnicas hematoldgicas para
elasmobranquios, ARNOLD (2005) identificou dois tipos de eosinéfilos, um dos quais
ele chamou de fino granuldcito eosinofilico, devido a presenca de finos granulos em seu
citoplasma, o qual é similar aos heterofilos no nosso estudo e de outros trabalhos com
elasmobranquios (VALENZUELA et al., 2003; PADUA et al., 2010). OLD &
HUVENEERS (2006) também identificaram um tipo de granuldcito com as
caracteristicas de heterofilos, porém o nomeou como granuloblastos, sugerindo que estas
células podem representar uma linhagem especifica de eosinéfilos e ndo outro tipo de
leucdcito granulécito.

Eosinofilos foram encontrados em todos os individuos analisados, o que difere do
trabalho realizado por NAPOLEAO (2007), também com tubarBes-lixa, onde os

eosinofilos foram raros ocorrendo apenas em alguns peixes e com pouca frequéncia.
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Segundo TAVARES-DIAS & MORAES (2003), este tipo de leucdcito pode apresentar
grande variacdo em seu percentual na circulacdo sanguinea em espécies de teledsteos.

Linfocitos sdo células frequentemente encontradas em abundancia na circulagdo
periférica de elasmobranquios (WALSH; LUER, 2004; ARNOLD, 2005; PERSKY etal.,
2012). No presente estudo foram encontrados linfécitos de tamanhos variados,
corroborando com WALSH & LUER (2004), que descreveram pequenos, médios e
grandes linfécitos de acordo com o grau de maturacao desta célula em elasmobranquios.

Os trombdcitos ndo foram incluidos na contagem diferencial de leucdcitos, mas
foram observados em abundancia nos esfregacos sanguineos, assim como em outros
estudos com tubardes (ARNOLD, 2005; PERSKY et al., 2012), apresentando formas
variadas, que podem estar relacionadas também ao estagio de maturacéo celular. Essas
células possuem papel fundamental no processo de coagulacdo sanguinea (TAVARES-
DIAS; MORAES, 2003), ocorrendo juntas em grandes quantidades nos esfregacos
sanguineos. Alguns autores registram a ocorréncia de um tipo especial de célula, chamada
de trombdcitos GT ou trombdcitos granulados, por apresentar granulos em forma de
bastonetes em seu citoplasma (ARNOLD, 2005; PERSKY et al., 2012). Esse tipo de
célula, porém, ndo foi encontrada no presente estudo. No estudo sobre as células
sanguineas encontradas no tubardo-baleia (Rhincodon typus), estes trombdcitos
granulados também ndo foram verificados (DOVE; ARNOLD; CLAUSS, 2010).

Assim como no presente trabalho, mondécitos sdo normalmente encontrados em
baixa frequéncia nos esfregacos sanguineos de elasmobranquios (VALENZUELA et al.,
2003; WALSH; LUER, 2004; ARNOLD, 2005; NAPOLEAO, 2007, PADUA et al.,
2010). Poucos autores relatam a presenca de basofilos na circulacdo periférica de
elasmobranquios e, quando presentes, sdo em pequeno numero (WALSH; LUER, 2004;
PADUA et al., 2010). Essa baixa frequéncia de basofilos também é relatada para
teledsteos (TAVARES-DIAS; MORAES, 2003) e mamiferos (JAIN, 1993). A funcéo
dessa célula ainda ndo é bem esclarecida, mas parece estar relacionada a processos
inflamatdrios e atividades fagociticas em mamiferos (JAIN, 1993).

SEMEMIUK et al. (2009) analisou alteracGes na distribuicdo de leucocitos em
raias da espécie Dasyatis americana para investigar o grau de estresse experimentado por
esses animais em resposta ao intenso turismo marinho na regido e encontrou que as raias
maiores e com mais les@es tiveram significativamente mais heterofilos do que individuos
menores ndo lesionados, e que as raias que tinham maiores interagdes com os turistas

apresentavam menor proporcao de linfocitos do que aquelas que ndo interagiam com
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turistas. Tais alteragcdes na proporcao de heterofilos séo verificadas em outros grupos de
vertebrados, SPARKMAN (2014), por exemplo, analisando os niveis de estresse em
cobras selvagens e cativas também observaram que cobras com algum tipo de injuria
tinham maior quantidade de heterofilos.

No presente trabalho o grupo dos animais capturados apresentou maior proporgao
de heterofilos e cerca de metade da proporcao de linfécitos em relagdo ao grupo controle.
Os diferentes leucocitos apresentam respostas especificas a diferentes estressores. Um
tecido com lesdes, por exemplo, causa heterofilia (TIZZARD, 2004), o que pode, em
parte, justificar o aumento de heterofilos nos animais capturados devido a lesdo causada
pelo anzol no momento da captura. As diferentes proporcoes de leucdcitos entre os
animais capturados e o grupo controle encontradas no presente trabalho podem ser, assim,
indicadores importantes da resposta fisiologica dos animais capturados ao estresse de
captura.

As fémeas capturadas neste estudo tiveram uma maior porcentagem de heterofilos
e uma menor porcentagem de linfécitos em comparagdo com 0s machos capturados.
PERSKY et al. (2012), de forma semelhante, também encontraram valores
significativamente maiores de heterofilos nas fémeas capturadas de Mustelus canis,
enguanto os machos apresentaram maiores porcentagens de eosindfilos. Ja em relacdo aos
linfdcitos, os autores ndo encontraram diferencas significativas apesar de as fémeas terem
apresentado porcentagens menores destas células. Esses resultados podem indicar uma
resposta hematoldgica ao estresse de captura mais acentuada nas fémeas que nos machos.

A diminuicdo de linfdcitos e aumento de neutrofilos/heterofilos induzida pelo
estresse ndo parece se dever a uma destruicdo dessas células, mas a uma redistribuicdo
destas células do sangue para outros compartimentos do corpo, provocando, assim,
alteracdes em seus nameros circulantes para garantir que os diferentes tipos de células
sejam dirigidas para onde sdo necessarias durante a resposta ao estresse (DHABHAR et
al., 1996; DHABAHAR, 2002; DAVIS et al., 2008).

Diferentemente de outros taxons, os tubardes possuem ambos os granulécitos
neutréfilos e os heterofilos em sua circulagdo desempenhando fungbes imunoldgicas
semelhantes (CAMPBELL; ELLIS, 2007), logo, relagdes utilizando ambos leucécitos
podem ser empregadas de forma intercambidvel (DAVIS et al., 2008). Alguns autores
tém utilizado com sucesso a relacdo G/L, inves de relagdes envolvendo neutrofilos ou

heterofilos isolados, estratégia que se torna particularmente importante quando sao
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encontradas limitacdes, como a qualidade dos esfregacos sanguineos ou dificuldades em
se distinguir os diferentes tipos de granuldcitos (JOHNSTONE et al., 2012).

Normalmente, estudos realizados sobre as células sanguineas de elasmobranquios
(SEMEMIUK et al., 2009; ARNOLD, 2005; WALSH; LUER, 2004), inclusive em
tubardes-lixa (HYDER, 1983; NAPOLEAO, 2007), tém se restringido a sua
identificacdo, proporcéo e morfologia. Poucos trabalhos utilizam leucdcitos para inferir
sobre as respostas fisioldgicas a algum tipo de estressor em tubardes.

Apenas o estudo de VAN RIJN & REINA (2010) com Cephaloscyllium laticeps
utilizou relac@es entre granuldcitos e linfdcitos para inferir sobre o estresse de captura em
tubarbes, validando esta metodologia para o grupo. No estudo citado, 0s animais
capturados experimentalmente com rede emalhar e espinhel apresentaram valores
substancialmente superiores aos niveis de pre-estresse. Em nosso estudo, o valor da
relacdo G/L dos animais capturados foi mais de 4 vezes superior ao grupo controle, com
relagdes significativamente maiores no grupo dos animais capturados corroborando com
o referido trabalho.

Estudos em outros grupos de vertebrados utilizando tais relacfes também tém
mostrado proporc6es elevadas para os animais que foram submetidos a algum nivel de
estresse, como no estudo de DAVIS & MAERZ (2008), em salamandras, que mantidas
sob estresse, apresentaram significativamente mais neutr6filos, menos linfécitos e
consequentemente altas taxas de N/L. GROOMBRIDGE et al. (2004) mostrou que
passaros da espécie Paroreomyza montana, transportados por distancias mais longas
mostraram maiores valores da relacdo entre heterofilos e linfocitos do que aqueles
transportados por distancias mais curtas. VLECK et al (2000) analisando populagdes de
pinguins verificou que animais que apresentavam algum tipo de injdria recente
apresentavam maiores contagens de heterofilos e maiores relacdes de G/L, sugerindo que
a relacdo G/L € um melhor preditor da resposta ao estresse causada por injurias do que a
mensuracdo do hormonio corticosterona.

Para peixes teledsteos, alguns autores estudaram alteragdes hematoldgicas
causada por diferentes estressores e verificaram em todos os casos a redu¢do no nimero
de linfécitos e o aumento de neutrdfilos circulantes (MAZEAUD et al.,, 1977;
PICKERING et al., 1982, ELLSAESSER; CLEM, 1986, BARTON; IWOA, 1991).

Alguns autores reportam aumentos nos valores do hematocrito para animais
submetidos ao estresse de captura (WELLS, 1986). No presente caso, porém, 0s animais

capturados apresentaram um menor valor do hematdcrito do que os animais controle,
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apesar da diferenca ndo ter sido estatisticamente significante. Baixos valores no
hematocrito podem estar relacionados com diversos fatores como anemia reprodutiva
(WILLIAMS et al., 2004) ou escassez de determinados nutrientes na dieta, como ferro,
cobre e vitamina B12 (CHO, 1983). Como o0s animais mantidos em cativeiro
provavelmente possuem uma dieta mais equilibrada e constante do que os animais
selvagens, é provavel que fatores diretamente relacionados a nutricdo expliquem a
diferenga nos resultados.

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que os tubardes-lixa submetidos ao
estresse agudo de captura e permanéncia no espinhel exibem uma resposta negativa
mensuravel, baseada nas significativas alteracdes na contagem diferencial de leucdcitos
e relagOes entre granuldcitos e linfocitos. Apesar disto, todos os individuos capturados
foram liberados em boas condic@es, apresentando vigorosa natacdo apds a sua liberacéo,
0 que denota uma capacidade provavelmente elevada de resiliéncia desta espécie frente a
situacOes de estresse impostas pela captura e permanéncia no aparelho de pesca.

Este estudo reforca a importancia do uso de leucécitos como indicadores de
estresse em tubares, uma vez que podem fornecer informacgfes importantes sobre a
funcdo do sistema imune em resposta a situacdes de captura. Estudos complementares
sé0, no entanto, necessarios para avaliar a influéncia dessas alteragdes fisiologicas no

crescimento, reproducdo e sobrevivéncia desses animais, no médio e longo prazo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados em ambos os capitulos desta dissertagdo indicam que
o0 tubardo-lixa € afetado pelo estresse de captura e permanéncia no espinhel, embora a
espécie apresente, também, uma alta resiliéncia a tal situacao, pois apesar das alteracdes
mensuradas em sua biogquimica sanguinea e hematologia, os individuos capturados
apresentavam boas condicGes, tanto no momento do embargque como ao ser liberado.

Estes resultados também mostraram que as fémeas sdo mais afetadas pelo evento
de captura do que os machos, o0 que torna a espécie ainda mais vulneravel a pesca.

Esta espécie encontra-se atualmente protegida no Brasil e tem a sua pesca
proibida, embora pouca ou nenhuma fiscalizacdo seja exercida pelos 6rgaos de controle
responsaveis. Em consequéncia, o tubardo-lixa ainda é frequentemente capturado,
desembarcado, comercializado e consumido por pescarias artesanais na regido nordeste.

Esta espécie tem alta capacidade para se recuperar e sobreviver ao estresse
imposto pela captura e permanéncia no aparelho de pesca, o que reforca a necessidade de
acOes de fiscalizacdo mais eficientes que garantam a liberacdo imediata dos animais

capturados.
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