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SINOPSE:

Estudou-se o efeito dos imunoestimulantes levamisol e glicano suplementados a dieta
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experimentais, de cultivo e como minimizador das respostas de estresse causadas
pelo transporte. Pardmetros fisiol6gicos e zootécnicos foram analisados.
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RESUMO

No presente trabalho, foram realizados trés estudos com o objetivo de avaliar a eficiéncia dos
imunoestimulantes levamisol e glicano suplementados a dieta para a melhoria do desempenho
zootécnico e como mitigador do estresse em juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum.
No primeiro estudo (Capitulo 2), foi determinada a toleradncia do tambaqui, & bactéria
Aeromonas hydrophila, para determinar a 96h-DLs, (dose letal para 50% da espécie) para
aplicacdo em testes de desafios. Os resultados demonstraram que juvenis de tambaqui
apresentam elevada resistancia a infeccdo causada por essa bactéria, cujo valor da 96h-DLs
calculada foi 2,4 x 10™ UFC de A. hydrophila mL™ de solucéo salina. No Capitulo 3, foram
avaliados os efeitos da suplementacéo de diferentes concentragdes de levamisol e glicano no
desempenho e nas respostas fisioldgicas, bioquimicas e imunoldgicas dos juvenis de tambaqui
em condicdes experimentais, apds desafio com 60% da 96h-DLsy de A. hydrophila. Os
resultados demonstraram que a suplementacdo de levamisol e glicano ndo influenciou o
desempenho produtivo e o consumo de racdo; ndo alterou as concentragdes e a atividade de
lisozima, porém, estimulou parte do sistema imune nao-especifico dos juvenis de tambaqui,
entretanto, incapaz de minimizar as alteracGes fisiologicas provocadas pela infeccdo
bacteriana. No Capitulo 4, foram avaliadas a eficacia de 250 mg de levamisol kg™ e 5 mg de
glicano kg™ na dieta de tambaquis criados por 60 dias em sistema de tanques-rede e
submetidos ao estresse do transporte e 24, 48 e 96 h de recuperacdo. Os resultados indicaram
que as concentracOes utilizadas ndo melhoraram o desempenho zootécnico dos peixes em
tanques-rede e ndo foram eficazes na mitigacdo dos efeitos adversos do estresse de transporte
em juvenis de tambaqui. Entretanto, a espécie demonstra capacidade adaptativa para retornar

a homeostase apos o periodo de 24 horas de recuperacdo pds-transporte.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, estresse, imunoestimulantes, tanque-rede,

transporte.
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ABSTRACT

Three studies were held to evaluate levamisol and glucan in diet to improve juvenile tambaqui
growth and stress mitigate effect. In the first experiment (Chapter 2), it was determined
juvenile tambaqui tolerance to Aeromonas hydrophila (96h-LDsg) that ranged in 2,4 x 10™
UFC A. hydrophila mL™ of saline solution. In the third chapter of this thesis, it was evaluated
levamisole and glucan in diet effect on growth and juvenile tambaqui physiological, metabolic
and immunological responses to 60% of 96h-LDsy; A. hydrophila. The results allowed
establishing levamisole and glucan in diet did not interfere on growth and feed conversion
rates. Glucan and levamisole did not alter lisozyme activity but they stimulated part of non-
specific immune system of juvenile tambaqui. However, they were unable to minimize to
artificial bacteria infection. The best results were obtained with levamisole in concentration of
250 and glucan 5mg. In chapter 4, it was evaluated these two (250 and 5 mg) levamisole and
glucan concentrations in diets given to juvenile tambaqui stocked in cages during 60 days. It
was also evaluated growth and physiological stress responses of fish after transport. The
results showed levamisole and glucan were not able to interfere on growth parameters. It was
observed alterations on blood, biochemical and immunological parameters immediately after
transport and fish recovery after 24 h. Levamisole and glucan could not minimize stress

responses.

Keywords: Colossoma macropomum, stress, immunostimulant, cage, transport



SUMARIO

REVISAO DE LITERATURA
1. Aquicultura atual
. Aquicultura na Amazoénia Brasileira
. A espécie Colossoma macropomum
. Fontes de estresse na piscicultura
. Producdo super intensiva de peixes em tanques-rede
. Transporte

~N OO O B~ W DN

. Imunoestimulantes
7.1. Levamisol
7.2. Glicanos
8. Referéncias Bibliogréficas

OBJETIVOS
Obijetivos Especificos

CAPITULO 1 - Tolerancia do tambaqui (Colossoma macropomum) a
bactéria gram-negativa Aeromonas hydrophila

Resumo

Abstract

1. Introducéo

2. Material e Métodos

3. Resultados

4. Discusséo
Agradecimentos
Referéncias Bibliogréaficas

CAPITULO 2 - Respostas fisioldgicas de tambaqui, Colossoma
macropomum, alimentados com dietas suplementadas com levamisol e
glicano, apos desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila

Resumo

Abstract

1. Introducéo

2. Material e Métodos
3. Resultados

4. Discusséo

© o o1 A N b -

10
12
13
16

26
26

27

28
29
30
31
34
35
39
39

45

47
47
48
51
56
58

viii



Agradecimentos
Referéncias Bibliogréaficas

CAPITULO 3 - Efeito da suplementacdo de levamisol e glicano nas
respostas sanguineas de tambaqui, Colossoma macropomum, durante o
estresse de transporte

Resumo

Abstract

1. Introducéo

2. Material e Métodos

3. Resultados

4. Discusséo
Agradecimentos
Referéncias Bibliogréaficas

CONSIDERACOES FINAIS

65
65

83

85
85
86
88
92
95
107
108

124



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1 - Tolerancia do tambaqui (Colossoma macropomum) a bactéria gram-
negativa Aeromonas hydrophila

Tabela 1. Variaveis fisicas e quimicas da agua durante 96 horas de experimento 43
para determinacdo da DLsy de Aeromonas hydrophila em juvenis de
tambaqui, Colossoma macropomum. Controle = solucdo salina 0,85%;
TR1 = 2,736x10"° UFC.mL"; TR2 = 2,736x10"* UFC.mL™; TR3 =
2,736x10" UFC.mL™. Valores expressos em média + desvio padrao.

Tabela2. Mortalidade de tambaqui, Colossoma macropomum, ap6s 96 h de 43
inoculacdo peritoneal de diferentes concentracbes de Aeromonas
hydrophila. Controle = solucdo salina 0,85%; TR1 = 2,736 x10%
UFC.mL?; TR2 = 2,736x10" UFC.mL™; TR3 = 2,736 x10" UFC.mL™.

CAPITULO 2 - Respostas fisiologicas de tambaqui, Colossoma macropomum,
alimentados com dietas suplementadas com levamisol e glicano, apés desafio com a
bactéria Aeromonas hydrophila

Tabelal. Variaveis fisicas e quimicas da agua dos tanques utilizados na criacdo 74
de juvenis de tambaqui (Colossomam macropomum) alimentados com
dietas suplementadas com diferentes concentracdes de levamisol (L100,

L250, L500 com 100, 250 e 500 mg de levamisol.kg™ rac4o) e glicano
(G1, G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg de glicano.kg™ de racdo), por um
periodo de 60 dias. Valores sdo média + desvio padréo.

Tabela 2. Variaveis fisicas e quimicas da agua dos tanques utilizados na criacdo 75
de juvenis de tambaqui (Colossomam macropomum) alimentados com
dietas suplementadas com diferentes concentracdes de levamisol (L100,

L250, L500 com 100, 250 e 500 mg de levamisol.kg™ rac4o) e glicano
(G1, G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg de glicano.kg™ de ragdo), ap6s 7 dias
de infecgdo bacteriana. Valores sdo média + desvio padrao.

Tabela 3. Variaveis fisicas e quimicas da agua dos tanques utilizados na criacdo 76
de juvenis de tambaqui (Colossomam macropomum) alimentados com
dietas suplementadas com diferentes concentragdes de levamisol (L100,

L250, L500 com 100, 250 e 500 mg de levamisol.kg™ rag4o) e glicano
(G1, G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg de glicano.kg™ de rago), ap6s 15 dias
de infeccdo bacteriana. Valores sdo média + desvio padrao.

Tabela4. Consumo diéario de racdo (CDR), ganho de peso (GP), conversdéo 77

alimentar aparente (CAA), taxa de crescimento especifico (TCE), fator
de condicao (FC), coeficiente de variacdo do crescimento (CV), taxa de
sobrevivencia (TS) e producdo por area (P/A) de juvenis de tambaqui,
Colossoma macropomum, suplementados com diferentes niveis de
inclusdo de levamisol (L100, L250, L500 com 100, 250 e 500 mg de
levamisol.kg™ racéo) e glicano (G1, G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg de
glicano.kg™ de racéo) por um periodo de 60 dias. Valores s&o média +
desvio padréo.



Xi

CAPITULO 3 - Efeito da suplementac&o de levamisol e glicano nas respostas sanguineas
de tambaqui, Colossoma macropomum, durante o estresse de transporte

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Variaveis fisicas e quimicas da agua do viveiro com criacdo de juvenis
de tambaqui, Colossoma macropomum, em tanques-rede, durante 60
dias alimentados com dietas suplementadas com 5 mg de glicano.kg™ e
250 mg de levamisol.kg™ de racéo.

Varidveis fisicas e quimicas da &gua das sacolas apds 6 horas de
transporte de juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum,
alimentados por 60 dias com dietas suplementadas com
imunoestimulantes. TR1 = racdo comercial (sem suplementacdo); TR2 =
racdo suplementada com 5 mg de glicano.kg™ de ragdo; TR3 = ragéo
suplementada com 250 mg de levamisol.kg™ de racdo. Média + desvio
padréo.

Varidveis fisicas e quimicas da agua dos tanques de recuperacdo,
durante 96 h, dos juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum,
alimentados com imunoestimulantes e submetidos ao estresse de
transporte. TR1 = racdo comercial (sem suplementacdo); TR2 = ragdo
suplementada com 5 mg de glicano.kg™ de racdo; TR3 = racéo
suplementada com 250 mg de levamisol.kg™ de ragdo.

Consumo diéario de ragdo (CDR), conversao alimentar aparente (CAA),
taxa de crescimento especifico (TCE), fator de condicdo (FC),
coeficiente de variacdo do crescimento (CV), taxa de sobrevivéncia (TS)
e producdo por éarea (P/A) de juvenis de tambaqui, Colossoma
macropomum, alimentados com dietas suplementadas com
imunoestimulantes, durante 60 dias, em sistema de tanque-rede. TR1 =
racdo comercial (sem suplementacdo); TR2 = racdo suplementada com 5
mg de glicano.kg™ de racdo; TR3 = rac4o suplementada com 250 mg de
levamisol.kg™ de racdo.

118

118

119

119



xii

LISTA DE FIGURAS
REVISAO DA LITERATURA
Figura 1. Exemplar de tambaqui, Colossoma macropomum 5

CAPITULO 1 - Tolerancia do tambaqui (Colossoma macropomum) a bactéria gram-
negativa Aeromonas hydrophila

Figura 1. Sinais clinicos observados no tambaqui, Colossoma macropomum, 44
infectado com a bactéria Aeromonas hydrophila: perdas de
escamas e exoftalmia (A), hemorragia (B), erosédo nas nadadeiras
(C) e lesbes na pele (D).

CAPITULO 2 - Respostas fisioldgicas de tambaqui, Colossoma macropomum,
alimentados com dietas suplementadas com levamisol e glicano, ap6s desafio com a
bactéria Aeromonas hydrophila

Figura 1. Hematdcrito (A), concentracdo de hemoglobina (B), nimero de 78

eritrécitos  (C), volume corpuscular médio - VCM (D),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média - CHCM (E) e
hemoglobina corpuscular média - HCM (F) de juvenis de
tambaqui, Colossoma macropomum, alimentados com dietas
suplementadas com 100, 250 e 500 mg levamisol.kg™ (L100,
L250 e L500) e 1, 5 e 10 mg glicano.kg® (G1, G5 e G10) e 0
controle (sem adicdo de imunoestimulantes), por 60 dias (pré-
desafio) e apds 7 e 15 dias de infeccdo causada pela bactéria
Aeromonas hydrophila. Média + DP.

Figura 2. Numero de leucdcitos (A) e trombdcitos (B) de juvenis de 79

tambaqui, Colossoma macropomum, alimentados com dietas
suplementadas com diferentes niveis de inclusdo de levamisol
(L100, L250 e L500 com 100, 250 e 500 mg.kg™) e glicano (G1,
G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg.kg™) e o controle (sem adi¢cdo de
imunoestimulantes), por 60 dias (pré-desafio) e apds 7 e 15 dias de
infeccdo causada pela bactéria Aeromonas hydrophila. Média +
DP. Letras minusculas diferentes significam diferencas estatisticas
entre os tratamentos (p<0,05).

Figura 3. Concentracdo de cortisol plasmatico (A) e glicose plasmatica (B) 80
de juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum, alimentados
com dietas suplementadas com diferentes niveis de inclusdo de
levamisol (L100, L250 e L500 com 100, 250 e 500 mg.kg™?) e
glicano (G1, G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg.kg™) e o controle (sem
adicdo de imunoestimulantes), por 60 dias (pré-desafio) e apos 7 e
15 dias de infeccdo causada pela bactéria Aeromonas hydrophila.
Média + DP. Letras minusculas diferentes indicam diferencas
estatisticas entre os tratamentos e letras maiusculas diferentes
indicam diferencas significativas entre os periodos em cada
tratamento.



Figura 4.

Figura 5.

Concentracdo dos ions plamaticos sodio (A), cloretos (B), célcio
(C) e potéssio (D) de juvenis de tambaqui, Colossoma
macropomum, alimentados com dietas suplementadas com
diferentes niveis de inclusdo de levamisol (L100, L250 e L500
com 100, 250 e 500 mg. kg™) e glicano (G1, G5 e G10com 1,5¢
10 mg. kg™) e o controle (sem adi¢do de imunoestimulantes), por
60 dias (pré-desafio) e apds 7 e 15 dias de infeccdo causada pela
bactéria Aeromonas hydrophila. Média = DP.

Concentracdo (A) e atividade de lisozima (B) de juvenis de
tambaqui, Colossoma macropomum, alimentados com dietas
suplementadas com diferentes niveis de inclusdo de levamisol
(L2100, L250 e L500 com 100, 250 e 500 mg.kg™) e glicano (G1,
G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg.kg™) e o controle (sem adigéo de
imunoestimulantes), por 60 dias (pré-desafio) e apos 7 e 15 dias de
infeccdo causada pela bactéria Aeromonas hydrophila. Média +
DP.

Xiil

81

82

CAPITULO 3 - Efeito da suplementac&o de levamisol e glicano nas respostas sanguineas
de tambaqui, Colossoma macropomum, durante o estresse de transporte

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Ganho de peso (GP) de juvenis de tambaqui, Colossoma
macropomum, criados em sistema de tanques-rede e alimentados
por 60 dias com e sem suplementacédo de levamisol e glicano na
dieta. TRO = inicio dos experimentos; TR1 = controle (sem
suplementacdo); TR2 = racéo + 5 mg glicano.kg™*; TR3 = racéo +
250 mg levamisol.kg®. Média + desvio padréo.

Hematdcrito (A), hemoglobina (B), numero de eritrdcitos (C),
volume corpuscular médio - VCM (D), hemoglobina corpuscular
média - HCM (E) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média - CHCM (F) de Colossoma macropomum criada em sistema
de tanques-rede e alimentada por 60 dias com e sem
suplementacdo de levamisol e glicano na dieta (AT) e submetidos
por 6 h ao transporte (PT) e a recuperagdo por 24, 48 e 96 h.
Média + desvio padrdo. Letras mailsculas diferentes indicam
diferengas significativas no mesmo tratamento entre as diferentes
etapas do transporte (N = 18 peixes).

Leucdcitos (A), trombdcitos (B), cortisol (C) e glicose (D) de
Colossoma macropomum criado em sistema de tanques-rede e
alimentado por 60 dias com e sem suplementacdo de glicano e
levamisol na dieta (AT) e submetidos por 6 h ao transporte (PT) e
a recuperacdo por 24, 48 e 96 h. Média + desvio padrdo. Letras
maiusculas diferentes indicam diferencas significativas no mesmo
tratamento entre as diferentes etapas do transporte (N = 18 peixes).

120

121

122



Figura 4.

Figura 5.

Concentracdo plasmatica de sédio (A), potassio (B), calcio (C) e
cloretos (D) de Colossoma macropomum criado em sistema de
tanques-rede e alimentado por 60 dias com e sem suplementagéo
de glicano e levamisol na dieta (AT) e submetidos por 6 h ao
transporte (PT) e a recuperacdo por 24, 48 e 96 h. Meédia * desvio
padrdo. Letras maiusculas diferentes indicam diferencas
significativas no mesmo tratamento entre as diferentes etapas do
transporte (N = 18 peixes).

Concentracdo (A) e atividade de lisozima (B) de Colossoma
macropomum criado em sistema de tanques-rede e alimentado por
60 dias com e sem suplementacdo de glicano e levamisol na dieta
(AT) e submetidos por 6 h ao transporte (PT) e a recuperacdo por
24, 48 e 96 h. Média £ desvio padrdo. Letras maiusculas diferentes
indicam diferencas significativas no mesmo tratamento entre as
diferentes etapas do transporte (N = 18 peixes).

Xiv

123

124



REVISAO DE LITERATURA

Efeito dos imunoestimulantes levamisol e glicano nas respostas fisioldgicas e
no desempenho de juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier,

1817), sob condicdes de cultivo e transporte

1. Aquicultura atual

Atualmente, a aquicultura é responsavel pela metade da producdo de pescado
consumido pela populagdo mundial, devido a crescente demanda por proteina de origem
animal, associada a reducdo dos estoques pesqueiros, 0 que a torna uma alternativa viavel
para a producao de alimentos (Food and Agriculture Organization - FAO, 2010). Além disso,
essa atividade tem sido estratégica no desenvolvimento econdmico e social, gerando emprego
e renda em outros segmentos do Agronegdcio, como as industrias de ragcdes, medicamentos e
equipamentos (FAO, 2010). Contudo, durante a sua pratica deve-se levar em consideracao a
sustentabilidade ambiental, social e econdémica (FAO, 2010).

No ano de 2008, esta atividade agropecuéria gerou cerca de 52,5 milhdes de toneladas
de pescado para o consumo humano, avaliados em US$ 98,4 bilhdes; com a perspectiva de
alcancar 82 milhGes de toneladas de pescado no ano de 2050 (FAO, 2010). A aquicultura é o
setor de producdo animal que mais cresce no mundo, sendo 0s paises asiaticos 0s maiores
produtores. Nesse cenario, 0 Chile ocupa a 8? colocacao na producao de pescado mundial e o
Brasil a 212 (Minitério da Pesca e Aquicultura — MPA, 2010), cujo crescimento tem sido
superior a 40% nos dltimos anos, indice maior que a média mundial, que varia de 12 a 21%
(FAO, 2010; MPA, 2010).

O Brasil é considerado um pais com grande potencial para a producédo aquicola, por
apresentar condicdes favoraveis ao cultivo de inimeras especies de peixes nas diferentes
regides, ser auto-suficiente na producdo de grdos e ingredientes utilizados nas ragdes, ter
grandes disponibilidades de &reas e recursos hidricos além de condi¢Ges climaticas que
favorecem a piscicultura de agua doce, com destaque a bacia Amazonica (Ono, 2005). Devido
estas caracteristicas, observa-se uma intensificagdo dos sistemas de producdo de peixes no
pais (MPA, 2010).



No ano de 2009 a producéo aquicola brasileira foi de 415.649 toneladas, evidenciando
um crescimento aproximado de 43% nos ultimos trés anos. A piscicultura foi a modalidade da
aquicultura que mais cresceu neste periodo, passando de 210.640 toneladas em 2007 para
365.367 toneladas em 2009, representando cerca de 60% da producdo nacional (MPA, 2010).
Segundo estimativas do Minitério da Pesca e Aquicultura, até o final de 2011, a aquicultura
deve produzir cerca de 570.000 toneladas de pescado, e isto deve-se aos investimentos
estratégicos no setor de aquicultura pelo Governo Federal e varias secretarias estaduais. Toda
essa estrutura governamental foi criada com o objetivo de desenvolver estratégias que
estimulem o crescimento da aquicultura, por meio de instalacGes de unidades demonstrativas,
construcdes de unidades de larvicultura, criacdo de linha de crédito de financiamento especial
para a atividade, programas nacionais de suporte as cooperativas de aquicultores e servicos de
extensdo, pesquisa e mercado (FAO, 2010).

Dentre as espécies de peixe mais cultivadas no Brasil, estdo a tilapia (Oreonchus
niloticus) com 132.957 toneladas, a carpa (Cyprinus carpio) com 80.895 toneladas e o
tambaqui (Colossoma macropomum) com 46.454 toneladas. A producdo de tambaqui no pais
tem apresentado crescimento continuo desde 2003 e, atualmente, representa 14% do total da
producdo de pescado da piscicultura brasileira, e com um crescimento de 66% em 2009 em
relacdo a 2007 (MPA, 2010).

A regido Norte, embora com um menor crecimento de producdo aquicola, comparada
ao restante do Brasil, teve um incremento significativo em 2009, com cerca de 35.782
toneladas (MPA, 2010). No estado do Amazonas, o crescimento da producdo de peixes
ultrapassou 10% de 2008 a 2009, alcancando 10.234 toneladas, sendo o 10° estado brasilero
na producgdo aquicola continental. Entretanto, esta producéo ainda é insuficiente para atender
0 mercado de Manaus (Secretaria Executiva da Pesca e Aquicultura do Estado do Amazonas
SEPA/SEPROR, 2010). Ao contrario, a pesca extrativa, que produziu 71.109 toneladas no
mesmo periodo, tem se mantido praticamente estabilizada nos Gltimos anos, assim como nas

demais regides do pais.

2. Aquicultura na Amazonia Brasileira

A Amazonia tem sido vista como uma das regides mais promissoras para 0 avango da
piscicultura no Brasil e isto se deve a grande extenséo de seus recursos hidricos, ao clima
favoravel e a ampla variedade de espécies de peixes de alto valor comercial (Ono, 2005). No
ano de 2009, a regido Norte foi responsavel por 21,5% de pescados oriundos da aquicultura



(MPA, 2010). Esta atividade vem apresentando resultados positivos, porém discretos, se
compararmos as dimensdes da regiao.

Dentre os obstaculos para o desenvolvimento da aquicultura na regido, podem ser
citados: a relativa abundancia dos estoques pesqueiros naturais; o isolamento geografico que
dificulta o acesso aos principais mercados consumidores; a caréncia de informacdes sobre a
biologia e a cadeia produtiva das principais espécies; a deficiéncia de infraestrutura bésica
para criacdo de peixes; baixo nivel tecnoldgico da maioria das pisciculturas instaladas na
regido; deficiéncia ou auséncia de servigos de assisténcia técnica; distancia dos grandes
centros cerealistas, 0 que eleva o custo da racdo e, consequentemente, da producdo (Ono,
2005; Gandra, 2010).

Apesar destes obstaculos, diferentes setores da sociedade (governo municipal, estadual
e federal, instituicdes de pesquisa e ensino, agéncias financiadoras, empreendedores, dentre
outras) tém concentrado esfor¢os para mudar este quadro, pois véem na aquicultura grandes
possibilidades para torna-la uma atividade de desenvolvimento sustentavel na regido (Ono,
2005; Santos, 2009). Exemplo disto sdo os inimeros projetos de pesquisa que tém como
objetivo fornecer tecnologia para o cultivo das espécies nativas de maior interesse da
piscicultura na regido, como o tambaqui (C. macropomum) e o matrinxd@ (Brycon
amazonicus), que sdo as duas principais espécies cultivadas na regido e, mais recentemente, o
pirarucu (Arapaima gigas) que apresenta um grande potencial para a producdo de pescado
(Ono, 2005; Gandra, 2010).

Dentre os diversos sistemas de producdo de peixes, as barragens e 0s Vviveiros
escavados sdo os mais utilizados na piscicultura da regido (Melo et al., 2001; Ono, 2005;
Gandra, 2010). Contudo, as restricbes ambientais para a implantacdo desses sistemas de
criacdo tém estimulado o emprego de outros sistemas intensivos de producdo, tais como 0s
cercados em canais de igarapés de terra firme e tanques-rede. O sistema de criagdo em canais
de igarapés tem demonstrado grandes perspectivas como uma atividade economicamente
sustentavel e sem dano ao meio ambiente para as comunidades carentes da regido (Waltricke,
2007). Ja o sistema de criacdo em tanques-rede, utilizado no presente estudo, vem crescendo
no Brasil e na regido amazodnica, principalmente por apresentar menor custo de investimento,
tecnologia disponivel e permite o aproveitamento dos corpos d’agua naturais e ou represados
no pais (Ono e Kubtiza, 2003; Ono, 2005; Gomes et al., 2004; Kubitza, 2010; Chagas, 2010).
O tambaqui é uma espécie de peixe que se desenvolve bem em tanques-rede de pequeno
volume na fase de recria (Brand&o et al., 2004) e sua criagdo pode ser realizada em tanques-



rede com volumes de 1 a 6 m®, sem prejuizo zootécnico para o piscicultor (Gomes et al.,
2004; Chagas, 2010).

3. A espécie Colossoma macropomum

O tambaqui, caracideo endémico das bacias do Amazonas e Orinoco, é o segundo
maior peixe de escamas da América do Sul, chegando a medir até 1 m de comprimento e
pesar 30 kg. Essa espéecie tem preferéncia por aguas ricas em nutrientes e é capaz de resistir a
baixas concentracdes de oxigénio dissolvido na agua (~1mg/L), principalmente devido a
respiracdo na superficie aquatica (RSA), onde ocorre a expansdo do labio inferior, que
funciona como um funil, deixando passar a fina camada superficial de &gua, rica em oxigénio,
em direcdo as branquias (Val e Almeida-Val, 1995). Possui habito alimentar diversificado
com tendéncia a onivoria, o que favorece a utilizacdo de uma racdo com uma menor
concentracdo protéica durante o cultivo. Economicamente, o tambaqui é a espécie mais
importante na pesca e piscicultura da regido amazoénica (Santos, 2009).

Por ser muito apreciado pela populacdo local e nacional, o tambaqui tem mercado
consumidor garantido. Na regido metropolitana de Manaus, por exemplo, a producdo de
tambaqui curumim (0,350 a 0,450 kg), destinada as refei¢des dos funcionarios do Distrito
Industrial de Manaus, foi estimada em 3.000 toneladas no ano de 2009. Nas feiras e mercados,
0 tambaqui curumim, o tambaqui roelo (0,800 e 1,5 kg) e o tambaqui jovem (2,0 a 3,0 kg) sdo
comercializados por R$ 3,50; R$ 5,00 e R$ 10,00/kg respectivamente. Atualmente, 80% do
tambaqui ofertado no Amazonas € originario da piscicultura regional (Gandra, 2010;
SEPA/SEPROR, 2010), entretanto, o volume de producdo poderd ser expandido com
investimentos em pesquisas que venham contribuir com a melhoria de sua cadeia produtiva,
assim como o ordenamento e a organizac¢ao do setor produtivo no estado.

O sucesso na criacdo desta espécie deve-se as suas excelentes caracteristicas para o
cultivo, pois, adapta-se facilmente ao cativeiro e aceita bem racgdes, grdos e sub-produtos
agro-industriais (Roubach et al., 2003; Santos, 2009). Além disso, possui boa conversdo
alimentar, em média 1,8 (Gomes et al., 2006), facilidade de manejo para reproducéo induzida,
0 que garante a disponibilidade de juvenis o ano todo, rapido crescimento, facil manejo
(Castagnolli, 1992; Chagas, 2010), alta resisténcia a doencas (Pavanelli, 2010) e tolerancia a
grandes variacdes de temperaturas, de 26 °C a 35 °C (Saint-Paul, 1986). O tambaqui, no ano
de 2009, representou 82% da producdo aquicola no estado do Amazonas, com
aproximadamente 8.000 toneladas, nimero insuficiente para suprir a demanda local, que foi

abastecida com aproximadamente 6.000 toneladas de peixes provenientes dos estados de



Roraima, Rond6nia e Acre (Gandra, 2010). Além disso, na Amazénia Central, os estoques
naturais de tambaqui encontram-se sobre-explorados (lsaac e Rufino, 1996; Silva et al.,
2007), sendo protegidos pelo IBAMA (Art. 1° - Instrucdo Normativa n® 35 de 29/09/2005),
com periodo de defeso de outubro a marco. Dessa forma, a criacdo de tambaqui € uma
atividade estratégica na regido, pois, além das vantagens de cultivo inerentes a espécie, este é

um produto de exelente aceitacdo no mercado.

(Gomes, 2004)

Figura 1. Exemplar de tambaqui, Colossoma macropomum.

4. Fontes de estresse na piscicultura

Em sistema de criacdo intensivo, 0s peixes sdo frequentemente expostos a
procedimentos estressores, pois, em todas as fases do processo de producdo, é comum a
ocorréncia de préaticas geradoras de estresse, tais como: transporte, captura, confinamento,
variacdo na qualidade da agua, entre outros (Werdermayer, 1996; Wendelaar Bonga, 1997;
Urbinati et al., 2004;). Estes fatores propiciam um aumento da incidéncia de doencas,
prejudicam o desempenho dos peixes e podem levar até a morte.

O estresse pode ser definido como um conjunto de respostas fisiologicas generalizadas
de um organismo na presenca de agentes estressores internos ou externos. Esses agentes
podem ser fisicos, quimicos ou sociais. Convencionalmente, as respostas ao estresse sdo
classificadas em primarias, secundarias e terciarias, de acordo com a natureza, a duracéo e o
tipo do agente estressor. Estas respostas evoluiram a partir de mecanismos adaptativos que
permitem ao animal manter a homeostase, frente a estimulos adversos, permitindo a utilizagao
de reservas energeticas indisponiveis em condi¢es normais (Pickering, 1981; Bendhach et al.,
2009).



As respostas primérias (neural e neuro-enddcrinas) representam a percep¢do de uma
alteracdo e 0 inicio das respostas neuro-enddcrinas, incluindo a répida liberacdo de
catecolaminas e cortisol para a circulacdo sistémica (Barton e Iwana, 1991; Mazeaud et al.,
1997). As respostas secundarias, resultantes das respostas primarias, incluem ajustes
bioguimicos e fisioldgicos e sdo mediadas, até certo ponto, pelos horménios do estresse. Entre
estas respostas estdo os efeitos metabolicos, como alteracbes na glicemia, no conteudo de
acido lactico, glicogénio hepatico e muscular; efeitos sanguineos, como alteragdes no nimero
de células vermelhas e brancas e, ainda os efeitos hidro-eletroliticos, como alteracdes nas
concentragcfes plasmaticas de ions cloro, sodio, potassio e célcio e na osmolaridade (Eddy,
1981; Wedelaar Bonga, 1997; Wojtaszek et al., 2002; Abreu, 2007). As respostas terciarias sao
caracterizadas pelas alteragdes comportamentais, diminui¢cdo do crescimento, da capacidade
reprodutiva e aumento da suscetibilidade as doencas, representando alteracdes associadas ao
estresse de individuos ou populacbes (Wendemeyer, 1996; Mazeaud et al., 1997). Assim como
em outros vertebrados, o0s peixes estressados apresentam respostas generalizadas,
caracterizadas por aumento dos horménios de estresse e mudancas fisioldgicas (Baldisseroto,
2002).

Os ajustes do organismo as diferentes situacdes do ambiente podem ser muitas vezes,
responsaveis pela sobrevivéncia e, posteriormente, pela perpetuacdo da espécie em
determinado ecossistema, ao longo de sua histéria evolutiva. Nesse sentido, o
acompanhamento de alteracbes nos padrbes fisiolégicos e comportamentais é fundamental
para o esclarecimento dos aspectos bioldgicos dos peixes (Wedelaar Bonga, 1997; Carneiro e
Urbinati, 2001; Inoue et al., 2010).

O cortisol, principal horménio glicocorticoide em peixes, é considerado um bom
indicador para avaliagdo das respostas primarias ao estresse (Barton e lwama, 1991; Gomes et
al., 2006; Inoue et al., 2010). Vérios trabalhos relatam o aumento nas concentracfes de cortisol
na corrente sanguinea de peixes submetidos a varios tipos de estressores, como transporte
(Sadler et al., 2000; Gomes et al., 2003; Brandao et al., 2006; Oliveira, 2008; Inoue et al,
2010; Chagas, 2010; Nunes, 2010), confinamento (Monteiro et al., 1999) e captura (Pottinger,
1998; Abreu et al., 2009). O aumento nos niveis de cortisol circulante em resposta aos
estressores é considerado uma resposta adaptativa importante para manter os ajustes da
homeostase em relagdo ao estresse (Wendelaar Bonga, 1997; Momnsen et al., 1999). Esse
horménio estimula a glicogendlise no figado, ocasionando uma hiperglicemia, além de
estimular também a gliconeogénese neste mesmo 6rgdo (Pieckering, 1981; Wenderlaar Bonga,

1997). Os resultados de cortisol podem ser facilmente comparados com outras espécies, haja



vista que existem inimeras pesquisas sobre este hormonio (Schorer, 2008). Dentre os estudos
realizados com espécies de peixes nativas da regido amazbnica e de interesse para a
piscicultura brasileira, foi registrado aumento nos niveis de cortisol e glicose durante o estresse
de transporte no matrinxa (Carneiro e Urbinati, 2001; Urbinati et al., 2004; Oliveria, 2008), no
tambaqui (Gomes et al., 2003) e no pirarucu (Branddo et al., 2006; Gomes et al., 2006).

A glicemia, por ser uma resposta ao aumento nas concentragdes de cortisol e
catecolaminas, € considerada um bom indicador para quantificar o estresse em peixes, além da
simplicidade dos métodos e o baixo custo, quando comparado a analise de cortisol. A liberacao
desses hormonios estimula a gliconeogénese hepatica, elevando os niveis de glicose sanguinea
(Wenderlaar Bonga, 1997; Tavares-Dias e Moraes, 2004). Outros efeitos secundarios,
caracteristicos do estresse, e provocados pelas respostas primarias, sdo a ocorréncia de
acumulo de &cido latico nos musculos, alteracdes hematoldgicas, alteracbes nas concentragdes
plasméticas de cloro, sddio, potassio, proteinas e osmolaridade, alteragdes nos niveis de
glicogénio, lipideos e proteinas, em outros tecidos (Morata et al., 1982; Hemre e Krogdahl,
1996; Carneiro e Urbinati, 2001; Tavares-Dias e Moraes, 2004; Schorer, 2008).

Variaveis hematoldgicas, como hematdcrito, concentracdo de hemoglobina, nimero de
eritrocitos e nimero ou percentual de linfocitos, sdo consideradas indicadores hematolégicos
auxiliares da resposta de estresse e podem ser utilizadas na avaliacdo do estado de saude dos
peixes (Morgan e lwama, 1997; Tavares-Dias e Moraes, 2004). O aumento nesses parametros
sugere maior capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue, na tentativa de suprir o
aumento da demanda energética, sendo este um indicador importante do estresse (Menezes et
al., 2006; Abreu, 2007; Affonso et al., 2007; Andrade et al., 2007). O cortisol parece alterar,
ainda, o nimero e a afinidade de receptores especificos nos leucdcitos sanguineos periféricos,
como verificado na carpa comum (Weys et al., 1998). Em pacu, Piaractus mesopotamicus, a
captura e exposicao aérea, por 30 segundos, provocaram aumento no percentual de linfocitos,
reforcando a ocorréncia de linfocitose como resposta ao estresse (Martins et al., 2000).
Resposta semelhante foi encontrada em matrinxd submetida ao transporte por 4 horas
(Carneiro et al., 2002) e 5 horas (Oliveira, 2008). As alteracOes decorrentes do estresse, em
alguns casos, ndo sdo consistentes com o padréo esperado, tornando complexa a interpretacéo
dos resultados. Por exemplo, Carneiro et al. (2002) e Abreu e Urbinati (2006) estudando
matrinxa, ndo encontraram diferencas significativas no numero total de leucdcitos, mesmo
apos terem submetido o0s peixes a captura e exposicao aérea por dois minutos. Essas diferencas
sdo influenciadas por diversos fatores, tais como sexo, tamanho, estado nutricional do animal,

entre outros, que podem interferir nas alteragdes quantitativas das variaveis sanguineas



(Tavares-Dias et al., 1999) e, por esta razdo, as respostas hematologicas devem ser
consideradas indicadores auxiliares no diagndstico de estresse.

A utilizacdo dos parametros hematoldgicos como indicadores de saide em peixes foi
proposta por Hesser (1960), no entanto, esta técnica tem sido modestamente utilizada em
sistemas de producdo. Ranzani-Paiva et al. (2004) ressaltaram que as avalia¢cdes sanguineas
relacionadas as respostas fisiologicas dos peixes tém sido frequentemente adotadas por
pesquisadores. Assim, as analises hematoldgicas sdo utilizadas largamente na avaliacdo do
estado de salde dos peixes, sendo importante ferramenta para identificacdo de estresse que o
ambiente e os parasitas podem causar aos peixes (Tavares-dias e Moraes, 2004; Tavares-Dias
et al., 2009). Dessa forma, o estabelecimento de referéncias das variaveis hematoldgicas para
as principais espécies cultivadas é muito importante no diagndstico de doencas (Tavares-Dias
et al., 2009; Tavares-Dias et al., 2010). Recentemente, foram determinados valores de
referéncias para os parametros eritrocitarios de espécies de cultivo, como o tambaqui,

matrinxa, pirarucu, entre outros (Tavares-Dias et al., 2009; Tavares-Dias et al., 2010).

5. Producdo super intensiva de peixes em tanques-rede

Sistemas super intensivos de producéo sdo caracterizados pelo elevado adensamento
populacional. Em tanques-rede, a producdo de peixes pode variar de 20 a 300 kg/m?
dependendo da espécie e do tipo de criagcdo (Castagnolli, 2004; Ono, 2005). A producdo em
tanques-rede € o sistema no qual os peixes sdo confinados, sob altas taxas de estocagem,
dentro de estruturas, geralmente flutuantes, que permitem a troca de agua com o ambiente.
Este tipo de sistema é bastante difundido no mundo, tanto na producao de peixes em pequena
escala, quanto na producdo industrial. Um exemplo é a utilizacdo desse sistema pelos maiores
produtores de salmé&o no Chile e na Noruega (FAO, 2010).

No Brasil a criagdo de peixes em tanques-rede vem crescendo de forma expressiva,
devido, principalmente, ao aproveitamento de reservatorios e corpos de agua naturais (Ono e
Kubitza, 2003; Ono, 2005; Kubtiza, 2010). De acordo com Ono e Kubitza (2003), o
desempenho dos peixes neste tipo de cultivo depende de alguns fatores, tais como: a
qualidade da &gua, dos alevinos e da ragdo, as técnicas de manejo e a capacidade técnica e
gerencial do produtor. A implantacdo do sistema de tanques-rede tem sido incentivada em
toda regido Norte do Brasil, pois é uma boa opcdo para 0 aproveitamento dos recursos
hidricos existentes na regido. Além disso, sua implantacdo pode evitar o desmatamento de
novas areas ou construcdo de grandes infraestruturas para criacdo, apresenta afinidade com

métodos tradicionais utilizados pelas populacées ribeirinhas e ndo depende de energia elétrica



para sua operacdo (Ono, 2005). Segundo esse autor, a principal restricio para o
desenvolvimento deste sistema na regido € a escolha de uma &rea apropriada, 0 que exige um
prévio estudo criterioso das caracteristicas ambientais.

Estudos realizados com matrinxd, pirarucu e tambaqui demonstraram resultados
positivos para o cultivo destas espécies em tanques-rede (Cavero et al., 2003; Brandao et al.,
2004; 2005; Menezes et al., 2006; Gomes et al., 2006; Chagas et al., 2007). A producgéo de
tambaqui em tanques-rede vem aumentando consideravelmente no pais, mas por ser uma
atividade nova e ainda ndo ter um pacote tecnolégico definido, poucos resultados foram
obtidos para a espécie (Branddo et al., 2004; Gomes et al., 2004; Chagas et al., 2007).
Baldisseroto e Gomes (2005) registraram bons indices de producdo e de sobrevivéncia dessa
espécie, mostrando sua capacidade em se adaptar bem em sistemas super intensivos de criacao.
Embora a criacdo de tambaqui em tanques-rede ainda ndo seja um sistema utilizado pelos
piscicultores no estado do Amazonas, devido, principalmente, aos custos com estruturas e com
uma ragdo completa e balanceada, vérios projetos vém sendo realizados em comunidades

rurais da regido.

6. Transporte

Outra atividade que se caracteriza como agente estressor na piscicultura é a préatica de
transporte de animais vivos, sejam de juvenis ou adultos (Kubtiza, 1997; Inoue et al., 2010).
Essa é uma etapa traumatica, por apresentar consequéncias agudas e desenvolver respostas ao
estresse (Urbinati et a.l, 2004; Inoue et al., 2010). Para minimizar tais efeitos, a utilizacdo de
alguns procedimentos e técnicas preparatérias relacionadas ao peixe, a dgua, aos equipamentos
e ao manejo envolvido na operacdo é importante antes, durante e apds o transporte dos peixes
(Grottum et al., 1997; Kubtiza, 1997; Lim et al., 2003; Oliveira, 2008).

No pré-transporte, é recomendado que se adote o0 jejum ou restricdo alimentar
(Carneiro e Urbinati, 2001; Gomes et al., 2003). No transporte, € comum a adi¢do de
substancias na agua (anestésicos, cloreto de sodio, sulfato de célcio, cloreto de calcio, entre
outros), a troca da &gua por outra de melhor qualidade e a reducdo das densidades de
estocagem (Kubitza, 1997; Carneiro e Urbinati, 2002; Gomes e Urbinati, 2005; Gomes et al.,
2006). No entanto, tais procedimentos, muitas vezes, ndo sdo suficientes para evitar a
mortalidade dos peixes apos o transporte (Oliveira, 2008; Nunes, 2010).

Os disturbios osmorregulatorios sdo a maior causa da morte durante e apds o
transporte dos peixes (Mazeaund et al., 1977; Eddy, 1981, Tsuzuki et al., 2001). Para

minimizar as perdas de ions para o0 meio, € comum, durante o transporte, a adicdo de sal na
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agua que tem como objetivo diminuir o gradiente osmético entre o plasma e o ambiente,
ajudando a reduzir o gasto energético para a manutencdo da homeostase osmorregulatoria
(Tsuzuki et al., 2001). Uma alternativa para diminuir as perdas no pos-transporte € o uso de
imunoestimulantes na racdo dos peixes semanas antes do transporte, pois isto pode ajudar a
prevenir os efeitos negativos do estresse causado por esta atividade (Jeney et al., 1997,
Gomes et al., 2006; Emata, 2000; Carneiro e Urbinati, 2001; Li et al., 2006; Palic et al.,
2006).

7. Imunoestimulantes

Os imunoestimulantes formam um grupo que inclui substancias bioldgicas e sintéticas,
as quais intensificam os mecanismos de defesa ndo especificos, e, consequentemente, as
respostas imune especificas, fornecendo resisténcia contra patdgenos (Skjermo et al., 2004;
Li, et al., 2006: Abreu et al., 2009). Dessa forma, o uso de imunoestimulantes para prevencéo
de doencas em peixes é considerada uma area atrativa e promissora (Secombes, 1994; Siwicki
et al., 1994; Huttenhuis et al., 2006; Abreu, et al, 2009; Chagas, 2010).

A capacidade de aumentar a aptidao fagocitica das células, a ativacdo de linfdcitos e a
resisténcia a doencas infecciosas tem sido demonstrada por meio da utilizacdo de
imunoestimulantes (Sakai, 1999). Segundo Bricnell e Dalmo (2005), os imunoestimulantes
sdo compostos de ocorréncia natural, que modulam o sistema imune através do aumento da
resisténcia do hospedeiro a doencas que, geralmente, sdo causadas por agentes patogénicos.
Dessa forma, grande atencdo vem sendo dada a essas substancias e a sua utilizacdo na
aquicultura (Cuesta et al., 2002; Sado, 2008). O intenso manejo a que 0S peixes Sa0
submetidos em sistemas intensivos de producédo (alimentacdo intensiva, manipulagéo/selecéo,
reproducdo, despesca e transporte) rompe seu equilibrio homeostéatico, principalmente no que
se refere ao sistema imune (Barcellos et al., 2001), aumentando sua susceptibilidade a
enfermidades fungicas, bacterianas e parasitarias (Davis et al., 2002).

Os imunoestimulantes podem ser administrados através de injecdo, imerséo,
administracdo intragéstrica ou intestinal e como complementos na dieta, com o objetivo
profilatico ou como tratamento supressivo de agentes patogénicos latentes ou subletais
(Sealey e Gatlin, 1999). Essas aplicacdes tém sido utilizadas em peixes adultos e juvenis
comsistema imune imaturo enquanto que na larvicultura essas aplicagdes sdo menos comuns
(Vadstein, 1997; Bricknell e Dalmo, 2005; Siwick et al, 2009).

Existem inGmeras substancias que atuam como imunoestimulantes, entretanto, sdo

poucas aquelas adequadas para uso na aquicultura (Sakai, 1999). Substancias como levamisol,
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glicanos, quitina, lactoferrina e outros fatores nutricionais, tais como, vitaminas B e C,
horménio de crescimento e prolactina foram as que se mostraram mais eficientes na
estimulacdo do sistema imune em peixes (Sakai, 1999; Burrells et al., 2001; Abreu, 2007;
Chagas, 2010).

Os imunoestimulantes podem ser utilizados como uma alternativa para o uso, de
antibioticos e vacinas, métodos tradicionalmente utilizados na aquicultura para tratamento e
prevencdo de doencas. A sua aplicacdo evitaria o desenvolvimento de cepas de bactérias mais
resistentes ao tratamento antibiotico, ou a ocorréncia de residuos de antibioticos em peixes
destinados ao consumo humano (FAO, 2010; Siwicki et al., 2009). Ja o seu efeito ndo
especifico garante resisténcia contra uma grande variedade de doencas, enquanto que a
vacinacdo protege contra um patdgeno especifico (Anderson 1992; Sakai 1999; Huttenhuis et
al., 2006).

Além de promover uma resposta imune mais efetiva a agentes infecciosos, 0s
imunoestimulantes minimizam os efeitos do estresse (Anderson, 1992; Gatlin et al., 2006). A
reducdo das respostas imunes em peixes e 0s mecanismos de imunossupressao induzidos por
glicocorticdides sdo bem caracterizados (Mazeaud e Mazeaaud, 1981; Barton e Iwana, 1991)
e, em funcéo disto, varios estudos tém sido realizados com o objetivo de minimizar o estresse
na criacdo de peixes, dentre eles, a suplementacdo dietética com vitamina C, glicano e
levamisol (Jeney et al., 1997; Verlhac et al., 1998; Carneiro e Urbinati, 2001; Menezes et al.,
2006; Affonso et al., 2007; Andrade et al., 2007; Oliveira, 2008; Shorer, 2008; Abreu et al.,
2009; Chagas, 2010). Segundo Gatlin et al. (2006), os imunonutrientes sdo substancias
necessarias em quantidades adequadas, como quaisquer outros nutrientes, para o0
funcionamento normal do sistema imune, sendo envolvido em diversas reacdes fisioldgicas.
Segundo a literatura, alguns nutrientes como as vitaminas C e E influenciam o sistema imune
e possuem a mesma funcéo biologica: atuam como antioxidantes protegendo macromoléculas
celulares contra a oxidacdo por radicais livres durante o metabolismo normal, ou em
condi¢des adversas, como doencas, estresse ou poluicdo (Chen et al., 2004; Sado, 2008).
Trutas arco-iris (Oncohynchus mikyss), suplementadas com altas doses de vitamina E
apresentaram aumento da atividade de lisozima, producdo de formas reativas de oxigénio por
leucocitos do rim cefalico (Kiron et al., 2004). A vitamina C possui capacidade de aumentar a
migracdo e fagocitose quando acrescentada em culturas de macrofagos do rim cefélico da
dourada Spaurus aurata, além de aumentar o burst oxidativo dessas céelulas (Mulero et al.,
1998). Em truta arco-iris a suplementacdo da dieta com vitamina C induziu incremento do
burst oxidativo e da atividade fagocitica (Verlhac et al., 1998). Lin e Shiau (2005)
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observaram aumento na resisténcia a Vibrio carchariae em garoupas-malabar (Epinephelus
malabaricus) alimentadas com dietas suplementadas com vitamina C, bem como aumento do
burst oxidativo dos leucdcitos do rim cefalico e da atividade de lisozima.

Na regido amazonica, estudos sobre os efeitos de super doses de vitamina C na racéo
das espécies A. gigas e B. amazonicus demonstraram a importancia deste nutriente como
imunoestimulantes para estes peixes (Menezes et al., 2006; Andrade et al., 2007; Affonso et
al,. 2007). Oliveira (2008) observou efeitos benéficos em juvenis de matrinxa alimentados
com racgdo suplementada com diferentes concentracdes de levamisol. Chagas (2010) observou
efeitos positivos da administracdo de diferentes concentragdes de glicano em juvenis de
tambaqui. Isto tém estimulado novas pesquisas sobre os imunoestimulantes, principalmente, o

levamisol e os glicanos, objeto do presente estudo.

7.1. Levamisol

O levamisol € um finimidazoltiazole sintético bastante utilizado em seres humanos e
na medicina veterinaria como agente antihelmintico. Em peixes, o levamisol tem sido
estudado e testado como agente ndo especifico, atuando na reposta imune ou como
acompanhante em vacinas (Anderson e Jeney, 1992; 1993; Oliveira, 2008). Esta substancia
tem sido apresentada como um imunoestimulante potente em diversas espécies aquaticas,
atuando em adaptac6es das funcdes da células T (Renooux, 1980), na atividade citotoxica dos
leucdcitos (Cuesta et al, 2002), na fagocitose, no momento da respiracdo (Siwick, 1989;
Mulero et al., 1998; Findlay e Munday, 2002) e na ativacdo do fator de macrofagos (Mulero
et al., 1998). Siwicki (1989) registrou aumento no numero de leucécitos e na capacidade
fagocitica de neutréfilos, assim como nos niveis de lisozima ap6s administracdo oral de
levamisol para carpas Cyprinus carpio. Kajita et al. (1990) observaram uma melhora na
resposta imune ndo especifica, como aumento da atividade fagocitica e de células natural
killer, da concentracdo sérica de complemento e atividade bactericida, ap0s injecdo de
levamisol, em truta arco-iris, O. mikyss, durante o teste de desafio com cepas virulentas de
Vibrio angullarum, cujos resultados demonstraram uma maior resisténcia a doenca em relacdo
ao grupo controle (sem levamisol). Sado (2008) observou a eficacia do levamisol em pacu, P.
mesopotamicus, com dietas suplementadas com 100 mg de levamisol por um periodo de
quinze dias. Apesar dessas evidéncias, € preciso cuidado quanto a utilizagdo desses compostos
guimicos, ja que seu efeito é dose-tempo dependente, isto é, altas doses podem causar um

quadro de imunossupressdo, assim como subdosagens podem ndo ser eficientes (Li et al.,
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2004; Gatlin, 2002; Mulero et al., 1998; Anderson et al., 1989; Siwicki et al., 1990; Kumari
et al., 2003, 2006).

O levamisol, quando administrado com vacinas para peixes, aumenta a resisténcia a
estimulos patogénicos pelo aumento de uma resposta dos anticorpos e pelos parametros
imunolégicos ndo especificos, apds administracdo in vivo por imersdo (Jeney e Anderson,
1993) e injecdo intraperitonial (Anderson e Jeney, 1992; Midtyling et al., 1996). Além disso,
0 levamisol tem sido utilizado de forma complementar para aumentar as producdes de
anticorpos in vitro, as atividade dos fagdcitos e esplendcitos e superoxidar anions da truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Siwicki, 1989; Morrison et al., 2001). Em matinxd, o
levamisol mostrou resultados positivos na defesa organica dos peixes, pois 0 nimero de

leucdcitos e trombdcitos aumentou apds desafio com A. hydrophila (Oliveira, 2008).

7.2. Glicanos

Os glicanos sdo polissacarideos de glicose que conferem rigidez a célula, protegem
contra a tensdo mecanica e determinam a forma celular. Estdo presentes em duas formas:
polimeros com ligac6es glicosidicas B-1,3, que confere rigidez a parede celular, e 3-1,6, que
aumenta a flexibilidade da parede celular (Manners et al., 1973).

Segundo Robertsen et al. (1990), os glicanos sdo os polissacarideos estruturais mais
importantes nas paredes celulares das bactérias, dos fungos e das plantas. Os glicanos,
provenientes das leveduras, sdo o0s imunoestimulantes mais comumente utilizados na
aquicultura, aumentando a eficiéncia imunitaria ndo-especifica por meio de uma capacidade
oxidativa superior das células fagocitarias (Sealey e Gatlin, 1999). Segundo estes autores, 0
aumento fagocitario ocorre em funcdo do aumento dos neutréfilos, mondcitos, linfécitos e
imunoglobulinas. Quando administrado internamente no organismo animal, o glicano é
imediatamente identificado e pronto para agir assim que o animal necessitar, causando
reagOes imunes (Kumar et al., 2005).

Alguns estudos tém mostrado o efeito dos glicanos na imunidade dos peixes
(Robertsen, 1999; Sakai, 1999; Selvaraj et al., 2004; 2005; Dautremepuits et al., 2006; Ai et
al., 2007; Shorer, 2008; Chagas, 2010). Este imunoestimulante utilizado na dieta, antes e
durante o estresse, pode aumentar, potencialmente, as taxas de resisténcia e sobrevivéncia
dos peixes as doencas ap0s 0 transporte ou a exposicdo a baixa qualidade de agua (Jeney et
al., 1997; Palic, 2006). InjecGes intraperitoniais com glicano em peixes demonstraram
respostas imunes na atividade dos macrofagos (Jeney e Anderson, 1993; Jorgensen et al.,
1993), ativacdo do sistema complemento e aumento do nivel de lisozima (Engastad et al.,



14

1992; Abreu, 2007). Quando administrados oralmente, os glicanos também sdo capazes de
estimular as respostas imunes e a resisténcia a doengas em peixes (Raa et al., 1992; Siwicki
etal., 1994).

A administracdo de racdo com baixas dosagens de glicano estimula a fagocitose e
atividade respiratdria celular dos macrofagos renais, aumentando a imunidade dos peixes
(Sakai, 1999; Robertsen, 1999). No entanto, 0s mecanismos exatos dos efeitos do glicano na
imunidade dos peixes ainda ndo estdo totalmente elucidados (Ai et al., 2007).

Segundo Ai et al. (2007), os animais alimentados com altas dosagens de glicano
apresentaram imunossupressdo, resultados semelhantes foram apresentados em outros
estudos (Robertsen et al., 1994, Castro et al., 1999). Contudo, a atividade das lisozimas em
peixes alimentados com altas dosagens de glicano foi maior, sugerindo diferentes respostas
dos parametros imunoldgicos para cada dosagem de glicano (Schorer, 2008). De acordo com
Sakai, (1999), para se obter melhores efeitos do glicano na imunidade dos peixes deve-se
levar em consideracdo a administragdo, a dosagem e o regime alimentar desta substancia para
cada espécie.

O modo de agdo do B 1,3 glicano tem inicio quando ele se liga a receptores
especificos localizados na superficie dos macrofagos e cuja presenca ja foi sugerida para
peixes (Engsad e Robertsen, 1993; Abreu, 2007). Na presen¢a de um estimulo, a ligacdo 3
1,3 glicano com o receptor resulta no aumento da atividade respiratoria destas células, que
por sua vez, desencadeia a producdo de espécies reativas de oxigénio, com atividade
bactericida (Verlhac e Gabaudan, 1997). Utilizando este mecanismo, o glicano age
estimulando parte do sistema imune inato, levando ao aumento de algumas respostas imunes
ndo especificas dos peixes e a protecdo contra uma variedade de doencas (Jeney e Anderson,
1993; Verlhac et al., 1998; Bagni et al., 2005; Abreu, 2007).

Alguns estudos relatam os efeitos do glicano no aumento da atividade respiratéria de
fagocitos (Jeney e Anderson, 1993; Jorgensen et al., 1993) de alguns mediadores quimicos
solGveis, como proteinas do sistema complemento e lisozima. Exemplares da espécie
Ictalurus punctatus tornaram-se resistentes a septicemia entérica quando injetados com f§ 1,3
glicano antes de serem submetidos a infeccdo pela bactéria Edwardsiella ictaluri (Chen e
Ainsworth, 1992). Enquanto, O. tshawytsha alimentados com formulacdo comercial de
glicano apresentaram maior resisténcia contra infeccdo pela bactéria A. salmonicida (Nikl et
al., 1993) e induziu aumento significativo na atividade de lisozima e complemento sérico em
Dicentrarchus labrax (Bagni et al, 2005). Entretanto, em Pagrus auratus nenhuma diferenca

significativa foi encontrada na atividade das proteinas do sistema complemento (Cook et al.,
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2003). Ortuiio et al. (2003) observaram que a administracdo oral de leveduras ricas em
glicano, aumentou as respostas imunes do Spaurus aurata. Quando administrado oralmente,
o0 glicano provocou sua protecdo efetiva em grande parte de espécies de peixes contra uma
variedade de bactérias patogénicas como A. hydrophila (Kwak et al., 2003; Selvaraj et al.,
2008), E. tarda (Sahoo e Mukherjee, 2002) e Vibrio salmonicidade (Raa et al., 1992). No
presente estudo foi utilizada como agente estressor a bactéria Gram-negativa Aeromonas
hydrophila.
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OBJETIVOS

Avaliar a eficacia dos imunoestimulantes levamisol e glicano, adicionados a dieta,
para a melhoria do desempenho zootécnico e como mitigador do estresse no transporte e no

pos-transporte de juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a dose letal (DLsy - dose letal para 50% da populacdo) da bactéria

Aeromonas hydrophila para tambaqui;

b) Avaliar os efeitos dos imunoestimulantes levamisol e do glicano nas respostas
fisioldgicas dos juvenis de tambaqui, apds infeccdo causada pelas bactérias Gram-negativas A.

hydrophila;

c) Testar a eficiéncia dos imunoestimulantes levamisol e glicano como medida

profilatica para o tambaqui em sistema de cultivo intensivo em tanques-rede;

d) Avaliar a eficiéncia dos imunoestimulantes levamisol e glicano como mitigador do

estresse causado durante e apds o transporte.
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CAPITULO 1

Tolerancia do tambaqui (Colossoma macropomum) a bactéria gram-negativa Aeromonas

hydrophila

Normas de acordo com a Revista da Acta Amazonica
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a dose letal (96-h DLsg) da bactéria Aeromonas
hydrophila para o juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum. Foram utilizados 72 juvenis
de tambaqui com peso médio de 61,4 + 10,88 g, divididos em 4 tratamentos com trés réplicas
cada, e inoculados com diferentes solucGes bacterianas: TR; - Controle (solucédo salina 0,85%
NaCl); TR, (2,736 x 10" UFC mL™); TR3 (2,736 x 10 UFC mL™) e TR, (2,736 x 10*? UFC
mL™). Os peixes foram previamente anestesiados com benzocaina (60 mg L™), inoculados
com as suspensdes bacterianas na cavidade celomatica e distribuidos em 12 aquérios de vidro
de 80 L de capacidade, num sistema estatico e aeracdo constante. O comportamento, a
mortalidade e a qualidade da agua foram monitoradas por 96 horas. A DLs foi estimada de
acordo com o método Spearman-Karber. Os pardmetros fisicos e quimicos da agua
permaneceram dentro das condi¢des consideradas adequadas para o desenvolvimento e salde
dos peixes. A mortalidade dos peixes aumentou nas concentragfes crescentes de A.
hydrophila (TR; = 0,0%; TR, = 16,6%; TR3 = 50,0% e TR, = 100,0%. Os primeiros sinais da
acdo bacteriana foram observados 12 h ap6s a inoculagdo, enquanto que as primeiras
mortalidades ocorreram somente apds 24 horas. Os resultados demonntraram a alta toleréncia
do tambaqui a bactéria A. hydrophila comparada a outras espécies de peixes. A 96-h DL, foi
2,46 x 10 UFC de A. hydrophila mL™ de solucéo salina.

Palavras-chave: bactéria patogénica, 96-h DLs, peixes tropicais, tolerancia
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the lethal dose of Aeromonas hydrophila to
juvenile tambaqui (Colossoma macropomum) to support later challenges studies in this
species. Seventy two juveniles with average weight 61,4 + 10,88 g were placed in twelve
groups to perform four treatments with three repetitions each: T; - Control (saline solution
0,85% NaCl); T, (2,736 x 10'° UFC.mL™); T5 (2,736 x 10 UFC.mL™) e T4 (2,736 x 10*
UFC.mL™). Fish were previously anesthetized in benzocaine bath (60 mg.L™), and bacteria
solutions were injected in the celomatic cavity, and fish respectively distributed in twelve 80
L glass aquaria with constant aeration. Mortalities and water quality were monitored during
96 h. LDsy was determined in accordance with Spearman-Karber method. Water quality
parameters kept in values considered adequate to fish, but fish mortalities increased as A.
hydrophila concentrations rised (T; = 0,0%; T, = 16,6%; T3 = 50,0% e T4 = 100,0%). The
first signs of bacteria injections were observed 12 h after inoculation as mortalities in 24 h.
Results suggest juvenile tambaqui is very tolerant to A. hydrophila compared to other fish
species. The lethal dose (96-h LDsg) was 2,46 x 10 UFC de A. hydrophila.mL™.

Keywords: pathogen bacterium culture, LDso, tropical fishes
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos que possam prevenir doencas, a0 mesmo tempo que
maximizam a resisténcia imunologica em peixes, tém sido medidas importantes adotadas em
grandes pisciculturas que visam aumentar e melhorar a producéo (Sakai et al., 2001; Sahoo e
Murkherjee, 2003; Oliveira, 2008; Oliveira et al., 2011). Vaérias substancias, com
caracteristicas imunoestimulantes, tém sido utilizadas para melhorar o sistema imune dos
animais, estimulando a atividade bactericida de células fagocitarias, como macréfagos,
neutrofilos e mondcitos, promovendo a producdo de células citétoxicas ndo especificas,
anticorpos e lisozimas (Sakai, 1999; Biller, 2008).

Para avaliar a eficacia e a seguranca de novos produtos na piscicultura, sdo utilizados
testes de desafio, normalmente utilizando bactérias patogénicas como agente estressor, pela
praticidade das técnicas e pela qualidade dos resultados. Na literatura sdo descritos inimeros
testes de desafio com bactérias por meio de inje¢des intraperitoneais (Kodama et al., 2007;
Sahu et al., 2007; Oliveira et al., 2011).

Os testes de toxicidade aguda ou testes desafio de uma substancia devem ser
estimados por DLsy que é a dose capaz de causar a morte de 50% da populacdo exposta a
determinado produto durante um tempo especifico. A DLsy € usada para estabelecer as
medidas de seguranca a serem seguidas para reduzir os riscos que o produto a ser testado pode
apresentar na saude do animal (Zacarias e Santos, 2009).

As bactérias do género Aeromonas sdo comumente utilizadas para este fim em funcgéo
de sua ampla distribuicdo nos ambientes aquaticos e por serem tipicamente oportunistas,
podendo infectar qualquer especie de peixe, além de serem responsaveis por perdas
consideraveis na aquicultura (Razani-Paiva, 2004; Pavanelli, 2010). Essas bactérias sdo gram-

negativas, anaerdbias facultativas e ndo formadoras de esporos (Roberts et al., 1996).
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As bactérias do género Aeromonas utilizam a matéria organica em decomposicdo na
agua, para seu crescimento e multiplicacdo (Boijink e Branddo, 2001). Em sistemas de
producdo, estes microrganismos podem causar varios danos aos peixes sob condic¢des de
estresse (Moraes e Martins, 2004; Pavanelli, 2010). CondicGes desfavoraveis como grande
quantidade de matéria organica no ambiente de cultivo e elevada temperatura da agua que
aliadas a fatores estressantes, tais como: transporte, alta densidade de estocagem,
traumatismos decorrentes de manuseio inadequado, hipoxia, deficiéncias nutricionais e
infeccbes por fungos e parasitas, contribuem para mudancas fisiologicas e aumento da
suscetibilidade dos peixes a infec¢do (Costa, 2004; Oliveira, 2008).

O crescimento continuo da piscicultura na regido amazo6nica nos ultimos anos, assim
como o0 aumento na incidéncia de doengas, tém estimulado a realizacdo de pesquisas visando
a adicdo de novos produtos que melhorem a resisténcia imunolégica dos peixes em condigdes
de cultivo (Findlay e Munday, 2000; Sakai et al., 2001; Sahoo e Murkherjee, 2003; Rao e
Chakrabarti, 2005; Chakrabarti e Rao, 2006). Para avaliar a eficacia e seguranca de novos
produtos é necessaria a realizacdo de testes de desafio, utilizando, principalmente, bactérias
patogénicas como agente estressor, devido a praticidade das técnicas e da qualidade dos
resultados (Oliveira et al., 2011). Para isso, é necessaria a obtencdo de informacGes sobre os
limites de tolerancia (96-h DLsy) da espécie ao patdgeno testado. Nesse sentido, o0 presente
estudo teve como objetivo a determinacdo da 96-DLsy da A. hydrophila para juvenis de

tambaqui, visando sua aplicagdo em futuros testes de desafio.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéo e aclimatacéo dos peixes.
Os peixes foram obtidos na Piscicultura Santo Antonio, localizada na rodovia AM

010, km 112, municipio de Rio Preto da Eva, AM e transferidos para a Estacdo Experimental
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de Piscicultura do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), Manaus, AM, onde
foram mantidos em viveiros escavados de 150 m2 e foram alimentados com racao extrusada
contendo 36% de proteina bruta moida até atingirem um peso médio de aproximadamente 60

gramas.

2.2. Origem das bactérias e preparo das suspensdes bacterianas

Foi utilizada a cepa patogénica de A. hydrophila obtida no Centro de Aquicultura da
UNESP/CAUNESP (Jaboticabal/SP). Para a preparacdo das diferentes concentracdes das
solucdes bacterianas, a bactéria foi reativada em meio de cultura caldo nutritivo e incubada a
30°C, durante 24 horas. Posteriormente, as bactérias reativadas foram semeadas em placas de
Petri contendo Agar Miieller-Hinton pela técnica de spread-plate e incubadas a 30°C, durante
24 horas. Em seguida, foi realizada a contagem das células bacterianas em microscopio éptico
com aumento de 400 vezes, utilizando-se 10 pL da diluicdo na camara de Neubauer, segundo
0 método modificado por Koch (1994). Para calcular o nimero de células por mL foi utilizada
a seguinte formula:

N° de células = Total de bactérias contadas x Fator de diluicio x 4 x 10°
5 (n° de quadrantes) x 100 (profundidade da camara)

Para a determinacdo do in6cuo a ser utilizado no desafio experimental, foram
-1 -1
utilizadas as seguintes diluicdes: 2,736x10' UFC mL ; 2,736x10"* UFC mL e 2,736x10"

-1
UFC mL de bactéria A. hydrophila. Apds a preparacdo das diluicdes das bactérias, as

solucgdes foram injetadas dentro da cavidade celomatica dos peixes.

2.3. Delineamento experimental
Os exemplares juvenis de tambaqui (n = 72) com peso médio de 61,4 £ 10,8 g, foram

mantidos em jejum por um periodo de 24 h para esvaziamento do trato gastrointestinal. Em
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sequida foram divididos em 4 grupos com trés réplicas cada e inoculados com diferentes
solucBes bacterianas: TRy - Controle (solucdo salina 0,85% NaCl); TR, (2,736x10*° UFC.mL"
) TRs (2,736x10™ UFC.mL™) e TR, (2,736x10% UFC.mL™). Os peixes foram previamente
anestesiados com benzocaina (60 mg.L™), inoculados com as suspensdes bacterianas na
cavidade celomatica e distribuidos em 12 aquéarios de vidro com capacidade para 80 L, em
sistema semi-estatico e com aeracdo constante. Durante um periodo de 96 h, os peixes ndo
foram alimentados, sendo observada a mortalidade dos animais e monitorada a qualidade da

agua.

2.4. Monitoramento da qualidade de agua

A qualidade da &gua de cada aquario foi monitorada diariamente as 9:00 h e, apos a
amostragem da agua de cada aquério, foram feitas trocas de 1/3 da agua para evitar que sua
deterioracdo influenciasse os resultados.

Oxigénio dissolvido, temperatura e condutividade elétrica foram determinadas
utilizando um medidor multiparamétrico digital da marca YSI (Yellow Spring Instruments)
modelo 85/10; e o pH medido com um medidor de pH digital da marca YSI modelo 60/10. As
concentracOes de amonia total (NHz + NH,4") foram determinadas pelo método colorimétrico,
segundo Verdouw et al. (1978), e as absorbancias foram obtidas usando um
espectrofotdbmetro da marca Bioplus 2000. Os valores de aménia toxica foram calculados
como descrito em Kubitza (2003).

A determinagdo da concentracdo de nitrito (NO,") na agua foi realizada pelo método
colorimétrico de Boyd e Tucker (1992) e as absorbéancias foram lidas no mesmo
espectrofotdmetro descrito acima. A alcalinidade total e a dureza total foram determinadas por
meio de titulacdo descrita por Boyd e Tucker (1992). A alcalinidade total foi determinada

usando o indicador metil-laranja, titulando-se a amostra com uma solucdo de H,SO, e a
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dureza total da agua foi feita utilizando como indicador o eriocromo-negro. O gas carbdnico
foi feito segundo Boyd e Tucker (1992), porém, utilizando uma adaptacdo para 0 minimo
contato com o ar atmosférico. Para isso, foram utilizadas seringas de 10 mL, para a retirada
das amostras sem contato com o ar. Foi utilizado como indicador a fenolfetaleina e como

titulante, o carbonato de sédio.

2.5. Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e a 96h- DLs, foi estimada
através do método de Spearman-Karber, segundo Hamilton et al. (1977).

Os resultados da qualidade da dgua foram comparados mediante a analise de variancia
(ANOVA). Quando os tratamentos apresentaram diferencas significativas, as médias foram

comparadas pelo Teste de Tukey. Ambas as analises foram realizadas a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

3.1. Qualidade da agua

As varidveis oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica, pH,
alcalinidade, dureza e CO, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas (p<0,05)
entre os tratamentos, enquanto que as concentracfes de amonia e de nitrito aumentaram
significativamente na &gua dos peixes infectados com a maior concentracdo bacteriana

(Tabela 1).

3.2. Dose letal (DLsg) de A. hydrophila para o tambaqui
Durante o experimento (periodo de 96 horas) com A. hydrophila foi quantificada a
mortalidade cumulativa (Tabela 2). Observou-se que o0s peixes do tratamento controle

apresentaram 100% de sobrevivéncia, enquanto que a taxa de mortalidade foi proporcional em
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relacdo a concentracao bacteriana, sendo que a maior taxa de mortalidade ocorreu nos peixes
dos tratamentos com as maiores concentracdes da bactéria 48 horas apos inoculacdo. As
primeiras mortalidades ocorreram apds 24 horas da inoculacdo bacteriana. A partir das 12
horas da inoculacdo até a mortalidade dos juvenis de tambaqui, foram observados, em todos
0s tratamentos, com excecao do tratamento controle, sinais clinicos de infecgdo nos peixes,
tais como: apatia, hemorragia ao longo do corpo, natacdo erratica, exoftalmia, perda de
equilibrio e aumento na secrecdo de muco (Figuras 1).

De acordo com os dados obtidos, a dose letal de A. hydrophila para a mortalidade de

50% da populacdo de juvenis de tambaqui com peso médio de 61 g em 96 horas foi 2,736 X

-1
10 UFC.mL .

4. DISCUSSAO
4.1. Qualidade da agua

Para aumentar a margem de confiabilidade nos testes nos experimentos de laboratorio,
a qualidade da &gua deve ser monitorada e apresentar padrdo de qualidade compativel com as
exigéncias dos organismos, pois a alteracdo em pelo menos uma das variaveis fisicas e
quimicas pode interferir nos resultados (Ranzani-Paiva et al., 2004; Affonso et al., 2007;
Andrade et al., 2007; Oliveira et al., 2011). Isso deve ser ainda mais criterioso quando sdo
realizados experiementos para determinar os niveis de tolerancia de uma espécie sobre um
agente estressor, pois deve-se assegurar que os resultados obtidos sejam uma consequéncia
deste estressor testado (Cavero et al., 2004; Lima, 2003; Oliveira et al., 2011).

Os valores obtidos para oxigénio dissolvido, temperatura, pH, condutividade
eletricidade e gas carbonico, durante todo 0 experimento e encontram-se dentro do intervalo

aceitavel para a piscicultura (Arana, 1997; Kubitza, 2003). Estes resultados sdo ainda
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corroborados pelos estudos realizados por Saint-Paul (1984) e Almeida-Val et al. (1993) para
oxigénio dissolvido e por Aride et al. (2007) para pH toleraveis pelo tambaqui.

A alcalinidade apresentou valores médios entre 1,9 £ 0,2 e 2,8 + 0,6 mg CaCOs/L € a
dureza entre 1,3 + 0,2 e 1,5 + 0,13 mg CaCOs/L. Segundo Kubitza (2003), baixos valores de
alcalinidade e dureza (< 30 mg de CaCOg/L) ndo funcionam como um bom sistema tampéo,
entretanto, em tanques onde a atividade fotossintética € minima ou inexistente, a auséncia do
sistema tampdo nao causa prejuizo aos peixes, ndo interferindo nesse experimento.

Segundo Boyd (1992), a concentracdo de amodnia total na agua do cultivo ndo deve
ultrapassar 1 mg.L™, pois pode prejudicar consideravelmente o crescimento dos peixes. A
quantidade de aménia ionizada (NH;") e n&o-ionizada (NH3) no ambiente depende
principalmente do pH e da temperatura da agua (Kubtiza, 2003; Ono e Kubtiza, 2003) Os
valores das concentracdes de amdnia total e tdxica aumentaram proporcionalmente com as
concentracdes da bactéria na agua (Tabela 1), entretanto permaneceram abaixo dos limites
maximos tolerados pelo tambaqui, pois, segundo Marcon et al. (2004), a 96h DLs, estimada
para amdnia ndo ionizavel foi 0,69 mgNHa/L (limites de confianca de 0,64-0,73). Portanto, a
amonia ndo deve ter influenciado os resultados obtidos para tambaqui no presente estudo.

Durante os experimentos, foi observada a liberacdo de muco pelos peixes infectados
com as altas concentracdes bacterianas, e, consequentemente, com as altas concentracdes de
amonia na agua. Esses resultados corroboram com aqueles obtidos por Oliveira et al. (2011),
para matrinxa infectada com A. hydrophila, que associa os altos valores de amdnia com a
decomposi¢do do muco por processos microbioldgicos.

O nitrito (NOy") é outro parametro importante na avaliacdo da qualidade da agua. Este
¢ um metabdlito intermediario do processo de nitrificacdo, no qual a amonia € oxidada a
nitrato (NO3’) através da acdo de bactérias. Condicdes de baixo oxigénio dissolvido

prejudicam o desempenho da bactéria do género Nitrobacter, favorecendo o acumulo de
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nitrito na agua (Kubitza, 2003). Altas concentracdes de nitrito (0,3 a 0,5 mg/L) podem causar
reducdo no crescimento e na resisténcia dos peixes a doencas (Kubitza, 2003). Costa et al.
(2004) encontraram valor de DLsy de 1,82 mg NO,  mg/L para o tambaqui, demonstrando
elevada sensibilidade desta espécie ao nitrito. Os autores citam, ainda, que a bioacumulacéo
do nitrito no tambaqui induz a meta-hemoglobinemia e anemia hemolitica prejudicando os

processos vitais e acelerando os gastos energéticos dos peixes.

4.2. Dose letal (DLsp) de A. hydrophila para tambaqui

O aparecimento de patdgenos nos sistemas intensivos de criacdo estd diretamente
relacionado as condicBes de estresse a que 0S peixes estdo expostos. Consequentemente,
inimeras doencas ocorrem, principalmente por parasitos, fungos, virus e bactérias (Carvalho-
Castro et al., 2010). Dentre estas, destacam-se as bactérias oportunistas, como a A.
hydrophila, as quais podem, em casos de estresse, levar 0s peixes a morte (Sharma et al.,
2000; Costa e Cyrino, 2006). Varios sdo os sinais clinicos que podem ser observados em
peixes infectados com A. hydrophila, entre eles: perda de apetite, apatia, perda de equilibrio,
hemorragias ao longo do corpo, lesdes epidérmicas como despigmentacdo, necrose da pele,
Ulceras com exposicdo da musculatura e alteragdes no comportamento. Internamente, 0s
6rgdos podem estar fridveis e esbranquicados, com necroses do tecido hematopoiético dos rins
e baco, cavidade peritoneal com exsudato, intestino flacido com muco amarelo e sem
alimento (Roberts, 1993; Aoki, 1999). Boijink e Branddo (2001) em experimento com jundid,
Rhamdia quelen, inoculados por injecdo intramuscular com bactéria A. hydrophila,
observaram comportamento alterado, com perda de equilibrio e movimentos respiratorios
lentos.

Bactérias do género Aeromonas podem atacar as branquias, o tegumento e o intestino

de peixes. Segundo Pavanelli (2010), tais bactérias sdo capazes de provocar a ruptura de
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pequenos vasos sanguineos, implicando em lesdes ulcerativas no tegumento, com aspecto
hemorragico, causando uma coloracdo avermelhada no corpo dos peixes. No presente estudo,
além das lesbes ulcerativas distribuidas pelo corpo dos tambaquis, foram observadas também
apatia, perda de equilibrio, natacdo erratica, erosdo nas nadadeiras, exoftalmia a e presenca
excessiva de muco na regido da cabeca (Figura 1). Essas observacdes sdo corroborados com
o0s estudos de Andrade et al. (2006) e Oliveira et al. (2011) para matrinxd, B. amazonicus,
infectada por A. hydrophila.

O efeito da bactéria A. hydrophila sobre os peixes pode variar de acordo com a
resisténcia dos mesmos a infeccdo (Schlotfeldt e Alderman, 1995). Santos et al. (1991)
determinaram a 96-h DLsg da A. hydrophila para varias espécies de peixes: Salmo trutta
(2,0x10° células.mL™), Anguilla japonica (>10° células.mL™), Plecoglossus altivelis (8,6x10*
células.mL™), Lepomis macrochirus (>10° células.mL™). Brasil et al. (2008) encontraram 96-
h DLs, de A. hydrophila para juvenis de tambaqui com peso médio de 20 g de 1,0x10%
UFC.mL™. Oliveira et al. (2011) encontraram valor de 96-h DLs, para A. hydrophila de
6,6x10"* UFC.mL™" para juvenis de matrinxd, B. amazonicus, com peso médio de 60 g,
enquanto que Andrade et al. (2007) encontraram 96-h DLso de 4,6x10** UFC.mL™ para a
mesma espécie com peso medio de 55 g quando inoculadas intramuscularmente.

Comparando os resultados obtidos neste estudo com os valores letais decritos para
outras espécies de peixes, pode-se afirmar que o tambaqui apresenta alta tolerancia (96-h
DLsg = 2,4x10* UFC.mL™) a bactéria A. hydrophila. Os resultados obtidos neste estudo sdo
importantes para subsidiar novos estudos nos quais sejam necessarios testes de desafios ou

praticas de manejo para esta espécie.
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Tabela 1. Variaveis fisicas e quimicas da &gua durante 96 horas de experimento para

determinacdo da DLsy de Aeromonas hydrophila em juvenis de tambaqui, Colossoma
macropomum. TR1 = solugdo salina 0,85%; TR2 = 2,736x10"° UFC.mL™; TR3 = 2,736x10™
UFC.mL™; TR4 = 2,736x10™ UFC.mL™. Valores expressos em média + desvio padrio.

L ) Tratamentos
Varidveis da 4gua
TR1 TR2 TR3 TR4
Oxigénio Dissolvido (mg.L™) 7,6+0,08a 7,7+0,12a 76+0,15a 7,6 £0,09 a
Temperatura (°C) 24,4+ 0,09 a 244+ 0,17 a 244+0,15a 245+ 0,08 a
pH 73+0,17a 7,3+0,07a 7,3+0,09 a 7,3+0,13a
Condutividade (pS.cm® ) 21,6+03a 289+88a 289+88a 32,7+19a
Amédnia Total (mg.L'l) 1,12+ 0,09 a 1,31+£0,14a 145+0,18 a 2,19+£0,02b

Amobnia Téxica (mg.L™)
Nitrito (mg.L™)

CO, (mg.L™)

Dureza (mg CaCOs.L™)
Alcalinidade (mg CaCO3.L™Y)

0,005+0,0001a 0,006+0,0001a 0,007 +0,0001a

0,01+0,0001a 0,01+0,0001a 0,01+0,0001a
89+0,1a 92+10a 95+09a
15+£0,13a 14+0,26a 13+0,28a
1,9+0,22a 20+0,17a 21+0,24a

0,011+0,001 b
0,02 +£0,0001 b
92+04a
1,5+0,07 a
2,8+£0,63a

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos.

Tabela 2. Mortalidade de tambaqui, Colossoma macropomum, apés 96 h de inoculacéo

peritoneal de diferentes concentracdes de Aeromonas hydrophila. TR1 = solucéo salina 0,85%;
TR2 = 2,736 x10" UFC.mL"; TR3 = 2,736x10" UFC.mL™; TR4 = 2,736 x10"* UFC.mL™.

Mortalidade

Tratamentos Quantidade de peixes Peixes mortos (%)
mortos

TR1 0 0,0

TR2 3 16,6

TR3 9 50,0

TR4 18 100,0
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Figura 1. Sinais clinicos observados no tambaqui, Colossoma macropomum, infectado com a

bactéria Aeromonas hydrophila: perdas de escamas e exoftalmia (A), hemorragia (B), erosao

nas nadadeiras (C) e lesGes na pele (D).
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CAPITULO 2

Respostas fisioldgicas de tambaqui, Colossoma macropomum, alimentados com dietas
suplementadas com levamisol e glicano, apo6s desafio com a bactéria Aeromonas

hydrophila

Normas de acordo com a Revista da Acta Amazonica
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de diferentes concentracdes de
glicano (0, 1, 5 e 10 mg.kg™) e levamisol (0, 100, 250, 500 mg.kg™) na dieta de juvenis de
tambaqui, Colossoma macropomum, sobre o desempenho produtivo e as respostas fisioldgicas
apos 60 dias de alimentacdo e ap6s submissao ao teste de desafio com a bactéria Aeromonas
hydrophila, apés 7 e 15 dias da infeccdo. Os resultados de desempenho zootécnico,
parametros fisiologicos e sobrevivéncia dos juvenis de tambaqui, apos a realizacao do desafio
bacteriano, com excessao do numero de trombocitos, ndo foram influenciados pela
suplementacdo de levamisol e glicano na dieta. Os resultados obtidos sugerem que a
suplementacdo de levamisol e glicano na dieta do tambaqui ndo proporcionou uma melhoria
no desempenho zootécnico e no perfil fisiologico dos juvenis de tambaqui ap6s 60 dias. Além
disso, estes imunoestimulantes ndo foram capazes de minimizar as respostas de estresse
causadas pela infecgdo por A. hydrophila.

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, imunoestimulante, levamisol, glicano, tambaqui.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of levamisole (100, 250, 500 mg.kg™)
and glucan (0, 1, 5 e 10 mg.kg™) added to the diet of juvenile tambaqui on the growth, and
blood, physiological and immunological parameters after bacteria Aeromonas hydrophila
challenge. Fish were fed during 60 days to evaluate growth. After fish were challenged to A.
hydrophila. Blood, physiological and immunological parameters were measured before and
after exposure to bacteria. Water quality parameters were also monitored. It was observed no
differences on tambaqui growth and survival during the rearing period. Levamisole and
glucan on tambaqui diet did not improve growth and physiologic profile after 60 days.
Besides these two products could not enable fish organic functions when challenged to A
hydrophila.

Keywords: Aeromonas hydrophila, immunostimulant, levamisole, glucan, tambaqui
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1. INTRODUCAO

Com a intensificacdo da piscicultura, nos ultimos dez anos, a sanidade dos peixes tem
sido uma das grandes preocupacdes do setor aquicola, pois estes sdo frequentemente expostos
a varios agentes estressores potenciais, tais como o0 transporte, a captura, 0 manejo
inadequado, a ma qualidade da &gua, as altas densidades de estocagem, disturbios
nutricionais, entre outros (Martins et al., 2000; Pavanelli, 2010).

Uma alternativa profilatica que tem sido utilizada em tais situacGes € a adicdo de
substancias imunoestimulantes na dieta dos peixes. Estas substancias podem minimizar os
efeitos negativos do estresse em sistemas de criacdo intensiva, devido ao aumento da
resisténcia imunoldgica dos peixes (Menezes et al., 2006; Affonso et al., 2007; Andrade et
al., 2007; Oliveira, 2008; Abreu et al., 2009; Chagas, 2010; Oliveira et al., 2011). Dois
imunoestimulantes que tém demonstrado resultados satisfatdrios como profilaticos, devido a
auséncia de efeitos negativos na qualidade da agua, além de excelente alternativa no controle
de infecgOes bacterianas comuns no processo de producgdo, sdo o levamisol e o glicano
(Anderson e Jeney, 1992; Abreu, 2007).

O levamisol, um finimidazoltiazole sintético, além do seu efeito imunoestimulante, tem
sido amplamente utilizado como agente anti-helmintico em seres humanos e na medicina
veterinaria. Em peixes, essa substancia tem sido estudada e testada como agente néo
especifico, atuando na resposta imune ou de forma complementar em vacinas (Anderson e
Jeney, 1992; Sado, 2008). O levamisol atua em adaptagdes das funcbes das células T
(Renoux, 1980), na atividade citotoxica dos leucdcitos (Cuesta et al., 2002) e respiratoria
(Siwicki, 1989; Mulero et al., 1998; Findlay e Munday, 2002), na fagocitose e na ativacdo do
fator de macréfagos (Mulero et al., 1998). Siwicki (1989) registrou aumento no nimero de
leucdcitos e capacidade fagocitica de neutrofilos, assim como nos niveis de lisozimas, apos

administracdo oral de levamisol em carpas, Cyprinus carpio. Kajita et al. (1990) verificaram
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uma melhora na resposta imune ndo especifica apos injecao de levamisol em truta arco-iris,
Oncohynchus mikyss, em testes de desafio com cepas virulentas de Vibrio angullarum. Sado
(2008) observou eficacia do levamisol em pacu, Piaractus mesopotamicus, com dietas
suplementadas com 100 mg de levamisol por um periodo de 15 dias. Contudo, apesar dos
estudos que evidenciam a eficicia dessa substancia, € necessario conhecimentos sobre a
utilizacdo desses compostos quimicos, pois altas doses podem causar um quadro de
imunossupressao, enquanto que subdosagens podem nao ser eficientes (Anderson et al., 1989;
Siwicki et al., 1990; Mulero et al., 1998; Kumari et al., 2003; Li et al., 2004).

Além do levamisol, os glicanos tém mostrado efeitos positivos na imunidade dos
peixes (Robertsen, 1999; Sakai, 1999; Konzinska e Guz, 2004; Selvaraj et al., 2004; 2005;
Dautremepuits et al., 2006; Abreu, 2007; Ai et al, 2007; Oliveira, 2008; Schorer, 2008;
Chagas, 2010). Esse imunoestimulante, quando suplementado na dieta antes e durante o
estresse, pode aumentar, potencialmente, as taxas de resisténcia e sobrevivéncia dos peixes as
doencas ap0s o transporte ou a exposicao a baixa qualidade de agua (Jeney et al., 1997; Palic
et al., 2006). Injecdes intraperitoniais com glicano em peixes demonstraram respostas imunes
na atividade dos macréfagos (Jeney e Anderson, 1993; Jorgensen et al., 1993), ativacdo
complementar e nivel de lisozima (Engastad et al., 1992; Abreu, 2007; Abreu et al., 2009).
Quando administrados oralmente, os glicanos sdo capazes de estimular as respostas imunes e
a resisténcia a doencas em peixes (Raa et al., 1992; Siwicki et al., 1994).

Um dos meétodos de avaliagdo da eficicia dos imunoestimulantes, sob condigdes
experimentais em laboratério, € o teste de desafio contra agentes estressores ou patogénicos
(Choudhury et al., 2005; Andrade et al., 2006; Selvaraj et al., 2006). A bactéria Gram-
negativa Aeromonas hydrophila foi utilizada em testes de desafio como agente estressor para
juvenis de matrinxd, Brycon amazonicus, nos estudos sobre a eficacia de levamisol como

mitigador de estresse do transporte (Oliveira, 2008; Oliveira et al., 2011). Estas bactérias séo
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tipicamente oportunistas, patogénicas facultativas e manifestam-se em hospedeiros
enfraquecidos e atacados por outros agentes etiologicos (Ventura e Grizzle, 1998; Oliveira,
2008).

Um dos indicadores comumente utilizados na avaliacdo do estado de saude dos peixes é
a hematologia (lwama et al., 1976; Ranzani-Paiva et al., 2004; Tavares-Dias e Moraes, 2004;
Tavares-Dias e Moraes, 2010). As analises hematoldgicas sao importantes ferramentas para a
identificacdo de situacGes de estresse causadas pelo ambiente de cultivo, dentre eles os
patdgenos (Tavares-dias e Moraes, 2004; Pavanelli et al., 2010; Tavares-Dias et al., 2009).
Recentemente foram determinados valores de referéncias para os parametros hematol6gicos
de espécies nativas de cultivo, como o tambaqui (Colossoma macropomum), matrinxa (B.
amazonicus), pirarucu (Arapaima gigas), entre outros (Tavares-Dias et al., 2009; Tavares-
Dias e Moraes, 2010). O estabelecimento desses valores de referéncias para as variaveis
hematoldgicas dessas espécies cultivadas é importante para o diagndstico de doencas
(Tavares-Dias et al., 2009; Tavares-Dias e Moraes, 2010).

Na piscicultura brasileira, o tambaqui é a espécie nativa mais cultivada, com uma
producdo de 46.450 toneladas no ano de 2009 e a segunda com maior percentagem de
crescimento (Ministério da Pesca e Aquicultura - MPA, 2010). No estado do Amazonas, sua
producdo foi cerca de 9.000 toneladas em 2009, o que significa 82% da producéo total de
pescado produzido em cativeiro (Secretaria Executiva de Pesca e Aquicultura —
SEPA/SEPROR, 2010; Gandra, 2010). Isso se deve, principalmente, ao seu potencial para
criagdo intensiva, oferta de juvenis, facil crescimento, alta produtividade, resisténcia a baixos
niveis de oxigénio, boa conversdo alimentar e grande mercado consumidor (Melo et al., 2001;
Araujo-Lima e Gomes, 2005; Chagas, 2010).

Apesar de sua cadeia produtiva praticamente completa, a espécie ainda necessita de

informacdes que possam contribuir com uma melhor produtividade e, consequentemente,
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menor custo de producdo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes
concentracdes de levamisol e glicano nas respostas fisiologicas dos juvenis de tambaqui, apds

infeccdo causada pela bactéria Gram-negativa A. hydrophila.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéo e aclimatacdo dos peixes

Os peixes foram obtidos na Piscicultura Santo Anténio, localizada na rodovia AM 010,
Km 112, municipio de Rio Preto da Eva, AM e transferidos para a Estacdo Experimental de
Piscicultura da Coordenacdo de Pesquisas em Agquicultura — CPAQ do INPA. Os peixes
foram mantidos em tanques de PVC com capacidade para 500 L e alimentados com racéo

extrusada contendo 36% de proteina bruta (PB) até atingirem o peso ideal para o experimento.

2.2. Dietas experimentais

A suplementacéo do glicano e levamisol foi feita em ragdo comercial contendo 36% PB.
As concentracdes de levamisol (L) testadas neste estudo foram: 100, 250 e 500 mg de
levamisol.kg™ de dieta. Cada uma dessas concentragées foram dissolvidas em 350 mL de
agua, misturadas manualmente e, em seguida, submetidas ao processo de secagem em estufa a
55°C, por 24 horas, e armazenadas em potes plasticos até sua utilizacdo. Para a suplementacéo
de glicano (G), foram utilizadas as concentracdes de 1, 5 e 10 mg de glicano.kg™ de dieta e
preparadas com o mesmos procedimento descrito acima. Para o tratamento controle, utilizou-
se a mesma ragdo comercial e 0 mesmo processo de preparacdo descrito acima, mas sem a

suplementacéo de levamisol e glicano.
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2.3. Desenho experimental

Apbs o periodo de aclimatacdo, os peixes foram submetidos a uma biometria e
selecionados de acordo com o peso e comprimento (peso = 14,8 + 4,3 g e comprimento = 6,7
+ 2,5 cm). Em seguida, os peixes foram agrupados em 21 grupos, com 20 exemplares cada, e
distribuidos em tanques de PVC, com capacidade para 500 L, fluxo de agua e aeracao
constantes. Apés o inicio do experimento, os tanques foram sinfonados a cada trés dias, para
retirada de residuos (racao e fezes).

O desenho experimental consistiu de sete tratamentos: Controle — somente ragédo
comercial com 36% PB; L100, L250 e L500 com suplementacdo de 100, 250 e 500 mg de
levamisol.kg™ de dieta respectivamente; G1; G5 e G10 com suplementacdo de 1, 5 e 10 mg de
glicano.kg™ na dieta respectivamente. Cada tratamento foi constituido por trés réplicas e a
alimentacéo realizada duas vezes ao dia (9:00 e 15:00 h) até a saciedade aparente, durante 60
dias. Apds este periodo, foi feita uma biometria de todos os peixes e coletada amostras de
sangue de seis peixes de cada réplica, utilizadas para as analises hematoldgicas, bioquimicas e
imunoldégicas (pré-desafio).

Para avaliar a eficacia das diferentes concentracdes de levamisol e glicano, doze peixes,
de cada tratamento, foram submetidos ao teste de desafio com solucbes de bactéria A.
hydrophila inoculada dentro da cavidade celomatica numa concentracéo de 1,44 x 10'* UFC
da bactéria, a partir de 60% da DLsp, determinada previamente no experimento descrito no
Capitulo I1.

Apobs 7 e 15 dias da inoculacdo, amostras de sangue de 6 animais de cada tratamento
foram coletadas para analise dos parametros fisiologicos (pds-desafio) e avaliada a

sobrevivéncia dos peixes.
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2.4. Monitoramento da qualidade de agua

Antes do inicio dos experimentos e durante todo o processo experimental, foram feitas
analises fisicas e quimicas da agua (temperatura, O,, condutividade elétrica, pH, amdnia,
nitrito, dureza, CO; e alcalinidade) dos tanques experimentais.

As concentracdes de oxigénio dissolvido e os valores da temperatura, condutividade
elétrica e pH foram medidos diariamente as 9:00 horas, enquanto que as analises de aménia,
nitrito, alcalinidade, dureza e CO, foram realizadas semanalmente. O oxigénio dissolvido,
temperatura, condutividade elétrica e pH foram determinados utilizando um medidor
multiparamétrico digital da marca YSI (Yellow Spring Instrument). A concentracdo de
amonia total (NH; + NH,") foi determinada pelo método colorimétrico segundo Verdouw et
al. (1978) e a concentracdo de nitrito (NO;) pelo método colorimétrico de Boyd e Tucker
(1992). A alcalinidade, dureza e CO, determinadas por meio de titulacdo segundo Boyd e

Tucker (1992).

2.5. Coleta e andlises de sangue
O sangue foi coletado por meio da puncdo caudal utilizando-se seringas contendo
EDTA a 10% e destinado a determinacdo dos parametros hematoldgicos, bioquimicos e

imunolégicos descritos a seguir.

2.5.1. Parametros Hematologicos

Apos a coleta de sangue, foram feitas as determinagdes do hematocrito (Ht) pelo
método do microhematdcrito, o nimero de eritrécitos (RBC), utilizando a solucdo de Natt e
Herrick (1952) e a dosagem de hemoglobina (Hb) pelo método da cianometahemoglobina. O
volume corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média

(CHCM) foram computados a partir dos valores brutos de Ht, [Hb] e RBC. A contagem dos
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leucdcitos totais (WBC) e trombdcitos foi feita utilizando-se as extensdes sanguineas segundo
Tavares-Dias et al. (2002), ap6s serem previamente coradas pelo método de coloracao rapida

May Grunwald-Giemsa Wright (MGGW), segundo Tavares-Dias e Moraes (2003).

2.5.2. Parametros Bioquimicos

Apbs a centrifugacdo do sangue, o plasma foi utilizado para a determinacdo da glicose
pelo método enzimatico-colorimétrico utilizando kit comercial (Doles®). As concentracdes
dos fons Na*, K* e Ca®* foram determinadas utilizando-se um espectrofotometro de absorgéo
atdbmica da marca Perclin Elmer (AAS), modelo 1100B. O ion CI" foi determinado pelo
método colorimétrico utilizando um kit comercial (Doles®). As amostras foram lidas em
espectrofotdbmetro da marca Bioplus 2000, em absorbancia de 540 nm.

O cortisol foi determinado pelo método de ELISA, utilizando o kit Enzyme
Immunoassay Correlate-EIA Cortisol e lido em 450 nm, num espectofotdmetro de placa
(marca Spectramax plus 384). Os resultados foram calculados por meio de uma curva padrao

em ng/uL.

2.5.3. Parametros Imunoldgicos

A concentracdo e a atividade de lisozimas foi analisado por ensaio turbidimétrico,
segundo Ellis (1990), modificado por Marzochi-Machado et al. (1999) e Abreu (2007). A
curva padréo feita com lisozima liofilizada de clara de ovo de galinha diluida em 50 mL de
tampéo fosfato de sodio (0,05M; pH=6,2) contendo 10 mg de Micrococus lysodeikticus, cujas
diferentes concentracfes foram lida em espectofotometro de placa Spectramaxplus 384 em
450 nm, e o resultado da diferenca de DO (densidade ¢tica) inicial e final utilizada na
quantificacdo das concentracGes de lisozima nas amostras. As amostras de plasma foram

inativadas (56°C por 30 minutos) e diluidas com tampéo fosfato de sédio, que, ap6s incubacéo
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por dois minutos a 26 °C, foram adicionadas da suspensdo de Micrococus lysodeikticus e
avaliada a concentracdo da densidade 6tica (ADO) em 450 nm entre 0,5 ¢ 10 minutos a 26 °C.
A concentragao da lisozima (ug mL-1) correspondeu a reducao da ADO, enquanto que, a
atividade da lisozima (U mL™) correspondeu a quantidade de enzima produzida, em ADO de

0,001 min™ (Won et al., 2004).

2.6. Indices zootécnicos

A avaliacdo do desempenho dos juvenis de tambaqui foi realizada a partir das
avaliacBes biométricas realizadas no inicio e no final do experimento. Com os dados
biométricos, foram calculados:

Consumo Diério de Racao (CDR) = 100x[(quantidade de racdo (g) /biomassa de peixe
(9))/dias]; Ganho de peso (GP) = Pf — Pi. Onde: Gp = ganho de peso; Pf = peso médio final
(9); Pi = peso médio inicial (g); Conversdo alimentar aparente (CAA) = conversdo
alimentar aparente; RC = ragdo consumida (g); GP = ganho de peso (g); Taxa de
crescimento especifico (TCE) = 100* [(In Pf — In Pi)/t]. Onde: Pf = Peso final (g); Pi = Peso
inicial; In: Logaritmo natural; t = dias de experimento; Fator de Condicdo (FC)= Pf/Cf 3 x
100, onde Pf = peso final e Cf * = cubo do comprimento final; Coeficiente de Variagdo do
Comprimento (CV) = (desvio padrdo do comprimento/comprimento médio) x 100; Ao final
do experimento foram avaliados os parametros de produtividade final: sobrevivéncia

(%), producdo por area (peixes/m?).

2.7. Analise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), na qual
foram considerados os tempos de coletas (antes do desafio), 7 e 15 dias ap0s o desafio e os

tratamentos com diferentes concentragcdes de glicano e o tratamento controle; e diferentes
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concentracdes de levamisol e o tratamento controle. As variaveis que apresentaram efeitos
significativos nos tratamentos foram submetidas ao teste de comparacdo de média de Tukey.
Como pré-requisitos para a realizacdo da analise de variancia, foram avaliadas as premissas
de normalidade e homogeneidade das variancias. Ambas as analises foram realizadas ao nivel

de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS
3.1. Analise de agua

Durante todo o periodo experimental, os parametros fisicos e quimicos da agua, tais
como: oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica, pH, alcalinidade, dureza e
CO,, ndo foram significativamente diferentes entre os tratamentos (Tabela 1) e periodos (7 e
15 dias apds infeccdo bacteriana) (Tabelas 2 e 3), 0s quais mantiveram-se dentro dos niveis

considerados desejaveis para a cria¢do de peixes (Boyd, 1981; Arana, 1997; Kubitza, 2003).

3.2. Indices zootécnicos

Os resultados dos indices zootécnicos de tambaquis alimentados com dietas
suplementadas com glicano e com levamisol e sem adicdo destes imunoestimulantes
(controle) estéo representados na Tabela 4.

A suplementacdo dos imunoestimulantes na dieta ndo influenciou no ganho de peso, no
consumo aparente da dieta e na conversao alimentar aparente dos peixes apds 60 dias de
alimentacéo, comparados entre si e com o controle (Tabela 4).

Os valores minimos e maximos de ganho de peso para os tratamentos com glicano e
com levamisol foram 45,4 a 50,9 g e 47,7 a 50,9 g respectivamente, enquanto para aqueles do
controle os valores variaram de 41,6 a 45,9 g (Tabela 4). A conversdo alimentar aparente

variou de 1,95 a 2,5 entre todos os tratamentos, sendo as conversdes mais eficientes
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observadas nos tratamentos L250 e G5 em relacdo aos demais (Tabela 4). O crescimento e 0
coeficiente de variacdo oscilaram entre os tratamentos, contudo, ndo apresentaram diferencas

significativas. A taxa de sobrevivéncia foi de 100% em todos os tratamentos (Tabela 2).

3.3. Parametros hematoldgicos

Os resultados dos parametros sanguineos analisados estdo expressos nas Figuras de 1 a
5. O eritrograma dos peixes alimentados com dieta suplementada com glicano e levamisol ndo
diferiu significativamente, ao final de 60 dias, em comparacdo aos peixes do tratamento
controle. Os animais infectados com A. hyprophila também nédo apresentaram alteracdes
significativas no eritrograma apds 7 e 15 dias de infeccdo bacteriana e entre estes e 0s animais
do controle (ndo-infectados) (Figura 1).

Os leucdcitos ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (Figura
2A). Por outro lado, o numero de trombacitos foi significativamente inferior (p= 0,009) nos
tratamentos G1 e G10, em comparagédo aos demais tratamentos (Figura 2B).

A concentragdo de cortisol plasmatico ndo variou entre os tratamentos, entretanto, em
todos os tratamentos foi observado um aumento significativo (p= 0,001) nos niveis de cortisol
apos 7 dias de inoculacdo bacteriana, seguido por uma reducdo ao final de 15 dias, porém,
esses valores ndo retornaram aos niveis iniciais (Figura 3A).

O nivel de glicose plasmatica ndo variou significativamente entre os tratamentos,
entretanto, foi observado uma redugéo significativa apos 7 dias de inoculagdo bacteriana nos
tratamentos L100 e L250, retornando aos valores iniciais ap6s 15 dias (Figura 3B).

As concentracdes ibnicas de cloreto, sddio, calcio e potassio ndo apresentaram
diferengas significativas entre os diferentes tratamentos, bem como ao longo do periodo

experimental (Figura 4). A concentragéo e atividade de lisozima também ndo apresentaram
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diferencas significativas entre os tratamentos assim como apds 7 e 15 dias de inoculacdo
bacteriana (Figura 5A e 5B).

Embora ndo tenha ocorrido nenhuma mortalidade dos juvenis de tambaqui apos o
desafio com A. hydrophila, foram observados sinais clinicos de infeccdo bacteriana, tais

como: septicemia hemorragica, hemorragia subcutanea e exoftalmia.

4. DISCUSSAO

Em condic¢Bes laboratoriais, fatores que podem interferir na qualidade do bioensaio
devem ser constantemente monitorados (Ranzani-Paiva et al., 2004; Oliveira et al., 2011).
Baixas concentracdes de oxigénio dissolvido, altas concentracdes de amonia, nitrito e dioxido
de carbono, temperaturas desfavoraveis e pH muito acidos ou muito alcalinos, sdo alguns
exemplos de fatores abidticos que podem prejudicar a homeostase do animal, e,
consequentemente, a precisdo e confiabilidade dos resultados laboratoriais (Di Giulio e
Hinton, 2008).

No presente estudo, as varidveis de qualidade de agua monitoradas (O, temperatura,
condutividade elétrica, alcalinidade, dureza, CO,, pH, ambnia e nitrito) nas unidades
amostrais (tanques), de todos o0s tratamentos, permaneceram dentro dos padrdes
recomendados para a piscicultura de espécies tropicais (Arana, 1997; Kubtiza, 2003) e para o
tambaqui (Val e Almeida-Val, 1995; Costa et al., 2004; Aride et al., 2007), em funcao,
provavelmente, do sistema de renovacao constante da agua.

Os estudos que avaliam o efeito da suplementacdo de imunoestimulantes na dieta de
peixes sdo, em geral, realizados em periodos curtos e/ou em situacdes de estresse agudo, cuja
eficiéncia é validada, principalmente, por meio de testes de desafio com bactérias ou pela

inducdo de estresse causada por técnicas de manejo. Nessas pesquisas, as avaliacbes se
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baseiam, sobretudo, nas respostas imunologicas dos animais, sendo o desempenho produtivo
de pouca relevancia (Cook et al., 2003; Whittington et al., 2005; Falcon, 2007).

Véarios autores observaram que a suplementacdo de diferentes doses de
imunoestimulantes na racdo melhorou o desempenho produtivo e as respostas imunolégicas
em varias especies de peixes (Mulero et al., 1998; Leano et al., 2004; Li et al., 2006; Misra et
al., 2006; Menezes et al., 2006; Affonso et al., 2007; Andrade et al., 2007; Sado, 2008).
Entretanto, neste estudo, a suplementacdo dos imunoestimulantes levamisol e glicano na dieta
de tambaquis, alimentados por 60 dias, ndo induziu uma melhora no desempenho zootécnico
dos peixes comparados com aqueles do controle, mas € possivel verificar uma tendéncia na
melhoria do ganho de peso dos peixes alimentados com os imunoestimulantes, principalmente
nos tratamentos com 250 mg levamisol.kg? e 5 mg glicano.kg?. Esses resultados
demonstram, ainda, que as concentracfes utilizadas ndo produziram efeitos negativos que
comprometessem a eficiéncia alimentar e a sobreviviéncia dos peixes. Segundo Li et al.
(2004), a adicdo excessiva de imunoestimulantes pode desencadear efeitos negativos a
homeostase dos animais, causando imunossupressdo e reducdo da eficiéncia alimentar,
ocasinando, consequentemente, uma depressao do crescimento.

A auséncia da influéncia dos imunoestimulantes sobre o desempenho zootécnico dos
peixes também foram observados por Sado (2008) para juvenis de pacu, Piaractus
mesopotamicus, alimentados até 45 dias com doses de 50 a 800 mg de levamisol.kg™ de
racao; Oliveira (2008), para juvenis de matrinxd, B. amazonicus, alimentados com 100 a 500
mg levamisol.kg™ de racdo por 45 dias e por Chagas (2010) para juvenis de tambaqui,
alimentados com 0,1 a 0,8% de glicano.kg™ na dieta, por 60 dias. Ao contrario, Mulero et al.
(1998) observaram ganho de peso e de crescimento significativos em dourada, Sparus aurata,
alimentados com dietas suplementadas com 125 mg de levamisol.kg™ na racéo, por 10

semanas, assim como Li et al. (2006) que observaram uma melhora de 10% no crescimento e
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na conversao alimentar do robalo hibrido (Morone chysops x Morone saxatilis) alimentado
com doses inferiores a 500 mg de levamisol.kg™ de racdo, por um periodo de trés semanas.

Os diferentes resultados dos estudos sobre o efeito dos imunoestimulantes no
desempenho zootécnico dos peixes podem ser justificados pelos diferentes métodos e tempos
de administracdo destas substancias, idade e estado fisiologico dos peixes e até mesmo em
funcdo das variacOes interespecificas (Mulero et al., 1998). Nesse sentido, é de extrema
importancia a determinacdo da dose ideal, bem como, do tempo de suplementacdo dos
imunoestimulantes para cada espécie, visando assegurar a eficacia destas substancias contra
0s agentes patogénicos ou estressores.

Além dos parametros zootécnicos, as analises hematoldgicas tém sido amplamente
empregadas como indice de estresse ambiental em peixes (Heath, 1995; Tavares- Dias e
Moraes, 2004; VVazquez e Guerrero, 2007). A hemoconcentracdo pode ser uma estratégia para
aumentar a capacidade de transporte de oxigénio do sangue sob situacdes de alta demanda
energética (Heath, 1995; Montero et al., 1999; Carvalho e Fernandes, 2006; Trenzado et al.,
2006). Entretanto, agentes estressores que podem comprometer a absor¢do do ferro, a
malformacdo ou hemolise dos eritrocitos, a inibicdo da sintese de hemoglobina e a
competicdo pelo sitio de ligacdo do oxigénio podem causar uma hemodiluicdo ou anemia nos
peixes, dessa forma, reduzindo a capacidade de transporte de oxigénio (Heath, 1995; Affonso,
2001; Affonso et al., 2004; Tavares-Dias e Moraes, 2004, Das et al., 2009). Portanto, as
analises hematologicas podem contribuir para avaliar a saude do animal em sistema de
cultivo.

De acordo com os resultados obtidos, a suplementacdo de glicano e levamisol na dieta
de juvenis de tambaqui ao final de 60 dias, bem como apds 7 e 15 dias do teste de desafio com
a bactéria A. hydrophila, ndo alterou o eritrograma dos peixes. Resultados semelhantes foram

obtidos por Andrade et al. (2006) para juvenis de matrinxd, B. amazonicus, alimentados,
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durante 60 dias, com dieta suplementada com vitamina C e submetidos a teste de desafio com
A. hydrophila, cujos valores dos pardmetros hematologicos ndo sofreram alteragdes
significativas. Por outro lado, Chagas (2010) observou uma reducdo nos valores de
hemoglobina, hematocrito e nimero de eritrocitos em juvenis de tambaqui alimentados com
0,1 a 0,8% de B-glucano.kg™ e desafiados com a bactéria A. hydrophila, por 15 dias. De
acordo com Campbell e Ellis (2007) a ocorréncia de anemias hemoliticas € um sinal clinico
comum em peixes infectados com A. hydrophila, como consequéncia de hemorragias
causadas pela producéo e liberacdo de hemolisina (composto toxico de origem bacteriana que
provoca lise dos eritrocitos). Nesse sentido, a auséncia de altera¢bes significativas no
eritrograma dos tambaquis, deste estudo, sugere que as infec¢des causadas pela bactéria A.
hydrophila ndo comprometeram a capacidade de transporte de oxigénio do sangue aos tecidos
e que a adicao de levamisol e glicano na dieta ndo induziram o estresse nos peixes.

Além dos eritrocitos, os leucdcitos e trombdcitos também s&o bons indicadores do
estado de salde dos animais, sendo que alteragcdes na quantidade destas células na corrente
sanguinea fornecem informacgdes sobre o sistema imune ndo especifico além de indicar
estresse fisiologico em peixes (Bozzo et al., 2007; Garcia et al., 2007). Apesar da
importancia, sdo poucos o0s estudos que analisam o leucograma e trombograma,
principalmente em peixes tropicais (Affonso et al., 2004; Tavares-Dias e Moraes, 2004;
Menezes et al., 2006; Affonso et al., 2007; Andrade et al., 2007).

Diversos estudos demonstram que a alimentagdo suplementada com
imunoestimulantes pode elevar o nimero de leucocitos, conforme foi observado em carpa
comum, C. carpio, alimentadas com [-glicano (Selvaraj et al., 2006); em matrinxa, B.
amazonicus, alimentadas com altas doses de vitamina C (Affonso et al., 2007); em pacu, P.
mesopotamicus, alimentados com vitamina C e E (Garcia et al., 2007) e em pirarucu, A. gigas

alimentado com vitamina C e E (Menezes et al., 2006; Andrade et al., 2007). Contudo, a
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quantidade de leucdcitos totais dos tambaquis, do presente estudo, ndo foi influenciada pelas
diferentes concentracdes de levamisol e glicano suplementadas na dieta. Os valores inferiores
de trombdcitos encontrados nos animais alimentados com 1 e 10 mg glicano.kg™ na racéo,
apos 60 dias, ndo foram influenciados pela utilizacdo de glicano, visto que os animais
alimentados com 5 mg de glicano.kg™ na racdo ndo apresentaram tal resultado. Biller (2008)
também encontrou uma reducdo no numero de trombécitos de pacu apds 15 e 30 dias de
alimentacdo com 0,1 e 1,0% de glicano em comparacao coms animais suplementados somente
durante 7 dias com o imunoestimulante.

O cortisol € considerado o horménio do estresse, sendo um importante indicador na
avaliacdo do estado de saude dos peixes (Barton e lwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997),
atuando na regulacdo do equilibrio hidromineral e metabolismo energético, reduz a taxa de
crescimento, suprime a reproducdo e o sistema imune dos animais (Wendelaar Bonga, 1997).
Segundo a literatura, alguns imunoestimulantes podem atuar inibindo a liberacdo de cortisol
pelos peixes em condicgdes de estresse (Ortufio el al., 2003; Herrero et al., 2006). No presente
estudo, uma vez que os niveis de cortisol dos peixes, mantidos sob condi¢des laboratoriais por
60 dias, nos diferentes tratamentos, ndo foram alterados, é possivel sugerir que as condi¢oes
do bioensaio estiveram adequadas para 0 bem estar da espécie, e que as concentracdes dos
imunoestimulantes testadas ndo induziram estresse aos peixes, Visto que estes poderiam
responder negativamente ao tratamento, como demonstrado em outros estudos (Li et al.,
2004; Ai et al., 2007). No entanto, o aumento significativo nos niveis cortisol, em todos os
tratamentos, apés 7 e 15 dias de infecgdo causada pela A. hydrophila, demonstra a ineficiéncia
das concentracdes de levamisol e glicano testadas em minimizar o estresse causado pela
bactéria. Entretanto, estes resultados evidenciam a importancia deste horménio como

indicador de estresse fisioldgico em peixes sob condi¢des experimentais.
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O aumento da liberacdo de cortisol induz a hiperglicemia, que ajuda a suprir o
aumento da demanda energética dos peixes durante o estresse (Mazeaud et al., 1977; Jeney et
al., 1997; Wendelaar Bonga, 1997; Barton, 2002). Os valores de glicose plasmatica obtidos
para tambaqui ndo foram influenciados pelas dietas experimentais, sendo observadas uma
reducéo significativa nos animais suplementados com 100 e 250 mg de levamisol.kg™ apés 7
dias de infeccdo bacteriana, recuperando as concentragdes iniciais apos 15 dias, demonstrando
o restabelecimento da demanda energética dos animais apos 15 dias de infec¢do bacteriana.
Resultados semelhantes foram observados por Oliveira (2008) com juvenis de matrinxa
suplementadas com levamisol e por Chagas (2010) para juvenis de tambaqui suplementados
com glicano.

Outros efeitos secundarios observados em peixes em resposta ao estresse Sao
alteracdes hidroeletroliticas (Wendelaar Bonga, 1997; Wojtaszek et al., 2002), pois, a
elevacdo das catecolaminas provoca dilatacdo dos vasos sanguineos branguiais, aumentando a
permeabilidade do epitélio branquial (Wendelaar Bonga, 1997), possibilitando,
consequentemente, uma maior perda de ions do sangue para 0 meio externo e um influxo de
agua por osmose, resultando em alteracGes nas concentracdes idnicas (Wedemeyer, 1996).
Neste estudo, ndo foram observados desequilibrios osmorregulatdrios, visto que, 0s niveis de
sodio, cloretos, célcio e potassio do tambaqui permaneceram inalterados ao longo do
experimento, demonstrando que a infeccdo por A. hydrophila ndo comprometeu o balango
hidroeletrolitico dos animais.

De acordo com a literatura, o levamisol e glicano séo capazes de reforcar a imunidade
inata, aumentando o nivel e atividade das lisozimas plasmaticas, alem da estimulagcdo da
atividade fagocitaria dos macrofagos em diferentes espécies de peixes (Jorgensen et al., 1993;
Galeotti, 1998; Mulero et al., 1998). O aumento da resisténcia contra infeccdes bacterianas foi

observada ap0s aplicacdo de glicano no salméo do atlantico, Salmo salar (Robertsen et al.,
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1990; Raa et al., 1992), em truta arco-iris, O. mykiss (Jeney e Andersen, 1993) e em tilapia do
Nilo, O. niloticus (EI-Boshy et al., 2010). Das et al. (2009) constataram uma reducao na taxa
de mortalidade e aumento da atividade de lisozima em Anabas testudineus previamente
infectadas com A. hydrophila e submetidas & 3 h de imersao contendo 15 mg de glicano.L™.

Embora o levamisol e glicano sejam capazes de estimular as defesas ndo-especificas dos
peixes contra infeccdo, a partir da elevacdo da expressdo da lisozima (Paulsen et al., 2003), no
presente estudo, a suplementacdo desses imunoestimulantes na dieta do tambaqui néo
ocasionou uma alteracdo na concentracao e atividade de lisozima durante o desafio bacteriano
com A. hydrophila, apresentando valores inferiores aos encontrados em juvenis de tambaqui e
de pacu alimentados com dietas suplementadas com glicano (Abreu, 2007; Biller, 2008;
Chagas, 2010). Em estudos utilizando suplementacdo de glicano na dieta, também néo foi
observado aumento nos niveis de lisozima em truta arco-iris, O. mykiss (Sealey et al., 2008),
tilapia do Nilo, O. niloticus (Whittington et al., 2005; Welker et al., 2007), bagre do canal,
Ictalurus punctatus (Verlhac et al., 1998), carpa comum, C. carpio (Selravaj et al., 2006) e
tambaqui (Chagas, 2010).

A suplementacdo de levamisol e glicano na dieta do tambaqui ndo impediu a
manifestacdo de sinais clinicos tipicos de infeccdo causada pela bactéria A. hydrophila
corroborando com os dados obtidos por Biller (2008) que encontrou petéquias, equimoses,
lesGes ulcerativas na superficie da pele, exoftalmia e distensdo abdominal em exemplares de
pacu alimentados com glicano e desafiados com A. hydrophila. De forma complementar, ndo
foi observada nenhuma mortalidade nos peixes até o 15° dia ap0s a inoculagdo bacteriana,
incluindo os animais do controle, demonstrando, desta forma que os peixes estavam em bom
estado fisioldgico que os imunoestimulantes ndo influenciaram de forma efetiva na higidez

dos tambagquis.
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Efeitos positivos da adicdo dos imunoestimulantes foram encontrados por Schorer
(2008) que observou maior sobrevivéncia em pacu suplementado com 0,1% de glicano e
submetido ao desafio com a bactéria A. hydrophila em comparacdo ao controle. Chagas
(2010), estudando juvenis de tambaqui, observou que 0,1% de glicano promoveu uma maior
sobrevivéncia dos animais, ap6s desafio com a bactéria A. hydrophila.

Os resultados obtidos permitem concluir que a suplementacédo de levamisol e glicano na
dieta do tambaqui, nas concentracfes testadas, ndo proporcionou uma melhoria no
desempenho zootécnico e no perfil fisiologico dos juvenis de tambaqui ap6s 60 dias. Além
disso, estes imunoestimulantes ndo foram capazes de minimizar as respostas de estresse
causadas pela infeccdo por A. hydrophila. Contudo, para se obter resultados mais conclusivos
sobre o efeito do levamisol e glicano como imunoestimulante para o tambaqui, sugere-se a
realizacdo de estudos com concentracGes mais elevadas que as testadas neste trabalho, além

da avaliacdo de diferentes periodos de suplementacao.
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Tabela 1. Varidveis fisicas e quimicas da agua dos tanques utilizados na criacdo de juvenis de tambaqui (Colossomam macropomum)
alimentados com dietas suplementadas com diferentes concentracdes de levamisol (L100, L250, L500 com 100, 250 e 500 mg de levamisol.kg™
racdo) e glicano (G1, G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg de glicano.kg™ de rac&o), por um periodo de 60 dias. VValores sdo média + desvio padrio.

Tratamentos

Variaveis fisicas e quimicas da agua

Oxigénio Temperatura Condutividade Amédnia Total Nitrito Alcalinidade Dureza CO,

(mg.L™) (°C) pH (uS.cm™) (mg.L™) (mg.L™) (mg CaCO3z.L1) (mgCaCOzL?)  (mg.L?)
Controle 6,59+0,18 28,37+0,13 559+0,12 20,33+0,19 0,052+0,01 0,004 +0,01 18,13+ 0,86 14,79 £ 0,60 155+22
L100 665+019 27,91+009 554+011 2066+045 0,065+0,02 0,003+0,02 18,18 + 1,04 15,37+ 0,53 135+23
L250 6,42+042 28,43+0,10 508+014 20,79+052 0,0563+0,01 0,003+0,00 16,87 £ 0,65 18,56 + 1,28 132+15
L500 6,56 +£0,21 28,09+0,07 521+010 2062+0,34 0,062+0,03 0,004+0,01 17,06 + 0,92 19,45 £1,42 133+1,1
Gl 6,34+0,21 28,13+0,61 5,40+0,12 19,88+0,33 0,0564+0,02 0,001+0,01 17,80 £ 0,60 17,41 +1,35 155+3,3
G5 6,80+0,10 28,10+0,214 550+0,17 20,08+0,21 0,047+0,01 0,002+0,01 18,08 + 0,76 18,33+ 1,52 132+15
G10 6,50+0,08 28,18+0,08 596+034 21,34+047 0,051+0,01 0,004 +0,01 17,95+ 0,85 18,24 £ 0,82 142+3,0
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Tabela 2. Variadveis fisicas e quimicas da agua dos tanques utilizados na criacdo de juvenis de tambaqui (Colossomam macropomum)
alimentados com dietas suplementadas com diferentes concentracdes de levamisol (L100, L250, L500 com 100, 250 e 500 mg de levamisol.kg™
racdo) e glicano (G1, G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg de glicano.kg™ de racéo), apés 7 dias de infeccéo bacteriana. Valores sdo média + desvio

padréo.
Variaveis fisicas e quimicas da agua
Tratamentos Oxigénio  Temperatura H Condutividade ~Amonia Total Nitrito Alcalinidade Dureza CO,
(mg.L™) (°C) P (uS.cm) (mg.L™) (mg.L) (mg CaCOs.L%) (mgCaCOs.LT)  (mg.L?)

Controle 6,33+0,12 29,42+0,15 5,82+0,18 2346+038 0,066+001 0,003+001 15,43+0,68 18,54+ 1,2 10,6 +2,9
L100 6,28+0,12 28,71+0,12 5,41+0,28 28,19+1,67 0,072+002 0,004+002 12,69+1,43 16,38 +0,5 115+17
L250 6,57+035 2859+012 534+045 2531+087 0069+001 0,005+000 14,45+0,82 1592+169 124%19
L500 6,12+0,15 29,17+0,25 5,34+0,17 27,31+0,67 0,073+0,03 0,003+0,01 13,45+0,56 18,92 +1,86 141+25
Gl 6,15+0,29 2854+0,17 520+04 2386+045 0,062+0,02 0,004+001 1572+0,96 1545+167 132+34
G5 6,72+0,14 2835%+0,17 590+09 2485+142 0,071+001 0,005+001 16,27+1,40 1495+123 152+16
G10 6,80+0,35 2892+0,17 5,82+0,45 2747+158 0,067+001 0,006+001 14,76+0,67 1756 +0,93 12,6 +4,2
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Tabela 3. Variadveis fisicas e quimicas da agua dos tanques utilizados na criacdo de juvenis de tambaqui (Colossomam macropomum)
alimentados com dietas suplementadas com diferentes concentracdes de levamisol (L100, L250, L500 com 100, 250 e 500 mg de levamisol.kg™
racdo) e glicano (G1, G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg de glicano.kg™ de racdo), apés 15 dias de infeccdo bacteriana. Valores sdo média + desvio

padréo.

Variaveis fisicas e quimicas da agua

Tratamentos Oxigénio  Temperatura Condutividade ~Amdnia Total Nitrito Alcalinidade Dureza CO,
(mg.L™) (°C) PH (uS.cm) (mg.L™) (mg.L) (mg CaCOs3.L?)  (mg CaCOs.L7Y) (mg.L?)

Controle 6,01+034 2921+043 592+010 2236+084 0071+£0,02 0,005+001 1575%0,92 12,93+0,10  10,72+1,30
L100 6,25+090 28,73+0,17 575+012 2543+075 0068+£001 0,003+001 1585+148 13,81+£150 13,85+235
L250 6,52+093 29,72+0,27 547+035 2298+071 0063+£0,02 0,004+001 14,92+0,95 1432+165 11,42+1,80
L500 6,04+085 2891+045 574+084 2421+093 0065+0,02 0,003+002 1574+132 15,72 +1,78 12,74 + 1,45
Gl 6,72+083 29,72+053 578+0,75 2382+022 0067+0,03 0,002+001 1487+173 1298+171  12,27+1,60
G5 6,78+051 2890+0,87 595+045 21,72+045 0,052+0,02 0,004+001 1567+129 1437+174  10,78+1,82
G10 6,21+042 2879+065 597+072 23,75+050 0,059+0,04 0,005+001 16,06+1,56 15,67 +1,20  11,72+253
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Tabela 4. Consumo diario de racdo (CDR), ganho de peso (GP), conversdo alimentar aparente (CAA), taxa de crescimento especifico (TCE),
fator de condigdo (FC), coeficiente de variacdo do crescimento (CV), taxa de sobrevivéncia (TS) e producdo por area (P/A) de juvenis de
tambaqui, Colossoma macropomum, suplementados com diferentes niveis de inclusdo de levamisol (L100, L250, L500 com 100, 250 e 500 mg
de levamisol.kg™ racdo) e glicano (G1, G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg de glicano.kg™ de racdo) por um periodo de 60 dias. Valores sdo média +

desvio padrao.

Tratamentos

Parametros zootécnicos

CDR (g) GP (g) CAA TCE FC cv TS (%) (peii@mz)
Controle 361405 43.8+22 217405 229406 331+04 10,5+ 1,2 100,0 60,0
L100 3,06+ 0,6 477+17 205412 250+ 0.4 320404 6,8+14 100,0 60,0
1250 314404 50,0+ 2.1 1,88 +09 248+0,2 336403 87+12 100,0 60,0
L500 3,05+ 0,6 483+28 1,95+1,1 268+ 0,4 337405 83+0,9 100,0 60,0
G1 342403 474432 215408 237404 350403 89+1.4 100,0 60,0
G5 3,67+ 0.4 50,7 + 3.4 202407 232403 3,05+ 0,4 86+13 100,0 60,0
G10 378405 454+23 252406 210405 326+ 0,6 7617 100,0 60,0
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Figura 1. Hematocrito (A), concentracdo de hemoglobina (B), numero de eritrocitos (C),
volume corpuscular médio - VCM (D), concentracdo de hemoglobina corpuscular média -
CHCM (E) e hemoglobina corpuscular média - HCM (F) de juvenis de tambaqui, Colossoma
macropomum, alimentados com dietas suplementadas com 100, 250 e 500 mg levamisol.kg™
(L2100, L250 e L500) e 1, 5 e 10 mg glicano.kg™ (G1, G5 e G10) e o controle (sem adic¢éo de
imunoestimulantes), por 60 dias (pré-desafio) e apds 7 e 15 dias de infeccdo causada pela
bactéria Aeromonas hydrophila. Média + DP.
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Figura 2. Namero de leucdcitos (A) e trombdcitos (B) de juvenis de tambaqui, Colossoma
macropomum, alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de inclusdo de
levamisol (L100, L250 e L500 com 100, 250 e 500 mg.kg™) e glicano (G1, G5 e G10 com 1,
5 e 10 mg.kg™) e o controle (sem adi¢do de imunoestimulantes), por 60 dias (pré-desafio) e
apos 7 e 15 dias de infeccdo causada pela bactéria Aeromonas hydrophila. Média + DP. Letras
minusculas diferentes significam diferencas estatisticas entre os tratamentos (p<0,05).
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Figura 3. Concentracdo de cortisol plasmético (A) e glicose plasmética (B) de juvenis de
tambaqui, Colossoma macropomum, alimentados com dietas suplementadas com diferentes
niveis de inclusdo de levamisol (L100, L250 e L500 com 100, 250 e 500 mg.kg™) e glicano
(G1,G5e G10com 1, 5 e 10 mg.kg™) e o controle (sem adicdo de imunoestimulantes), por 60
dias (pré-desafio) e apds 7 e 15 dias de infeccdo causada pela bactéria Aeromonas hydrophila.
Média = DP. Letras minusculas diferentes indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos
e letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os periodos em cada
tratamento.
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Figura 4. Concentracdo dos ions plamaticos sddio (A), cloretos (B), célcio (C) e potassio (D)
de juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum, alimentados com dietas suplementadas
com diferentes niveis de incluséo de levamisol (L100, L250 e L500 com 100, 250 e 500 mg.
kg?) e glicano (G1, G5 e G10 com 1, 5 e 10 mg. kg?) e o controle (sem adi¢do de
imunoestimulantes), por 60 dias (pré-desafio) e apds 7 e 15 dias de infeccdo causada pela
bactéria Aeromonas hydrophila. Média + DP.
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Figura 5. Concentracdo (A) e atividade de lisozima (B) de juvenis de tambaqui, Colossoma
macropomum, alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de inclusdo de
levamisol (L100, L250 e L500 com 100, 250 e 500 mg.kg™) e glicano (G1, G5 e G10 com 1,
5 e 10 mg.kg™) e o controle (sem adicdo de imunoestimulantes), por 60 dias (pré-desafio) e
apos 7 e 15 dias de infeccdo causada pela bactéria Aeromonas hydrophila. Média + DP.



82

CAPITULO 3

Efeito da suplementacao de levamisol e glicano nas respostas sanguineas de tambaqui,

Colossoma macropomum, durante o estresse do transporte

Normas de acordo com a Revista da Acta Amazonica
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacéo de levamisol e glicano como
mitigador do estresse do tambaqui, criados em sistema intensivo de tanques-rede, durante e
apos o transporte. Para isto, foram utilizados 3 tratamentos, em triplicatas, sendo: TR1
(controle - sem adicdo de imunoestimulante); TR2 (com 250 mg de levamisol.kg™ racio) e
TR3 (5 mg de glicano.kg™ racdo). Ap6s 60 dias de alimentagdo com levamisol e glicano, os
peixes foram transportados num veiculo por 6 horas, em sistema fechado. Foram avaliadas as
respostas de estresse por meio de indicadores hematoldgicos, bioquimicos e imunolégicos,
antes e imediatamente ap6s o transporte, e em 24, 48 e 96 h de recuperacdo. Os resultados de
qualidade da &gua das sacolas apresentaram diferencas significativas apos o transporte, em
todos os tratamentos, entretanto, os valores obtidos estdo dentro dos limites tolerados para a
espécie que apresentou 100% de sobrevivéncia. Imediatamente ap6s o transporte, houve um
aumento significativo dos niveis plasmaticos de cortisol e glicose, assim como da
concentracdo e atividade da lisozima, em todos os tratamentos, retornando aos niveis iniciais
apos 24 h de recuperacdo. Foi observado um aumento no hematdcrito, hemoglobina, numero
de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina corpuscular média e hemoglobina corpuscular
média 24 h apds o transporte, seguida de retorno aos niveis iniciais ap6s 96 h. Os ions
plasmaticos Na*, K* e Ca®*" apresentaram variacdes significativas durante o perfodo de
recuperacdo, ndo retornando aos valores iniciais ap6s 96 h. Os resultados deste estudo
permitiram concluir que as alteracbes dos parametros hematoldgicos, bioquimicos e
imunolégicos ocorreram nas primeiras 24 h apds o transporte e que a suplementacdo com
levamisol e glicano ndo foi capaz de minimizar os efeitos fisiologicos causados pelo estresse
de transporte em juvenis de tambaqui, os quais demonstraram capacidade adaptativa em
manter a homeostase fisiologica.

Palavras-chave: Cultivo, estresse, imunoestimulante, tambaqui, transporte

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the physiological stress responses of juvenile
tambaqui fed levamisole and glucan diets to transport. It was performed three treatments with
three repetitions each: TR1 (control diet without immunostimulant); TR2 (diet supplemented
with 250 mg levamisole.kg™) e TR3 (diet supplemented with 5 mg glucan.kg™). Fish were fed
during 60 days previous to transport exposure. Fish were transported in plastic bags during 6
h, and stress parameters measured before and immediately after transport. Fish were allowed
to recover and stress measured after 24, 48 e 96 h. Transport water quality significantly
decreased, and it was observed significant differences among treatments, but values were all
in the tolerance species range and no mortality was observed. Plasma cortisol, glucose and
lysozyme activity increased immediately after transport in all treatments. Blood hemoglobin
decreased in all groups after transport while hematocrit, red blood cells, hemoglobin, total
celular hemoglobin increased after 24 h recovery. Ca** and K" increased after transport and
Na" after 24 h recovery. CI" changed but differences were not significant. The results allowed
to observe that blood, biochemical and immunological responses occurs in the first 24 h of
recovery, and glucan and levamisole in diet could not minimize stress responses to transport
in juvenile tambaqui.

Keywords: stress, immunostimulant, levamisole, glucan, transport, Colossoma macropomum
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1. INTRODUCAO

A criacdo de peixes em tanques-rede na regido amazonica € uma técnica promissora
por conciliar o uso sustentavel do meio ambiente com uma alta produtividade, oriunda da
utilizacdo de elevadas densidades de estocagem (Ono, 2005; Chagas, 2010). Esse tipo de
sistema de producdo de tambaqui, por ser uma pratica de criacdo recente, ainda ndo possuli
informacdes suficientes sobre os parametros zootécnicos e fisioldgicos. Os poucos trabalhos
existentes tém registrado bons indices de producdo e sobrevivéncia, demonstrando a boa
adaptacdo desta espécie aos tanques-rede (Chagas et al., 2003; Brandao et al., 2004; Gomes et
al., 2004; Baldisseroto e Gomes, 2005; Chagas et al., 2007; Carmo et al., 2010), assim como
para matrinxd, Brycon amazonicus (Branddo et al., 2005; Tortolero, 2010) e pirarucu,
Arapaima gigas (Cavero et al., 2003; Menezes et al., 2006)

Apesar de resultados satisfatorios, a utilizacdo de tanques-rede requer cuidados
especiais, pois, a alta densidade de estocagem, a baixa renovacdo da &gua e as oscilacbes
bruscas que podem ocorrer no ambiente de cultivo, podem induzir os peixes ao estresse, e,
consequentemente, prejudicar a produtividade do sistema e até mesmo causar elevadas taxas
de mortalidade (Gomes et al., 2006; Chagas et al., 2007).

Na piscicultura, os peixes sdo expostos, frequentemente, a procedimentos estressores,
pois, em todas as fases da criacdo, sdo comuns as praticas que causam estresse (Wedemayer,
1996; Carneiro et al., 2009). Dentre estas atividades, o transporte € uma pratica indispensavel
nas piscigranjas (Kubtiza, 1999; Urbinati et al., 2004; Inoue, 2005), envolvendo
procedimentos de captura, confinamento, manuseio e adensamento (Kubtiza, 1999; Gomes et
al., 2006; Brand&o et al., 2006), processos estes que sdo traumaticos e estressantes e geram
consequéncias negativas para a saude dos peixes (lwana et al., 2004; Urbinati et al., 2004;

Oliveira, 2008; Nunes, 2010).
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Com a industrializacdo da aquicultura, o uso de novos produtos tem sido uma
alternativa importante para manter o bem estar e a sobreviéncia dos peixes nas etapas do
transporte (Treves-Brown, 2000; Inoue et al., 2010; Nunes, 2010). Um produto que vém
sendo bastante utilizado, principalmente como medida profilatica, € a administracdo de
imunoestimulantes antes da exposicdo do animal a procedimentos estressantes (Jeney et al.
1997; Cecarelli et al., 2000; Abreu, 2007; Carneiro et al., 2009; Siwicki et al., 2009; Chagas,
2010).

A utilizacdo de imunoestimulantes promove uma maior eficiéncia da resposta imune
contra infeccdes causadas por agentes patogénicos, a partir da elevacdo dos niveis de lisozima
e estimulacdo da atividade fagocitaria dos macrofagos, além de minimizar o efeito
imunossupressivo do estresse (Anderson e Jeney, 1992; Oliveira, 2008; Abreu et al., 2009;
Kim et al., 2009; Siwicki et al., 2009; Nayak, 2010). Dentre os imunoestimulantes utilizados
na aquicultura, além das vitaminas C e E, destacam-se o levamisol e o glicano (Palic et al.,
2006; Sado, 2008), que vém sendo estudados e testados em diversas espécies de peixes para
aumentar as respostas imunes nao especificas (Gopalakannan e Venkatesan, 2006; Oliveira,
2008; Nayak, 2010) e aumentar a resisténcia contra patdgenos (Kajita et al., 1990; Misra et
al., 2006; Bendach et al., 2009), demonstrando resultados positivos em diversas espécies de
peixes (Wittington et al., 2005; Oliveira, 2008; Wang et al., 2008; Siwicki et al., 2009; Kim et
al., 2009; Chagas, 2010; Sang e Fotedar, 2010).

Apesar dos resultados positivos com a utilizagdo dos imunoestimulantes na
aquicultura, pesquisas com tambaqui ainda séo insuficientes, tendo em vista que esta espécie &
a terceira mais cultivada na piscicultura brasileira, com cerca de 46.450 toneladas no ano de
2009, e a primeira na regido Norte, com cerca de 35.782 toneladas (Ministério da Pesca e
Aquicultura - MPA, 2010). Esses resultados é uma consequéncia das inumeras pesquisas que

tém gerado tecnologias adequadas para a criacdo da espécie, além das suas caracteristicas
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bioldgicas (Araujo-Lima e Goulding, 1997; Brandao et al., 2004; Gomes et al., 2006; Chagas
et al., 2007; Carvalho et al., 2009). Com o objetivo de contribuir com os avancos das
pesquisas sobre 0 manejo de tambaqui, este estudo avaliou os efeitos de dois
imunoestimulantes, levamisol e glicano, como profilaticos para esta espécie, criada em
sistema de tanques-rede, e como mitigador do estresse causado durante e ap0s o transporte

dos peixes.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencdo e aclimatacdo dos peixes

Os peixes foram obtidos na Piscicultura Santo Antonio, localizada na rodovia AM
010, Km 112, municipio de Rio Preto da Eva, AM. e transferidos para a Estacdo Experimental
de Piscicultura da Coordenacédo de Pesquisas em Aquicultura — CPAQ do INPA, onde foram
mantidos em viveiros escavados de 150 m2. Estes peixes foram alimentados com racédo

extrusada contendo 36% de proteina bruta (PB) até atingir o peso de 16,3 *+ 4,6 gramas.

2.2. Preparo das dietas experimentais

Os imunoestimulantes glicano e levamisol foram suplementados em racdo comercial
com 36% PB, nas concentragdes de 5 e 250 mg.kg™ de ragéo, respectivamente, valores estes
baseados nos experimentos obtidos no capitulo 11l desta tese. A racdo foi triturada e
suplementada com os imunoestimulantes, previamente dissolvidos em 350 mL de agua, que,
apo6s a homogeneizacdo, foi peletizada e submetida ao processo de secagem em estufa a 55°C,
por 24 horas. A racdo do tratamento controle foi preparada de maneira similar, entretanto, sem
a suplementacgéo dos imunoestimulantes. O glicano utilizado foi fornecido pela Biorigin® (Sdo

Paulo, Brasil) e o levamisol pela Vetbrands® (S&o Paulo, Brasil).
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2.3. Desenho experimental
2.3.1. Criacdo em tanques-rede

Ap0s biometria inicial (16,3 £ 4,6 g e 8,12 £ 0,85 cm), os peixes foram separados em
9 grupos de 40 animais para os trés tratamentos: TR1= controle (somente racdo comercial);
TR2= racdo comercial + 5 mg glicano.kg™ racdo e TR3= racdo comercial + 250 mg
levamisol.kg™ racdo.

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia, até a saciedade aparente, as 9:00 e
16:00 h. Cada tratamento foi constituido por trés réplicas. Os peixes foram mantidos em
tanques-rede de 1 m® dispostos num viveiro de 150 m? por um periodo de 60 dias. Ao final
deste periodo, os peixes ficaram 24 h em jejum e, posteriormente, foram feitas biometria de
todos 0s peixes e coleta de sangue de seis peixes de cada unidade experimental. As amostras

de sangue foram utilizadas para as analises hematologicas, bioguimicas e imunoldgicas.

2.3.2. Avaliagdo dos imunoestimulantes como mitigador do estresse do transporte

Apoés 24 h de jejum, para o esvaziamento do trato gastrointestinal, 28 peixes, de cada
tratamento e suas réplicas (item 2.3.1), foram acondicionados em sacolas plasticas supridas
com 20 L de agua, 80 L de O, puro e 0,3% de NaCl, em uma densidade de estocagem de
aproximandamente 80 g.L™*, seguindo as recomendacdes de Urbinati et al., (2004). Em
seguida, as sacolas foram lacradas, dispostas em caixas de isopor e transportadas em veiculo
por um periodo de 6 h.

Imediatamente apos o transporte, foram coletadas amostras de sangue de seis peixes
por réplica. Sendo que o restante dos animais foram transferidos para tanques de PVC de 500
L com fluxo de &gua continuo para avaliacdo da recuperacdo dos mesmos, sendo coletadas
amostras de sangue de seis peixes por réplica nos intervalos de 24, 48 e 96 h apos o

transporte.
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2.4. Monitoramento da qualidade da agua

Foram feitas andlises fisicas e quimicas da agua (temperatura, O,, condutividade
elétrica, pH, amonia, nitrito, alcalinidade, dureza e CO;) do viveiro com 0s tanques-rede
(durante 60 dias), das sacolas de transporte (imediatamente apds o transporte) e dos tanques
de recuperacéo (durante 96 h).

As concentracfes de oxigénio dissolvido e os valores da temperatura, condutividade
elétrica e pH foram medidos diariamente as 9:00 h, enquanto que as analises de aménia,
nitrito, alcalinidade, dureza e CO, foram realizadas semanalmente. O oxigénio dissolvido,
temperatura, condutividade elétrica e pH foram determinados utilizando um medidor
multiparamétrico digital da marca YSI (Yellow Spring Instrument). A concentracdo de
amonia total (NHz + NH,") foi determinada pelo método colorimétrico segundo Verdouw et
al. (1978) e a concentracdo de nitrito (NO;) pelo método colorimétrico de Boyd e Tucker
(1992). A alcalinidade, dureza e CO, determinadas por meio de titulacdo segundo Boyd e

Tucker (1992).

2.5. Indices zootécnicos

O célculo do desempenho dos juvenis de tambaqui foi realizado a partir das avaliagdes
biométricas realizadas no inicio e ao final de 60 dias de criacdo no tanque-rede. Com os dados
biomeétricos, foram calculados:

Consumo Diario de Racdo (CDR) = 100x[(quantidade de racdo (g) /biomassa de
peixe (g))/dias]. Ganho de peso (GP) = Pf — Pi. Onde: Gp = ganho de peso; Pf = peso médio
final (g); Pi = peso médio inicial (g); Conversao alimentar aparente (CAA) = conversao
alimentar aparente; RC = ragdo consumida (g); GP = ganho de peso (g); Taxa de

crescimento especifico (TCE) = 100* [(In Pf — In Pi)/t]. Onde: Pf = Peso final (g); Pi = Peso
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inicial; In: Logaritmo natural; t = dias de experimento; Fator de Condicdo (FC)= Pf/Cf 3 x
100, onde Pf = peso final e Cf * = cubo do comprimento final; Coeficiente de Variagdo do
Comprimento (CV) = (desvio padrdo do comprimento/comprimento médio) x 100; Ao final
do experimento foram avaliados os parametros de produtividade final: sobrevivéncia (%) e

producdo por &rea (peixes/m?).

2.6. Coleta e analises de sangue

Em todas as amostragens, o sangue foi coletado por meio da puncéo caudal utilizando
seringas com EDTA 10% e destinado a determinacdo dos parametros hematologicos,
bioquimicos e imunoldgicos descritos resumidamente a seguir e em detalhes no capitulo 111
desta tese.

As determinagdes de hematocrito (Ht), nimero de eritrocitos (RBC) e hemoglobina
(Hb) foram feitas utilizando métodos preconizados na literatura. O volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram calculadas a partir dos valores brutos de Ht, Hb e RBC. A
contagem dos leucdcitos totais (WBC) e trombdcitos foi feita em extensdes sanguineas
segundo Tavares-Dias et al. (2002), ap6s serem previamente coradas pelo método de
coloracédo rapida May Grunwald-Giemsa Wright (MGGW), segundo Tavares-Dias e Moraes
(2003). Apds a centrifugacdo do sangue, o plasma foi utilizado para a determinacdo da glicose
pelo método enzimatico-colorimétrico utilizando kit comercial (Doles®).

As concentracdes dos fons plasmaticos Na*, K*, Ca®* foram determinadas utilizando
um espectrofotometro de absorcdo atdmica da marca Perclin EImer (AAS), modelo 1100B. O
fon CI" foi determinado pelo método colorimétrico utilizando kit comercial (Doles®). As

amostras foram lidas em espectrofotdmetro da marca Bioplus 2000.
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O cortisol foi determinado pelo método de ELISA, com auxilio do kit Enzyme
Immunoassay Correlate-EIA Cortisol®, utilizando espectofotdmetro de placa (marca
Spectramax plus 384). Os resultados foram calculados por meio de uma curva padrdo em
ng/uL.

A concentracdo e a atividade de lisozima foram realizadas segundo Ellis (1990) e
Marzochi-Machado et al. (1999) e modificacdes descritas por Abreu (2007). Foi feita uma
curva padrdo utilizando lisozima liofilizada de clara de ovo de galinha (Img mL™) nas
concentracdes 10, 25, 50, 80, 100 e 150 ng lisozima/300 pL da suspensdo de Micrococus
lysodeikticus (10 mg) e 50 mL de tampéo fosfato de sédio (0,05 M; pH= 6,2) e lida em
espectofotdmetro de placa Spectramaxplus 384, sendo o resultado da diferenca de densidade
oOptica inicial e final utilizado para a quantificacdo das concentracdes de lisozima nas amostras

na curva padrao.

2.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA). As
variaveis que apresentaram efeitos significativos nos tratamentos foram submetidas ao teste
de comparacdo de média de Tukey. Como pré-requisitos para a realizacdo da analise de
variancia, foram avaliadas as premissas de normalidade e homogeneidade. Ambas as analises

foram realizadas ao nivel de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS
3.1. Qualidade da agua

Os valores das variaveis fisicas e quimicas da agua das diferentes fases experimentais
estdo representados nas Tabelas 1, 2 e 3. A &gua do viveiro (Tabela 1) apresentou baixa

variacdo no periodo de 60 dias, apresentando valores dentro da area de conforto para peixes
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tropicais (Kubitza, 2003). As variaveis fisicas e quimicas da agua, apés 6 h de transporte,
apresentaram alteracdes significativas em comparacdo a agua utilizada no inicio do transporte
(Tabela 2). Independente da dieta, foi observado um aumento significativo nos valores médios
de temperatura, alcalinidade, CO,, aménia total e toxica e nitrito imediatamente apds o
transporte, enquanto que os niveis de oxigénio dissolvido, pH, dureza e condutividade
permaneceram inalteraveis ao final do transporte. Durante o periodo de 96 h de recuperacéo
apos o transporte, ndo foram observadas alteracdes significativas na qualidade da agua dos

tanques experimentais entre os diferentes tratamentos (Tabela 3).

3.2. Indices zootécnicos

Os valores médios dos parametros zootécnicos dos peixes, apds 60 dias alimentados
com dietas com e sem suplementacéo de glicano e levamisol, sdo apresentados na Tabela 4. O
peso inicial e o ganho de peso dos animais dos diferentes grupos experimentais estdo expostos
na Figura 1. Nenhum dos parametros de desempenho produtivo analisados sofreram

alteracdes significativas entre os tratamentos ao final da etapa nos tanques-rede.

3.3. Estresse fisiologico

A suplementacéo de glicano e levamisol na dieta ndo influenciou significativamente as
respostas hematdlogicas dos peixes ao final de 60 dias de cultivo nos tanques-rede e nao
ocasionou uma resposta diferenciada nos animais submetidos ao estresse de transporte, pois
foi observado que, independente da dieta, 0s peixes apresentaram as mesmas variagcGes nos
pardmetros hematoldgicos entre as diferentes condigdes experimentais (inicio e término do
transporte e durante 96 h de recuperacdo pés-transporte) (Figuras 2 a 5).

Avaliando os parametros do eritrograma dos peixes nas diferentes condicOes

experimentais, é possivel verificar que, com excecdo da concentracdo de hemoglobina, que
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apresentou valores significativamente menores, estes ndo foram alterados ap6s 6 horas de
transporte. Entretanto, em 24 h apos o transporte, foi verificado que, com excecdo do VCM,
todos os parametros do eritrograma apresentaram um aumento significativo, sendo que a
HCM retornou aos niveis iniciais (antes do transporte) apos 48 h de recuperacdo (Figura 2E),
enquanto que o Ht, Hb, RBC reduziram somente 96 h apds o transporte (Figura 2A, B e C). A
CHCM oscilou ao longo do periodo de recuperacdo, retornando aos valores iniciais apés 48 h
e aumentando novamente apo6s 96 h (Figura 2F), por outro lado, 0 VCM reduziu apos 24 h,
permanecendo baixo apo6s 96 h de recuperacao (Figura 2D).

O numero de trombdcitos e leucdcitos totais ndo apresentou diferencas estatisticas
significativas entre os diferentes tratamentos e nem ao longo das etapas do transporte e
recuperacdo (Figura 3A e B). Entretanto, foi observada uma tendéncia de aumento na
guantidade destas células nos peixes alimentados com dietas suplementadas com glicano e
levamisol em comparacdo aos animais do tratamento controle, principalmente ao final de 60
dias de cultivo nos tanques-rede.

Em relagdo aos parametros bioquimicos plasmaticos, foi verificado que as
concentragOes de glicose e cortisol ndo foram influenciadas pela suplementacéo do glicano e
levamisol na dieta. Entretanto, foi observado, em todos os tratamentos, um aumento
significativo nos niveis de glicose e cortisol imediatamente ap6s o transporte, sendo que estes
valores retornaram aos niveis iniciais 24 h ap6s o transporte (Figura 3C e D).

Os ions plasmaticos ndo sofreram influéncia das diferentes dietas experimentais, sendo
observado efeito somente em funcdo do transporte. Com excesséo dos valores de cloreto, foi
verificado que os animais apresentaram desequilibrio osmorregulatério em fungéo do estresse
causado pelo transporte. Os niveis de sodio e potassio plasméatico oscilaram ao longo do
periodo de recuperacdo, nao retornando aos valores iniciais ap6s 96 h (Figura 4A e B),

enquanto que os niveis de célcio plasmatico aumentaram 24 h apds o transporte,
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permanecendo elevado apds 96 h (Figura 4C). Por outro lado, os niveis de cloreto plasmatico
ndo apresentaram variacao significativa ao longo do transporte e do periodo de recuperacédo
(Figura 4D).

A concentragdo e a atividade da lisozima, ndo alteraram em funcéo dos tratamentos,
sofrendo influéncia apenas ao longo do transporte, onde foi observado um aumento
significativo imediatamente ap6s o transporte, em todos os tratamentos, retornando aos

valores iniciais ap6s 24 h de recuperacao (Figura 5A e B).

4. DISCUSSAO
4.1. Qualidade da agua

A qualidade da agua dos viveiros em sistemas intensivos de criacdo € um fator
fundamental para o estado de saude dos peixes e, consequentemente, para a produtividade da
piscicultura (Kubitza, 2003; Colt, 2006; Li et al., 2009). Portanto, monitorar 0s principais
parametros fisicos e quimicos da agua nos sistemas de producdo deve ser uma pratica comum
das pisciculturas (Kubitza, 2003; Ono e Kubitza, 2003; Ono, 2005). No presente trabalho, as
variaveis de qualidade da &gua avaliadas nos viveiros com tanques-rede permaneceram dentro
dos limites recomendados para criacdo de peixes tropicais e para tambaqui (Tabela 1)
(Sipatba-Tavares, 1995; Kubitza, 2003). De acordo com a literatura, a faixa de conforto
térmico para o consumo de alimento para tambaqui oscila entre 27 a 30°C (Kubitza et al.,
2004), entretanto esta espécie pode suportar temperaturas de 24 a 35°C (Araljo-Lima e
Golding, 1997). De acordo com Saint-Paul (1984) e Almeida-Val et al. (1993), o tambaqui
mostra sinais tipicos de asfixia com 2 mg O, dissolvido.L™, entretanto, pode sobreviver horas
em 4guas com 0,5 mg O, dissolvido.L™. Os limites de tolerancia dessa espécie ao pH da agua

é de 4 a 8 (Aride et al., 2007), sendo resistentes a concentracfes de amonia total de até 5
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mg.L™ (Parma-de-Croux et al., 1994), aménia toxica até 0,71 mg.L™ (Marcon et al., 2004) e
nitrito até 0,4 mg.L™ (Costa et al., 2004).

Estas informacGes s@o importantes para 0 manejo da espécie em sistemas de cultivo,
assim como para os procedimentos das préaticas de transporte de peixes vivos (Kubitza, 1999;
Oliveira, 2008). Os resultados da temperatura da agua de transporte de juvenis de tambaqui,
em todos os tratamentos, demonstraram valores elevados, entretanto, suportaveis pela espécie.
Isso pode ser justificado pelo aumento da temperatura ambiental, no periodo da tarde, e pelas
condicdes de transporte dos peixes em sacolas plasticos e veiculo aberto, semelhante ao
descrito por Inoue (2005), Oliveira (2008) e Inoue et al. (2010).

Embora os valores de amonia total (NHs+NH,") estejam acima dos recomendados para
0 transporte de peixes tropicais, segundo Kubitza (1999), estas estdo abaixo dos valores
méaximos tolerados pela espécie. Além disso, as concentracfes de amonia ndo ionizada (NHs),
a forma mais toxica da amonia, estiveram abaixo dos valores considerados criticos para
tambaqui e dos recomendos por Kubtiza (1997) que é de 0,01 mg NHz.L™. O aumento nos
niveis de amonia durante o transporte de peixes é bem documentado na literatura (Wilson et
al., 1994; Carneiro e Urbinati, 2001; Ono e Kubitza, 2003; Oliveira, 2008; Inoue et al. 2010).
Isto ocorre, principalmente, devido a eliminacdo de compostos nitrogenados nas fezes e urina
dos peixes na dgua, mesmo ap6s o jejum de 24 a 48 h, e a0 aumento da taxa metabdlica dos
peixes sob estresse de confinamento, causando um desequilibrio homeostatico, com alteracdes
osmorregulatorias, hematoldgicas, bioquimicas, imunoldgicas (Wright e Land, 1998;
Paterson et al., 2003).

Em ambientes aquaticos continentais, 0 pH e a temperatura da dgua sdo 0s principais
fatores que interferem na curva da amonia total, onde valores de pH mais alcalinos e
temperaturas mais elevadas aumentam a producdo de amoénia ndo ionizada (Kubitza, 2003).

Portanto, embora em temperaturas elevadas, os valores de pH (6,5 a 6,6), obtidos neste
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estudo, contribuiram para os baixos niveis de NHj3 nas sacolas de transporte de tambaqui apds

6 horas.

4.2. Indices zootécnicos

A sobrevivéncia de 100% dos peixes, desde a criacdo em tanques-rede até o periodo de
recuperacao ao estresse de transporte (96 h) indica um manejo adequado para a espéecie nestas
diferentes etapas experimentais.

Em sistemas de criacdo intensiva e super-intensiva (ex. tanques-rede), a melhoria no
desempenho dos peixes tem sido o foco principal da atividade aquicola (Kubitza, 2004).
Entretanto, os animais sdo expostos continuamente a alteracfes na qualidade da agua e a
praticas de manejo, tais como: manuseio excessivo, transporte e adensamento, que podem
causar consequéncias negativas sobre o desempenho produtivo, resposta imune e resisténcia
dos peixes a doencas (Wendelaar Bonga, 1997; Barton, 2002; Branddo et al., 2006; Chagas,
2010). Nesse sentido, varias produtos vém sendo testados para avaliar sua eficacia como
mitigadores de estresse, entre eles: cloreto de sédio (Gomes et al., 2003; Gomes et al., 2006),
sulfato de célcio (Bendhack e Urbinati, 2009; Nunes, 2010), anestésicos (Urbinati e Carneiro,
2001; Inoue et al., 2010) e imunoestimulantes (Sakai, 1999; Menezes et al., 2006; Misra et
al., 2006a,b; Affonso et al., 2007; Ai et al., 2007; Andrade et al., 2007; Oliveira, 2008,
Chagas, 2010).

Estudos descritos na literatura tém demonstrado que a suplementagdo de
imunoestimulantes na dieta, tem ocasionado uma melhora no desempenho produtivo de varias
especies, como os resultados descritos por Ai et al. (2007), que observaram uma taxa de
crescimento especifico significativamente maior em “yellow croaker” Pseudosciaena crocea
alimentados com dietas suplementadas com 0,09% de glicano. Li et al. (2006) obtiveram uma

melhora no ganho de peso do robalo hibrido, Dicentrarchus labrax, utillizando dietas
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contendo 100 e 250 mg de levamisol.kg™ na racdo. Schorer (2008) observou que pacus (P.
mesopotamicus) alimentados com ragdo suplementada com 0,3% de B-glicano apresentaram
melhor ganho de peso, taxa de crescimento especifico e peso final.

No presente estudo, ndo foi observada influéncia da suplementacdo de glicano e
levamisol sobre o desempenho produtivo dos tambaquis, fornecendo indicios que estes
imunoestimulantes, nas concentracGes utilizadas, ndao foram eficazes para aumentar a
produtividade desta espécie. Resultados semelhantes foram obtidos por Leano et al. (2004),
estudando juvenis de cobia, Rachycentron canadum, alimentados com dietas suplementadas
com 500 e 1000 mg levamisol.kg™ racdo, durante 15 dias, onde ndo observaram maior ganho
de peso destes peixes em relacdo aqueles do controle (dieta sem inumoestimulante). Da
mesma forma, Oliveira (2008) ndo detectou diferencas nos indices de desempenho de juvenis
de matrinxd, B. amazonicus, utilizando suplementacdo de 100, 200, 300, 400, 500 mg
levamisol.kg™. Juvenis de pacu, P. mesopotamicus, suplementados com vérias concentragdes
de levamisol (50, 100, 200, 400, 800 mg.kg™) (Sado, 2008) e glicano (10, 50, 100 ug glicano
100 g.peso™) (Abreu, 2007) também n&o apresentaram um incremento no desempenho
produtivo quando comparados aos animais do tratamento controle. Chagas (2010) observou
que a suplementacdo de diferentes concentracfes de glicano na dieta do tambaqui ndo
influenciou no desempenho produtivo, entretanto apresentou uma tendéncia de melhora no
ganho de peso e conversao alimentar da espécie.

Contrariamente, varios autores descrevem a eficacia destes produtos na criacdo de
peixe. Ai et al. (2007), testando niveis de glicano na dieta de “yellow croaker” Pseudosciaena
crocea, observaram uma taxa de crescimento especifico significativamente maior nos peixes
alimentados com dietas suplementadas com 0,09% de glicano em comparacdo com o0
tratamento controle. Li et al. (2006) obtiveram melhora no ganho de peso do robalo hibrido

(Dicentrarchus labrax) utillizando dietas contendo 100 e 250 mg de levamisol.kg™ na racdo,
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por trés semanas, quando comparadas ao controle. Schorer (2008) observou que pacus
(Piractus mesopotamicus) alimentados com rac¢do suplementada com 0,3% de PB-glicano
apresentaram melhor ganho de peso, taxa de crescimento especifico e peso final em relacdo as
diferentes concentracdes de glicano e o grupo controle.

O sistema de criagdo em tanque-rede tem apresentado &timos resultados para o
tambaqui na fase de recria, com producéo de aproximadamente 200 peixes/m®, produtividade
superior em comparacdo ao cultivo em viveiros escavados (Melo et al., 2001) e tanques
(Souza et al., 1998) que foram 7,5 e 20 peixes/m?, respectivamente, pois, de acordo com
Beveridge (1996) tanques de menor volume trocam de dgua mais rapidamente que tanques de
maior volume, apresentando, desta forma, maior produtividade. Na etapa de engorda, Chagas
et al. (2007) observou que, ap6s 120 dias de criacdo em tanque-rede, os tambaquis, com peso
inicial de 200 g, mantidos na densidade de 15 peixes/m* apresentaram uma producéo de 10
kg/m®. Neste estudo, os tambaquis, com peso inicial de 20 g, mantidos em tanques-rede numa
densidade de 40 peixes/m* durante 60 dias, apresentaram uma producéo de 2,8 kg/m®. Com
base nas informacgdes da literatura, podemos concluir que os resultados de desempenho
zootécnico do tambaqui no presente estudo foram satisfatorios para a espécie nesta fase da

criagdo, demonstrando o potencial desse sistema de criagéo.

4.3. Estresse fisiologico

Varios trabalhos na literatura tém utilizado os parametros do eritrograma para avaliar a
eficacia de diferentes imunoestimulantes como mitigadores de estresse. Falcon (2007) testou
o efeito da suplementagdo de vitamina C e glicano na dieta de tilapia do nilo, O. niloticus,
como mitigador de estresse de transporte e observou que 0s 0s parametros hematologicos ndo
sofreram influéncia dos imunoestimulantes, variando em todos os tratamentos apos o

transporte. Abreu (2007) né@o observou efeito da suplementacao de glicano sobre as respostas
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hematoldgicas de pacu, P. mesopotamicus, e nem na mitigacdo do estresse de captura. Da
mesma forma, Oliveira (2008) ndo detectou diferencas significativas na hematologia de
matrinxas submetidos ao estresse de transporte por 5 h, ap6s alimentacdo com dieta contendo
100 mg levamisol.kg™ por 30 dias. Esses estudos também sdo corroborados por Chagas
(2010) que ndo observou diferencas fisioldgicas nos tambaquis alimentados com 0,1; 0,2; 0,4
e 0,8 % de glicano kg™ sob efeito do estresse de transporte. De maneira similar a esses
trabalhos, neste estudo, a suplementacao de glicano e levamisol ndo influenciou as alteracdes
do eritrograma observadas nos tambaquis apds o estresse de transporte, sendo estas uma
resposta ao estresse.

Em relacdo ao transporte, foi obervada uma reducdo significativa da concentracdo de
hemoglobina imediatamente apds o transporte. Este resultado pode estar relacionado com uma
provavel lise das células sanguineas em funcdo do estresse (Wendelaar Bonga, 1997), fato
este reforcado pela tendéncia na reducdo no nimero de eritrocitos e aumento significativo do
potéssio plasmatico, visto que este € o principal cation intracelular (Baldisserotto, 2002). Uma
analise mais integrada dos parametros do eritrograma do presente estudo indicam que, a
reducdo na capacidade de transporte de oxigénio, em funcdo da reducdo da hemoglobina,
estimulou a liberacdo das células sanguineas, principalmente pelo baco e rim cefalico, que sao
0s principais 6rgdos hematopoiéticos dos peixes teledsteos (Tavares-Dias e Moraes, 2004),
resultando em um aumento significativo no nimero de eritrdcitos, hematocrito, hemoglobina,
HCM e CHCM apds 24 h de recuperacdo e, consequentemente, uma reducdo no VCM, visto
que as células novas possuem um menor tamanho (Ranzani-Paiva et al., 2004; Tavares-Dias e
Moraes, 2004). Neste trabalho, os pardmetros do eritrograma apresentaram alteracdes tipicas
de estresse fisiologico em peixes teledsteos (Barton e lwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997;

Tavares-Dias e Moraes, 2004; Affonso et al., 2007; Bendach e Urbinati, 2009).
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O acompanhamento do trombograma e leucograma € igualmente importante para a
avaliacdo do estado de saude dos animais, fornecendo informacdes relevantes sobre seu
sistema imunoldgico (Ranzani-Paiva et al., 2004; Tavares-Dias e Moraes, 2004). Os
leucdcitos sdo os principais componentes do sistema imune dos peixes, sendo produzidos,
principalmente, no rim cefélico, timo e bago (Tort et al., 2003). De forma complementar aos
leucdcitos, os trombdcitos também podem participar da defesa imune dos peixes, pois além da
funcdo de hemostasia, existem relatos na literatura demonstrando que estas células possuem
um potencial fagocitico (Tavares-Dias e Moraes, 2004; Tavares-Dias et al., 2007; Tavares-
Dias e Oliveira, 2009).

Neste estudo, o nimero de leucdcitos e trombdcitos ndo variou em funcdo da
suplementacdo de levamisol e glicano na dieta, bem como entre as etapas do transporte.
Embora sem diferencas significativas, € possivel observar uma tendéncia de aumento nos
valores de leucdcitos e trombdcitos de tambaquis alimentados com glicano e levamisol em
todas as etapas do estudo, sendo 5 mg glicano.kg™ os valores mais elevados. Observa-se,
ainda, uma tendéncia na diminuicdo, principalmente nos leucdcitos, imeditamente ap6s o
transporte, sendo mais evidente em 24 h de recuperacdo, com posterior elevagdo dos valores.
Menezes et al. (2006) também ndo encontraram efeito da suplementacdo de superdoses de
vitamina C e E na racdo sobre a producdo dessas células para pirarucu. Segundo Oliveira
(2008), matrinxd suplementada com levamisol na ragdo apresentou efeito negativo sobre a
quantidade de leucocitos totais imediatamente ap0os o transporte, enquanto que os trombaocitos
ndo foram influenciados pela dieta, sofrendo uma reducdo significativa apos o transporte em
todos os tratamentos. Segundo o autor, essa reducdo no leucograma ocorreu em funcao da
elevacdo de cortisol plasmatico que, de acordo com Weys et al. (1998) e Benfey e Biron
(2000), age alterando o numero e afinidade de receptores especificos nos leucdcitos

sanguineos, causando um quadro de leucopenia nos animais.
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O cortisol é o indicador primario mais utilizado para a caracterizacdo do estresse
fisioldgico em peixes (Barton e lwama, 1991; Gomes et al., 2003; 2006; Acerete et al., 2004;
Urbinati et al., 2004; Urbinati e Carneiro, 2006; Abreu, 2007; Oliveira, 2008; Chagas, 2010;
Inoue et al., 2010). Este homénio combina fun¢Ges mineralocorticoides e glicocorticoides
(Wendelaar Bonga, 1997), além de participar da regulacdo do equilibrio hidromineral e do
metabolismo energético, da reducdo da taxa de crescimento, supressdo da funcao reprodutiva
e do sistema imune dos animais (Wendelaar Bonga, 1997).

Os valores elevados nos niveis de cortisol plasmatico em juvenis de tambaquis, apos 6
horas transporte, demonstram o efeito deste hormdnio como resposta ao estresse causado por
esta pratica de manejo; valores estes que retornaram aos niveis iniciais (pré-transporte) apés
24 h de recuperacdo. Os resultados obtidos sdo corroborados por Carneiro e Urbinati (2001)
gue observou aumento significativo nos niveis de cortisol apds o transporte de matrinxd, os
quais retornaram aos valores iniciais algumas horas ap0s esta pratica. Resultados similares
foram observados para salmdo do Atlantico (Salmo salar) e truta arco-iris (O. mykiss)
submetidos ao estresse do transporte, entretanto, os niveis de cortisol retornaram aos valores
iniciais somente ap6s alguns dias (Barton et al., 1980; Iversen et al., 1998). Oliveira (2008)
observou diferencas significativas nos niveis de cortisol de matrinxa, independente dos
tratamentos com e sem levamisol, ap6s o transporte, assim como Inoue et al. (2010), apds o
transporte de matrinxd, utilizando diferentes concentracdes do anestésico benzocaina e Nunes
(2010) apds transportedesta mesma espécie com diferentes concentracGes de sal e gesso.

Apesar da elevacao dos niveis de cortisol, a suplementacdo com glicano e levamisol
ndo apresentou efeito mitigador do estresse para o tambaqui. Resultados semelhantes foram
obtidos por Chagas (2010), trabalhando com diferentes concentracbes de glicano

suplementados na dieta de juvenis de tambaqui submetidos ao estresse de transporte e Abreu



102

(2007) com pacus alimentados com diferentes concentracbes de glicano e submetidos ao
estresse de captura.

O aumento da liberacdo de cortisol na corrente sanguinea induz as respostas
secundarias do estresse como a hiperglicemia, que € a principal fonte de energia utilizada
pelos peixes em situacOes desfavoraveis (Urbinati e Carneiro, 2004; Mommsen et al., 1999;
Iwama et al., 2004; Gomes et al., 2006; Affonso et al., 2007; Carneiro et al., 2009; Chagas,
2010; Nunes, 2010). Sob situacdes de estresse, 0s peixes utilizam suas reservas hepaticas de
glicogénio, por meio da glicogendlise, disponibilizando maior quantidade de energia para o
organismo fugir ou se adaptar as novas condi¢bes ambientais (lwama et al., 2004, Inoue,
2005).

Neste estudo, os tambaquis criados por 60 dias em tanques-rede, independente do
tratamento, ndo apresentaram diferencas significativas nos niveis de glicose plasmatica,
sugerindo a eficiéncia do manejo (alimentacdo e nutricdo, densidade de estocagem, qualidade
da &gua, entre outros) realizado durante a criacdo. De maneira similar, Menezes et al. (2006),
Affonso et al. (2007) e Andrade et al. (2007) verificaram que a adigdo de vitamina C e E
também mantiveram a homeostase fisioldgica de juvenis de matrinxa e pirarucu criados em
viveiros escavados e tanques-rede.

Em relacdo ao transporte, foi obsevado que, independente do tratamento, houve
hiperglicemia em todos os peixes submetidos ao estresse do transporte, retornando aos valores
iniciais apos 96 h de transporte, indicando que a recuperacdo foi completa, e 0 gasto
energético dos peixes promovidos para suportar as situaces de estresse foram recuperados.
Os resultados demonstram que a suplementacdo da racdo com imunestimulantes néo foi eficaz
na mitigacdo do estresse causado pelo transporte (Figura 3C). De forma semelhante, Chagas
(2010) também observou hiperglicemia em tambaqui imediatamente ap0s o transporte,

verificando que a adicdo de glicano e nucleotideos ndo mitigou as respostas de estresse.
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Corroborando com esses resultados, Oliveira (2008) verificou que a suplementacdo de
levamisol na racdo ndo impediu a hiperglicemia em matrinxa 24 e 48 h apds o transporte. Por
outro lado, Ortufio et al. (2003) e Okamura et al. (2007) verificaram que a adi¢do de vitamina
C na dieta manteve os niveis glicémicos estaveis durante a inducdo de estresse em “gilthead
seabream” (Spaurus aurata) e tilapia-do-nilo, respectivamente. Jeney et al. (1997) também
observaram que, em truta arco-iris, a adicdo de 1% de glicano na racdo resultou na
estabilizacdo dos niveis glicémicos apds o estresse de transporte. Ap6s 24 horas de
recuperacdo pos-transporte, os niveis plasmaticos de glicose em juvenis de tambaquis
retornam aos valores iniciais (antes do transporte).

Outros efeitos secundarios observados em peixes em resposta ao estresse sdo as
alteracdes hidroeletroliticas, que podem causar o aumento da mortalidade nos peixes apos o
transporte (Kubtiza, 1997; Mommsen et al., 1999; Inoue et al,. 2010). Em geral, os estressores
afetam o balanco hidromineral em peixes (lwana et al., 2004) diretamente ou devido ao
aumento das catecolaminas circulantes que aumentam a permeabilidade das branquias aos
ions e a 4gua (Mcdonald e Milligan, 1997; Wendelaar Bonga, 1997).

O K" é o principal cétion intracelular e pequenas mudangas em sua concentragdo, pode
alterar drasticamente o funcionamento do organismo. Em um animal ndo estressado, cerca de
98% do K" encontra-se no interior das células, principalmente devido a bomba de Na*/K* que
matém o potassio nas células. O Na' é o cation mais abundante no meio extracelular e
influencia o grau de retencdo de agua corporal. Os processos que tendem a aumentar ou
diminuir os fons Na* tendem, respectivamente, a aumentar e diminuir os fons CI” e, quando
isso ocorre, ha o desequilibrio eletrolitico. O CI" € um &nion importante que participa na
manutencdo do balanco de fluidos e eletrolitos, pois, geralmente, também segue as alteragdes
do ion bicarbonato, principalmente nas trocas de cloreto pelas hemoglobinas (Sakuragui,

2006). O Ca®* é um cation essencial para os processos fisioldgicos dos peixes, como a
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coagulacdo do sangue, formacdo dos 0ssos e escamas, contracdo muscular e outras reacfes
(Kaneko e Hirano, 1993).

Neste estudo, as concentracdes ionicas de Na*, K*, Ca** e CI" mantiveram-se
praticamente constante ao longo dos 60 dias de experimento, resultados estes que corroboram
com o trabalho de Tavares-Dias e Moraes (2010) para juvenis de tambaqui criados em viveiro
escavado. Em relagio ao transporte, foi observado que os niveis de Na* reduziram 24 h ap6s o
transporte nos animais do grupo controle e suplementados com glicano enquanto que nos
animais suplementados com levamisol ocorreu uma elevagio desse ion. Essa reducio no Na*
pode ser explicada pelo aumento da permeabilidade da membrana durante o estresse
favorecendo a perda deste cation para 0 meio externo hiposmético (Mazeaud et al., 1977).
Esses resultados foram corroborados por Takahashi et al. (2006) e Oliveira (2008) que
também observaram desequilibrios hidroeletroliticos em pacu e matrinxd submetidos ao
estresse do transporte.

Os niveis de K do tambaqui do presente estudo aumentaram imediatamente apos
transporte e retornaram aos valores iniciais (antes do transporte) apés 24 e 48 h de
recuperacdo. Segundo Carneiro e Urbinati (2001), a elevacdo niveis desse cétion pode estar
associado ao aumento da fragilidade das células sanguineas durante o estresse, indicando um
provavel rompimento das membranas celulares. A elevagdo nos niveis plasméticos de Ca*",
24 h apds o transporte do tambaqui, neste estudo, pode ser um reflexo do aumento de cortisol
plasmatico imediatamente ap0s o0 transporte, visto que este hormonio regula a absorcéo de
calcio, promovendo, a longo prazo, a hipercalcemia nos peixes em situacdes de estresse
(Bendhack e Urbinati, 2009). Os resultados obtidos por Nunes (2010) corroboram com os do
presente estudo, que observou uma tendéncia no aumento das concentracbes de calcio

plasmatico em juvenis de matrinxa apds 48 h de transporte. Bendhack e Urbinati (2009)
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também encontraram uma tendéncia de aumento nos niveis plasmaticos de calcio do matrinxa
24 h apo6s o transporte.

Vaérios trabalhos relatam o efeito do glicano sobre as respostas imunes nao-especificas.
Segundo Engstad et al. (1992), Jorgesen et al. (1993) e Shorer (2008), o glicano aumentou
significativamente a atividade de lisozima em salmé&o do atlantico (S. salar), truta arco-iris (O.
mykiss) e pacu (P. mesopotamicus) respectivamente. Siwicki et al. (2009) observaram
aumento significativo na atividade de lisozima em Sander lucioperca ap6s alimentacdo com
glicano. Entretanto, para tilapia do nilo (O. niloticus) ndo foi observado aumento na atividade
de lisozima, ap6s alimentacdo suplementada com 50, 100 e 200 mg glicano.kg™ (Whittington
et al., 2005). Abreu (2007) e Shorer (2008) ndo observaram aumento da concentracdo e
atividade de lisozima em pacu (P. mesopotamicus), alimentados com dietas suplementadas
com glicano e submetidos ao estresse de captura e transporte. Da mesma forma, Chagas
(2010) ndo observou aumento nas concentracdo e na atividade de lisozima em tambaquis
alimentados com 0,1, 0,2, 0,4 e 0,8% de glicano.kg™ e submetidos ao estresse de transporte.
Li et al. (2006) observou um aumento nas concentacdes de lizosima em Clarias fucus
suplementadas com 75, 150, 300 e 600 mg levamisol.kg™ durante 7 dias. Gopalakannan e
Arul (2006), observaram um aumento na atividade de lizosima em carpa comum, C. carpio,
ap6s 30, 60 e 90 dias suplementadas com 250 mg levamisol.kg™. Magsood et al. (2009)
também observaram aumento na atividade de lizosima em carpa comum 57 e 70 dias apés
suplementacéo com 100, 250 e 500 mg levamisol.kg™ racdo.

No presente estudo, a concentragéo e a atividade de lisozima ndo foram alteradas pela
suplementacdo de levamisol e glicano na dieta dos juvenis de tambaqui, entretanto, foi
observado um aumento significativo na concentragdo e atividade de lisozima em todos os
tratamentos imediatamente ap0ds o transporte. Resultados contrarios foram descritos por Mock

e Peters (1990) que observaram uma reducdo da concentracdo de lisozima em trutas arco-iris
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apos o transporte e exposicdo a poluentes. Caruso e Lazard (1999) também observaram uma
diminuicdo da atividade de lisozima em tilapias expostas a altas densidades de estocagem.
Segundo Biller (2008), a atividade dessa enzima sofre influéncia de fatores como estacdo do
ano, sexo, estagio de maturacéo sexual, temperatura da agua, estresse e poluicdo, podendo ser
influenciada também pela condicao de estresse a qual os peixes estdo expostos (Yildiz, 2006).

Neste e em outros estudos, a suplementacdo de imunoestimulantes na racdo para
peixes ndo resultou em respostas positivas pelo animais submetidos ao estresse de transporte
(Falcon, 2007; Oliveira, 2008; Chagas, 2010). A variacdo nos resultados relacionados a
utilizacdo de imunoestimulantes na piscicultura reforcam a necessidade de mais estudos sobre
0 efeito dessas substancias sobre os organismos, pois estas respostas podem variar em funcao
dos diferentes métodos de administracdo e acdo de cada substancia, bem como, idade e estado
fisioldgico dos peixes (Mulero et al., 1998).

Com base nos resultados obtidos, é possivel sugerir que os imunoestimulantes,
levamisol e glicano, nas concentracdes de 250 e 5 mg.kg™ respectivamente, ndo foram
capazes de minimizar os efeitos adversos do estresse de transporte em juvenis de tambaqui.
Entretanto, a espécie demonstra capacidade adaptativa para retornar a homeostase apds o

periodo de 24 horas de recuperacdo pds-transporte.
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Tabela 1. Variaveis fisicas e quimicas da agua do viveiro com criacdo de juvenis de
tambaqui, Colossoma macropomum, em tanques-rede, durante 60 dias alimentados com dietas
suplementadas com 5 mg de glicano.kg™ e 250 mg de levamisol.kg™ de racio. Média+ DP

Variaveis Média = DP
Temperatura (°C) 28,90 + 0,30
pH 7,26 + 0,18

Oxigénio dissolvido (mg.L™?) 6,53 £ 0,40

Alcalinidade (mg CaCO3 L") 20,90 + 11,04
Dureza (mg CaCO3 L™) 15,09 + 7,18
Condutividade (uS.cm™) 61,17 £ 2,70
CO; (mg.L™) 28,50+ 1,42
Amodnia total (mg.L™) 0,81 +£ 0,07

Amonia téxica (mg.L™?) 0,005 + 0,01
Nitrito total (mg.L™) 0,015 + 0,02

Tabela 2. Variaveis fisicas e quimicas da agua das sacolas apds 6 horas de transporte de
juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum, alimentados por 60 dias com dietas
suplementadas com imunoestimulantes. TR1 = ragcdo comercial (sem suplementacéo); TR2 =
racdo suplementada com 5 mg de glicano.kg™ de racéo; TR3 = racdo suplementada com 250
mg de levamisol.kg™ de racio. Média + desvio padréo.

Tratamentos
Variaveis Antes do TR1 TR? TR3
transporte

Temperatura (°C) 29,86 £0,78a 345+0,80b 34,4+0,20b 34,8+0,50b
pH 5,98 + 0,65 6,58 + 0,50 6,68 + 0,30 6,58 £ 0,10
Oxigénio dissolvido (mg.L*) 5,97 + 0,46 450+0,10 4,68 + 0,20 4,47 +0,20
Alcalinidade (mg CaCO3 L") 14,52+0,92a 285+0,90b 27,3+0,82b 29,75+ 0,75b
Dureza (mg CaCO3 L") 14,75 + 1,32 1540+250 15,10+ 2,60 16,54 + 2,45
Condutividade (uS.cm™) 11,67 +1,2 12,90+0,56 11,57+0,43 10,97 +0,75
CO, (mg.L™) 11,63+1,08a 195+250b 21,0+1,60b 22,8+1,80b
Amonia Total (mg.L™) 0,048 +0,03a 3,45+0,056b 3,73+0,056b 3,87 +0,07b
Amonia Téxica (mg.L™) 0,003+0,00la 0,01+0,01b 0,01+£0,02b 0,01+0,02b
Nitrito total (mg.L™?) 0,002+ 0,01a 0,056 + 0,003b 0,043 +0,004b 0,047 + 0,008b

Dados expessos em média £ desvio padréo. Letras diferentes indicam diferencas significativas
entre as varidveis antes e imediatamente apds o transporte.
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Tabela 3. Variaveis fisicas e quimicas da agua dos tanques de recuperacdo, durante 96 h, dos
juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum, alimentados com imunoestimulantes e
submetidos ao estresse de transporte. TR1 = racdo comercial (sem suplementagéo); TR2 =
racdo suplementada com 5 mg de glicano.kg™ de racéo; TR3 = ragdo suplementada com 250

mg de levamisol.kg™ de racéo.

L Tratamentos
Variaveis
TR1 TR2 TR3

Oxigénio (mg.L™?) 6,38 = 0,67 6,57 £ 0,39 6,49 £ 0,42
Temperatura (°C) 29,45+0,13 29,86+0,42 29,17+0,51
pH 6,03+ 0,43 6,39 £ 0,35 6,28 £ 0,72
Condutividade (uS.cm™) 19,22+1,32 19,78+0,92 20,15+0,34
Amonia Total (mg.L™?) 0,0562+0,01 0,048+0,02 0,055+0,01
Nitrito (mg.L™?) 0,003+0,01 0,002+0,02 0,003+£0,01
Alcalinidade (mg CaCOs3.L?) 1345+1,32 1294+151 13,72+01,48
Dureza (mg CaCOg3.L?) 13,45+0,97 1462+143 13,71+1,25
CO; (mg.L™) 11,63+1,63 1295+1,39 12,63+1,47

Dados expessos em media + desvio padrao.

Tabela 4. Consumo diario de racdo (CDR), conversdo alimentar aparente (CAA), taxa de
crescimento especifico (TCE), fator de condicdo (FC), coeficiente de variacdo do crescimento
(CV), taxa de sobrevivéncia (TS) e producdo por area (P/A) de juvenis de tambaqui,
Colossoma macropomum, alimentados com dietas suplementadas com imunoestimulantes,
durante 60 dias, em sistema de tanque-rede. TR1 = racdo comercial (sem suplementacdo);
TR2 = ragdo suplementada com 5 mg de glicano.kg™ de racdo; TR3 = racéo suplementada

com 250 mg de levamisol.kg™ de ragdo.

Parametros zootécnicos

PIA
Tratamentos CDR TCE TS .
@) CAA (%/dia) FC Ccv %) (pi?z()es/
271t 162+ 278+ 330: 692%
TR1 0,05 0,08 0,06 0.5 1 1000 400
274+ 170+ 270+ 373+ 776%
TR2 0,04 0,05 0,05 0.4 09 1000 400
276+ 166+ 276+ 285 9341
TR3 0,05 0,06 008 408 08 1000 400

Dados expessos em média + desvio padréo.
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Figura 1. Ganho de peso (GP) de juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum, criados em
sistema de tanques-rede e alimentados por 60 dias com e sem suplementacdo de levamisol e
glicano na dieta. TRO = inicio dos experimentos; TR1 = controle (sem suplementacao); TR2 =
racdo + 5 mg glicano.kg™; TR3 = ragdo + 250 mg levamisol.kg". Média + desvio padrao.
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Figura 2. Hematdcrito (A), hemoglobina (B), numero de eritrdcitos (C), volume corpuscular
médio - VCM (D), hemoglobina corpuscular média - HCM (E) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média - CHCM (F) de Colossoma macropomum criada em sistema
de tanques-rede e alimentada por 60 dias com e sem suplementacéo de levamisol e glicano na
dieta (AT) e submetidos por 6 h ao transporte (PT) e a recuperacdo por 24, 48 e 96 h. Média
desvio padrdo. Letras mailsculas diferentes indicam diferengas significativas no mesmo

tratamento entre as diferentes etapas do transporte (N = 18 peixes).
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Figura 3. Leucdcitos (A), trombdcitos (B), cortisol (C) e glicose (D) de Colossoma
macropomum criado em sistema de tanques-rede e alimentado por 60 dias com e sem
suplementacéo de glicano e levamisol na dieta (AT) e submetidos por 6 h ao transporte (PT) e
a recuperacdo por 24, 48 e 96 h. Média * desvio padrdo. Letras maiusculas diferentes indicam
diferencas significativas no mesmo tratamento entre as diferentes etapas do transporte (N = 18
peixes).
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Figura 4. Concentracdo plasmatica de sédio (A), potassio (B), calcio (C) e cloretos (D) de
Colossoma macropomum criado em sistema de tanques-rede e alimentado por 60 dias com e
sem suplementacéo de glicano e levamisol na dieta (AT) e submetidos por 6 h ao transporte
(PT) e a recuperacdo por 24, 48 e 96 h. Média + desvio padrdo. Letras maiusculas diferentes
indicam diferengas significativas no mesmo tratamento entre as diferentes etapas do
transporte (N = 18 peixes).
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Figura 5. Concentracdo (A) e atividade de lisozima (B) de Colossoma macropomum criado
em sistema de tanques-rede e alimentado por 60 dias com e sem suplementacdo de glicano e
levamisol na dieta (AT) e submetidos por 6 h ao transporte (PT) e a recuperacao por 24, 48 e
96 h. Média £ desvio padrdo. Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas
no mesmo tratamento entre as diferentes etapas do transporte (N = 18 peixes).
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, a suplementacdo de glicano e levamisol na dieta do tambaqui durante 60
dias de criacdo em tanques-rede nao proporcionou melhor desempenho zootécnico nos
animais, embora os resultados apresentados tenham sido satisfatorios para a producdo do
tambaqui, demonstrando boa adaptacio desta espécie a esse sistema de criagdo. E provavel
que auséncia de efeito significativo sobre o desempenho produtivo, observada neste estudo,
esteja relacionada a boa qualidade das condi¢des experimentais.

Em relacdo ao desafio bacteriano, foi verificado que a suplementacdo da dieta com
levamisol e glicano ndo foi capaz de mitigar os efeitos negativos causados pela infeccéo por
Aeromonas hydrophila, pois as respostas fisioldgicas dos peixes suplementados com 0s
imunoestimulantes ndo foram diferentes das evidenciadas nos animais do grupo controle.
Além disso, foi verificado que o tambaqui apresenta alta tolerancia a bactéria A. hydrophila.

A suplementagéo de levamisol e glicano na dieta, nas concentrages de 250 e 5 mg.kg™
respectivamente, ndo foram capazes de mitigar os efeitos adversos do estresse de transporte
em juvenis de tambaqui, sendo observado, ainda, que a espécie possui uma capacidade
adaptativa para retornar a homeostase apds o periodo de 24 horas de recuperacdo pés-
transporte.

Dentro das condigdes do presente trabalho, evidencia-se a necessidade de mais estudos
com concentracdes mais elevadas que as testadas neste trabalho, além da avaliacdo de
diferentes periodos de suplementacdo, a fim de se obter resultados mais conclusivos sobre o

efeito do levamisol e glicano como imunoestimulante para o tambaqui.



