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RESUMO

No presente trabalho foram realizados trés estudos com o objetivo de avaliar a
eficacia do levamisol incorporado a dieta, para a melhoria do desempenho
zootécnico e como mitigador do estresse do matrinxa, Brycon amazonicus. No
primeiro estudo (Capitulo 2), foi determinada a tolerdncia do matrinxa a bactéria
Aeromonas hydrophila, por meio da DLsy 96-h (dose letal para 50% da populagcédo em
96 horas), para aplicagdo nos testes de desafios. Os resultados mostraram que o
matrinxa é altamente tolerante a infeccdo causada por essa bactéria, apresentando
a DLso 96-h igual a 6,66 x 10" células/mL de solugdo salina. No segundo estudo
(Capitulo 3), foram avaliados os efeitos da ingestao de diferentes concentragbes de
levamisol no desempenho e nas respostas fisiolégicas do matrinxd em condicoes
experimentais, e apés desafio com 60% da DLsy 96-h de A. hydrophila. Os
resultados mostraram que a ingestao de levamisol em baixas dosagens, embora nao
tenha influenciado no ganho de peso e no consumo de ragado, estimulou parte do
sistema imune nao-especifico do matrinxa, ndo sendo capaz, porém, de minimizar
as alteracbes fisiologicas provocadas pela infeccdo bacteriana. Finalmente, no
terceiro estudo (Capitulo 4), foi avaliado o efeito da suplementacdo de 100 mg de
levamisol/kg de dieta, por diferentes periodos, nas respostas de estresse do
matrinxa apds o transporte. Os resultados sugerem que a suplementagdo com
levamisol ndo foi capaz de minimizar os efeitos fisiolégicos negativos causados pelo
transporte, podendo ainda, apresentar efeito imunossupressor sobre leucocitos e
trombdcitos. Entretanto, os efeitos do estresse demonstraram a capacidade
adaptativa desta espécie em recuperar a homeostase fisioldgica, sendo os periodos
mais criticos as primeiras 24 h de recuperacao apds o transporte.

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, imunoestimulante, matrinxa, transporte.
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ABSTRACT

In the present work three experiments were carried out in order to evaluate the
effects of dietary levamisole supplementation on growth performance and its efficacy
to mitigate stress in matrinxa, Brycon amazonicus. In the first experiment (Chapter 2),
the tolerance of matrinxa to Aeromonas hydrophila was verified, through the 96-h
LDso (lethal dose for 50% of the population in 96 hours), to be applied in the
challenge test. The results suggest that matrinxa is tolerant to A. hydrophila infection,
presenting a 96-h LDs, value of 6.66 x 10'' cells/mL of saline solution. A second
study was done (Chapter 3) to evaluate the effects of levamisole ingestion on growth
performance and on physiological responses of matrinxd under experimental
conditions, and after the challenge with 60% of the 96-h LDsy of A. hydrophila. The
results showed although levamisole has no effect on growth performance of matrinxa
under experimental conditions, low dietary levels can stimulate part of the non-
specific immune system. However, the ingestion of levamisol does not mitigate the
physiological alterations caused by the bacterial infection. In the third experiment
(Chapter 4), the effects of supplementing 100 mg levamisole/kg diet, for different
periods, on the stress responses of matrinxa after a 5-hour transport was evaluated.
The results suggest that levamisole supplementation did not mitigate the negative
effects caused by the transport stress. In addition, levamisole presented an
immunosuppressive effect on leukocytes and trombocytes. However, the effects of
stress observed in all the fish (from treatments with and without levamisole
supplementation) demonstrated the adaptative capacity of this species, in which the
most critical period was the first 24 hours after transport.

Key words: Aeromonas hydrophila, immunostimulant, matrinxa, transportation.
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REVISAO DE LITERATURA

Efeito do levamisol sobre o desempenho produtivo e como mitigador do

estresse ao transporte em matrinxa (Brycon amazonicus).

1 Situacao atual da Aquicultura

A crescente demanda por alimentos pela populacdo mundial e a diminuicao
dos estoques pesqueiros tém contribuido para o crescimento da aquicultura global.
Segundo a FAO (2006), a aquicultura contribui com 59,4 milhdes de toneladas para
a producdo de alimentos e apresenta grande potencial para atender a crescente
demanda por pescado, que devera alcancar 80 milhées de toneladas em 2030.

Embora a maior parte da producdo aquicola mundial esteja concentrada na
China (69,6%) e outros paises da Asia e regido do Pacifico (21,9%), os paises da
América Latina e regiao do Caribe, que produzem apenas 2,3% da aquicultura
mundial, tém apresentado a maior média de crescimento anual (21,3%) desta
atividade, estando principalmente concentrada no Equador, Chile e Brasil (FAO,
2006; 2007).

No Brasil, as regides Sul, Sudeste e Nordeste sdo as que detém maior
producédo e conhecimento técnico-cientifico sobre a aquicultura no pais (Roubach et
al., 2003). Entretanto, a regido amazénica tem sido vista como uma das regides
mais promissoras para 0 avanc¢o da piscicultura do Brasil, cuja producdo no ano de
2004 apresentou o maior crescimento (24,5%), comparada as demais regides do
pais (FAO, 2004; IBAMA, 2004).

A piscicultura na regidao amazénica teve seu inicio na década de 80, com a
implantagdo do Programa de Desenvolvimento da Aquicultura pelo governo do
Estado do Amazonas. Desde entdo esta atividade vem crescendo e se expandindo
em toda a regiao Norte (Roubach et al., 2003; Ono, 2005). Trés caracteristicas
fundamentais encontradas na regido indicam o grande potencial que esta possui
para o desenvolvimento da piscicultura: a grande extensdo da Bacia Amazbnica
brasileira, o clima quente o ano todo e com pequena amplitude térmica (apenas 3 a



4 °C nos grandes corpos d’agua) e a ampla variedade de espécies de peixes de alto
valor comercial (Ono, 2005).

Apesar das caracteristicas favoraveis para o desenvolvimento da aquicultura
na regiao, ainda existem obstaculos para o incremento da piscicultura na Amazénia,
tais como: baixa densidade populacional; relativa abundancia dos estoques
pesqueiros naturais; isolamento regional que dificulta o acesso aos principais
mercados consumidores; dificil acesso aos insumos, principalmente nas cidades
mais distantes; caréncia de informacdes sobre a biologia e cadeia produtiva das
principais espécies; baixo nivel tecnoldégico da maioria das pisciculturas instaladas
na regido e a resisténcia a adogcao de novas técnicas; deficiéncia ou auséncia de
servicos de assisténcia técnica, entre outros (Petrere Jr., 2001; Freitas, 2003; Ono,
2005).

Entretanto, esforcos tém sido feitos por diferentes setores da sociedade
(governos municipal, estadual e federal, instituicbes de pesquisa e de ensino,
agéncias financiadoras e empreendedores), que véem na aqlicultura reais
possibilidades desta atividade se tornar agente do desenvolvimento sustentavel da
regiao (Ono, 2005). 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, tais como: o tambaqui (Colossoma
macropomum) e o matrinxd (Brycon amazonicus) (Araujo-Lima & Goulding, 1998;
Roubach et al., 2003; FAO, 2004; Brandao et al., 2005; Ono, 2005), que sao as duas
principais espécies cultivadas na regiao e, mais recentemente, o pirarucu (Arapaima
gigas) que apresenta grande potencial para a producdao de pescado (Ono et al.,
2003).

2 Estresse em Sistema de Cultivo

Em sistemas intensivos de cultivo, os peixes sdo freqliientemente expostos a
inUmeros estressores, como altas densidades populacionais, alteracées na
qualidade da agua, praticas de manejo em geral, tratamento de doencas e
interagGes bioldgicas entre peixes e microrganismos. Estes estressores estimulam
0S animais a ajustarem seus mecanismos fisioldgicos adaptativos (Figura 1), cujas
respostas podem ser ou nao eficientes, dependendo do tempo de exposicdo as



condigdes consideradas desfavoraveis e da intensidade da exposi¢cédo (Wedemeyer,
1996).

A definicdo de estresse pode ser bastante ampla. De maneira geral, o
estresse pode ser definido como um conjunto de respostas do organismo animal,
diante de estimulos desagradaveis, agressivos € ameacadores. Tais respostas séo
ativadas pelo sistema nervoso central, que percebe o estimulo agressor, e pelo
sistema hormonal, que organiza a defesa bioldgica, chamada de resposta ao
estresse (Urbinati & Carneiro, 2004).

Estas respostas sdo didaticamente divididas em respostas primarias,
secundarias e terciarias (Wedemeyer, 1996; Wendelaar-Bonga, 1997; Barton, 2002;
Urbinati & Carneiro, 2004). As respostas primarias sdo mediadas pelo sistema
neuro-endécrino com a liberacdo instantdnea dos hormoénios de estresse,
catecolaminas e cortisol, para a circulagdo. As catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) sédo sintetizadas e liberadas por células cromafins e o cortisol pelas
células interrenais. As respostas secundarias compreendem efeitos fisiol6gicos
associados ao estresse e mediados por estes hormbnios. Destacam-se a
hiperglicemia, alteracées nas concentracées de ions no sangue, o aumento do
conteudo de agua do tecido, o aumento da taxa metabdlica, as alteracdes
hematoldgicas, entre outras (Mazeaud et al.,, 1977; Eddy, 1981; McDonald &
Milligan, 1997; Wendelaar-Bonga, 1997). As respostas terciarias afetam o animal e a
populacdo como um todo, comprometendo o crescimento, a resisténcia a doencas e

0 sucesso reprodutivo (Wendelaar-Bonga, 1997; Urbinati & Carneiro, 2004).

Na criacdo intensiva, entre as varias praticas de manejo as quais os peixes
estdo submetidos e que sdo consideradas estressantes, estdo: a densidade de
estocagem, a alimentacao, a captura, as interacdes sociais e, por fim, o transporte,

qgue € uma das fontes de estresse mais adversas presentes na piscicultura.

O transporte de peixes vivos € uma pratica rotineira em sistemas de criagdo
de peixes que tem como finalidade a transferéncia dos animais a diferentes destinos,
como: outras unidades de producdo dentro da mesma propriedade, outras
pisciculturas destinadas a engorda ou formacao de plantel de matrizes, povoamento
de lagos destinados a pesca esportiva, comércio de peixes ornamentais, industria de
beneficiamento de pescados, entre outros (Carmichel et al., 2001; Lim et al., 2003;

Gomes & Urbinati, 2005). Em qualquer uma destas atividades, os peixes devem



chegar ao seu destino em boas condicdes de saude e atender aos critérios de
qualidade do comprador. Embora seja pratica freqliente na piscicultura, o transporte
€ considerado traumatico e gerador de estresse que expde o0s peixes a estimulos
responsaveis por uma cadeia de respostas fisioldégicas. Tais estimulos incluem
captura, adensamento, manipulacéo, transporte e liberagcdo nos tanques de destino
(Urbinati et al., 2004; Inoue, 2005). As respostas fisiolégicas ao transporte, que
podem ser tanto imediatas quanto tardias, incluem alteragdes associadas as
respostas secundarias de estresse, além de aumento da suscetibilidade a infestacao
de parasitas, aparecimento de doencas e até morte (Wedemeyer, 1996).

O manejo adequado é a chave para o sucesso do transporte, dependendo,
principalmente, dos procedimentos e das técnicas preparatérias relacionadas ao
peixe, a agua, aos equipamentos e ao manejo envolvido na operacao (Gr@dttum et
al., 1997; Kubtiza, 2003). A utilizacdo de algumas técnicas no pré e pds-transporte
tém minimizado os efeitos adversos causados por este manejo, como: restricao
alimentar antes do transporte, adicdo de substancias na agua de transporte
(anestésicos, cloreto de sdédio, sulfato de calcio, cloreto de célcio, entre outros),
trocas da agua durante o transporte por outra de melhor qualidade, densidade de
peixes, etc. (Kubitza, 1999; Carneiro & Urbinati, 2002; Gomes & Urbinati, 2005;
Gomes et al., 2006).

Entretanto, tais procedimentos, muitas vezes ndo sao suficientes para impedir
a mortalidade dos peixes apds o transporte, causada, principalmente, pela acédo de
patdgenos oportunistas. Isto ocorre porque os peixes, sob condi¢cdes de estresse,
apresentam diminuicdo de sua resisténcia imunologica (Jeney et al. 1997; Kéllner et
al., 2002). O uso de aditivos na dieta dos peixes, como imunoestimulantes, semanas
antes do transporte, pode prevenir os efeitos negativos do estresse e,
consequentemente, diminuir a taxa de mortalidade (Jeney et al., 1997; Volpatti et al.,
1998; Lim et al., 2003; Pali¢ et al., 2006).

Segundo Lim et al. (2003), a profilaxia nutricional dos peixes para 0 processo
de transporte é técnica importante para o seu desempenho no poés-transporte.
Condigdes que evitam a imunodepressdo ou estimulam o sistema imune sao
essenciais para fornecer ao animal um estado saudavel que permita suportar tais
condigbes desfavoraveis. Substancias imunoestimulantes, como as vitaminas, que

fazem parte da composicdo das racdes, e outras como, glicanas, quitosanas e o



levamisol podem ser utilizadas como suplemento alimentar e possuem papel
importante no sistema imune e, portanto, sdo efetivas na prevencao de doencas em
peixes (Montero et al., 1999; Findlay & Munday, 2000; Bricknell & Dalmo, 2005; Li et
al., 2006; Magnadottir, 2006; Menezes et al., 2006).

Estressores Estressores Estressores
Quimicos Fisicos Ambientais
Exposicao a hipdxia, Confinamento, Presenca de predadores,
acidificacao, manipulagao, captura, interacdes biolégicas.
contaminantes e poluentes transporte.
da agua. ﬁ
Percepcao

Sistema Nervoso Central

U

Estresse

U

Respostas ||]|:|'> Respostas ||]|:|'> Respostas

Primarias Secundarias Terciarias
Aumentos nos niveis de Mudangas metabdlicas Mudangas nas
corticosteroides e (aumento da glicose e lactato, caracteristicas produtivas
catecolaminas na diminuigao do glicogénio (crescimento, capacidade
corrente sangliinea; tecidual); disturbios de natacao, resisténcia a
alteragdes na atividade osmorregulatérios (cloreto, doengas); modificagoes
neurotransmissora; s6dio, balango hidrico); nos padroes
mudangas nas caracteristicas comportamentais
hematolégicas (hematdcrito, (alimentagéao, agressao).

hemoglobina, leucécitos);
mudangas nas fungdes
imunes (atividade da lisozima,
produgao de anticorpos).

Figura 1. Diagrama dos estressores quimicos, fisicos e ambientais que atuam sobre
os peixes e induzem respostas fisioldgicas, agrupadas em primarias,
secundarias e terciarias. Modificado de Barton, 2002.

3 Imunoestimulantes

Os imunoestimulantes compreendem um grupo de compostos biolégicos ou
sintéticos que melhoram os mecanismos de defesa ndo especificos e especificos

dos animais. Essas substancias sao capazes de interagir com os leucdcitos, ligando-



se aos receptores especificos presentes na superficie dessas células, iniciando sua
ativacdo e aumentando a resisténcia a infecgcbes do organismo (Anderson, 1992;
Sakai, 1999; Raa, 2000). Diversos autores tém descrito seus efeitos positivos sobre
o sistema imune dos peixes, como a ativacdo das células exterminadoras naturais e
células T, a prevencao de doencas (Anderson, 1992; Gopalakannan & Arul, 2006;
Sajid et al., 2006) e a modulacdo hematopoiética, que aumenta a producédo de
células vermelhas e brancas (Cox, 1988). Segundo Anderson (1992), as vantagens
da imunoestimulacdo em peixes, ndo apenas incluem a promoc¢do da resposta
imune contra agentes infecciosos mais efetivos, mas também a superacdo dos
efeitos supressivos do estresse.

Os imunoestimulantes em peixes podem ser administrados pelas vias
intraperitoneal, oral ou topica (imersdao em banhos). Embora a injecao intraperitoneal
seja a via mais eficiente, as outras formas de administracdo tém apresentado
vantagens que as tornam alternativas potencialmente efetivas, tais como praticidade
na aplicagdo em massa em peixes de diversos tamanhos, menor estresse de
manejo, maior seguranca e facilidade na administracao (Selvaraj et al., 2006). Estas
substancias tém sido utilizadas rotineiramente na aquicultura mundial como medida
profilatica, principalmente porque ndo apresentam quaisquer efeitos negativos ao
consumidor e a0 meio ambiente, ao contrario dos antibiéticos e das vacinas vivas
(Secombes, 1994; Burrells et al., 2001a, b; Kumari & Sahoo, 2006; Li et al., 2006a).

Um potente imunoestimulante amplamente estudado em peixes € o levamisol.
Essa substancia, pertencente ao grupo dos imidazéis, foi inicialmente desenvolvida
como anti-helmintico, mas possui propriedades imunoestimuladoras. Em peixes, tem
sido utilizada para melhorar as respostas imunes nao especificas (Baba et al., 1993;
Purzyc & Calkosinski, 1998; Gopalakannan & Arul, 2006).

O levamisol apresenta importante funcdo no restabelecimento das funcoes
normais das células efetoras do sistema imune (Sajid et al., 2006). Dentre os efeitos
positivos descritos, podem se destacar: melhoria na funcdo dos macroéfagos e dos
linfécitos T, reducdo da fungdo da célula T supressora (Kumari & Sahoo, 2006),
modulacéo da atividade citotéxica de leucécitos e da resposta de anticorpos (Cuesta
et al., 2002), aumento da atividade fagocitica e dos fatores de ativacao dos
macréfagos (Mulero et al., 1998).

Inimeros trabalhos descrevem ainda a capacidade do levamisol em melhorar

a resisténcia dos peixes contra bactérias patogénicas, como Vibrio anguillarum



(Kajita et al., 1990), Aeromonas hydrophila (Baba et al., 1993; Gopalakannan & Arul,
2006), Paramoeba sp. (Munday & Zilberg, 2003), Edwardsiella tarda (Sahoo &
Mukherjee, 2002) e nematddeos, como Anguillicola crassus (Geets et al., 1992).

Além das -caracteristicas imunoestimulantes, o levamisol ainda pode
apresentar a vantagem de melhorar o crescimento dos peixes, como observado
para Sparus aurata (Mulero et al., 1998), Cyprinus carpio (Gopalakannan & Arul,
2006) e para o hibrido Morone chrysops x Morone saxatilis (Li et al., 2006a). Outra
caracteristica importante dessa substancia € sua administracdo por meio da dieta, o
que possibilitaria sua aplicacao pelas industrias de racao, diferente dos tratamentos
que utilizam injecdes e imersdes em banhos terapéuticos (Li et al., 2006b).

4 A espécie Brycon amazonicus

A espécie Brycon amazonicus (Spix & Agassis, 1829), conhecida como
matrinxa (Figura 2), pertence a classe Actinopterygii, ordem Characiformes, familia
Characidae e género Brycon. O género Brycon abrange grande numero de espécies
distribuidas desde o sul do México até a parte mediana da Argentina (Lima, 2003), o
qgue torna sua taxonomia confusa (Borges, 1986). Recentemente foi descoberto que
a espécie Brycon cephalus, que ocorre na Amazénia brasileira e que é amplamente
citada no Brasil, € na verdade Brycon amazonicus, e que a distribuicdo da espécie
Brycon cephalus se restringe apenas ao alto rio Amazonas localizado no Peru e na
Bolivia (Lima, 2003).

O matrinxa destaca-se como uma das espécies de grande valor econémico
da ictiofauna amazbnica e apresenta grande potencial para a criagdo intensiva
(Graef, 1995; Honczaryk, 2000; Arbelaez-Rojas et al., 2002; Fim, 2002; Brandao et
al., 2005). Diversos estudos sobre a biologia desta espécie tém sido descritos na
literatura, entretanto, sdo ainda recentes aqueles que agregam este conhecimento
para estabelecer diretrizes de pesquisas e acdes conjuntas para o desenvolvimento
do real potencial do género Brycon na piscicultura (Mendonga, 1994; Izel & Melo,
2003; Izel & Melo, 2004).

Na natureza, o matrinxa alcancga de 3 a 4 kg, atingindo maturacao sexual com
trés anos de idade, e sua reproducao ocorre no inicio do periodo da enchente, entre
dezembro e fevereiro (Val & Honczaryk, 1995). Dentre as caracteristicas da espécie

para o cultivo estdo: bom desempenho reprodutivo, mesmo em condi¢des de clima



subtropical, habito alimentar onivoro, crescimento rapido e boa aceitagdo de racéo,
adaptacdo a ambientes de confinamento, hébito voraz em resposta ao
arracoamento, além da étima qualidade de carne e aceitagcdo comercial (Mendonca,
1994; Val & Honczaryk, 1995; Guerra et al., 1996; Pezzato et al., 2000). Pode ainda,
ser criado em sistema intensivo e semi-intensivo em monocultivo, ou policultivo com
outras espécies. Em cativeiro, o matrinx@ tem crescimento de 700 a 1000 g no
primeiro ano e de 1300 a 1600 g no segundo ano, o que o torna espécie com grande
potencial em sistema de cultivo (lzel & Melo, 2003). Recentes pesquisas revelam
ainda que o cultivo intensivo do matrinxd em canal de igarapé pode ser uma
alternativa promissora para a regido, principalmente em pequenas propriedades.
(Fim et al., 2001; Arbelaez-Rojas et al., 2002; Fim, 2002).

Esta espécie, embora bem adaptada ao cativeiro, € muito sensivel ao
manuseio e transporte. Isso é devido ao comportamento notadamente agitado,
realizando movimentos extremamente vigorosos quando o seu espaco é reduzido
nas redes de arrasto e caixas de transporte. Por acdo dessa movimentacao
excessiva, observa-se grande perda de muco e escamas, facilitando a ocorréncia de
doencas que trazem prejuizos as pisciculturas (Inoue et al., 2003). Em funcéo disto,
podem apresentar alta mortalidade apds praticas de manejo, consideradas
essenciais na criacao de peixes (Kubitza, 2003).

Diversos trabalhos descrevem técnicas para minimizar os efeitos do estresse
no matrinxa decorrentes destas atividades, como o jejum, que pode variar de 24 a
48 horas antes do transporte (Carneiro & Urbinati, 2001a; Urbinati et al., 2004), ou a
utilizacdo de produtos na agua de transporte, como o sal (Carneiro & Urbinati,
2001a), anestésicos como: benzocaina (Carneiro & Urbinati, 2001b; Urbinati &
Carneiro, 2001; Inoue et al., 2002), fenoxietanol (Inoue et al., 2004), tricaina metano-
sulfonato MS222 (Roubach et al., 2001) e eugenol (Inoue et al., 2005). Embora o
uso destes produtos minimize as respostas do estresse durante o transporte e,
consequentemente, a taxa de mortalidade, os efeitos adversos destas respostas no
pods-transporte ainda sao problematicos e devem ser superados.



Figura 2. Exemplar de matrinxa (Brycon amazonicus).
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OBJETIVO DO PRESENTE ESTUDO

Avaliar a eficacia do levamisol incorporado a dieta como imunoestimulante
para a melhoria do desempenho zootécnico e como mitigador do estresse no

transporte e no pés-transporte do matrinxa, Brycon amazonicus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a dose letal (DLs - dose letal para 50% da populagédo) da bactéria

Aeromonas hydrophila para matrinxa, com aplicabilidade para testes de desafios;

b) Avaliar os efeitos do levamisol nas respostas fisiolégicas e no crescimento do
matrinxa antes e apos infeccao causada pela bactéria A. hydrophila, €;

c) Testar a eficacia do levamisol como mitigador do estresse durante e apés o
transporte do matrinxa.



CAPITULO 2

Tolerancia do matrinxa (Brycon amazonicus) a bactéria gram-negativa
Aeromonas hydrophila.

RESUMO

Para determinar a dose letal (DLsy 96-h) da bactéria Aeromonas hydrophila para o
matrinxa, Brycon amazonicus, com aplicabilidade para testes de desafio, foram
utilizados 90 peixes (63,23 + 6,39 g), divididos em cinco tratamentos, com diferentes
solugdes bacterianas: Ty - Controle (solugdo salina 0,9% NaCl); T (4 x 10"
células/mL); Ts (5 x 10" células/mL); T4 (1,36 x 10" células/mL) e Ts (3,06 x 10"
células/mL). Os peixes foram previamente anestesiados com benzocaina (60 mg/L),
inoculados na cavidade peritoneal com as suspensodes bacterianas e distribuidos em
15 aquarios de vidro de 80 L de capacidade, com aeracao constante. O experimento
teve duragéo de 96 h, no qual foi observada a mortalidade e a qualidade da agua foi
monitorada. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado com trés
réplicas. A DLso 96-h foi estimada de acordo com o método Spearman-Karber. Os
parametros fisico-quimicos da agua permaneceram dentro das condi¢cdes
consideradas adequadas para o desenvolvimento e saude dos organismos
aquaticos. A mortalidade dos peixes aumentou nas concentracdes crescentes de A.
hydrophila (T1 = 0%; T2 = 16,66%; T3 = 44,44%; T4 = 72,22% € Ts = 100%). As
primeiras mortalidades ocorreram em 57 h ap6s a inoculagcdo das concentracdes
bacterianas, sendo os primeiros sinais da ag¢ao bacteriana observados em 24 h apés
a inoculacdo. Os resultados sugerem que o matrinxa & mais tolerante a bactéria A.
hydrophila quando comparado a outros peixes teledsteos, cujo valor da DLsg 96-h foi
6,66 x 10" células/mL de solugéo salina.

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, DLsy 96-h, matrinxa
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ABSTRACT

Tolerance of matrinxa (Brycon amazonicus) to the gram-negative bacteria
Aeromonas hydrophila

In order to determine the lethal dose (96-h LDsy) of the bacteria Aeromonas
hydrophila to matrinxa, Brycon amazonicus, to be applied in challenge tests, 90 fish
(63.23 = 6.39 g) were divided into five treatments, with different bacterial solutions: T4
- Control (0.9% NaCl saline solution); T» (4 x 10" cells/mL); T3 (5 x 10" cells/mL); T4
(1.36 x 10" cells/mL) and Ts (3,06 x 10'? cells/mL). Fish were previously
anesthetized with benzocaine (60 mg/L), inoculated in the peritoneal cavity with the
bacterial suspensions and then distributed in fifteen 80-L test chambers equipped
with air compressors. The experiment lasted for 96 hours, in which fish mortality was
observed and water variables were monitored. The experiment was randomly
designed in three replicates. The 96-h LD5y was estimated according to the trimmed
Spearman-Karber method. Water quality variables remained within adequate ranges
for fish health and performance. Fish mortality rate increased with the bacterial
concentrations of A. hydrophila (T1 = 0%; T2 = 16.66%; T3 = 44.44%; T4 = 72.22%
and Ts = 100%). Fish mortality was first observed after 57 h of the bacterial
inoculation, although, the signs of the bacterial infection were observed 24 h after the
inoculation. The results suggest that matrinxd is more tolerant to A. hydrophila
infection compared to other teleost fishes, which present lower 96-h LDs values than
6.66 x 10" cells/mL saline solution, found to matrinxa.

Key-words: Aeromonas hydrophila, 96-h LDsy, matrinxa, tropical fishes

1 INTRODUCAO

Atualmente, a demanda por produtos que possam prevenir doengas em
peixes e melhorar sua resisténcia imunolégica em condi¢cdées de cultivo tem sido
alternativa promissora para o aprimoramento de técnicas de manejo (Chen &
Ainsworth, 1992; Siwicki et al., 1994; Sakai et al., 1996; Findlay & Munday, 2000;
Sakai et al., 2001; Sahoo & Mukherjee, 2003; Rao & Chakrabarti, 2005; Chakrabarti
& Rao, 2006). Para avaliar a eficiéncia e a seguranca de novos produtos na
piscicultura, sdo realizados testes de desafio, principalmente, utilizando bactérias
patogénicas como agente estressor, devido a praticidade das técnicas e da
qualidade dos resultados. Na literatura, sdo descritos inumeros testes de desafio
com bactérias por meio de inje¢des intraperitoneais, a fim de se avaliar a eficacia
dos produtos testados em controlar as respostas do organismo ao agente infeccioso
ou até mesmo em prevenir a mortalidade (Kim et al., 2001; Jain & Wu, 2003;
Kodama et al., 2007; Rairakhwada et al., 2007; Sahu et al., 2007).
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Conhecer os limites de tolerancia de uma espécie a determinado agente
estressor pode impedir seus efeitos adversos na saude do animal (Wedemeyer,
1996). Esses limites podem variar de acordo com a espécie, a idade ou o tamanho,
e com o tempo de exposi¢do ao agente estressor.

As bactérias do género Aeromonas sao comumente utilizadas para este fim,
por apresentarem distribuicdo mundial e por serem responsaveis por perdas
consideraveis na aquicultura. Estas bactérias sdo gram-negativas, anaerdbias
facultativas, ndo formadoras de esporos (Roberts et al., 1996) e podem atingir
qualquer espécie de peixe, sendo agente tipicamente oportunista. As espécies
patogénicas para peixes de agua doce sao: A. hydrophila, A. sobria e A. caviae. A
espécie A. salmonicida € a Unica ndo-movel do complexo Aeromonas (Giriffin et al.,
1953) e os isolados méveis mais virulentos desse género sdo os da A. hydrophila
(Holliman, 1993).

A. hydrophila tem como habitat natural a matéria organica em decomposicao
na agua, estando também presente na flora intestinal de peixes sadios. Comumente
presente em sistemas de producdo, as Aeromonas podem causar septicemia
hemorragica em peixes sob condicbes de estresse (Moraes & Martins, 2004). Isto
ocorre, principalmente, em ambientes com temperatura de agua elevada e com
grande quantidade de material organico em associagcdo com fatores estressantes,
como alta densidade de estocagem, mudancas bruscas de temperatura,
traumatismos decorrentes de manuseio inadequado, hipodxia, transporte, deficiéncias
nutricionais, e infec¢des por fungos e parasitas, que contribuem para mudancas
fisiolégicas e aumento da suscetibilidade a infeccao (Costa, 2004).

Utilizar estas bactérias como indicadoras da eficiéncia de produtos que
possam minimizar o estresse num sistema intrensivo de criacao podera contribuir
para a melhoria da piscicultura na regido amazénica. Assim, o presente estudo teve
como objetivo determinar os limites de tolerancia (DLspy 96-h) da bactéria A.

hydrophila para o matrinxa, visando possiveis aplicacées em testes de desafio.
2 MATERIAL E METODOS

Pés-larvas de matrinxa foram adquiridas de piscicultores locais e transferidas
para a Coordenagcao de Pesquisas em Aquicultura (CPAQ) do INPA, onde foram

mantidas em viveiros escavados de 150 m? Foram alimentadas com racédo



24

extrusada com 40% de proteina bruta, moida e peneirada em peneiras com mesh de
1 mm, até atingirem peso médio aproximado de 60 gramas.

2.1 Origem das bactérias e preparo das suspensoes bacterianas

Foi utilizada a cepa patogénica de A. hydrophila obtida no Centro de
Aquicultura da UNESP/CAUNESP (Jaboticabal/SP) e que vem sendo mantida no
laboratério de Microbiologia da Coordenacdo de Pesquisas em Tecnologia de
Alimentos (CPTA) do INPA. Para a preparacao das diferentes concentragdes das
solugdes bacterianas, inicialmente, 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 contendo Agar Miieller-Hinton pela técnica de
spread-plate e incubadas a 30 °C, durante 24 horas. Para o preparo das
suspensoes, foi feita uma solugdo concentrada das bactérias, usando solug¢ao salina
estéril 0,9% NaCl, e, posteriormente, diluida até as concentragdes previamente
determinadas em experimento piloto. Em seguida, foi realizada a contagem das
células bacterianas utilizando-se 10 pL da diluicdo na cémara de Neubauer e
examinada em microscopio Optico com aumento de 400 vezes. Para calcular o

numero de células por mL foi utilizada a seguinte formula:

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

Apbs a determinacdo do numero de células bacterianas na suspensao
concentrada, foram feitas quatro diluices: 4 x 10'" células/mL, 5 x 10'" células/mL,
1,36 x 10" células/mL e 3,06 x 10" células/mL, que foram inoculadas nos peixes.

2.2 Delineamento experimental

Para a determinacdo da DLso, foram utilizados 90 peixes divididos em cinco
tratamentos, com trés réplicas cada: Ty = Controle (solugédo salina 0,9%); T> = 4 x
10" células/mL; T3 = 5x 10" células/mL; T4 = 1,36 x 10'? células/mL e Ts = 3,06 x
10 células/mL.

Antes do inicio do experimento, os peixes foram mantidos por 24 h em jejum
para esvaziamento do trato gastrointestinal. Posteriormente, seis peixes (63,23 *
6,39 g) de cada concentracdo e suas réplicas foram previamente anestesiados com
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benzocaina (60 mg/L) e inoculados na cavidade peritoneal com as suspensdes
bacterianas. Em seguida, estes foram transferidos para 15 aquarios de vidro com
capacidade para 80 L, em sistema semi-estatico e aeragao constante, por 96 horas.
Durante esse periodo, foi observada a mortalidade dos peixes e monitorada a

qualidade da agua.

2.3 Monitoramento da qualidade de agua

A qualidade da agua de cada aquario experimental foi monitorada para evitar
alteracoes que prejudicassem o desempenho do bioensaio. Este monitoramento foi
realizado diariamente (9:00 h) durante todo o periodo experimental. Apds a
amostragem da agua de cada aquario, eram feitas trocas de 1/3 da agua para evitar
que a deterioracao da agua influenciasse nos resultados.

Oxigénio dissolvido, temperatura e condutividade elétrica foram determinados
utilizando medidor multiparamétrico digital da marca YSI (Yellow Spring Instruments)
modelo 85/10; e o pH medido com medidor de pH digital da marca YSI modelo
60/10. As concentracdes de amdnia total (NH; + NH4") foram determinadas pelo
método colorimétrico, segundo Verdouw et al. (1978), e as absorbancias foram
obtidas usando espectrofotébmetro da marca Amersham Pharmacia Biotech, modelo
Novaspec Il. Os valores de amoénia n&o ionizada foram calculados segundo Kubitza
(2003). A determinacdo da concentracdo de nitrito (NO2) na agua foi feita pelo
método colorimétrico de Boyd & Tucker (1992) e as absorbancias foram lidas no
espectrofotobmetro descrito acima. A alcalinidade total e a dureza total foram
determinadas por meio de titulacdo descrita por Boyd & Tucker (1992). A
alcalinidade total foi determinada usando o indicador metil-laranja, titulando-se a
amostra com solucdo de H.SO4 e a dureza total da agua foi feita utilizando como
indicador o eriocromo-negro. O gas carbdnico foi feito segundo Boyd & Tucker
(1992), porém, utilizando adaptacédo para o 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 sddio.

2.4 Analise estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente casualisado. A DLsy 96-h foi

estimada de acordo com o método Spearman-Karber, segundo Hamilton et al.



26

(1977). Os resultados da qualidade da agua foram comparados mediante a analise
de variancia (ANOVA). Quando os tratamentos apresentaram diferengas
significativas, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey. Ambas as analises
foram realizadas a 5% de probabilidade, utilizando o software Statistica 6.0.

3 RESULTADOS

3.1 Qualidade da agua

Durante todo o periodo experimental, os parametros fisico-quimicos da agua,
tais como oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica, pH, alcalinidade,
dureza e CO,, ndo foram significativamente diferentes (p>0,05) entre os tratamentos
(Tabela 1). Entretanto, as concentragbes de aménia e de nitrito sofreram variagdes
diarias entre os diferentes tratamentos, sendo os maiores valores observados nos

tratamentos com peixes infectados com maior concentracao da bactéria.

3.2 Mortalidade dos peixes e dose letal (DLso) de A. hydrophila para o
matrinxa

Durante o periodo de 96 h de experimento, ndo houve mortalidade de peixes
no TR1 (controle — solucédo salina a 0,9%). Entretanto, aumento crescente na
mortalidade dos peixes foi observado com o aumento das concentragcdes das
solucdes bacterianas (Tabela 2).

As primeiras mortalidades ocorreram apds 57 h da inoculacdo bacteriana.
Entretanto, os primeiros sinais da agédo bacteriana, como erosdo nas nadadeiras,
principalmente na caudal e na dorsal, e perda de escamas, foram observados 24 h
apos a inoculagao (Figura 1). Como podem ser observadas nas Figuras 2 e 3, em
sequéncia, ocorreram lesbes ulcerativas no olho (Figura 2), depois no abdémen e
poro urogenital (Figura 3). Sinais clinicos que também antecederam a morte dos
animais infectados foram perda de equilibrio e movimentos respiratérios mais lentos.
Também foram observados exoftalmia e a presenca de excesso de muco na regiao
da cabeca (Figura 4).

Utilizando os dados de mortalidade dos peixes de cada tratamento, durante
as 96 h de experimento, a DLsy foi estimada pelo método de Spearman-Karber
(Hamilton et al., 1977). De acordo com os dados obtidos, a dose letal de A.
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hydrophila para a mortalidade de 50% da populagédo de matrinxa em 96 h foi 6,66 x
10" células/mL de solugao salina.

4 DISCUSSAO

4.1 Qualidade da agua

Os peixes sofrem influéncia direta do ambiente onde vivem. Qualquer
alteracao nos parametros fisicos e quimicos da agua pode causar sérios prejuizos
aos animais, quando seus limites de tolerdncia se excedem (Boyd, 1990;
Wedemeyer, 1996; Baldisserotto e Silva, 2004).

Em ensaios laboratoriais, € comum o acompanhamento da qualidade da agua
dos tanques experimentais, pois a variacdo em um dos parametros fisico-quimicos
pode interferir nos resultados (Andrade et al., 2006; Affonso et al., 2007). Esse
controle deve ser ainda mais criterioso quando da realizagdo de testes de tolerancia
de uma espécie a um agente estressor, pois estes devem oferecer resultados
confiaveis, que traduzam, realmente, os limites toleraveis pelo animal (Lima, 2003;
Avilez et al., 2004; Cavero et al., 2004).

No presente estudo, oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade, pH,
alcalinidade, dureza e gas carbbnico ndo apresentaram diferencas significativas nos
diferentes tratamentos durante todo o periodo experimental. De acordo com as
recomendacgdes de Kubitza (2003), os valores obtidos para esses parametros estao
dentro dos limites considerados adequados para o desenvolvimento e saude dos
organismos aquaticos.

A amobnia na agua € um dos principais compostos que pode causar prejuizo a
salude dos peixes. Esse composto pode ser encontrado na forma de ion amdnio
(NH4%) ou aménia (NH3), sendo o pH o principal fator que determina a proporgao
dessas duas formas na agua; quanto maior o pH, maior serda a porcentagem de
aménia toxica (NHz). A tolerancia a amoénia varia entre as diferentes espécies de
peixes, sendo algumas mais sensiveis, como o0s salmonideos, e outras mais
resistentes, como o bagre do canal, Ictalurus puntactus (Carneiro e Urbinati, 2001).

Embora ndo seja descrito na literatura a concentragédo letal de amdénia néo
ionizada para matrinxa, Carneiro e Urbinati (2001) sugerem que esta espécie pode
tolerar até 0,7 mg NHs/L por 24 h. No presente estudo, apesar das concentracoes de

amdnia total e toxica aumentarem proporcionalmente com as concentragdes da
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bactéria (Tabela 1), estas permaneceram abaixo dos limites tolerados por peixes
tropicais (Kubtiza, 2003) e daquela descrita por Carneiro e Urbinati (2001) para esta
espécie. Portanto, a mortalidade dos matrinxas infectados por A. hydrophila nao foi
influenciada pelo aumento na concentragdo de aménia na agua. Pelas observacoes
feitas durante o teste de tolerancia, é possivel que a grande producéao e liberacao de
MucCoO por esses animais, a senescéncia das bactérias liberadas na agua pelos
peixes e 0 aumento da taxa metabdlica dos peixes tenham influéncia sobre o
aumento da concentragcdo de amoénia na agua. O muco dos peixes € composto por
diversas proteinas, proteases e peptideos, entre outras substancias (Watts et al.,
2001; Magnadéttir, 2006; Molle et al., 2007) que, liberadas na agua séao
decompostas por processos microbioldgicos, liberando a aménia, podendo ter
contribuido para os elevados niveis encontrados.

Outro parametro importante na avaliacdo da qualidade da agua é o nitrito
(NO2). Esse composto, em altas concentragdes, pode afetar a saude dos peixes,
pois, ao combinar-se com a hemoglobina, forma metahemoglobina, resultando em
hipoxia tecidual (Knudsen & Jensen, 1997). Segundo Avilez et al. (2004), o matrinxa
€ muito sensivel ao nitrito, cujo valor da DLsy 96-h é 0,86 * 0,05 mg/L. As
concentragdes de nitrito obtidas neste estudo estiveram sempre abaixo dos niveis
téxicos para o matrinxa, nao influenciando, portanto, no resultado do trabalho.

4.2 Dose letal (DLso) de A. hydrophila para o matrinxa

Bactérias do género Aeromonas podem atacar as branquias, o tegumento e o
intestino de peixes. Segundo Pavanelli et al. (2002), tais bactérias sdo capazes de
provocar a ruptura de pequenos vasos sangiineos, implicando em lesdes
ulcerativas no tegumento, com aspecto hemorragico, causando coloragcao
avermelhada no corpo dos peixes. Neste estudo, além das lesdes ulcerativas
distribuidas pelo corpo dos animais, foram observadas também exoftalmia e a
presenca de excesso de muco na regido da cabeca. Pavanelli et al. (2002)
descreveram essas manifestagbes como sinais clinicos de infeccdo por A.
hydrophila e, de acordo com Costa (2004), a grande proliferacdo da bactéria no
intestino dos animais pode causar a liberacao excessiva de catarro mucoso.

Schlotfeldt & Alderman (1995) observaram que a infestagdo por A. hydrophila
em peixes, além dos sinais clinicos como os descritos para matrinxa neste estudo,

pode causar também hemorragia necrética de 6rgaos internos, principalmente rim e
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figado, e deposicao de fluido sanguinolento na cavidade abdominal. Barja & Esteves
(1988) observaram hemorragias nas branquias, ao redor do anus e nos 6rgaos
internos, como figado, baco e rim. Boijink & Brandao (2001) ndao observaram
hemorragias aparentes nas branquias e nos outros érgaos em jundia (Rhamdia
quelen), mas verificaram lesées ao redor do anus e poro genital.

O efeito da bactéria A. hydrophila sobre os peixes pode variar de acordo com
a resisténcia dos mesmos a infeccao (Schlotfeldt & Alderman, 1995). Santos et al.
(1991), determinaram, durante sete dias, a DLsy da A. hydrophila para diferentes
espécies de peixe: Salmo trutta (2x10° células/mL), Anguilla japonica (>10°
células/mL), Plecoglossus altivelis (8,6x10* células/mL), Lepomis macrochirus (>10°
células/mL). Segundo esses autores, a toxicidade da bactéria pode variar
dependendo da cepa bacteriana, cujos valores da DLsy para Onchorhyncus mykiss
variou entre 3,2x10* a 3,2x10° células/mL. Boijink & Branddo (2001) encontraram
doses letais de A. hydrophila para o jundia (Rhamdia quelen) de 1,3x10° e 3,5x10°8
UFC/mL, quando inoculadas intramuscularmente.

Andrade et al. (2006) encontraram valores da DLsy de A. hydrophila para
exemplares de matrinxd com peso médio de 55 g de 4,6x10"" células/mL. Esses
valores, inferiores aos encontrados neste experimento, sugerem que a dose letal
também pode variar de acordo com o tamanho dos animais.

Comparando os resultados deste estudo com aqueles obtidos para as
espécies descritas acima, € possivel sugerir que o0 matrinxa apresenta alta tolerancia
a bactéria A. hydrophila, sendo a concentracao letal para 50% da populacdo, em 96
horas, de 6,66 x 10" células/mL de soluc&o salina.



30

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos da agua durante as 96 horas de experimento
para determinacdo da DlLsg da A. hydrophila para B. amazonicus.
Valores expressos em Média + DP. T1 = Controle (solugao salina 0,9%?;
To = 4 x 10" células/mL; T3 = 5 x 10" células/mL; T, = 1,36 x 10"
células/mL e Ts = 3,06 x 10'2 células/mL.

Tratamentos
Parametros T T, Ts Ts Ts
%(é?Le)mo 5,730,20°  5,86%0,11*  583%0,13"  569+0,22°  5,75+0,17°
(Tt_%';'perat”ra 26,17+,24°  26,23:0,20° 26,230,23° 26,520,197 26,220,227
Condutividade 57 904003"  28,8654,52° 20,3146,19° 2045:6,88° 28,64+4,18°
(uS/ecm®)
pH 730,14  7,10£0,18%  7,05£0,22*  7,11%0,14*  7,08+0,16
Alcalinidade a a a a a
(mg CaCogl)  1347#0.9° 1418517 1473:1.8"  1516:22°  13,56+15
Dureza a a a a a
(mg CacoyL)  2002:31°  19.46%15°  2058:26°  21,13:37°  19,32¢19
fr%/u 11,1742,79*  11,044#3,61* 10,8343,54° 10,33%3,19°  11,1042,9°
f‘n'%j’i‘)'a total  137:044> 1,84:0,53® 2,000,650 2,46+0,72°  2,50+0,68°
?rrTg?LTatoma 0,008+0,000° 0,011£0,000° 0,012£0,000° 0,014+0,000° 0,016:0,000"
:::5;8 0,005+0,000° 0,005+0,000° 0,006+0,000° 0,011+0,000* 0,011+0,000®

Letras iguais na mesma linha indicam igualdade estatistica (p>0,05).

Tabela 2. Mortalidade do matrinxa, B. amazonicus, apés 96 h de inoculacio
peritoneal de diferentes concentracées de A. hydrophila. T; = Controle
(solugdo salina 0,9%); T2 =4 x 10" células/mL; Tz = 5x 10" células/mL;
T4 =1,36 x 10" células/mL e Ts = 3,06 x 10'? células/mL.

Tratamento N2 peixes inicial N2 peixes final Mortalidade (%)
T, 18 18 0

T, 18 15 16,66

Ts 18 10 44,44

Ts 18 5 72,22

Ts 18 0 100
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3

Figura 1. Erosdo das nadadeiras e perda de escamas no B. amazonicus causadas
pela infeccédo por A. hydrophila.

Figura 2. Leséo ulcerativa no olho de B. amazonicus
causada por A. hydrophila.

Figura 3. Lesdes ulcerativas no abdémen e poro urogenital de B. amazonicus
causadas por A. Hydrophila.
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Figura 4. Exoftalmia e excesso de muco na regido da cabeca de B. amazonicus
causados por A. hydrophila.
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CAPITULO 3

Efeito da suplementacao de levamisol nas respostas fisiolégicas e no
desempenho do matrinxa, Brycon amazonicus

RESUMO

O efeito da adicao de diferentes concentracdes de levamisol (0, 100, 200, 300, 400 e
500 mg/kg) no desempenho e nos parametros fisioldgicos de juvenis de matrinxa,
Brycon amazonicus, foram avaliados pelo periodo de 45 dias e ap6s desafio com a
bactéria Aeromonas hydrophila. A ingestao de levamisol ndo influenciou o consumo
de racdo, o ganho de peso e a sobrevivéncia do matrinxd, mas causou aumento
significativo no numero de eritrécitos (RBC), leucécitos e trombdcitos, e nos niveis
de proteinas totais (Pt). Apds o desafio, a alimentagdo com levamisol ndo minimizou
as respostas fisiolégicas causadas pela infecgdo bacteriana, evidenciada pela
reducdo nos niveis de Pt e nudmero de eritrécitos e que foi compensada pelo
aumento da concentracdo de hemoglobina total e celular. O aumento nos niveis de
trombdcitos apds a infeccao corrobora com pesquisas que relatam estas células com
fungcéo de defesa em peixes.

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, imunoestimulante, levamisol, matrinxa.
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ABSTRACT
Effect of dietary levamisole on performance and physiological responses of
matrinxa, Brycon amazonicus

Juvenile matrinxa (Brycon amazonicus) were fed different levamisole doses (0, 100,
200, 300, 400 and 500 mg/kg of diet), during 45 days, and then challenged with
Aeromonas hydrophila, in order to evaluate its effect on fish physiological profile and
performance. Levamisole ingestion had no influence on feed intake, weight gain and
survival of matrinxd, but it caused a significant increase in blood erythrocytes (RBC),
leucocytes and thrombocytes number, as well as, in the total protein levels. After the
bacterial challenge, dietary levamisole did not mitigate the physiological responses
caused by the bacterial infection, such as the decrease in the Pt levels and RBC
number, which was compensated with and increase in total and cellular hemoglobin
concentration. The increase in thrombocytes number after infection corroborates with
researches which relate its function as a cell of the fish immune system.

Key-words: levamisole, immunostimulant, Aeromonas hydrophila, Brycon
amazonicus.

1 INTRODUCAO

Durante as duas ultimas décadas, o uso de imunoestimulantes na aquicultura
vem se tornado comum, principalmente, devido a sua atuacdo no sistema imune,
prevenindo doengas em peixes (Jeney et al.,, 1997; Montero et al., 1999; Findlay &
Munday, 2000; Bricknell & Dalmo, 2005; Li et al., 2006a; Magnadoéttir, 2006; Kumari
& Sahoo, 2006). Além disso, estas substancias, ao tornarem os animais mais
saudaveis, minimizam os efeitos indesejaveis do estresse (Anderson, 1992; Jeney et
al., 1997; Volpatti et al., 1998).

Dentre os inUmeros imunoestimulantes estudados em peixes, o levamisol tem
apresentado diversas vantagens que favorecem sua aplicacdo, destacando-se a
melhora da funcao do sistema imune nao especifico (Mulero et al., 1998; Cuesta et
al., 2002; Kumari & Sahoo, 2006), resisténcia dos peixes contra diversas bactérias
patogénicas (Sahoo e Mukherjee, 2002; Munday & Zilberg, 2003; Gopalakannan &
Arul, 2006), e contra parasitas (Geets et al., 1992), e ainda a contribuicdo para o
crescimento de algumas espécies de peixes (Mulero et al., 1998; Gopalakannan &
Arul, 2006; Li et al., 2006b).

Para a administracdo do levamisol, dois fatores importantes devem ser
considerados: as concentracoes e o tempo de administragdo da dieta. Altas doses

de levamisol podem suprimir as respostas imunes, ou apresentar efeitos negativos,
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e baixas doses podem nao ser eficientes (Anderson et al., 1989; Siwicki et al., 1990).
Da mesma maneira, a administracdo por periodos muito curtos pode nao surtir efeito
sobre o sistema imune do animal, assim como a exposi¢do continua pode induzir a
tolerancia, ou até mesmo a supressao da resposta imune (Bricknell & Dalmo, 2005).
Para espécies nativas da regiao amazénica de interesse para a piscicultura, a
suplementacdo de imunoestimulantes na racdo, como a vitamina C, tem mostrado
resultados positivos, principalmente, quanto ao aumento da resisténcia imunologica
e crescimento dos peixes (Chagas et al., 2005; Menezes et al., 2006; Affonso et al.,
2007; Andrade et al., 2007). O matrinxa, Brycon amazonicus, € uma das espécies
nativas da regido amazénica (Lima, 2003) de grande valor econémico (Roubach et
al., 2003). Esta espécie, embora bem adaptada ao cativeiro, € muito sensivel a
praticas de manejo comuns na piscicultura, como 0 manuseio e transporte, podendo
apresentar alta mortalidade. Dessa forma, essa pesquisa foi conduzida com os
objetivos de: 1) avaliar a eficiéncia da suplementacdo de diferentes doses de
levamisol na dieta do matrinxd, em condi¢cdes laboratoriais, e de 2) avaliar se o
levamisol é capaz de minimizar as respostas de estresse do matrinxa causadas pelo

desafio com Aeromonas hydrophila.

2 MATERIAL E METODOS

Pés-larvas de matrinxa foram adquiridas de piscicultores locais e transferidas
para a Estacdo Experimental de Piscicultura da Coordenacdo de Pesquisas em
Aquicultura (CPAQ) do INPA. Na CPAQ, os peixes foram mantidos em viveiros
escavados de 150 m?, e alimentados com racdo comercial extrusada contendo 40%
de proteina bruta, moida e peneirada em peneiras com mesh de 1 mm, até atingirem

peso médio de 25 gramas.

2.1 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em duas etapas, como descrito a seguir:

2.1.1 Avaliacao da eficiéncia da suplementacao de diferentes doses de
levamisol na racao de matrinxa em condic6es experimentais.

Apbs o periodo de aclimatacao, 720 peixes foram uniformizados por tamanho
utilizando-se um classificador de barras. Em seguida, foram pesados (27,0 £ 0,98 Q)
e distribuidos em seis grupos de 120 peixes (40 por réplica) em tanques de PVC de
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500 litros, abastecidos, individualmente, com a4gua de poco semi-artesiano € com
sistema de aeracao continua.

O delineamento experimental consistiu em seis tratamentos: Controle —
somente ragcado peletizada com 36% de proteina bruta e sem adi¢cdo de levamisol;
L100, L200, L300, L400 e L500 com suplementagéao de 100, 200, 300, 400 e 500 mg
de cloridrato de levamisol’kg de racdo, respectivamente. Cada tratamento foi
constituido por trés réplicas, totalizando 18 unidades experimentais. Durante 45 dias,
os peixes foram alimentados com a ragao experimental (item 2.2), no periodo da
manha (9:00 h) e da tarde (17:00 h), até a saciedade aparente. Ao final dos 45 dias
de alimentacéo, foi feita a biometria de todos os peixes e a coleta de sangue de seis
peixes por réplica, destinadas a analises (item 2.3). Durante todo o experimento, os
peixes foram avaliados quanto ao desempenho frente as diferentes concentracdes
de levamisol (item 2.5).

2.1.2 Avaliacao do efeito de diferentes concentracées de levamisol na
racao do matrinxa apos infeccao com A. hydrophila

Todo o procedimento para o preparo das solugdes bacterianas esta descrito
em detalhes no Capitulo 2, sendo, portanto, citado resumidamente neste capitulo.

Utilizando-se uma cepa patogénica de A. hydrophila, foi preparada uma
suspensao concentrada da bactéria, cujo numero de células foi determinado em
camara de Neubauer com auxilio de microscopio Optico, com aumento de 400
vezes, segundo Koch (1994).

Baseado no resultado da DLsy 96-h de A. hydrophila (6,66 x 10"
células/mL) para matrinxa, descrito no Capitulo 2, foi utilizado para o teste de
desafio 60% desta concentracdo (3,96 x 10'" células/mL), inoculada dentro da
cavidade peritoneal dos peixes previamente alimentados com ragdes suplementadas
com diferentes doses de levamisol durante 45 dias (item 2.1.1). Apds sete e 14 dias
da inoculacao, foram coletadas amostras de sangue de seis exemplares por réplica
para analises sanglineas (item 2.3) e realizada a biometria de todos os animais.
Durante todo o periodo experimental, foi observada a mortalidade dos peixes.

2.2 Preparo da racao suplementada com levamisol
A suplementagéo do levamisol foi feita em ragdo comercial contendo 36% de

proteina bruta. Essa foi triturada, usando moinho martelo com peneira de 1 mm de
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mesh, e acrescentado levamisol nas quantidades 100, 200, 300, 400 e 500 mg de
levamisol/kg de ragdo. Em seguida, a mistura foi umedecida com 350 mL de
agua/kg, sendo a massa peletizada utilizando-se um picador de carne (Marca CAF,
modelo 22S). Os peletes foram secos em estufa a 40 °C, resfriados, embalados e
armazenados a -20 °C. Para o tratamento controle, a mesma ragdo comercial foi

peletizada sem a suplementacgéo de levamisol.

2.3 Coleta e analises de sangue

Amostras de sangue de exemplares de matrinxa foram coletadas apds 45
dias de alimentacao com diferentes doses de levamisol (pré-desafio) e em sete e
14 dias apoés infecgdo com a bactéria A. hydrophila.

Antes da coleta de sangue, os peixes foram anestesiados com benzocaina
a 10% por aproximadamente 2 minutos. Em seguida, o sangue foi coletado por
puncao da veia caudal de seis peixes por réplica, utilizando seringas com EDTA
(acido etilenodiaminotetraacético) a 10%. As amostras foram destinadas as
determinacées dos parametros hematoldgicos, bioquimicos e imunolégicos
descritos a seguir:

e Contagem de eritrocitos e leucocitos totais

A contagem de eritrocitos (RBC) foi realizada em camara de Neubauer apds
diluicdo em solucdo de Natt & Herrick (1952). Ap6s 10 minutos de repouso, a
contagem dos eritrécitos foi feita na camara de Neubauer com auxilio de
microscopio éptico com ampliagdo de 400 vezes. Os eritrécitos foram contados em
cinco areas de 0,04 mm? e os valores expressos em cél/uLx10°. A contagem dos
leucécitos totais (WBC) foi feita utilizando-se as extensdes sanglineas segundo
Tavares-Dias et al. (2002), apds serem previamente coradas pelo método de
coloragao rapida May Grinwald-Giemsa Wright (MGGW) segundo Tavares-Dias &
Moraes (2003).

e Determinacao do Hematocrito (Ht)
O Ht foi determinado com uso de tubo capilar heparinizado e centrifugado em
centrifuga de microhematocrito (marca FANEM, modelo 241) a 5000 rpm durante
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seis minutos. A leitura do percentual (%) da sedimentacao dos eritrocitos foi feita em

uma escala padronizada de volume celular.

e Determinacao da concentracao de hemoglobina [Hb]

Para dosagem da [Hb] foi utilizado o método da cianometahemoglobina. O
procedimento consiste na diluicdo de 10 pl de sangue em 2 mL do reagente de
Drabkin, que, apdés homogeneizacdo, permanece em repouso por 3 minutos. A
amostra foi lida em absorbancia de 540 nm em espectrofotdbmetro (marca
Amersham Pharmacia Biotech, modelo Novaspec |IlI). A concentracdo de
hemoglobina foi calculada usando-se as férmulas:

Fator = 14,3/Absorbancia padrao
Hb (g/dL) = Absorbancia da amostra x Fator

e Indices hematimétricos de Wintrobe
Apéds obtencao dos resultados de RBC, Ht e [Hb], para cada individuo, os
valores do volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram determinados seguindo as recomendacdes de
Wintrobe (1934), como descrito a seguir:
VCM (um?®/cel) = Ht*10/RBC
CHCM (%) = [Hb]*100/Ht

e Determinacao da glicose plasmatica

A determinacdo da glicose foi feita pelo método enzimatico-colorimétrico
(glicose oxidase), utilizando-se kit comercial (marca Doles). As amostras de sangue
foram centrifugadas numa centrifuga (marca Eppendorff) para a separacdo do
plasma dos eritrocitos. Em seguida, 10 ul de plasma de cada amostra foi diluido em
1 mL do reagente Glucox, posteriormente agitado em agitador de tubo (marca
FANEM, modelo 251) e mantido em banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. As
amostras foram lidas em 510 nm em espectrofotdmetro. A glicose plasmatica foi
calculada usando-se as férmulas:

Fator = 100/Absorbancia padrao
Glicose (mg/dL) = Absorbancia da amostra x Fator
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e Determinacao da proteina total

A determinagao da proteina total foi feita pelo método de biureto, utilizando
um kit comercial (marca Doles). Apés a centrifugagéao do sangue, 20 pl de plasma de
cada amostra foi diluido em 1 mL da solugdo de biureto e 1 gota de NaOH 6M,
posteriormente agitado num agitador de tubo (marca FANEM, modelo 251). Apds
repouso de cinco minutos, as amostras foram lidas em 550 nm em
espectrofotometro. A proteina total foi calculada usando-se a férmula:

Proteinas totais (g/dL) = (Absorbancia da amostra x 4)
Absorbéancia da média dos padrdes

2.4 Monitoramento da qualidade da agua

Diariamente (9:00 h) e durante todo o periodo experimental foram feitas
analises fisico-quimicas da agua. O oxigénio dissolvido, temperatura e condutividade
elétrica foram determinados utilizando medidor multiparamétrico digital da marca
YSI, modelo 85/10; e o pH medido com medidor de pH digital da marca YSI, modelo
60/10. As concentracdes de amdnia total (NHsz + NH4") e de nitrito (NO,) foram
determinadas pelo método colorimétrico, segundo Verdouw (1978) e Boyd & Tucker
(1992), respectivamente. A alcalinidade total, dureza total e gas carb6nico foram
determinados por titulagdo conforme descrito por Boyd & Tucker (1992).

2.5 Parametros zootécnicos

Para avaliacdo do desempenho dos peixes alimentados com racao
suplementada com diferentes concentracdes de levamisol (item 2.1.1), foram
determinados os seguintes parametros zootécnicos:

Ganho de peso médio individual: GPMI = (peso médio final — peso médio
inicial), expresso em gramas;

Ganho de peso médio individual diario: GPD = (peso médio final — peso
médio inicial) / tempo, expresso em gramas por dia;

Taxa de crescimento especifico: TCE =[100 (In Peso final — In Peso inicial)]
/ tempo); expresso em %/dia;

Conversao alimentar aparente: CA = consumo de alimento (g) / ganho em
peso (9);

Consumo médio de racao individual: CMRI = Consumo de ragéo total /

nlmero de peixes; expresso em gramas;
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Consumo diario de racao: CD = Consumo no periodo/ [(peso final + peso
inicial)/2] / dias x 100, expresso em %PV/dia;
Sobrevivéncia: S = percentagem de sobreviventes em relacdo ao numero

inicial de peixes em cada tratamento.

2.6 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os resultados
foram testados para normalidade e residuos pelo teste Shapiro-Wilk e para
homogenidade de variancias pelo teste de Levene. Os resultados dos tratamentos
do item 2.2.1, dos parametros zootécnicos e da analise de dgua foram determinados
mediante a analise de variancia (ANOVA), pelo teste F. Para avaliacao do efeito da
inoculacdo da bactéria sobre os parametros fisiol6gicos do matrinxa, foi utilizada
uma analise de variancia (ANOVA) com medidas repetidas no tempo, na qual os
tempos de coleta considerados foram: pré-desafio (animais alimentados com racées
suplementadas com doses de levamisol durante 45 dias) e sete e 14 dias apds
desafio. Os tratamentos que apresentaram diferengas significativas tiveram as
médias comparadas pelo Teste de Tukey. Ambas as analises foram realizadas a 5%
de probabilidade. Os dados foram analisados utilizando o software Statsoft Statistica

versao 6.0.

3 RESULTADOS

3.1 Qualidade da agua

Durante o periodo experimental os parametros fisico-quimicos da agua nao
foram significativamente diferentes (P>0,05) entre os tratamentos, permanecendo
dentro das condi¢cdes adequadas para o cultivo de organismos aquaticos (Tabela 1)
(Arana, 1997; Kubitza, 2003).



46

Tabela 1. Qualidade da agua dos tanques durante o experimento com juvenis de matrinxas
alimentados com ragdes suplementadas com diferentes doses de levamisol por
45 dias. Controle; L100; L200; L300; L400 e L500 com 0, 100, 200, 300, 400, e
500 mg levamisol/kg racao, respectivamente.

Tratamentos
Parametros Controle L100 L200 L300 L400 L500
Oxigénio dissolvido 5,08t0,19  5,06+0,07 5,12#0,28  5,16+0,14  5,15#0,12  5,08+0,21
(mg/L)
Temperatura 27,24+0,05 27,19+0,03 27,18+0,06 27,11+0,05 27,16+0,01 27,20+0,01
(°C)
Condugividade 19,36£0,39 20,01£0,69 19,54+0,89 19,19+0,11 19,32+0,80 19,29+0,76
(uS/cm®)
pH 5,37+0,08  5,43+0,08 5,44+0,06 5,53t0,09 5,51+£0,02  5,48%0,02
Alcalinidade total 73,7£0,58 72,2+256  66,5+2,12  71,0£2,00 67,3t5,96 66,515,67
(mg CaCOgy/L)
Dureza total 18,3212,88 18,35+5,77 18,35+2,88 16,68+2,88 20,02+5,00 16,67+2,88
(mg CaCOa4/L)
CO, 15,5+2,5 16,7+2,8 13,3%1,44 12,7+1,44 13,3+1,44 14,2+1,44
(mg/L)
NH;+NH,;" 0,268+0,11 0,295+0,12 0,215+0,04 0,238+0,04 0,205%£0,05 0,292+0,18
(mg/L)
NO, 0,004+0,001 0,004+0,000 0,004+0,001 0,002+0,001 0,003+0,000 0,003+0,000
(mg/L)

Valores expressos em meédia + desvio padréo.

3.2 Efeito da suplementacao de diferentes concentracoes de levamisol
na dieta do matrinxa

Em condicdo de bioensaio, a suplementacdo com diferentes concentracoes
de levamisol ndo influenciou significativamente (P>0,05) no consumo de ragao, no
ganho de peso e na sobrevivéncia do matrinxd (Figuras 1 - 3). Os animais
apresentaram ganho de peso médio de 38,3 + 8,4 g, peso médio final de 65,8 £9,3 g
e conversao alimentar média de 1,36 + 0,11. Os resultados indicam, entretanto,
tendéncia ao menor consumo de ragcao e, consequentemente, menor ganho de peso
nos animais alimentados com altas doses do levamisol (500 mg/kg).
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Figura 1. Ganho de peso médio individual (GPMI) e consumo médio de racao individual
(CMRI) de matrinxds alimentados com ragdes suplementadas com diferentes
doses de levamisol durante 45 dias. Controle; L100; L200; L300; L400 e L500
com 0, 100, 200, 300, 400, e 500 mg levamisol/kg racao, respectivamente. Média
* desvio padréo.
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Figura 2. Ganho de peso médio individual diario (GPMID) e consumo diario de racdo (CDR)
de matrinxas alimentados com racgdes suplementadas com diferentes doses de
levamisol durante 45 dias. Controle; L100; L200; L300; L400 e L500 com 0, 100,
200, 300, 400, e 500 mg levamisol/kg ragao, respectivamente. Média + desvio
padrao.
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Figura 3. Taxa de crescimento especifico — TCE (A), conversao alimentar aparente — CAA
(B), e sobrevivéncia (C) de matrinxds alimentados ragbes suplementadas com
diferentes doses de levamisol durante 45 dias. Controle; L100; L200; L300; L400
e L500 com 0, 100, 200, 300, 400, e 500 mg levamisol’kg racgao,
respectivamente. Média * desvio padrao.

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores dos parametros sangliineos do
matrinxa alimentado com e sem suplementacao de levamisol na racao, durante 45
dias. De acordo com as andlises estatisticas, o hematdcrito, a concentragédo de
hemoglobina total ([Hb]) e celular (CHCM), o volume celular (VCM) e a glicemia nao
foram influenciados pelos diferentes niveis de levamisol na racdo. Entretanto,

comparando os valores obtidos para os animais do controle com os demais
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tratamentos, foi verificado aumento significativo (P<0,05) no nimero de eritrécitos e

trombdcitos no tratamento L300 e proteinas totais no tratamento L100.

Tabela 2. Parametros sangliineos do matrinxa alimentado com ragdo suplementada com
diferentes doses de levamisol durante 45 dias. Controle; L100; L200; L300; L400
e L500 com 0, 100, 200, 300, 400, e 500 mg levamisol’kg racgao,
respectivamente. Média + desvio padrdo. VCM = volume corpuscular médio;
CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média; Pt = proteinas totais.

Parametros Tratamentos

Controle L100 L200 L300 L400 L500
Hematocrito
(%) 33,66+3,102 34,13+5,482 31,58+3,182 33,47+3,122 36,00+2,962 34,00+5,012
Hemoglobina
(g/dL) 8,61+0,982 9,39+0,952 9,07+1,082 9,56+1,122 9,47+1,222 9,37+1,58°2
Eritrocitos

(célluLx10%)  2,32+0,22° 246+0,18%° 2,46+0,25®° 259+0,23° 2,33+0,22° 2,50+0,25%
VCM

(ums/cel) 145,2+13,52 139,5+17,12 128,6+10,12 129,8+14,4® 155,0+13,9% 137,7+14,0°
CHCM

(%) 25,71+3,192 28,09+4,772 28,85+3,162 28,73+3,792 26,45+3,75% 27,20+3,00%
Leucdcitos

(CélluLx10%)  3,18+0,91% 4,74+271% 4,1041,97® 4,43+1,68° 2,75+0,93° 4,55+1,86%
Trombocitos

(céllulx10%)  2,18+0,70° 2,61+0,77%®° 2,48+0,99%° 3,37+1,09° 2,13+0,67° 2,95+1,36%
Glicose

(mg/dL) 49,50+7,40° 57,49+10,012 53,36+7,22% 65,80+15,022 51,75+8,51% 51,92+8,82°
Pt
(g/dL) 2,62+0,55° 3,05+0,76° 2,77+0,87°° 2,95+0,36%° 3,00+0,30% 2,72+0,66%

Letras diferentes na mesma linha indicam médias diferentes (p<0,05).

3.3 Efeito de diferentes concentracoes de levamisol na dieta do matrinxa
apos infeccao com A. hydrophila

Para avaliar o efeito da suplementacdo do levamisol nas respostas
fisiolégicas do matrinxa, antes e apdés o teste de desafio com a bactéria A.
hydrophila, foram considerados como pré-desafio os resultados obtidos durante os
45 dias de suplementacao (Tabela 2).

Os resultados dos parametros sangliineos analisados estdo expressos na
Figura 4. Os niveis de hematdcrito (Ht) dos peixes dos tratamentos L200 e L300 nao
apresentaram alteracdo, enquanto foi observada queda significativa nos valores
desse parametro para os demais tratamentos, dos quais apenas o tratamento L100
conseguiu retornar aos niveis iniciais apdés 14 dias. Os animais infectados
apresentaram, ainda, aumento significativo na hemoglobina total ([Hb]) e celular
(CHCM) em todos os tratamentos. O volume corpuscular médio (VCM) nao

apresentou alteracdes apds a inoculacao bacteriana (P>0,05). A infeccao bacteriana
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causou uma reducgdo significativa no numero de eritrocitos, independente do
tratamento, sendo observadas reducbes na contagem dessas células apds sete e 14
dias da inoculacdo, exceto para L100. Os peixes alimentados com racdes
suplementadas com levamisol, exceto do L400, também apresentaram reducao nos
leucécitos totais apds a infeccao (P<0,05), sendo que, apds 14 dias infectados, os
peixes nao haviam recuperado os valores iniciais. Contudo, foi observado aumento
no numero de trombdcitos apos infeccéo, independente do tratamento testado.

A infeccdo causada pela bactéria A. hydrophila nao influenciou na glicemia
dos peixes, independente do tratamento, mas causou queda significativa nos niveis
de proteinas totais dos peixes dos tratamentos L100 e L300, embora esses valores
tenham retornado aos niveis semelhantes aos encontrados no pré-desafio apos 14
dias da inoculacao (Figura 5).
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Figura 4. Parametros sanglineos do matrinxa alimentado com ragbes suplementadas com
diferentes concentragdes de levamisol (Pré-desafio) e apoés 7 e 14 dias do
desafio com A. hydrophila. Hematécrito — Ht (A), concentragdo de hemoglobina
total - [Hb] (B), numero de eritrécitos — RBC (C), volume corpuscular médio —
VCM (D), concentragdo de hemoglobina corpuscular média — CHCM (E),
leucocitos — WBC (F), trombdécitos (Tromb.). Controle; L100; L200; L300; L400 e
L500 com 0, 100, 200, 300, 400, e 500 mg levamisol/kg racao, respectivamente.
Letras mailsculas diferentes indicam diferencas entre os tratamentos em cada
tempo de amostragem e letras minUsculas entre 0 mesmo tratamento nos
diferentes tempos (p<0,05). Média + desvio padrao.
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Figura 5. Niveis de glicose (A) e proteinas totais — Pt (B) do matrinxa alimentado com
racoes suplementadas com diferentes concentragcoes de levamisol apds 7 e 14
dias do desafio com A. hydrophila. Controle; L100; L200; L300; L400 e L500 com
0, 100, 200, 300, 400, e 500 mg levamisol/kg racao, respectivamente. Letras
mailsculas diferentes indicam diferencas entre os tratamentos em cada tempo de
amostragem e letras mindsculas entre 0 mesmo tratamento nos diferentes
tempos (p<0,05). Média + desvio padrao.

4 DISCUSSAO

Antibi6ticos, vacinas e imunoestimulantes tém sido amplamente utilizados
como medidas profiladticas para controlar doencas em peixes de cultivo (Anderson,
1992). O uso de imunoestimulantes, em particular, tem sido bastante difundido, pois
nao apresenta efeitos negativos ao homem nem ao meio ambiente. Na literatura sdo
descritos varios imunoestimulantes eficazes para peixes, dentre eles o levamisol,
composto sintético utilizado como agente anti-helmintico e, mais recentemente,
como imunoestimulante, embora seu mecanismo de acao sobre as células do
sistema imune ainda nao esteja totalmente esclarecido (Kumari & Sahoo, 2006).

Estudos sugerem diferentes doses de levamisol como suplemento alimentar
(150, 250 e 450 mg/kg de dieta) a fim de melhorar o crescimento e as respostas
imunes nao especificas de diversas espécies de peixes (Mulero et al., 1998; Leano
et al., 2004; Li et al., 2006a; Misra et al., 2006) e, por outro lado, o excesso de
levamisol pode apresentar efeitos negativos (Li et al., 2004). A variacdo dos
resultados a respeito da dose necesséria para a obtencao de efeitos positivos pode
ser explicada pelas diferengas nos métodos de administragéo do levamisol, a idade
dos peixes, seu estado fisiolégico, ou mesmo variacoes inter-especificas (Mulero et
al., 1998). Sendo assim, é de extrema importancia que seja determinada a dose
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ideal, assim como o tempo de suplementacdo do levamisol, que efetivamente
tenham efeito protetor contra agentes patogénicos ou estressores.

Os resultados obtidos para matrinxa alimentado com dieta suplementada com
levamisol por 45 dias ndo apresentaram efeitos significativos no crescimento dos
peixes. Esses resultados foram contrarios aos descritos por Li et al. (2006b), que
observaram melhora de 10% no crescimento e na conversado alimentar do “hybrid
striped bass” alimentado com doses inferiores a 500 mg de levamisol’kg apés trés
semanas de suplementacdo. Da mesma maneira, a ingestdo de levamisol por
Sparus aurata teve impacto significativo no tamanho e no peso dos animais ap6s 10
semanas de suplementagdo (Mulero et al.,, 1998). Neste estudo, contudo, foi
observada tendéncia a menor consumo de ragdo e, consequentemente, menor
ganho de peso, do matrinxd alimentado com a ragdo contendo 500 mg de
levamisol/kg, ao longo do periodo experimental. Segundo Li et al. (2004), existe uma
tolerancia espécie-especifica ao levamisol, que deve ser determinada, e que o0 uso
excessivo dessa substancia pode resultar em depressao do crescimento e reducao
da eficiéncia alimentar.

Ainda nao foram descritos 0s mecanismos pelos quais o levamisol influencia
positivamente no ganho de peso dos animais. Contudo, € provavel que a boa
condicao fisiol6gica que ele proporciona ao animal, além de sua agdo como anti-
helmintico, possam levar o animal a uma condicdo de bem estar, estimulando a
ingestdo de alimento e, ocasionando assim, em melhor ganho de peso. Neste
estudo, embora nao tenha sido observado incremento nos parametros zootécnicos
dos peixes alimentados com racdo suplementada com levamisol, os resultados
apresentados foram satisfatérios para a producdo de matrinxa, o que demonstra a
qualidade em que foi conduzido o bioensaio. Para avaliagdo do real efeito do
levamisol como agente promotor de crescimento para o matrinxa, seria interessante
a conducdo de outros estudos em condicbes de cultivo, nas quais 0s animais
possam estar sujeitos aos fatores estressantes intrinsecos da produgcao, como altas
densidades populacionais, alteracbes na qualidade da agua e até mesmo o
parasitismo.

Os indices hematolégicos sao parametros importantes para avaliacao do
estado fisiol6gico dos peixes, pois estdo diretamente relacionados com a resposta
do animal ao ambiente (Vazquez & Guerrero, 2007). Esses indices tém sido

amplamente utilizados no monitoramento das respostas dos peixes a estressores
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(Svobodova et al., 1994). Os parametros sanglineos de matrinxa, embora tenham
apresentado algumas alteracées durante o periodo de alimentacao e apds o desafio,
indicam a capacidade adaptativa desta espécie em manter a homeostase fisiol6gica
frente a um agente estressor. A alimentagdo com levamisol, de maneira geral,
aumentou o numero de eritrocitos em todos os tratamentos e, consequentemente, a
concentracdo de hemoglobina, sugerindo melhor capacidade de transporte de
oxigénio por esses animais.

Ap6s a inoculacdo bacteriana, o matrinxd ndo apresentou resposta
diferenciada nos tratamentos com e sem suplementagédo na dieta. Esses resultados
corroboram com aqueles obtidos por Andrade et al. (2006) com matrinxas
alimentados com dieta suplementada com vitamina C e submetidos a infeccao pela
A. hydrophila, cujos valores dos parametros hematologicos ndo sofreram alteracdes.
Entretanto, o efeito do estresse pela bactéria causou alteragcdes no perfil
hematoldgico dos peixes, particularmente nos valores de Ht, RBC, [Hb] e CHCM,
apds sete dias do desafio. De acordo com os resultados obtidos, a diminuicdo nos
valores de Ht foi conseqliéncia da diminuicdo no RBC. Entretanto, a capacidade de
transporte do oxigénio aos tecidos nao foi comprometida, visto que houve aumento
na sintese de hemoglobina, confirmada pelos valores da [Hb] e CHCM. Harikrishnan
et al. (2003) ja haviam descrito que a infeccdo causada por Aeromonas hydrophila
resulta em prejuizo na sintese de células sanglineas para a carpa comum, Cyprinus
carpio. Assim como no presente estudo, Falcon (2007) concluiu que a
suplementacdo de B-glucano e de vitamina C na dieta da tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus, nao foi capaz de manter a eritropoiese nos padroes
considerados adequados para animais sadios.

A primeira defesa contra os agentes patogénicos que afetam o animal é
produzida pelo sistema imune nao especifico, evidenciada pelas alteracbes no
numero de leucocitos e trombdcitos (Bozzo et al., 2007; Garcia et al., 2007). Os
leucécitos podem ser também bons indicadores de estresse fisioldgico em peixes,
apesar dos poucos resultados para peixes tropicais (Affonso et al., 2004; Tavares-
Dias & Moraes, 2004; Andrade et al., 2007). Embora para alguns autores os
trombdcitos ndo sejam incluidos como célula leucocitaria (Hrubec et al., 2001;
Ranzani-Paiva et al., 2003), para outros estas células, além de apresentarem fungéao
hemostatica, agem também como células de defesa, apresentando atividade
fagocitica (Kozinska et al., 1999; Bozzo et al. 2007).
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Diversos estudos mostraram que a alimentacao com imunoestimulantes pode
levar ao aumento no numero de leucécitos. Por exemplo, C. carpio alimentados com
B-glicano+lipopolissacarideo mostraram aumento significativo no WBC, que foi
diretamente proporcional as doses utilizadas (Selvaraj et al., 2006). Da mesma
maneira, a suplementacdo com altas doses de vitamina C causou aumento
significativo do WBC em matrinxa (Affonso, et al., 2007), em pacu, Piaractus
mesopotamicus (Garcia et al., 2007) e em pirarucu, Arapaima gigas (Menezes et al.,
2006; Andrade et al.,, 2007). Contudo, os resultados desses parametros para
matrinxa, neste estudo, ndo foram influenciados pelas diferentes concentracbes de
levamisol na dieta.

Entretanto, ap6s o desafio com a bactéria, a adicdo de levamisol na dieta
influenciou negativamente no numero de leucocitos dos peixes. A leucopenia foi
anteriormente descrita por Barton e Iwana (1991), que ressaltaram que a diminuicao
no namero total leucécitos pode ser acompanhada por linfopenia em condicbes de
estresse. Varios estudos tém relacionado a diminuicdo no numero de células
brancas totais com os altos niveis de cortisol e catecolaminas em situacoes de
estresse (Pickering & Pottinger, 1985; Barton & Iwana, 1991; McDonald & Milligan,
1992). No presente estudo, diferente dos leucécitos, os valores de trombdcitos do
matrinxa sofreram aumento apds a inoculagdo bacteriana, independente do
tratamento testado. Esses resultados corroboram com aqueles descritos por
diversos autores (Martins, 2000; Bozzo et al., 2007; Garcia et al., 2007) sobre a
importancia desta célula nos mecanismos de defesa do organismo, as quais sédo
células predominantes nos exudatos inflamatérios.

Além dos indices hematolégicos, 0s niveis glicémicos sao importantes
indicadores de estresse em peixes em condicoes de cultivo (Hattingh, 1986;
Wendelaar-Bonga, 1997). Em situacdes de estresse, os peixes, geralmente utilizam
suas reservas de glicogénio hepético por meio de glicogendlise, disponibilizando
maior quantidade de energia para o organismo se adaptar as condicdes
desfavoraveis (lwama et al., 2004). Em condicbes de bioensaio por 45 dias, os
peixes alimentados com ra¢des suplementadas e ndo suplementadas com levamisol
nao mostraram necessidade de uma maior demanda energética. Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos com outros imunoestimulantes, como
superdose de vitamina C na dieta do matrinxa durante 60 dias (Affonso et al., 2007),
e 0 B-glicano, fornecido durante 42 dias para o Labeo rohita (Misra et al., 2006). A
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glicose plasmatica dos animais sob efeito da bactéria A. hydrophila nao mostrou
qualquer alteracdo nos diferentes tratamentos e tempos de exposicdo, embora
tenham sido verificados valores superiores aos do bioensaio. Isto, provavelmente,
deve-se a alta tolerancia do matrinxd a bactéria A. hydrophila (DLsy 96-h = 6,66 x
10" células/mL), submetido ao teste desafio com solugdo bacteriana com apenas
60% da DLso.

Alteragcdoes nas proteinas totais, além de bons indicadores de estresse
fisioldgico, estdo associadas a uma maior resposta imune nos peixes (Wiegertjes et
al., 1996). O aumento de proteinas totais no plasma pode ser indicativo da presenca
de lisozimas, imunoglobulinas, anticorpos e componentes do sistema complemento.
Neste estudo, a alimentacdo com levamisol durante 45 dias causou aumento nos
niveis de proteinas totais, cujos valores obtidos no tratamento L100 apresentaram
diferenga  significativa com relacdo ao controle. Outras substancias
imunoestimulantes tém mostrado efeitos positivos na sintese de proteinas
plasmaticas. Misra et al. (2006), observaram aumento significativo nos niveis de
proteinas totais apds suplementacao de L. rohita com B-glicano. Para o pirarucu, A.
gigas, a adicao das vitaminas C e E na dieta, proporcionou niveis altos de proteinas
totais, tanto em condi¢coes experimentais, como em producdao em tanque-rede
(Menezes et al., 2006; Andrade et al., 2007). Para Labeo rohita (Sahoo & Mukherjee,
2001) e Clarias batrachus (Kumari & Sahoo, 2006), contudo, as concentracdes de
proteinas totais no plasma nao foram influenciadas pela suplementacao de levamisol
na dieta.

E descrito na literatura que a infeccdo por bactérias ou parasitas resulta na
diminuicdo nos niveis de proteinas totais no plasma de peixes (Wedemeyer &
McLeay 1981; Boon et al., 1990). Neste estudo, contudo, foi observada diminuicao
nos niveis de proteinas totais ap6s sete dias da inoculacdo bacteriana nos peixes
alimentados com 100 e 300 mg de levamisol/kg de dieta, recuperando os niveis
encontrados antes do desafio apdés 14 dias. Resultados semelhantes foram
observados para o pacu, P. mesopotamicus, alimentado com dietas suplementadas
com vitaminas C e E, que apresentou diminuicdo nos niveis de proteinas
plasmaticas apds desafio com A. hydrophila (Garcia et al., 2007).

Assim, com os resultados obtidos neste estudo é possivel concluir que: 1) em
condigdes experimentais (bioensaio), a suplementacdo com levamisol em baixas

concentracdes proporcionou um estado fisiolégico adequado para o matrinxa,



57

promovendo melhores condigcdes para o transporte de oxigénio e para o sistema
imune nao-especifico, e; 2) o levamisol ndo foi capaz de minimizar as respostas de
estresse evidenciadas pela infeccdo por A. hydrophila. Contudo, para se obter
resultados conclusivos sobre o efeito do levamisol como imunoestimulante para o
matrinxa, sugere-se a realizacao de experimentos em sistema de producéo, assim
como diferentes periodos de suplementacdo e a avaliacdo de indicadores
imunolégicos nao-especificos, como a concentracdo e atividade de lisozimas e a

atividade respiratéria de leucécitos.
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CAPITULO 4

Efeito da suplementacao de levamisol no estresse por transporte de

matrinxa, Brycon amazonicus

RESUMO

Esse estudo avaliou o efeito da suplementacdo alimentar com levamisol,
durante diferentes periodos, nas respostas fisiolégicas de estresse do matrinxa,
Brycon amazonicus, ap6s cinco horas do transporte. Para isso, foram utilizados
quatro tratamentos: TR1 (controle - sem levamisol) e TR2, TR3 e TR4, com 100
mg de levamisol/kg durante seis, 12 e 18 dias antes do transporte,
respectivamente. Antes e imediatamente ap6s o transporte, e em 24, 48 e 96 h
de recuperacao, foram avaliadas as respostas primarias e secundarias de
estresse. Independente do tratamento testado, os peixes apresentaram
hiperglicemia, aumento no niumero de eritrécitos, aumento da hemoglobina total
e celular e diminuigdo no volume celular e nos niveis de cloreto plasmatico. Os
peixes dos tratamentos com levamisol apresentaram aumento nos niveis de
cortisol apds o transporte, estando este associado a diminuicdo no numero de
leucécitos e trombécitos circulantes. Os resultados sugerem que a
suplementacao com levamisol nao foi capaz de minimizar os efeitos fisiol6gicos
negativos causados pelo transporte no matrinxa, podendo ainda apresentar
efeito imunossupressor sobre leucécitos e trombdcitos. Entretanto, os efeitos
do estresse sobre os peixes dos tratamentos com e sem suplementacdo de
levamisol demonstraram a capacidade adaptativa dessa espécie em recuperar
a homeostase fisiolégica, sendo os periodos mais criticos as primeiras 24 h de
recuperagao apdés o transporte.

Palavras-chave: estresse, imunoestimulante, levamisol, matrinxa, transporte.
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ABSTRACT

Effect of dietary levamisole on the stress responses of matrinxa, Brycon
amazonicus

This study evaluated the effect of dietary levamisole, for different
supplementation periods, on the physiological stress responses of matrinxa,
Brycon amazonicus, to a five-hour transport. Different treatments were tested:
TR1 (control feed), and TR2, TR3 and TR4, which were supplemented with 100
mg levamisole chloridrate/kg during six, 12 and 18 days prior to transport,
respectively. The effects were evaluated by measuring primary and secondary
stress responses in five sampling assays: before and immediately after
transport, and at 24, 48 and 96 hours of recovery. The results show that fish
from all treatments presented hyperglycemia, increased number of erythrocytes,
increased total and cellular hemoglobin, and decreased cellular volume and
plasmatic chloride levels. Fish fed diets supplemented with levamisole also
presented increased cortisol levels after transport, which were related to the
decrease in leukocytes and thrombocytes count. The results suggest that
levamisole supplementation was not able to mitigate the negative effects
caused by the transport of matrinxa, and it could also present an
immunosuppressive effect in leukocytes and trombocytes. However, the stress
effects observed in fish from treatments with and without levamisole
supplementation demonstrated the adaptative capacity of this species in
recovering physiological homeostasis, in which the most critical period was the
first 24 hours after transport.

Key-words: Brycon amazonicus, immunostimulant, levamisole, stress,
transport.

1 INTRODUCAO

O transporte de peixes vivos é uma pratica rotineira na piscicultura
intensiva e, considerado, por diversos autores, como importante fonte de
estresse (Barton & Peter, 1982; Robertson et al., 1987). Isto ocorre porque
todas as fases envolvidas no transporte sdo traumaticas e geradoras de
estresse e expdem 0s peixes a uma série de estimulos que podem causar
danos a saude e, conseqlientemente, levar a sua morte (Carmichel et al.,19883;
Lim et al., 2003; Bendack, 2004; Urbinati et al., 2004; Inoue, 2005).

Na luta pela sobrevivéncia, os peixes reagem com complexo conjunto de
respostas adaptativas (Chrousos, 1998), classificadas por alguns autores como
primarias, secundarias e terciarias (Wedemeyer, 1996; Barton, 2002; Urbinati &
Carneiro, 2004). Respostas primarias consistem na liberagcdo dos hormonios
cortisol e catecolaminas (Urbinati & Carneiro, 2004) e as respostas secundarias
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sao decorrentes da liberacdo desses horménios, e incluem hiperglicemia,
desequilibrio osmético e eletrolitico, alteracdes nas variaveis hematoldgicas e
imunossupressao, entre outras (Wedemeyer, 1996; McDonald & Milligan, 1997;
Mommesen et al., 1999; Tavares-Dias & Moraes, 2004; Urbinati et al., 2004). As
respostas terciarias incluem mudancas no comportamento, diminuicado do
crescimento e do desempenho reprodutivo e aumento da suscetibilidade a
doencas (Wedemeyer & McLeay, 1981).

Para minimizar tais efeitos negativos do transporte & importante que
sejam realizados procedimentos e técnicas preparatérias relacionadas ao
peixe, a agua, aos equipamentos € ao manejo envolvido nesta operagao
(Grdttum et al., 1997; Kubtiza,1999; 2003; Carneiro & Urbinati, 2002; Lim et al.
2003; Gomes & Urbinati, 2005; Gomes et al., 2006). Alguns estudos tém
mostrado que 0 uso de imunoestimulantes, principalmente como medida
profilatica, minimiza o estresse fisiol6gico em peixes cultivados (Hardie et al.,
1991; Jeney et al., 1997; Volpatti et al., 1998; Menezes et al., 2006; Okamura et
al., 2007; Affonso et al., 2007), pois os objetivos da imunoestimulacao incluem
nao somente a promocdo da resposta imune contra agentes infecciosos, mas
também a superagcdo dos efeitos imunossupressivos causados pelo estresse
(Anderson, 1992).

Existem inumeras substancias que atuam como imunoestimulantes,
entretanto, sdo poucas aquelas adequadas para uso na aquicultura (Sakai,
1999). Dentre essas o levamisol tem sido testado em diversas espécies para
melhorar as respostas imunes nao especificas (Purzyc & Calkosinski, 1998;
Gopalakannan & Arul, 2006) e aumentar a resisténcia contra bactérias
patogénicas e parasitas (Geets et al., 1992; Sahoo e Mukherjee, 2002; Munday
& Zilberg, 2003; Gopalakannan & Arul, 2006). Os efeitos da suplementacao
com levamisol apresentam relacdo direta com a concentracao utilizada, a forma
e o periodo de suplementacao (Jeney & Anderson, 1993; Jeney et al., 1994;
Mulero et al., 1998; Safi et al., 2006; Ispir & Yonar, 2007). Essas sao
informacgdes importantes, pois, na pratica, o custo da dieta implica em aumento
de custos e mao-de-obra para a producao.

O matrinxd, Brycon amazonicus, espécie nativa da bacia Amazdnica

(Lima, 2003) de grande interesse para a agroindustria de pescado em todo o
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Brasil (Izel & Melo, 2003), embora bem adaptado ao cativeiro, & sensivel ao
manuseio e transporte, apresentando alta mortalidade apds tais praticas
(Kubitza, 1999; Inoue et al., 2003). Frente ao grande interesse do setor
produtivo no cultivo dessa espécie, este estudo avaliou a eficiéncia da
suplementacao do levamisol na dieta do matrinxd como mitigador do estresse
do transporte. Para isso, foram avaliadas as respostas fisiologicas

desencadeadas pelos peixes antes e apds o transporte.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

Apbs periodo de aclimatacdao, os peixes foram uniformizados por
tamanho utilizando um classificador de barras. Em seguida, foram pesados
(17,65 £ 1,92 @), e distribuidos em quatro grupos de 140 animais em tanques
de fibra de vidro de 2000 litros, abastecidos, individualmente, com agua de
poco semi-artesiano, com renovagao continua.

Foram utilizados quatro tratamentos com trés réplicas cada, totalizando
12 unidades experimentais: TR1 = controle (racdo sem adicdo de levamisol);
TR2 = (racéo + levamisol durante seis dias antes do transporte); TR3 = (racao
+ levamisol durante 12 dias antes do transporte) e TR4 = (ragdo + levamisol
durante 18 dias antes do transporte). A concentragdo de levamisol utilizada foi
100 mg de cloridrato de levamisol/kg, de acordo com os resultados obtidos no
Capitulo 3 para esta espécie. Os peixes foram alimentados até a saciedade
aparente duas vezes ao dia (09:00 h e 17:00 h).

Apbs seis, 12 e 18 dias de alimentacdo com ragcdo com e sem
suplementacao de levamisol, os peixes foram mantidos em jejum por 48 horas
para o esvaziamento gastrointestinal (Kubitza, 1999). Em seguida, foram
transferidos para 12 tambores de PVC com 20 litros de agua cada e 0,6% de
sal (NaCl) (Carneiro & Urbinati, 2001) para a realizacdo do transporte. Os
tambores receberam oxigénio puro difundido por pedras porosas durante todo
o transporte, que teve duragdo de cinco horas. Apds o transporte, os peixes
foram transferidos para tanques de PVC de 500 L, com aeracéo e fluxo de

agua continuos, para recuperacdo. Amostras de sangue foram coletadas de
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seis peixes por réplica, por meio de pungao caudal, antes e imediatamente
apoés o transporte, e 24, 48 e 96 horas apds o transporte.

2.2 Preparo da racao suplementada com levamisol

A suplementacdo do levamisol foi feita em racdo extrusada comercial
contendo 36% de proteina bruta. A racao foi triturada, usando um moinho de
martelo com peneira com mesh de 1 mm, e acrescentado levamisol para
completar 100 mg de levamisol’kg. Em seguida, a mistura foi umedecida com
350 mL de agua’kg, sendo a massa peletizada num moedor de carne (Marca
CAF, modelo 22S). Os peletes foram secos em estufa a 40 °C, resfriados,
embalados e armazenados a -20 °C. Para o controle, a mesma ragdo comercial

foi preparada sem a suplementacao de levamisol.

2.3 Monitoramento da qualidade de agua

Todos os métodos estdo descritos em detalhes no Capitulo 3, sendo,
portanto, citados resumidamente neste capitulo.

Antes do inicio dos experimentos e durante todo o0 processo
experimental, foram feitas analises fisico-quimicas da agua. A concentracao de
oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica e pH foram medidos
diariamente as 9:00 horas, enquanto que as anadlises de amonia, nitrito,
alcalinidade, dureza e CO, foram realizadas semanalmente.

Oxigénio dissolvido, temperatura e condutividade foram determinados
utilizando medidor multiparamétrico digital, e o pH foi medido com medidor de
pH digital. As concentragées de amonia total (NH; + NH4*) foram determinadas
pelo método colorimétrico segundo Verdouw (1978) e os valores de amoénia
ndo ionizada foram calculados segundo Kubitza (2003). A concentracdo de
nitrito (NO;") foi determinada pelo método colorimétrico de Boyd & Tucker
(1992). A alcalinidade e dureza foram determinadas por meio de titulagcdo
descrita por Boyd & Tucker (1992). O gas carbdnico medido segundo Boyd &
Tucker (1992), porém, utilizando adaptacédo para o minimo contato com o ar

atmosférico.
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2.4 Coletas de sangue e analises

Todos os métodos, exceto determinacdo de ions e cortisol, estdo
descritos em detalhes no Capitulo 3, sendo, portanto, citados resumidamente
neste capitulo.

Apés a coleta de sangue, foram feitas as determinagdes do hematdcrito
(Ht), do numero de eritrocitos (RBC) e da dosagem de hemoglobina ([Hb])
utilizando-se os métodos classicos. O volume corpuscular médio (VCM) e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados a
partir dos valores de Ht, [Hb] e RBC. A contagem dos leucdcitos totais (WBC)
foi feita utilizando-se as extensdes sangilineas segundo Tavares-Dias et al.
(2002), apds serem previamente coradas pelo método de coloracdo rapida May
Grianwald-Giemsa Wright (MGGW), segundo Tavares-Dias & Moraes (2003).
Apés a centrifugacao do sangue, o plasma foi utilizado para a determinacéo da
glicose e proteina total, pelo método enzimatico-colorimétrico e pelo método
biureto, respectivamente, utilizando kits comerciais (marca Doles).

A concentragdo dos ions Na" e K' foi determinada utilizando-se
fotbmetro de chama (marca DIGMED, modelo DM-61), apés diluicdo do plasma
na agua (1:100). A concentracao de ions CI~ foi medida utilizando-se kit
comercial (marca Sigma n° 461-3) com absorbancia de 490 nm, em uma
Leitora de microplacas (marca DYNEX THECHNOLOGIES, INC., modelo MRX-
HD). Os resultados sao apresentados em mEqg/L.

O cortisol plasmatico foi determinado pelo método de Elisa, utilizando-se
leitora de microplaca (marca DLS Active, modelo EIA DSL -10 -2000 ACTIVE),
com leitura de 450 nm com meio de correcdo de comprimento de onda de 600
ou 620 nm. O procedimento segue 0 principio basico de imuno-ensaio
enzimatico, onde ha competicdo entre um antigeno ndo marcado e um
antigeno enzima-marcado por um numero fixo de sitios que se ligam ao
anticorpo. Os resultados foram calculados por meio de uma curva padrao em

ng/mL.
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2.5 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado. Os resultados
dos tratamentos e da qualidade da agua foram determinados mediante a
analise de variancia (ANOVA) com medidas repetidas no tempo. Os
tratamentos que apresentaram diferencas significativas tiveram as médias
comparadas pelo Teste de Tukey, sendo ambas as analises realizadas a 5%
de probabilidade. Os dados foram analisados utilizando o software Statsoft

Statistica versao 6.0.

3 RESULTADOS

Os parametros fisicos-quimicos da agua nao apresentaram diferencas
significativas (P>0,05) entre os tratamentos, durante seis, 12 e 18 dias de
alimentacdo com dieta suplementada com levamisol (Tabela 1), permanecendo
dentro das condicoes adequadas para o cultivo de organismos aquaticos
(Arana, 1997; Kubitza, 2003).

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 2, a qualidade da agua,
apos cinco horas de transporte, apresentou alteragdes significativas. Em todos
os tratamentos, foi observado aumento nos valores médios de temperatura,
concentragdo de aménia total, amdnia tdxica, nitrito e CO, comparados aos
valores obtidos antes do transporte. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos, exceto para a concentracdo de amonia total,
que foi mais elevada nos tratamentos TR1 e TR3. Houve diminuigdo nos
valores de condutividade elétrica apbés o transporte, ndo havendo diferenca

significativa entre os tratamentos.
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Tabela 1. Oxigénio dissolvido (OD), temperatura, condutividade elétrica (CE), pH
amonia total (NHs+NH,"), aménia ndo ionizada (NHs), nitrito (NO,), didxido
de carbono (CO,), alcalinidade total (AT) e dureza total (DT) da agua de
cultivo do matrinxd (B. amazonicus) nos diferentes tratamentos: TR1=
controle; TR2= racéo + levamisol por seis dias; TR3= ragéo + levamisol por
12 dias e TR4= racao + levamisol por 18 dias antes do transporte.

Parametros Tratamentos

TR1 TR2 TR3 TR4
OD (mg/L) 5,62+0,47 5,94+0,35 5,9940,40 6,29+0,43
Temperatura (°C) 28,1+0,54  28,2+0,51 28,2+0,52 28,1+0,52
CE (uS/cm?®) 25,61+2,62 25,65+2,00 25,71+2,04 25,58+1,99
pH 6,67+0,36 6,69+0,33  6,69+0,30 6,60,40
NHsz + NH,* (mg/L) 0,154+0,02 0,149+0,04 0,135+0,06 0,134%0,01
NH; (mg/L) < 0,000 < 0,000 < 0,000 < 0,000
NO, (mg/L) 0,025+0,001 0,026+0,003 0,028+0,002 0,028+0,003
CO, (mg/L) 10,0+0,0 10,0+0,0 10,0+0,0 10,0+0,0
AT (mg/L de CaCOQOy) 76,5+0,50 76,0+0,75 70,75%0,41 68,25+0,75
DT (mg/L de CaCQs,) 17,5212, 50 17,5242,50 20,02+0,52 17,52+2,75

Valores expressos em meédia + desvio padrao.

Tabela 2. Oxigénio dissolvido (OD), temperatura, condutividade elétrica (CE), pH
amonia total (NHs+NH,"), aménia ndo ionizada (NHs), nitrito (NO,), didxido
de carbono (CO,), alcalinidade total (AT) e dureza total (DT), da agua apés
5 h de transporte do matrinxa (B. amazonicus). TR1= controle; TR2= racao
+ levamisol durante seis dias antes do transporte; TR3= ragéo + levamisol
durante 12 dias antes do transporte e TR4= ragéo + levamisol durante 18
dias antes do transporte. Asteriscos indicam diferenga com nivel inicial.
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos,

(p<0,05).
Parametros Tratamentos
TR1 TR2 TR3 TR4

OD (mg/L) 3,88+0,08 4,26+0,11 4,51+0,12 4,93+0,14
Temperatura (°C) 34,2+0,63* 32,0+0,68* 32,6+0,44* 32,2+0,80*
CE (uS/cm®) 11,09+0,87* 10,47+0,86* 10,88+0,98* 10,9+0,98*
pH 6,53+0,54 6,63+0,26 6,47+0,18 6,50+0,32
NHs + NH,* (mg/L) 6,7240,12*2  595+0,17*°*  6,65+0,24*2 5,86+0,33*°
NHs3™ (mg/L) 0,021+0,03* 0,022+0,004* 0,019+0,005* 0,017+0,002*
NO; (mg/L) 0,040+0,009* 0,038+0,007* 0,043%+0,007* 0,035+0,004*
CO, (mg/L) 22,542 5% 20,0+1,30* 20,8+1,44* 20,8+1,44*
AT (mg/L de CaCQOs,) 70,5+0,54 68,3+0,68 61,75+0,69 61,25+0,58
DT (mg/L de CaCQ,) 15,23+2,20  14,98+2,32 18,42+2,45 15,28+2,38

Valores expressos em media + desvio padréo.
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Durante todo o periodo experimental ndo foi observada mortalidade de
peixes nos diferentes tratamentos. Os valores médios correspondentes aos
parametros sanglineos dos animais antes e imediatamente apos o transporte e
em 24, 48 e 96 h de recuperacgao estao apresentados nas Figuras 1 a 6.

Os valores de cortisol apresentaram aumento significativo
imediatamente apdés o transporte para os peixes do TR2, e, apds 24 h de
recuperacao, nos peixes dos tratamentos TR3 e TR4 (Figura 1A). Os niveis de
cortisol dos peixes alimentados com racdo sem levamisol ndo apresentaram
alteracao durante todo o periodo experimental. Apds 24 e 48 h de recuperacgao,
os valores de glicose foram significativamente elevados (P<0,05) em todos os
tratamentos (Figura 1B), retornando ap6s 96 h aos niveis verificados antes e ao
final do transporte.

Na Figura 2 estao representados os valores médios de eritrdcitos (RBC),
hematécrito (Ht) e concentragcdo de hemoglobina total ([Hb]). A analise
estatistica ndo demonstrou diferencas significativas no numero de eritrocitos
dos peixes dos diferentes tratamentos, contudo, observou-se aumento
significativo apdés 24 e 48 h de recuperacdo em todos os tratamentos,
retornando aos valores iniciais apos 96 h (Figura 2A). O hematdcrito manteve-
se praticamente inalterado durante todo o periodo experimental, independente
do tratamento (Figura 2B). Os valores médios da concentracdo de hemoglobina
nao apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos, entretanto,
observou-se elevacao apds 24 e 48 h do transporte em todos os tratamentos,
retornando aos niveis iniciais, apos 96 h de recuperacgao (Figura 2C).
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Figura 1. Valores médios de cortisol (A) e glicose (B) em matrinxas (B. amazonicus)
alimentados com ragdo suplementada com levamisol e submetidos ao
transporte por cinco horas. TR1= controle; TR2 = ragcéo + levamisol por seis
dias; TR3 = ragédo + levamisol por 12 dias e TR4 = ragdo + levamisol por 18
dias antes do transporte. Letras maiusculas indicam diferengas nos
tratamentos entre os diferentes tempos de coleta e letras minusculas
indicam diferengas entre tratamentos no mesmo tempo (P<0,05). Média +
desvio padrao.
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Figura 2. Valores médios de eritrécitos - RBC (A), hematdcrito - Ht (B) e concentragao
de hemoglobina - [Hb] (C) em matrinxas (B. amazonicus) alimentados com
ragdo suplementada com levamisol e submetidos ao transporte por cinco
horas. TR1= controle; TR2 = ragdo + levamisol por seis dias; TR3 = ragéao +
levamisol por 12 dias e TR4 = racdo + levamisol por 18 dias antes do
transporte. Letras maiusculas indicam diferengas nos tratamentos entre os
diferentes tempos de coleta e letras mindsculas indicam diferengas entre
tratamentos no mesmo tempo (P<0,05). Média + desvio padrao.
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Os indices hematimétricos de Wintrobe (1934) estdo representados na
Figura 3. O volume corpuscular médio (VCM) apresentou declinio (P<0,05)
apos 24 e 48 h do transporte, independente do tratamento, recuperado apés 96
h (Figura 3A). A concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
apresentou aumento significativo apds 24 e 48 h de recuperacdo em TR1, TR2
e TRS, retornando aos valores iniciais apds 96 h. Os peixes do tratamento TR4
nao apresentaram alteracdes nos valores de CHCM durante todo o periodo
experimental (Figura 3B).

Os valores médios de leucocitos (WBC) e trombdcitos estdo expressos
na Figura 4. Diminui¢do significativa foi verificada na contagem dos leucocitos
dos peixes de todos os tratamentos com levamisol (TR2, TR3, e TR4)
imediatamente apds o transporte. Esses valores retornaram e se mantiveram
préximos aqueles obtidos antes do transporte durante todo o periodo de
recuperacao (Figura 4A). Da mesma forma, o nimero de trombdcitos diminuiu
significativamente imediatamente ap6s o transporte em todos os tratamentos,
retornando a condicao inicial ap6s o periodo de recuperacao, exceto para TR3
em 96 h que apresentou valores de trombdcitos superiores (P<0,05) aos
obtidos antes do transporte (Figura 4B).

Os valores médios de proteinas totais dos exemplares de matrinxa néao
foram influenciados pela suplementagcédo de levamisol em diferentes tempos de
alimentacao (Figura 5). Durante todo o periodo experimental, os niveis de
proteina foram mantidos até 48 h, com subsequente diminuigdo apds 96 h.
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Figura 3. Volume corpuscular médio - VCM (A) e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média - CHCM (B) em matrinxas (B. amazonicus) alimentados
com racgao suplementada com levamisol e submetidos ao transporte por
cinco horas. TR1= controle; TR2= racao + levamisol por seis dias; TR3=
racao + levamisol por 12 dias e TR4= racao + levamisol por 18 dias antes
do transporte. Letras mailsculas indicam diferengas nos tratamentos entre
os diferentes tempos de coleta e letras minusculas indicam diferencas entre
tratamentos no mesmo tempo (P<0,05). Média + desvio padrao.
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Figura 4. Valores médios de leucocitos - WBC (A) e trombdcitos (B) em matrinxas (B.
amazonicus) alimentados com ragdo suplementada com levamisol e
submetidos ao transporte por cinco horas. TR1= controle; TR2= ragcao +
levamisol por seis dias; TR3= racao + levamisol por 12 dias e TR4= ragéo +
levamisol por 18 dias antes do transporte. Letras maiusculas indicam
diferengas nos tratamentos entre os diferentes tempos de coleta e letras
mindsculas indicam diferengas entre tratamentos no mesmo tempo
(P<0,05). Média + desvio padrao.
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Figura 5. Valores médios de proteinas totais (Pt) em matrinxas (B. amazonicus)
alimentados com ragdo suplementada com levamisol e submetidos ao
transporte por cinco horas. TR1= controle; TR2= ragéo + levamisol por seis
dias; TR3= ragéo + levamisol por 12 dias e TR4= racdo + levamisol por 18
dias antes do transporte. Letras mailsculas indicam diferengas nos
tratamentos entre os diferentes tempos de coleta e letras minusculas
indicam diferengas entre tratamentos no mesmo tempo (P<0,05). Média *
desvio padrao.

Os valores médios dos ions plasmaticos (CI, Na* e K¥) estdo
representados na Figura 6. Os niveis de cloreto diminuiram significativamente
em 24 e 48 h de recuperacao apos o transporte nos tratamentos TR1, TR2, e
TR3 (Figura 6A). No TR4, os niveis de cloreto, embora tenham diminuido, néo
foram significativamente diferentes daqueles obtidos antes e imediatamente
apos o transporte. Apos 96 h, apenas os peixes do TR1 (controle) recuperaram
os niveis de cloreto obtidos antes do transporte. Para o ion potassio,
diminuicao significativa foi observada ap6s 48 h de recuperacdo nos peixes de
todos os tratamentos, retornando as condic¢des iniciais ap6s 96 h (Figura 6B).
As concentracoes de sédio plasmatico, em geral, diminuiram em 48 h de
recuperacao, entretanto, somente TR1 (controle) foi diferente (P<0,05) em
relacdo as demais fases do experimento, retornando aos valores iniciais em 96
h (Figura 6C).
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Figura 6. Valores médios de cloreto - CI" (A), sédio - Na* (B) e potéassio - K" (C) - em
matrinxds (B. amazonicus) alimentados com racao suplementada com
levamisol e submetidos ao transporte por cinco horas. TR1= controle; TR2=
ragcao + levamisol por seis dias; TR3= racao + levamisol por 12 dias e TR4=
racao + levamisol por 18 dias antes do transporte. Letras mailsculas
indicam diferencas nos tratamentos entre os diferentes tempos de coleta e
letras minusculas indicam diferengas entre tratamentos no mesmo tempo
(P<0,05). Média + desvio padrao.
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4 DISCUSSAO

A qualidade da agua durante o transporte de peixes é um dos fatores
que pode afetar o sucesso desta pratica (Kubtiza, 1999). No presente estudo,
os valores elevados de amoénia total (NH3z+NH4") ndo foram suficientes para
aumentar as concentragcdes de aménia toxica (NH3) durante o transporte de
matrinxa, provavelmente devido ao pH, que se manteve praticamente
inalterado apds cinco horas (Tabela 2). Na &agua, a amébnia pode ser
encontrada na forma de ion amoénio (NH4;") ou amédnia (NH3), sendo o pH o
principal fator que determina a proporcdo que essas duas formas estédo
presentes: quanto maior o pH, maior serd a porcentagem de amoénia tdxica
(Kubitza, 2003). Segundo Carneiro & Urbinati (2001), essa espécie parece ser
bastante tolerante ao NHs, podendo sobreviver a concentragédo de 0,70 mg/L
por 24 h.

Além da concentracao de amdnia, os valores médios de temperatura da
agua de transporte de matrinxda, em todos os tratamentos, foram elevados.
Embora esses valores estejam acima dos recomendados por Kubitza (1999)
para o transporte de peixes tropicais, estudos realizados por Guimaraes &
Storti Filho (2003) demonstraram que a faixa de tolerancia a temperatura por
juvenis de matrinxa esta entre 18 e 36 °C. Portanto, os valores elevados de
temperatura durante o transporte de matrinxa (31 a 34 °C) estdo dentro dos
limites tolerados por esta espécie, que teve 100% de sobrevivéncia durante o
experimento.

Para a elaboracao de programas de manejo em aquicultura, a avaliagao
de indicadores fisiolégicos tem sido importante ferramenta para o entendimento
dos processos adaptativos dos peixes (Wedemeyer, 1996). Dentre os iniUmeros
parametros comumente utilizados em estudos sobre estresse em peixes, 0
cortisol tem sido amplamente avaliado, pois é componente essencial da
resposta primaria do estresse (Carmichel et al., 1984; Barton & lwama, 1991;
Wendelaar-Bonga, 1997; Mommsen et al., 1999). Sob tais condigdes, 0s niveis
de cortisol aumentam e, ap6s alguns dias, retornam aos valores iniciais,
demonstrando adaptacdo dos animais a nova situagdo (Pottinger & Pickering,
1992; Tort et al.,, 1996). Alguns imunoestimulantes podem atuar inibindo a

liberagcdo de cortisol em peixes sob condicoes de estresse (Montero et al.,
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1999; Ortuno el al., 2003; Herrero et al., 2006). Entretanto, Jeney et al. (1997)
verificaram aumento do cortisol apés o transporte da truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) por duas horas, apos receberem suplementacao de
glicano na dieta. Esses resultados corroboram aqueles descritos por Montero et
al. (1999) que nao encontraram efeito da suplementacao dietaria das vitaminas
C e E na diminuicao do estresse moderado em Sparus aurata, evidenciando o
aumento de cortisol no sangue. No presente estudo, embora os niveis de
cortisol tenham apresentado variacées nas diferentes fases do transporte, em
geral, estas foram independentes da suplementacéo de levamisol na dieta.

O aumento da liberagdo de cortisol induz as respostas secundarias do
estresse, como a hiperglicemia, que ajuda a suprir 0 aumento da demanda
energética dos peixes durante o estresse (Mazeaud et al., 1977; Jeney et al.,
1997). O uso de imunoestimulantes, como a vitamina C na dieta, se mostrou
efetivo em manter a glicemia sob condi¢cdes de estresse em peixes (Henrique
et al., 1998; Ortuiio et al., 2003; Okamura et al., 2007). Entretanto, Jeney et al.
(1997) observaram aumento nos niveis glicémicos apds o transporte de truta
arco-iris alimentada com dietas suplementadas com glicano, exceto nos
animais que receberam a dose mais elevada (1% da dieta). Os resultados do
presente trabalho demonstram que o levamisol, administrado por diferentes
periodos, ndao impediu 0 aumento da glicemia nos peixes apds 24 e 48 horas
do estresse do transporte.

Os parametros hematoldégicos tém sido amplamente empregados como
indice de estresse em peixes (Barton & lwama, 1991; Svobodova et al., 1994;
Affonso, 2001; Affonso et al., 2004, 2007; Tavares- Dias & Moraes, 2004;
Menezes et al.,, 2006). A hemoconcentracdo pode ser uma estratégia para
aumentar a capacidade de transporte do sangue sob situacdes de estresse que
demandam mais energia (Montero et al., 1999; Trenzado et al., 2006).
Entretanto, agentes estressores que podem comprometer a absorcao do ferro,
a malformagcdo ou hemolise dos eritrécitos, a inibicdo da sintese de
hemoglobina e a competicdo pelo sitio de ligagdo do oxigénio, causando
hemodiluicdo ou anemia nos peixes e, desta forma, reduzindo a capacidade de
transporte de oxigénio do sangue (Affonso, 2001; Affonso et al., 2004; Tavares-
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Dias & Moraes, 2004). Dessa forma, a analise dos parametros hematoldgicos
pode contribuir para avaliar o estado de saude dos peixes.

Estes indicadores hematolégicos tém sido usados, rotineiramente, em
estudos que avaliam a eficiéncia de imunoestimulantes como medida profilatica
em peixes (Chagas & Val, 2003; Misra et al., 2006; Affonso et al., 2007;
Andrade et al., 2007; Falcon, 2007; Garcia et al., 2007). Os resultados obtidos
nem sempre s&o positivos, pois varios fatores como, tipo de substancia usada,
dose e tempo de alimentacdo, podem influenciar nas respostas. Falcon (2007),
testando a suplementagédo de vitamina C e glicano na dieta de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), observou diferentes respostas hematoldgicas a
diferentes agentes estressores, e concluiu, ainda, que o periodo de
suplementacdo que antecede ao estresse interfere nessas respostas. Abreu
(2007) nao observou efeito da suplementacdo de glicano nas respostas
hematoldgicas de pacu, Piaractus mesopotamicus, apds estresse de captura,
sendo que o0s peixes alimentados com baixas concentracbes deste
imunoestimulante apresentaram respostas ainda mais pronunciadas de
estresse. Estes resultados corroboram com os obtidos no presente trabalho,
cujas variacoes observadas nos parametros hematoldgicos foram respostas ao
estresse do transporte.

Outro efeito secundario do estresse que pode ser consequéncia das
elevacoes crdnicas do cortisol plasmatico € a imunossupressao, a qual pode
levar ao aumento da suscetibilidade aos patégenos (Maule et al., 1987). Os
corticosterdides podem prevenir o rapido aparecimento de leucdcitos
polimorfonucleares no tecido inflamado de ratos (Chio & Sin, 1992) e de
humanos (Rebuck & Crowley, 1955) e ter efeito citolitico direto sobre os
linfocitos (Wiik et al., 1989). Em peixes, 0s niveis elevados de cortisol podem
causar leucopenia sob condi¢des de estresse (Benfey & Biron, 2000). Alguns
estudos, contudo, demonstraram que a administracdo de levamisol pode ter
efeito positivo sobre o nimero de leucécitos (Jeney & Anderson, 1993; Safi et
al., 2006). Entretanto, os resultados do numero de leucécitos para matrinxas
alimentados por diferentes periodos com ragdes suplementadas com levamisol

demonstram que este imunoestimulante ndo influenciou na liberagdo destas



85

células e que, provavelmente, o cortisol contribua para a leucopenia durante o
estresse do transporte.

Nos vertebrados ndo mamiferos, incluindo peixes, a principal funcao dos
trombdcitos esta relacionada com a coagulagao sanglinea. No entanto, estas
células apresentam ainda diversas funcoes, estando envolvidas na liberacao de
produtos relacionados a agregacao de trombécitos e com a inflamacao (Lloyd-
Evans et al.,, 1994; Tavares-Dias & Moraes, 2004), participando também na
defesa imune (Kollner et al., 2004; Tavares-Dias & Moraes, 2004; Bozzo et al.,
2007). Menezes et al. (2006) descrevem a importancia da suplementacao de
vitamina C na dieta de pirarucu (A. gigas) para a estimulacao dos leucécitos e
trombdcitos. Segundo esses autores, a adicdo de superdoses de vitamina E, ao
contrario, nao aumentou a producao dessas células no pirarucu criado em
tanque-rede. Semelhante aos leucécitos, o0 nimero de trombdcitos no matrinxa
nao foi influenciado pela suplementacao do levamisol na dieta, cujos resultados
demonstram resposta negativa ao estresse de transporte. Alguns autores
tentam também associar a diminuicdo dessas células com o cortisol. A
diminuicdo no numero de trombdcitos em peixes foi verificada em Salmo trutta
sob efeito de um estressor (Pickering & Pottinger, 1989) e para Salmo salar,
apds administracdo de cortisol na dieta (Wiik et al., 1989). Para matrinxa sob
efeito do estresse do transporte, o numero de trombdcitos circulantes, assim
como os de leucécitos, demonstra relacdo com as variacbes nas
concentracbes de cortisol, sugerindo o efeito deste horménio sobre a
porcentagem destas células.

O teor de proteinas totais plasmaticas é também utilizado como
importante indicador das respostas imunes nao especificas em peixes
alimentados com dietas suplementadas com imunoestimulantes (Jeney et al.,
1997; Sealey & Gatlin 1ll, 2002; Kumari & Sahoo, 2006; Affonso et al., 2007;
Andrade et al., 2007; Sahu et al., 2007). Estudos realizados com diferentes
imunoestimulantes tém mostrado o efeito destas substéncias sobre a sintese
de proteinas totais em peixes com e sem exposicdo a um agente estressor
(Jeney et al., 1997; Menezes et al., 2006; Affonso et al., 2007). No entanto,
nesse estudo, o levamisol ndo influenciou a sintese de proteinas totais

plasmaticas no matrinxa durante as diferentes etapas do experimento. Estes
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resultados sado corroborados com aqueles obtidos para Clarias batrachus
(Kumari & Sahoo, 2006) e Labeo rohita (Sahoo & Mukherjee, 2002), que nao
apresentaram variacdes nos niveis de proteinas totais apds exposicdo ao
levamisol.

O aumento nos niveis circulantes de cortisol e catecolaminas,
decorrentes do estresse de transporte, pode causar desequilibrio eletrolitico
nos peixes (Mc Donald e Milligan, 1997). Isso ocorre porque, em condi¢des de
estresse, 0s niveis elevados desses horménios podem aumentar o fluxo
sanglineo e a permeabilidade das células branquiais, e, consequentemente, a
perda de ions para o meio (Carneiro & Urbinati, 2001). Diferente dos animais
do controle, os niveis de cloreto nos tratamentos com levamisol mantiveram-se
baixos apdés 96 h de recuperacdo, demonstrando efeito negativo deste
imunoestimulante na regulagdo i6nica do matrinxa. Os niveis de potassio e
sédio, contudo, mantiveram-se praticamente constantes ao longo do
experimento. Segundo Carmichel et al. (1983) e Carneiro & Urbinati (2001), os
niveis de potassio circulante podem nao oscilar com o estresse, contudo, pode-
se observar aumento nos valores desse cation provocado pelo aumento da
fragilidade das células.

Os imunoestimulantes, embora tenham influéncia positiva no sistema
imune de diversas espécies de peixes, apresentam resultados distintos como
redutores dos efeitos do estresse. De acordo com Jeney et al. (1997) e Volpatti
et al. (1998), a alimentacdo com baixas doses de glicano (1% da dieta) durante
diversas semanas antes do transporte pode ter efeito positivo na prevencao
dos efeitos negativos causados por essa pratica. No entanto, Abreu (2007)
concluiu que o glicano administrado na ragdo nao foi capaz de minimizar as
alteracbes causadas pelo estresse de captura no pacu, Piaractus
mesopotamicus. Diversos autores também reportaram os efeitos benéficos da
vitamina C (acido ascérbico). Segundo Verlhac & Gabaudan (1994), o aumento
da disponibilidade de acido ascorbico pode prevenir a severidade da resposta
ao estresse em peixes. Lim et al. (2002) também relataram os efeitos positivos
da suplementacdo da vitamina C na dieta do guppy, Poecilia reticulata,

aumentando a resisténcia ao estresse do transporte.
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A variacdo dos resultados obtidos a respeito dos efeitos positivos de
cada imunoestimulante pode ser explicada pelas diferencas no modo de acao
de cada substancia e pelos diferentes métodos de administragdo, além da
idade dos peixes, seu estado fisioldégico, ou mesmo variacdes inter-especificas
(Mulero et al., 1998). Dessa maneira, a determinacéo da dose de levamisol que
seja efetiva para o matrinxa € igualmente importante a determinacéo do tempo
de suplementagédo que tenha efeito protetor contra agentes estressores, como
o transporte.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a suplementacao
do levamisol na concentracdo testada ndo foi eficiente na diminuicdo das
respostas aos estimulos causados pelo transporte no matrinxa. Porém, para se
obter resultados mais conclusivos a respeito dos efeitos do levamisol para esta
espécie, sugere-se que outros niveis de suplementacdo possam ser testados,
além da administracao por periodos mais longos.
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CONCLUSOES E IMPLICACOES

Neste trabalho, a suplementacdo de levamisol na dieta do matrinxd durante
45 dias em condicbes experimentais nao proporcionou melhor desempenho
zootécnico nos animais, embora os resultados apresentados tenham sido
satisfatorios para a producdo do matrinxa. Contudo, € provavel que auséncia de
efeito significativo sobre o desempenho produtivo, observada neste estudo, esteja
relacionada a boa qualidade das condicbes experimentais. Possivelmente, o efeito
benéfico do levamisol como promotor de crescimento em peixes, observado em
alguns estudos, possa estar relacionado ao aumento da resposta imune e a
manutencdo da homeostase do organismo, possibilitando, dessa maneira, maior
consumo da dieta com consequiente aumento no ganho de peso.

Dessa maneira, sugere-se a conducao de novos trabalhos, em condi¢cdes de
cultivo, avaliando-se o desempenho dos peixes frente as condicoes adversas
presentes neste sistema, como altas densidades de estocagem, variacées nos
parametros fisico-quimicos da agua, suscetibilidade a infestacdo de parasitas, entre
outras.

Nessas mesmas condicdes experimentais, observou-se que a suplementacao
com 100 e 300 mg de levamisol/kg na racdo proporcionou estado fisiolégico
adequado para o matrinxa, promovendo melhores condicbes para o transporte de
oxigénio e estimulagdo do sistema imune n&o-especifico. Entretanto, a
suplementacdo com levamisol ndo foi capaz de minimizar os efeitos negativos
causados pela infeccao por Aeromonas hydrophila, nos quais as respostas dos
peixes suplementados com o imunoestimulante ndo foram diferentes das
evidenciadas pelos animais do grupo controle. Contudo, a fim de se obter resultados
conclusivos sobre o efeito do levamisol como imunoestimulante para o matrinxa,
além da conducdo de experimentos no campo, sao necessarios ainda novos testes
para avaliar diferentes periodos de suplementacdo, além da avaliagdo de outras
respostas imunes néo-especificas como concentragdo e atividade de lisozimas e
atividade respiratéria de leucécitos.

Os efeitos do estresse observados apdés o transporte nos peixes dos

tratamentos com e sem suplementacdo de levamisol demonstraram a capacidade



101

adaptativa dessa espécie em recuperar a homeostase fisiolégica, sendo os periodos
mais criticos as primeiras 24 h ap6s o transporte. Entretanto, a suplementacao com
levamisol, por diferentes periodos que antecederam o transporte, nao foi eficiente
em minimizar as respostas de estresse evidenciadas pelo matrinxd apds essa
pratica. Independente as suplementagédo de levamisol na dieta, os niveis de cortisol
apresentaram variacdes nas diferentes fases de transporte, sendo este associado a
diminuicdo no numero de leucdcitos e trombdcitos circulantes.

Dentro das condi¢cées do presente trabalho, evidencia-se a necessidade de
mais estudos a respeito das concentracbes de levamisol a serem testadas, assim
como periodos e métodos de suplementacdo, especialmente em condicbes de

cultivo, a fim de se concluir sobre os efeitos do levamisol para o matrinxa.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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