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RESUMO 
 
 

No presente trabalho foram realizados três estudos com o objetivo de avaliar a 

eficácia do levamisol incorporado à dieta, para a melhoria do desempenho 

zootécnico e como mitigador do estresse do matrinxã, Brycon amazonicus. No 

primeiro estudo (Capítulo 2), foi determinada a tolerância do matrinxã à bactéria 

Aeromonas hydrophila, por meio da DL50 96-h (dose letal para 50% da população em 

96 horas), para aplicação nos testes de desafios. Os resultados mostraram que o 

matrinxã é altamente tolerante a infecção causada por essa bactéria, apresentando 

a DL50 96-h igual a 6,66 x 1011 células/mL de solução salina. No segundo estudo 

(Capítulo 3), foram avaliados os efeitos da ingestão de diferentes concentrações de 

levamisol no desempenho e nas respostas fisiológicas do matrinxã em condições 

experimentais, e após desafio com 60% da DL50 96-h de A. hydrophila. Os 

resultados mostraram que a ingestão de levamisol em baixas dosagens, embora não 

tenha influenciado no ganho de peso e no consumo de ração, estimulou parte do 

sistema imune não-específico do matrinxã, não sendo capaz, porém, de minimizar 

as alterações fisiológicas provocadas pela infecção bacteriana. Finalmente, no 

terceiro estudo (Capítulo 4), foi avaliado o efeito da suplementação de 100 mg de 

levamisol/kg de dieta, por diferentes períodos, nas respostas de estresse do 

matrinxã após o transporte. Os resultados sugerem que a suplementação com 

levamisol não foi capaz de minimizar os efeitos fisiológicos negativos causados pelo 

transporte, podendo ainda, apresentar efeito imunossupressor sobre leucócitos e 

trombócitos. Entretanto, os efeitos do estresse demonstraram a capacidade 

adaptativa desta espécie em recuperar a homeostase fisiológica, sendo os períodos 

mais críticos as primeiras 24 h de recuperação após o transporte. 

 

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, imunoestimulante, matrinxã, 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 matrinxã, Brycon amazonicus. In the first experiment (Chapter 2), 

the tolerance of matrinxã to Aeromonas hydrophila was verified, through the 96-h 

LD50 (lethal dose for 50% of the population in 96 hours), to be applied in the 

challenge test. The results suggest that matrinxã is tolerant to A. hydrophila infection, 

presenting a 96-h LD50 value of 6.66 x 1011 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 matrinxã under experimental 

conditions, and after the challenge with 60% of the 96-h LD50 of A. hydrophila. The 

results showed although levamisole has no effect on growth performance of matrinxã 

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 matrinxã 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, matrinxã, transportation. 
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Efeito do levamisol sobre o desempenho produtivo e como mitigador do 

estresse ao transporte em matrinxã (Brycon amazonicus). 

 
 
 
1 Situação atual da Aqüicultura 

 
A crescente demanda por alimentos pela população mundial e a diminuição 

dos estoques pesqueiros têm contribuído para o crescimento da aqüicultura global. 

Segundo a FAO (2006), a aqüicultura contribui com 59,4 milhões de toneladas para 

a produção de alimentos e apresenta grande potencial para atender a crescente 

demanda por pescado, que deverá alcançar 80 milhões de toneladas em 2030. 

Embora a maior parte da produção aqüícola mundial esteja concentrada na 

China (69,6%) e outros países da Ásia e região do Pacífico (21,9%), os países da 

América Latina e região do Caribe, que produzem apenas 2,3% da aqüicultura 

mundial, têm 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 regiões Sul, Sudeste e Nordeste são as que detêm maior 

produção e conhecimento técnico-científico sobre a aqüicultura no país (Roubach et 

al., 2003). Entretanto, a região amazônica tem sido vista como uma das regiões 

mais promissoras para o avanço da piscicultura do Brasil, cuja produção no ano de 

2004 apresentou o maior crescimento (24,5%), comparada às demais regiões do 

país (FAO, 2004; IBAMA, 2004).  

A piscicultura na região amazônica teve seu início na década de 80, com a 

implantação do Programa de Desenvolvimento da Aqüicultura pelo governo do 

Estado do Amazonas. Desde então esta atividade vem crescendo e se expandindo 

em toda a região Norte (Roubach et al., 2003; Ono, 2005). Três características 

fundamentais encontradas na região indicam o grande potencial que esta possui 

para o desenvolvimento da piscicultura: a grande extensão da Bacia Amazônica 

brasileira, o clima quente o ano todo e com pequena amplitude térmica (apenas 3 a 
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4 ºC nos grandes corpos d’água) e a ampla variedade de espécies de peixes de alto 

valor comercial (Ono, 2005).  

Apesar das características favoráveis para o desenvolvimento da aqüicultura 

na região, ainda existem obstáculos para o incremento da piscicultura na Amazônia, 

tais como: baixa densidade populacional; relativa abundância dos estoques 

pesqueiros naturais; isolamento regional que dificulta o acesso aos principais 

mercados consumidores; difícil acesso aos insumos, principalmente nas cidades 

mais distantes; carência de informações sobre a biologia e cadeia produtiva das 

principais espécies; baixo nível tecnológico da maioria das pisciculturas instaladas 

na região e a resistência à adoção de novas técnicas; deficiência ou ausência de 

serviços de assistência técnica, entre outros (Petrere Jr., 2001; Freitas, 2003; Ono, 

2005).   

Entretanto, esforços têm sido feitos por diferentes setores da sociedade 

(governos municipal, estadual e federal, instituições de pesquisa e de ensino, 

agências financiadoras e empreendedores), que vêem na aqüicultura reais 

possibilidades desta atividade se tornar agente do desenvolvimento sustentável da 

região (Ono, 2005). Exemplo disto são os inúmeros projetos de pesquisa que têm 

como objetivo fornecer tecnologia para o cultivo das espécies nativas de maior 

interesse da piscicultura na região, tais como: o tambaqui (Colossoma 

macropomum) e o matrinxã (Brycon amazonicus) (Araújo-Lima & Goulding, 1998; 

Roubach et al., 2003; FAO, 2004; Brandão et al., 2005; Ono, 2005), que são as duas 

principais espécies cultivadas na região e, mais recentemente, o pirarucu (Arapaima 

gigas) que apresenta grande potencial para a produção de pescado (Ono et al., 

2003). 

  

2 Estresse em Sistema de Cultivo 

 

Em sistemas intensivos de cultivo, os peixes são freqüentemente expostos a 

inúmeros estressores, como altas densidades populacionais, alterações na 

qualidade da água, práticas de manejo em geral, tratamento de doenças e 

interações biológicas entre peixes e microrganismos. Estes estressores estimulam 

os animais a ajustarem seus mecanismos fisiológicos adaptativos (Figura 1), cujas 

respostas podem ser ou não eficientes, dependendo do tempo de exposição às 
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condições consideradas desfavoráveis e da intensidade da exposição (Wedemeyer, 

1996).  

A definição de estresse pode ser bastante ampla. De maneira geral, o 

estresse pode ser definido como um conjunto de respostas do organismo animal, 

diante de estímulos desagradáveis, agressivos e ameaçadores. Tais respostas são 

ativadas pelo sistema nervoso central, que percebe o estímulo agressor, e pelo 

sistema hormonal, que organiza a defesa biológica, chamada de resposta ao 

estresse (Urbinati & Carneiro, 2004). 

Estas respostas são didaticamente divididas em respostas primárias, 

secundárias e terciárias (Wedemeyer, 1996; Wendelaar-Bonga, 1997; Barton, 2002; 

Urbinati & Carneiro, 2004). As respostas primárias são mediadas pelo sistema 

neuro-endócrino com a liberação instantânea dos hormônios de estresse, 

catecolaminas e cortisol, para a circulação. As catecolaminas (adrenalina e 

noradrenalina) são sintetizadas e liberadas por células cromafins e o cortisol pelas 

células interrenais. As respostas secundárias compreendem efeitos fisiológicos 

associados ao estresse e mediados por estes hormônios. Destacam-se a 

hiperglicemia, alterações nas concentrações de íons no sangue, o aumento do 

conteúdo de água do tecido, o aumento da taxa metabólica, as alterações 

hematológicas, entre outras (Mazeaud et al., 1977; Eddy, 1981; McDonald & 

Milligan, 1997; Wendelaar-Bonga, 1997). As respostas terciárias afetam o animal e a 

população como um todo, comprometendo o crescimento, a resistência a doenças e 

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

Na criação intensiva, entre as várias práticas de manejo às quais os peixes 

estão submetidos e que são consideradas estressantes, estão: a densidade de 

estocagem, a alimentação, a captura, as interações sociais e, por fim, o transporte, 

que é uma das fontes de estresse mais adversas presentes na piscicultura.  

O transporte de peixes vivos é uma prática rotineira em sistemas de criação 

de peixes que tem como finalidade a transferência dos animais a diferentes destinos, 

como: outras unidades de produção dentro da mesma propriedade, outras 

pisciculturas destinadas à engorda ou formação de plantel de matrizes, povoamento 

de lagos destinados à pesca esportiva, comércio de peixes ornamentais, indústria 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 
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chegar ao seu destino em boas condições de saúde e atender aos critérios de 

qualidade do comprador. Embora seja prática freqüente na piscicultura, o transporte 

é considerado traumático e gerador de estresse que expõe os peixes a estímulos 

responsáveis por uma cadeia de respostas fisiológicas. Tais estímulos incluem 

captura, adensamento, manipulação, transporte e liberação nos tanques de destino 

(Urbinati et al., 2004; Inoue, 2005). As respostas fisiológicas ao transporte, que 

podem ser tanto imediatas quanto tardias, incluem alterações associadas às 

respostas secundárias de estresse, além de aumento da suscetibilidade à infestação 

de parasitas, aparecimento de doenças e até morte (Wedemeyer, 1996). 

O manejo adequado é a chave para o sucesso do transporte, dependendo, 

principalmente, dos procedimentos e das técnicas preparatórias relacionadas ao 

peixe, à água, aos equipamentos e ao manejo envolvido na operação (GrØttum et 

al., 1997; Kubtiza, 2003). A utilização de algumas técnicas no pré e pós-transporte 

têm minimizado os efeitos adversos causados por este manejo, como: restrição 

alimentar antes do transporte, adição de substâncias na água de transporte 

(anestésicos, cloreto de sódio, sulfato de cálcio, cloreto de cálcio, entre outros), 

trocas da água 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 não são suficientes para impedir 

a mortalidade dos peixes após o transporte, causada, principalmente, pela ação de 

patógenos oportunistas. Isto ocorre porque os peixes, sob condições de estresse, 

apresentam diminuição de sua resistência imunológica (Jeney et al. 1997; Köllner 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, 

conseqüentemente, diminuir a taxa de mortalidade (Jeney et al., 1997; Volpatti et al., 

1998; Lim et al., 2003; Palić et al., 2006).  

Segundo Lim et al. (2003), a profilaxia nutricional dos peixes para o processo 

de transporte é técnica importante para o seu desempenho no pós-transporte. 

Condições que evitam a imunodepressão ou estimulam o sistema imune são 

essenciais para fornecer ao animal um estado saudável que permita suportar tais 

condições desfavoráveis. Substâncias imunoestimulantes, como as vitaminas, que 

fazem parte da composição das rações, e outras como, glicanas, quitosanas e o 
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levamisol podem ser utilizadas como suplemento alimentar e possuem papel 

importante no sistema imune e, portanto, são efetivas na prevenção de doenças em 

peixes (Montero et al., 1999; Findlay & Munday, 2000; Bricknell & Dalmo, 2005; Li et 

al., 2006; Magnadóttir, 2006; Menezes et al., 2006). 

 

 

Figura 1. Diagrama dos estressores químicos, físicos e ambientais que atuam sobre 
os peixes e induzem respostas fisiológicas, agrupadas em primárias, 
secundárias e terciárias.  Modificado de Barton, 2002. 
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se aos receptores específicos presentes na superfície dessas células, iniciando sua 

ativação e aumentando a resistência à infecções do organismo (Anderson, 1992; 

Sakai, 1999; Raa, 2000). Diversos autores têm descrito seus efeitos positivos sobre 

o sistema imune dos peixes, como a ativação das células exterminadoras naturais e 

células T, a prevenção de doenças (Anderson, 1992; Gopalakannan & Arul, 2006; 

Sajid et al., 2006) e a modulação hematopoiética, que aumenta a produção de 

células vermelhas e brancas (Cox, 1988). Segundo Anderson (1992), as vantagens 

da imunoestimulação em peixes, não apenas incluem a promoção da resposta 

imune contra agentes infecciosos mais efetivos, mas também a superação dos 

efeitos supressivos do estresse.  

Os imunoestimulantes em peixes podem ser administrados pelas vias 

intraperitoneal, oral ou tópica (imersão em banhos). Embora a injeção intraperitoneal 

seja a via mais eficiente, as outras formas de administração têm apresentado 

vantagens que as tornam alternativas potencialmente efetivas, tais como praticidade 

na aplicação em massa em peixes de diversos tamanhos, menor estresse de 

manejo, maior segurança e facilidade na administração (Selvaraj et al., 2006). Estas 

substâncias têm sido utilizadas rotineiramente na aqüicultura mundial como medida 

profilática, principalmente porque não apresentam quaisquer efeitos negativos ao 

consumidor e ao meio ambiente, ao contrário dos antibióticos 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 é o levamisol. 

Essa substância, pertencente ao grupo dos imidazóis, foi inicialmente desenvolvida 

como anti-helmíntico, mas possui propriedades imunoestimuladoras. Em peixes, tem 

sido utilizada para melhorar as respostas imunes não específicas (Baba et al., 1993; 

Purzyc & Calkosinski, 1998; Gopalakannan & Arul, 2006).  

O levamisol apresenta importante função no restabelecimento das funções 

normais das células efetoras do sistema imune (Sajid et al., 2006). Dentre os efeitos 

positivos descritos, podem se destacar: melhoria na função dos macrófagos e dos 

linfócitos T, redução da função da célula T supressora (Kumari & Sahoo, 2006), 

modulação da atividade citotóxica de leucócitos e da resposta de anticorpos (Cuesta 

et al., 2002), aumento da atividade fagocítica e dos fatores de ativação dos 

macrófagos (Mulero et al., 1998).  

Inúmeros trabalhos descrevem ainda a capacidade do levamisol em melhorar 

a resistência dos peixes contra bactérias patogênicas, como Vibrio anguillarum 
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(Kajita et al., 1990), Aeromonas hydrophila (Baba et al., 1993; Gopalakannan & Arul, 

2006), Paramoeba sp. (Munday & Zilberg, 2003), Edwardsiella tarda (Sahoo & 

Mukherjee, 2002) e nematódeos, como Anguillicola crassus (Geets et al., 1992). 

Além das características 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 híbrido Morone chrysops x Morone saxatilis (Li et al., 2006a). Outra 

característica importante dessa substância é sua administração por meio da dieta, o 

que possibilitaria sua aplicação pelas indústrias de ração, diferente dos tratamentos 

que utilizam injeções e imersões em banhos terapêuticos (Li et al., 2006b).  

 

4 A espécie Brycon amazonicus 

 

A espécie Brycon amazonicus (Spix & Agassis, 1829), conhecida como 

matrinxã (Figura 2), pertence à classe Actinopterygii, ordem Characiformes, família 

Characidae e gênero Brycon. O gênero Brycon abrange grande número de espécies 

distribuídas desde o sul do México até a parte mediana da Argentina (Lima, 2003), o 

que torna sua taxonomia confusa (Borges, 1986). Recentemente foi descoberto que 

a espécie Brycon cephalus, que ocorre na Amazônia brasileira e que é amplamente 

citada no Brasil, é na verdade Brycon amazonicus, e que a distribuição da espécie 

Brycon cephalus se restringe apenas ao alto rio Amazonas localizado no Peru e na 

Bolívia (Lima, 2003). 

O matrinxã destaca-se como uma das espécies de grande valor econômico 

da ictiofauna amazônica e apresenta grande potencial para a criação intensiva 

(Graef, 1995; Honczaryk, 2000; Arbeláez-Rojas et al., 2002; Fim, 2002; Brandão et 

al., 2005). Diversos estudos sobre a biologia desta espécie têm sido descritos na 

literatura, entretanto, são ainda recentes aqueles que agregam este conhecimento 

para estabelecer diretrizes de pesquisas e ações conjuntas para o desenvolvimento 

do real potencial do gênero Brycon na piscicultura (Mendonça, 1994; Izel & Melo, 

2003; Izel & Melo, 2004).  

Na natureza, o matrinxã alcança de 3 a 4 kg, atingindo maturação sexual com 

três anos de idade, e sua reprodução ocorre no início do período da enchente, entre 

dezembro e fevereiro (Val & Honczaryk, 1995). Dentre as características da espécie 

para o cultivo estão: bom desempenho reprodutivo, mesmo em condições de clima 
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subtropical, hábito alimentar onívoro, crescimento rápido e boa aceitação de ração, 

adaptação a ambientes de confinamento, hábito voraz em resposta ao 

arraçoamento, além da ótima qualidade de carne e aceitação comercial (Mendonça, 

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 matrinxã 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 (Izel & Melo, 2003). Recentes pesquisas revelam 

ainda que o cultivo intensivo do matrinxã em canal de igarapé pode ser uma 

alternativa promissora para a região, principalmente em pequenas propriedades. 

(Fim et al., 2001; Arbeláez-Rojas et al., 2002; Fim, 2002). 

Esta espécie, embora bem adaptada ao cativeiro, é muito sensível ao 

manuseio e transporte. Isso é devido ao comportamento notadamente agitado, 

realizando movimentos extremamente vigorosos quando o seu espaço é reduzido 

nas redes de arrasto e caixas de transporte. Por ação dessa movimentação 

excessiva, observa-se grande perda de muco e escamas, facilitando a ocorrência de 

doenças que trazem prejuízos às pisciculturas (Inoue et al., 2003). Em função disto, 

podem apresentar alta mortalidade após práticas de manejo, consideradas 

essenciais na criação de peixes (Kubitza, 2003).  

Diversos trabalhos descrevem técnicas para minimizar os efeitos do estresse 

no matrinxã 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 

utilização de produtos na água de transporte, como o sal (Carneiro & Urbinati, 

2001a), anestésicos como: benzocaína (Carneiro & Urbinati, 2001b; Urbinati & 

Carneiro, 2001; Inoue et al., 2002), fenoxietanol (Inoue et al., 2004), tricaína 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, 

conseqüentemente, a taxa de mortalidade, os efeitos adversos destas respostas no 

pós-transporte ainda são problemáticos e devem ser superados.  
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Figura 2. Exemplar de matrinxã (Brycon amazonicus). 
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OBJETIVO DO PRESENTE ESTUDO 

 

Avaliar a eficácia do levamisol incorporado à dieta como imunoestimulante 

para a melhoria do desempenho zootécnico e como mitigador do estresse no 

transporte e no pós-transporte do matrinxã, Brycon amazonicus.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Determinar a dose letal (DL50 - dose letal para 50% da população) da bactéria 

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

b) Avaliar os efeitos do levamisol nas respostas fisiológicas e no crescimento do 

matrinxã antes e após infecção causada pela bactéria A. hydrophila, e;  

c) Testar a eficácia do levamisol como mitigador do estresse durante e após o 

transporte do matrinxã. 

 



 

 

CAPÍTULO 2 

 

Tolerância do matrinxã (Brycon amazonicus) a bactéria gram-negativa 

Aeromonas hydrophila. 

 

RESUMO  

Para determinar a dose letal (DL50 96-h) da bactéria Aeromonas hydrophila para o 
matrinxã, Brycon amazonicus, com aplicabilidade para testes de desafio, foram 
utilizados 90 peixes (63,23 ± 6,39 g), divididos em cinco tratamentos, com diferentes 
soluções bacterianas: T1 - Controle (solução salina 0,9% NaCl); T2 (4 x 1011 
células/mL); T3 (5 x 1011 células/mL); T4 (1,36 x 1012 células/mL) e T5 (3,06 x 1012 
células/mL). Os peixes foram previamente anestesiados com benzocaína (60 mg/L), 
inoculados na cavidade peritoneal com as suspensões bacterianas e distribuídos em 
15 aquários de vidro de 80 L de capacidade, com aeração constante. O experimento 
teve duração de 96 h, no qual foi observada a mortalidade e a qualidade da água foi 
monitorada. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado com três 
réplicas. A DL50 96-h foi estimada de acordo com o método Spearman-Karber. Os 
parâmetros físico-químicos da água permaneceram dentro das condições 
consideradas adequadas para o desenvolvimento e saúde dos organismos 
aquáticos. A mortalidade dos peixes aumentou nas concentrações crescentes de A. 
hydrophila (T1 = 0%; T2 = 16,66%; T3 = 44,44%; T4 = 72,22% e T5 = 100%). As 
primeiras mortalidades ocorreram em 57 h após a inoculação das concentrações 
bacterianas, sendo os primeiros sinais da ação bacteriana observados em 24 h após 
a inoculação. Os resultados sugerem que o matrinxã é mais tolerante a bactéria A. 
hydrophila quando comparado a outros peixes teleósteos, cujo valor da DL50 96-h foi 
6,66 x 1011 células/mL de solução salina. 

 

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, DL50 96-h, matrinxã 
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ABSTRACT  

Tolerance of matrinxã (Brycon amazonicus) to the gram-negative bacteria 
Aeromonas hydrophila  
 
In order to determine the lethal dose (96-h LD50) of the bacteria Aeromonas 
hydrophila to matrinxã, Brycon amazonicus, to be applied in challenge tests, 90 fish 
(63.23 ± 6.39 g) were divided into five treatments, with different bacterial solutions: T1 
- Control (0.9% NaCl saline solution); T2 (4 x 1011 cells/mL); T3 (5 x 1011 cells/mL); T4 
(1.36 x 1012 cells/mL) and T5 (3,06 x 1012 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 LD50 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 T5 = 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 matrinxã is more tolerant to A. hydrophila 
infection compared to other teleost fishes, which present lower 96-h LD50 values than 
6.66 x 1011 cells/mL saline solution, found to matrinxã. 
 
Key-words: Aeromonas hydrophila, 96-h LD50, matrinxã, tropical fishes 

 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

Atualmente, a demanda por produtos que possam prevenir doenças em 

peixes e melhorar sua resistência imunológica em condições 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 eficiência e a segurança de novos produtos na 

piscicultura, são realizados testes de desafio, principalmente, utilizando bactérias 

patogênicas como agente estressor, devido a praticidade das técnicas e da 

qualidade dos resultados. Na literatura, são descritos inúmeros testes de desafio 

com bactérias por meio de injeções intraperitoneais, a fim de se avaliar a eficácia 

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). 



 23 

Conhecer os limites de tolerância de uma espécie a determinado agente 

estressor pode impedir seus efeitos adversos na saúde do animal (Wedemeyer, 

1996). Esses limites podem variar de acordo com a espécie, a idade ou o tamanho, 

e com o tempo de exposição ao agente estressor. 

As bactérias do gênero Aeromonas são comumente utilizadas para este fim, 

por apresentarem distribuição mundial e por serem responsáveis por perdas 

consideráveis na aqüicultura. Estas bactérias são gram-negativas, anaeróbias 

facultativas, não formadoras de esporos (Roberts et al., 1996) e podem atingir 

qualquer espécie de peixe, sendo agente tipicamente oportunista. As espécies 

patogênicas para peixes de água doce são: A. hydrophila, A. sóbria e A. caviae. A 

espécie A. salmonicida é a única não-móvel do complexo Aeromonas (Griffin et al., 

1953) e os isolados móveis mais virulentos desse gênero são os da A. hydrophila 

(Holliman, 1993). 

 A. hydrophila tem como habitat natural a matéria orgânica em decomposição 

na água, estando também presente na flora intestinal de peixes sadios. Comumente 

presente em sistemas de produção, as Aeromonas podem causar septicemia 

hemorrágica em peixes sob condições de estresse (Moraes & Martins, 2004). Isto 

ocorre, principalmente, em ambientes com temperatura de água elevada e com 

grande quantidade de material orgânico em associação com fatores estressantes, 

como alta densidade de estocagem, mudanças bruscas de temperatura, 

traumatismos decorrentes de manuseio inadequado, hipóxia, transporte, deficiências 

nutricionais, e infecções por fungos e parasitas, que contribuem para mudanças 

fisiológicas e aumento da suscetibilidade a infecção (Costa, 2004). 

Utilizar estas bactérias como indicadoras da eficiência de produtos que 

possam minimizar o estresse num sistema intrensivo de criação poderá contribuir 

para a melhoria da piscicultura na região amazônica. Assim, o presente estudo teve 

como objetivo determinar os limites de tolerância (DL50 96-h) da bactéria A. 

hydrophila para o matrinxã, visando possíveis aplicações em testes de desafio. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Pós-larvas de matrinxã foram adquiridas de piscicultores locais e transferidas 

para a Coordenação de Pesquisas em Aqüicultura (CPAQ) do INPA, onde foram 

mantidas em viveiros escavados de 150 m2. Foram alimentadas com ração 
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extrusada com 40% de proteína bruta, moída 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 suspensões bacterianas 

Foi utilizada a cepa patogênica de A. hydrophila obtida no Centro de 

Aqüicultura da UNESP/CAUNESP (Jaboticabal/SP) e que vem sendo mantida no 

laboratório de Microbiologia da Coordenação de Pesquisas em Tecnologia de 

Alimentos (CPTA) do INPA. Para a preparação das diferentes concentrações das 

soluções bacterianas, inicialmente, a bactéria foi reativada em meio de cultura caldo 

nutritivo e incubada a 30 ºC, durante 24 horas. Posteriormente, as bactérias 

reativadas foram semeadas em placas contendo Ágar Müeller-Hinton pela técnica de 

spread-plate e incubadas a 30 ºC, durante 24 horas. Para o preparo das 

suspensões, foi feita uma solução concentrada das bactérias, usando solução salina 

estéril 0,9% NaCl, e, posteriormente, diluída até as concentrações previamente 

determinadas em experimento piloto. Em seguida, foi realizada a contagem das 

células bacterianas utilizando-se 10 µL da diluição na câmara de Neubauer e 

examinada em microscópio óptico com aumento de 400 vezes. Para calcular o 

número de células por mL foi utilizada a seguinte fórmula: 

 
Nº de células = Total de bactérias contadas x Fator de diluição x 4 x 108  

           5 (nº de quadrantes) x 100 (profundidade da câmara) 

 

 Após a determinação do número de células bacterianas na suspensão 

concentrada, foram feitas quatro diluições: 4 x 1011 células/mL, 5 x 1011 células/mL, 

1,36 x 1012 células/mL e 3,06 x 1012 células/mL, que foram inoculadas nos peixes.  

 

2.2 Delineamento experimental  

Para a determinação da DL50, foram utilizados 90 peixes divididos em cinco 

tratamentos, com três réplicas cada: T1 = Controle (solução salina 0,9%); T2 = 4 x 

1011 células/mL; T3 =  5 x 1011 células/mL; T4 = 1,36 x 1012 células/mL e T5 = 3,06 x 

1012 células/mL. 

Antes do início 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 concentração e suas réplicas foram previamente anestesiados com 
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benzocaína (60 mg/L) e inoculados na cavidade peritoneal com as suspensões 

bacterianas. Em seguida, estes foram transferidos para 15 aquários de vidro com 

capacidade para 80 L, em sistema semi-estático e aeração constante, por 96 horas. 

Durante esse período, foi observada a mortalidade dos peixes e monitorada a 

qualidade da água.  

 

2.3 Monitoramento da qualidade de água 

A qualidade da água de cada aquário experimental foi monitorada para evitar 

alterações que prejudicassem o desempenho do bioensaio. Este monitoramento foi 

realizado diariamente (9:00 h) durante todo o período experimental. Após a 

amostragem da água de cada aquário, eram feitas trocas de 1/3 da água para evitar 

que a deterioração da água influenciasse nos resultados. 

Oxigênio 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 concentrações de amônia total (NH3 + NH4
+) foram determinadas pelo 

método colorimétrico, segundo Verdouw et al. (1978), e as absorbâncias foram 

obtidas usando espectrofotômetro da marca Amersham Pharmacia Biotech, modelo 

Novaspec II. Os valores de amônia não ionizada foram calculados segundo Kubitza 

(2003). A determinação da concentração de nitrito (NO2
-) na água foi feita pelo 

método colorimétrico de Boyd & Tucker (1992) e as absorbâncias foram lidas no 

espectrofotômetro descrito acima. A alcalinidade total e a dureza total foram 

determinadas por meio de titulação descrita por Boyd & Tucker (1992). A 

alcalinidade total foi determinada usando o indicador metil-laranja, titulando-se a 

amostra com solução de H2SO4 e a dureza total da água foi feita utilizando como 

indicador o eriocromo-negro. O gás carbônico foi feito segundo Boyd & Tucker 

(1992), porém, utilizando adaptação para o mínimo 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 fenolfetaleína e como titulante, o 

carbonato de sódio.  

 

2.4 Análise estatística 

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado. A DL50 96-h foi 

estimada de acordo com o método Spearman-Karber, segundo Hamilton et al. 
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(1977). Os resultados da qualidade da água foram comparados mediante a análise 

de variância (ANOVA). Quando os tratamentos apresentaram diferenças 

significativas, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey. Ambas as análises 

foram realizadas a 5% de probabilidade, utilizando o software Statistica 6.0. 

 

3 RESULTADOS 

 

 3.1 Qualidade da água 

Durante todo o período experimental, os parâmetros físico-químicos da água, 

tais como oxigênio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica, pH, alcalinidade, 

dureza e CO2, não foram significativamente diferentes (p>0,05) entre os tratamentos 

(Tabela 1). Entretanto, as concentrações de amônia e de nitrito sofreram variações 

diárias entre os diferentes tratamentos, sendo os maiores valores observados nos 

tratamentos com peixes infectados com maior concentração da bactéria.   

 

 3.2 Mortalidade dos peixes e dose letal (DL50) de A. hydrophila para o 

matrinxã 

 Durante o período de 96 h de experimento, não houve mortalidade de peixes 

no TR1 (controle – solução salina a 0,9%). Entretanto, aumento crescente na 

mortalidade dos peixes foi observado com o aumento das concentrações das 

soluções bacterianas (Tabela 2). 

 As primeiras mortalidades ocorreram após 57 h da inoculação bacteriana. 

Entretanto, os primeiros sinais da ação bacteriana, como erosão nas nadadeiras, 

principalmente na caudal e na dorsal, e perda de escamas, foram observados 24 h 

após a inoculação (Figura 1). Como podem ser observadas nas Figuras 2 e 3, em 

seqüência, ocorreram lesões ulcerativas no olho (Figura 2), depois no abdômen e 

poro urogenital (Figura 3). Sinais clínicos que também antecederam a morte dos 

animais infectados foram perda de equilíbrio e movimentos respiratórios mais lentos. 

Também foram observados exoftalmia e a presença de excesso de muco na região 

da cabeça (Figura 4).  

Utilizando os dados de mortalidade dos peixes de cada tratamento, durante 

as 96 h de experimento, a DL50 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 população de matrinxã em 96 h foi 6,66 x 

1011 células/mL de solução salina. 

 

4 DISCUSSÃO  

 

 4.1 Qualidade da água 

Os peixes sofrem influência direta do ambiente onde vivem. Qualquer 

alteração nos parâmetros físicos e químicos da água pode causar sérios prejuízos 

aos animais, quando seus limites de tolerância se excedem (Boyd, 1990; 

Wedemeyer, 1996; Baldisserotto e Silva, 2004).  

Em ensaios laboratoriais, é comum o acompanhamento da qualidade da água 

dos tanques experimentais, pois a variação em um dos parâmetros físico-químicos 

pode interferir nos resultados (Andrade et al., 2006; Affonso et al., 2007). Esse 

controle deve ser ainda mais criterioso quando da realização de testes de tolerância 

de uma espécie a um agente estressor, pois estes devem oferecer resultados 

confiáveis, que traduzam, realmente, os limites toleráveis pelo animal (Lima, 2003; 

Avilez et al., 2004; Cavero et al., 2004).  

No presente estudo, oxigênio dissolvido, temperatura, condutividade, pH, 

alcalinidade, dureza e gás carbônico não apresentaram diferenças significativas nos 

diferentes tratamentos durante todo o período experimental. De acordo com as 

recomendações de Kubitza (2003), os valores obtidos para esses parâmetros estão 

dentro dos limites considerados adequados para o desenvolvimento e saúde dos 

organismos aquáticos.  

A amônia na água é um dos principais compostos que pode causar prejuízo à 

saúde dos peixes. Esse composto pode ser encontrado na forma de íon amônio 

(NH4
+) ou amônia (NH3), sendo o pH o principal fator que determina a proporção 

dessas duas formas na água; quanto maior o pH, maior será a porcentagem de 

amônia tóxica (NH3). A tolerância à amônia varia entre as diferentes espécies de 

peixes, sendo algumas mais sensíveis, como os salmonídeos, e outras mais 

resistentes, como o bagre do canal, Ictalurus puntactus (Carneiro e Urbinati, 2001).  

Embora não seja descrito na literatura a concentração letal de amônia não 

ionizada para matrinxã, Carneiro e Urbinati (2001) sugerem que esta espécie pode 

tolerar até 0,7 mg NH3/L por 24 h. No presente estudo, apesar das concentrações de 

amônia total e tóxica aumentarem proporcionalmente com as concentrações 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 matrinxãs infectados por A. hydrophila não foi 

influenciada pelo aumento na concentração de amônia na água. Pelas observações 

feitas durante o teste de tolerância, é possível que a grande produção e liberação de 

muco por esses animais, a senescência das bactérias liberadas na água pelos 

peixes e o aumento da taxa metabólica dos peixes tenham influência sobre o 

aumento da concentração de amônia na água. O muco dos peixes é composto por 

diversas proteínas, proteases e peptídeos, entre outras substâncias (Watts et al., 

2001; Magnadóttir, 2006; Molle et al., 2007) que, liberadas na água são 

decompostas por processos microbiológicos, liberando a amônia, podendo ter 

contribuído para os elevados níveis encontrados.  

Outro parâmetro importante na avaliação da qualidade da água é o nitrito 

(NO2
-). Esse composto, em altas concentrações, pode afetar a saúde dos peixes, 

pois, ao combinar-se com a hemoglobina, forma metahemoglobina, resultando em 

hipóxia tecidual (Knudsen & Jensen, 1997). Segundo Avilez et al. (2004), o matrinxã 

é muito sensível ao nitrito, cujo valor da DL50 96-h é 0,86 ± 0,05 mg/L. As 

concentrações de nitrito obtidas neste estudo estiveram sempre abaixo dos níveis 

tóxicos para o matrinxã, não influenciando, portanto, no resultado do trabalho. 

 

 4.2 Dose letal (DL50) de A. hydrophila para o matrinxã 

Bactérias do gênero Aeromonas podem atacar as brânquias, o tegumento e o 

intestino de peixes. Segundo Pavanelli et al. (2002), tais bactérias são capazes de 

provocar a ruptura de pequenos vasos sangüíneos, implicando em lesões 

ulcerativas no tegumento, com aspecto hemorrágico, causando coloração 

avermelhada no corpo dos peixes. Neste estudo, além das lesões ulcerativas 

distribuídas pelo corpo dos animais, foram observadas também exoftalmia e a 

presença de excesso de muco na região da cabeça. Pavanelli et al. (2002) 

descreveram essas manifestações como sinais clínicos de infecção por A. 

hydrophila e, de acordo com Costa (2004), a grande proliferação da bactéria no 

intestino dos animais pode causar a liberação excessiva de catarro mucoso. 

Schlotfeldt & Alderman (1995) observaram que a infestação por A. hydrophila 

em peixes, além dos sinais clínicos como os descritos para matrinxã neste estudo, 

pode causar também hemorragia necrótica de órgãos internos, principalmente rim e 
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fígado, e deposição de fluido sanguinolento na cavidade abdominal. Barja & Esteves 

(1988) observaram hemorragias nas brânquias, ao redor do ânus e nos órgãos 

internos, como fígado, baço e rim. Boijink & Brandão (2001) não observaram 

hemorragias aparentes nas brânquias e nos outros órgãos em jundiá (Rhamdia 

quelen), mas verificaram lesões ao redor do ânus e poro genital.  

O efeito da bactéria A. hydrophila sobre os peixes pode variar de acordo com 

a resistência dos mesmos à infecção (Schlotfeldt & Alderman, 1995). Santos et al. 

(1991), determinaram, durante sete dias, a DL50 da A. hydrophila para diferentes 

espécies de peixe: Salmo trutta (2x105 células/mL), Anguilla japonica (>108 

células/mL), Plecoglossus altivelis (8,6x104 células/mL), Lepomis macrochirus (>108 

células/mL). Segundo esses autores, a toxicidade da bactéria pode variar 

dependendo da cepa bacteriana, cujos valores da DL50 para Onchorhyncus mykiss 

variou entre 3,2x104 a 3,2x108 células/mL. Boijink & Brandão (2001) encontraram 

doses letais de A. hydrophila para o jundiá (Rhamdia quelen) de 1,3x109 e 3,5x108 

UFC/mL, quando inoculadas intramuscularmente.  

 Andrade et al. (2006) encontraram valores da DL50 de A. hydrophila para 

exemplares de matrinxã com peso médio de 55 g de 4,6x1011 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, é possível sugerir que o matrinxã apresenta alta tolerância 

a bactéria A. hydrophila, sendo a concentração letal para 50% da população, em 96 

horas, de 6,66 x 1011 células/mL de solução salina.  
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Tabela 1. Parâmetros físico-químicos da água durante as 96 horas de experimento 
para determinação da DL50 da A. hydrophila para B. amazonicus. 
Valores expressos em Média ± DP. T1 = Controle (solução salina 0,9%); 
T2 = 4 x 1011 células/mL; T3 =  5 x 1011 células/mL; T4 = 1,36 x 1012 
células/mL e T5 = 3,06 x 1012 células/mL. 

 
  Tratamentos  
Parâmetros  T1 T2 T3 T4  T5  
Oxigênio 
(mg/L) 5,73±0,20a 5,86±0,11a 5,83±0,13a 5,69±0,22a 5,75±0,17a 

Temperatura  
(ºC) 26,17±,24a 26,23±0,20a 26,23±0,23a 26,25±0,19a 26,22±0,22a 

Condutividade 
(µS/cm3) 27,92±2,93a 28,86±4,52a 29,31±6,19a 29,45±6,88a 28,64±4,18a 

pH 7,13±0,14a 7,10±0,18a 7,05±0,22a 7,11±0,14a 7,08±0,16a 

Alcalinidade  
(mg CaCO3/L) 13,47±0,9a 14,18±1,7a 14,73±1,8a 15,16±2,2a 13,56±1,5a 

Dureza  
(mg CaCO3/L) 20,02±3,1a 19,46±1,5a 20,58±2,6a 21,13±3,7a 19,32±1,9a 

CO2  
(mg/L) 11,17±2,79a 11,04±3,61a 10,83±3,54a 10,33±3,19a 11,10±2,9a 

Amônia total 
(mg/L) 1,37±0,44b 1,84±0,53ab 2,09±0,65ab 2,46±0,72a 2,50±0,68a 

Amônia tóxica 
(mg/L) 0,008±0,000b 0,011±0,000b 0,012±0,000a 0,014±0,000a 0,016±0,000a 

Nitrito 
(mg/L) 0,005±0,000b 0,005±0,000b 0,006±0,000b 0,011±0,000a 0,011±0,000a 

Letras iguais na mesma linha indicam igualdade estatística (p>0,05). 
 
 
 
Tabela 2. Mortalidade do matrinxã, B. amazonicus, após 96 h de inoculação 

peritoneal de diferentes concentrações de A. hydrophila. T1 = Controle 
(solução salina 0,9%); T2 = 4 x 1011 células/mL; T3 =  5 x 1011 células/mL; 
T4 = 1,36 x 1012 células/mL e T5 = 3,06 x 1012 células/mL. 

Tratamento Nº peixes inicial Nº peixes final Mortalidade (%) 

T1 18 18 0 

T2 18 15 16,66 

T3 18 10 44,44 

T4 18 5 72,22 

T5 18 0 100 
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Figura 1. Erosão das nadadeiras e perda de escamas no B. amazonicus causadas 
pela infecção por A. hydrophila. 

 

 

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

 

 

Figura 3. Lesões ulcerativas no abdômen e poro urogenital de B. amazonicus 
causadas por A. Hydrophila. 
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Figura 4. Exoftalmia e excesso de muco na região da cabeça de B. amazonicus 
causados por A. hydrophila. 
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CAPÍTULO 3 

 

Efeito da suplementação de levamisol nas respostas fisiológicas e no 

desempenho do matrinxã, Brycon amazonicus 

 

 

RESUMO 

O efeito da adição de diferentes concentrações de levamisol (0, 100, 200, 300, 400 e 
500 mg/kg) no desempenho e nos parâmetros fisiológicos de juvenis de matrinxã, 
Brycon amazonicus, foram avaliados pelo período de 45 dias e após desafio com a 
bactéria Aeromonas hydrophila. A ingestão de levamisol não influenciou o consumo 
de ração, o ganho de peso e a sobrevivência do matrinxã, mas causou aumento 
significativo no número de eritrócitos (RBC), leucócitos e trombócitos, e nos níveis 
de proteínas totais (Pt). Após o desafio, a alimentação com levamisol não minimizou 
as respostas fisiológicas causadas pela infecção bacteriana, evidenciada pela 
redução nos níveis de Pt e número de eritrócitos e que foi compensada pelo 
aumento da concentração de hemoglobina total e celular. O aumento nos níveis de 
trombócitos após a infecção corrobora com pesquisas que relatam estas células com 
função de defesa em peixes.   
 
 
Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, imunoestimulante, levamisol, matrinxã. 
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ABSTRACT 

Effect of dietary levamisole on performance and physiological responses of 
matrinxã, Brycon amazonicus  
 
Juvenile matrinxã (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 matrinxã, 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 INTRODUÇÃO 

Durante as duas últimas décadas, o uso de imunoestimulantes na aqüicultura 

vem se tornado comum, principalmente, devido a sua atuação no sistema imune, 

prevenindo doenças em peixes (Jeney et al., 1997; Montero et al., 1999; Findlay & 

Munday, 2000; Bricknell & Dalmo, 2005; Li et al., 2006a; Magnadóttir, 2006; Kumari 

& Sahoo, 2006). Além disso, estas substâncias, ao tornarem os animais mais 

saudáveis, minimizam os efeitos indesejáveis do estresse (Anderson, 1992; Jeney et 

al., 1997; Volpatti et al., 1998).  

Dentre os inúmeros imunoestimulantes estudados em peixes, o levamisol tem 

apresentado diversas vantagens que favorecem sua aplicação, destacando-se a 

melhora da função do sistema imune não específico (Mulero et al., 1998; Cuesta et 

al., 2002; Kumari & Sahoo, 2006), resistência dos peixes contra diversas bactérias 

patogênicas (Sahoo e Mukherjee, 2002; Munday & Zilberg, 2003; Gopalakannan & 

Arul, 2006), e contra parasitas (Geets et al., 1992), e ainda a contribuição para o 

crescimento de algumas espécies de peixes (Mulero et al., 1998; Gopalakannan & 

Arul, 2006; Li et al., 2006b).  

Para a administração do levamisol, dois fatores importantes devem ser 

considerados: as concentrações e o tempo de administração da dieta. Altas doses 

de levamisol podem suprimir as respostas imunes, ou apresentar efeitos negativos, 
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e baixas doses podem não ser eficientes (Anderson et al., 1989; Siwicki et al., 1990). 

Da mesma maneira, a administração por períodos muito curtos pode não surtir efeito 

sobre o sistema imune do animal, assim como a exposição contínua pode induzir à 

tolerância, ou até mesmo à supressão da resposta imune (Bricknell & Dalmo, 2005). 

Para espécies nativas da região amazônica de interesse para a piscicultura, a 

suplementação de imunoestimulantes na ração, como a vitamina C, tem mostrado 

resultados positivos, principalmente, quanto ao aumento da resistência imunológica 

e crescimento dos peixes (Chagas et al., 2005; Menezes et al., 2006; Affonso et al., 

2007; Andrade et al., 2007). O matrinxã, Brycon amazonicus, é uma das espécies 

nativas da região amazônica (Lima, 2003) de grande valor econômico (Roubach et 

al., 2003). Esta espécie, embora bem adaptada ao cativeiro, é muito sensível a 

práticas de manejo comuns na piscicultura, como o manuseio e transporte, podendo 

apresentar alta mortalidade. Dessa forma, essa pesquisa foi conduzida com os 

objetivos de: 1) avaliar a eficiência da suplementação de diferentes doses de 

levamisol na dieta do matrinxã, em condições laboratoriais, e de 2) avaliar se o 

levamisol é capaz de minimizar as respostas de estresse do matrinxã causadas pelo 

desafio com Aeromonas hydrophila. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

Pós-larvas de matrinxã foram adquiridas de piscicultores locais e transferidas 

para a Estação Experimental de Piscicultura da Coordenação de Pesquisas em 

Aqüicultura (CPAQ) do INPA. Na CPAQ, os peixes foram mantidos em viveiros 

escavados de 150 m2, e alimentados com ração comercial extrusada contendo 40% 

de proteína bruta, moída 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 Avaliação da eficiência da suplementação de diferentes doses de 

levamisol na ração de matrinxã em condições experimentais.   

Após o período de aclimatação, 720 peixes foram uniformizados por tamanho 

utilizando-se um classificador de barras. Em seguida, foram pesados (27,0 ± 0,98 g) 

e distribuídos em seis grupos de 120 peixes (40 por réplica) em tanques de PVC de 



 41 

500 litros, abastecidos, individualmente, com água de poço semi-artesiano e com 

sistema de aeração contínua.  

O delineamento experimental consistiu em seis tratamentos: Controle – 

somente ração peletizada com 36% de proteína bruta e sem adição de levamisol; 

L100, L200, L300, L400 e L500 com suplementação de 100, 200, 300, 400 e 500 mg 

de cloridrato de levamisol/kg de ração, respectivamente. Cada tratamento foi 

constituído por três réplicas, totalizando 18 unidades experimentais. Durante 45 dias, 

os peixes foram alimentados com a ração experimental (item 2.2), no período da 

manhã (9:00 h) e da tarde (17:00 h), até a saciedade aparente. Ao final dos 45 dias 

de alimentação, foi feita a biometria de todos os peixes e a coleta de sangue de seis 

peixes por réplica, destinadas à análises (item 2.3). Durante todo o experimento, os 

peixes foram avaliados quanto ao desempenho frente ás diferentes concentrações 

de levamisol (item 2.5). 

 

2.1.2 Avaliação do efeito de diferentes concentrações de levamisol na 

ração do matrinxã após infecção com A. hydrophila 

Todo o procedimento para o preparo das soluções bacterianas está descrito 

em detalhes no Capítulo 2, sendo, portanto, citado resumidamente neste capítulo. 

Utilizando-se uma cepa patogênica de A. hydrophila, foi preparada uma 

suspensão concentrada da bactéria, cujo número de células foi determinado em 

câmara de Neubauer com auxílio de microscópio óptico, com aumento de 400 

vezes, segundo Koch (1994).  

Baseado no resultado da DL50 96-h de A. hydrophila (6,66 x 1011 

células/mL) para matrinxã, descrito no Capítulo 2, foi utilizado para o teste de 

desafio 60% desta concentração (3,96 x 1011 células/mL), inoculada dentro da 

cavidade peritoneal dos peixes previamente alimentados com rações suplementadas 

com diferentes doses de levamisol durante 45 dias (item 2.1.1). Após sete e 14 dias 

da inoculação, foram coletadas amostras de sangue de seis exemplares por réplica 

para análises sangüíneas (item 2.3) e realizada a biometria de todos os animais. 

Durante todo o período experimental, foi observada a mortalidade dos peixes.  

 

2.2 Preparo da ração suplementada com levamisol 

A suplementação do levamisol foi feita em ração comercial contendo 36% de 

proteína 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 ração. Em seguida, a mistura foi umedecida com 350 mL de 

água/kg, sendo a massa peletizada utilizando-se um picador de carne (Marca CAF, 

modelo 22S). Os peletes foram secos em estufa a 40 ºC, resfriados, embalados e 

armazenados a -20 ºC. Para o tratamento controle, a mesma ração comercial foi 

peletizada sem a suplementação de levamisol. 

 

2.3 Coleta e análises de sangue  

Amostras de sangue de exemplares de matrinxã foram coletadas após 45 

dias de alimentação com diferentes doses de levamisol (pré-desafio) e em sete e 

14 dias após infecção com a bactéria A. hydrophila.  

Antes da coleta de sangue, os peixes foram anestesiados com benzocaína 

a 10% por aproximadamente 2 minutos. Em seguida, o sangue foi coletado por 

punção da veia caudal de seis peixes por réplica, utilizando seringas com EDTA 

(ácido etilenodiaminotetraacético) a 10%. As amostras foram destinadas às 

determinações dos parâmetros hematológicos, bioquímicos e imunológicos 

descritos a seguir: 

 

• Contagem de eritrócitos e leucócitos totais  

A contagem de eritrócitos (RBC) foi realizada em câmara de Neubauer após 

diluição em solução de Natt & Herrick (1952). Após 10 minutos de repouso, a 

contagem dos eritrócitos foi feita na câmara de Neubauer com auxílio de 

microscópio óptico com ampliação de 400 vezes. Os eritrócitos foram contados em 

cinco áreas de 0,04 mm2 e os valores expressos em cél/µLx106. A contagem dos 

leucócitos totais (WBC) foi feita utilizando-se as extensões sangüíneas segundo 

Tavares-Dias et al. (2002), após serem previamente coradas pelo método de 

coloração rápida May Grünwald-Giemsa Wright (MGGW) segundo Tavares-Dias & 

Moraes (2003).  

 

• Determinação do Hematócrito (Ht) 

O Ht foi determinado com uso de tubo capilar heparinizado e centrifugado em 

centrífuga de microhematócrito (marca FANEM, modelo 241) a 5000 rpm durante 
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seis minutos. A leitura do percentual (%) da sedimentação dos eritrócitos foi feita em 

uma escala padronizada de volume celular.  

 

• Determinação da concentração de hemoglobina [Hb] 

Para dosagem da [Hb] foi utilizado o método da cianometahemoglobina. O 

procedimento consiste na diluição de 10 µl de sangue em 2 mL do reagente de 

Drabkin, que, após homogeneização, permanece em repouso por 3 minutos. A 

amostra foi lida em absorbância de 540 nm em espectrofotômetro (marca 

Amersham Pharmacia Biotech, modelo Novaspec II). A concentração de 

hemoglobina foi calculada usando-se as fórmulas: 

Fator = 14,3/Absorbância padrão 

Hb (g/dL) = Absorbância da amostra x Fator 

 

• Índices hematimétricos de Wintrobe 

Após obtenção dos resultados de RBC, Ht e [Hb], para cada indivíduo, os 

valores do volume corpuscular médio (VCM) e concentração de hemoglobina 

corpuscular média (CHCM) foram determinados seguindo as recomendações de 

Wintrobe (1934), como descrito a seguir: 

VCM (µm3/cel) = Ht*10/RBC  

CHCM (%) = [Hb]*100/Ht 

 

• Determinação da glicose plasmática 

A determinação da glicose foi feita pelo método enzimático-colorimétrico 

(glicose oxidase), utilizando-se kit comercial (marca Doles). As amostras de sangue 

foram centrifugadas numa centrífuga (marca Eppendorff) para a separação do 

plasma dos eritrócitos. Em seguida, 10 µl de plasma de cada amostra foi diluído em 

1 mL do reagente Glucox, posteriormente agitado em agitador de tubo (marca 

FANEM, modelo 251) e mantido em banho-maria a 37 ºC durante 10 minutos. As 

amostras foram lidas em 510 nm em espectrofotômetro. A glicose plasmática foi 

calculada usando-se as fórmulas: 

Fator = 100/Absorbância padrão 

Glicose (mg/dL) = Absorbância da amostra x Fator 
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• Determinação da proteína total  

A determinação da proteína total foi feita pelo método de biureto, utilizando 

um kit comercial (marca Doles). Após a centrifugação do sangue, 20 µl de plasma de 

cada amostra foi diluído em 1 mL da solução de biureto e 1 gota de NaOH 6M, 

posteriormente agitado num agitador de tubo (marca FANEM, modelo 251). Após 

repouso de cinco minutos, as amostras foram lidas em 550 nm em 

espectrofotômetro. A proteína total foi calculada usando-se a fórmula: 

Proteínas totais (g/dL) = (Absorbância da amostra x 4) 
                                       Absorbância da média dos padrões 

 
 

2.4 Monitoramento da qualidade da água 

Diariamente (9:00 h) e durante todo o período experimental foram feitas 

análises físico-químicas da água. O oxigênio 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 concentrações de amônia total (NH3 + NH4
+) e de nitrito (NO2

-) foram 

determinadas pelo método colorimétrico, segundo Verdouw (1978) e Boyd & Tucker 

(1992), respectivamente. A alcalinidade total, dureza total e gás carbônico foram 

determinados por titulação conforme descrito por Boyd & Tucker (1992).  

 

2.5 Parâmetros zootécnicos  

Para avaliação do desempenho dos peixes alimentados com ração 

suplementada com diferentes concentrações de levamisol (item 2.1.1), foram 

determinados os seguintes parâmetros zootécnicos: 

Ganho de peso médio individual: GPMI = (peso médio final – peso médio 

inicial), expresso em gramas; 

Ganho de peso médio individual diário: GPD = (peso médio final – peso 

médio inicial) / tempo, expresso em gramas por dia; 

Taxa de crescimento específico: TCE = [100 (In Peso final – In Peso inicial)] 

/ tempo); expresso em %/dia; 

Conversão alimentar aparente: CA = consumo de alimento (g) / ganho em 

peso (g); 

Consumo médio de ração individual: CMRI = Consumo de ração total / 

número de peixes; expresso em gramas; 
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Consumo diário de ração: CD = Consumo no período/ [(peso final + peso 

inicial)/2] / dias x 100, expresso em %PV/dia; 

Sobrevivência: S = percentagem de sobreviventes em relação ao número 

inicial de peixes em cada tratamento. 

 

2.6 Análise estatística 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os resultados 

foram testados para normalidade e resíduos pelo teste Shapiro-Wilk e para 

homogenidade de variâncias pelo teste de Levene. Os resultados dos tratamentos 

do item 2.2.1, dos parâmetros zootécnicos e da análise de água foram determinados 

mediante a análise de variância (ANOVA), pelo teste F. Para avaliação do efeito da 

inoculação da bactéria sobre os parâmetros fisiológicos do matrinxã, foi utilizada 

uma análise de variância (ANOVA) com medidas repetidas no tempo, na qual os 

tempos de coleta considerados foram: pré-desafio (animais alimentados com rações 

suplementadas com doses de levamisol durante 45 dias) e sete e 14 dias após 

desafio. Os tratamentos que apresentaram diferenças significativas tiveram as 

médias comparadas pelo Teste de Tukey. Ambas as análises foram realizadas a 5% 

de probabilidade. Os dados foram analisados utilizando o software Statsoft Statistica 

versão 6.0. 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Qualidade da água 

Durante o período experimental os parâmetros físico-químicos da água não 

foram significativamente diferentes (P>0,05) entre os tratamentos, permanecendo 

dentro das condições adequadas para o cultivo de organismos aquáticos (Tabela 1) 

(Arana, 1997; Kubitza, 2003).  
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Tabela 1. Qualidade da água dos tanques durante o experimento com juvenis de matrinxãs 
alimentados com rações 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 ração, respectivamente.  

   Tratamentos   
Parâmetros Controle L100 L200 L300 L400 L500 
Oxigênio dissolvido 
(mg/L) 

5,08±0,19 5,06±0,07 5,12±0,28 5,16±0,14 5,15±0,12 5,08±0,21 

Temperatura 
(ºC) 

27,24±0,05 27,19±0,03 27,18±0,06 27,11±0,05 27,16±0,01 27,20±0,01 

Condutividade 
(µS/cm3) 

19,36±0,39 20,01±0,69 19,54±0,89 19,19±0,11 19,32±0,80 19,29±0,76 

pH 
 

5,37±0,08 5,43±0,08 5,44±0,06 5,53±0,09 5,51±0,02 5,48±0,02 

Alcalinidade total 
(mg CaCO3/L) 

73,7±0,58 72,2±2,56 66,5±2,12 71,0±2,00 67,3±5,96 66,5±5,67 

Dureza total 
(mg CaCO3/L) 

18,32±2,88 18,35±5,77 18,35±2,88 16,68±2,88 20,02±5,00 16,67±2,88 

CO2 
(mg/L) 

15,5±2,5 16,7±2,8 13,3±1,44 12,7±1,44 13,3±1,44 14,2±1,44 

NH3+NH4
+ 

(mg/L) 
0,268±0,11 0,295±0,12 0,215±0,04 0,238±0,04 0,205±0,05 0,292±0,18 

NO2
-
 

(mg/L) 
0,004±0,001 0,004±0,000 0,004±0,001 0,002±0,001 0,003±0,000 0,003±0,000 

Valores expressos em média ± desvio padrão. 

 

3.2 Efeito da suplementação de diferentes concentrações de levamisol 

na dieta do matrinxã 

 Em condição de bioensaio, a suplementação com diferentes concentrações 

de levamisol não influenciou significativamente (P>0,05) no consumo de ração, no 

ganho de peso e na sobrevivência do matrinxã (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 conversão alimentar média de 1,36 ± 0,11. Os resultados indicam, entretanto, 

tendência ao menor consumo de ração 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 ração individual 
(CMRI) de matrinxãs alimentados com rações 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 ração, respectivamente. Média 
± desvio padrão. 

 
 
 
 
 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Ganho de peso médio individual diário (GPMID) e consumo diário de ração (CDR) 

de matrinxãs alimentados com rações 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 ração, respectivamente. Média ± desvio 
padrão. 
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Figura 3. Taxa de crescimento específico – TCE (A), conversão alimentar aparente – CAA 

(B), e sobrevivência (C) de matrinxãs alimentados rações 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 ração, 
respectivamente. Média ± desvio padrão. 

 
 

Na Tabela 2 estão apresentados os valores dos parâmetros sangüíneos do 

matrinxã alimentado com e sem suplementação de levamisol na ração, durante 45 

dias. De acordo com as análises estatísticas, o hematócrito, a concentração de 

hemoglobina total ([Hb]) e celular (CHCM), o volume celular (VCM) e a glicemia não 

foram influenciados pelos diferentes níveis de levamisol na ração. 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 número de eritrócitos e 

trombócitos no tratamento L300 e proteínas totais no tratamento L100.  

 

Tabela 2. Parâmetros sangüíneos do matrinxã alimentado com ração 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 ração, 
respectivamente. Média ± desvio padrão. VCM = volume corpuscular médio; 
CHCM = concentração de hemoglobina corpuscular média; Pt = proteínas totais. 

 
Tratamentos Parâmetros  

 Controle L100 L200 L300 L400 L500 
Hematócrito 
(%) 33,66±3,10ª 34,13±5,48ª 31,58±3,18ª 33,47±3,12ª 36,00±2,96ª 34,00±5,01ª 
Hemoglobina 
(g/dL) 8,61±0,98ª 9,39±0,95ª 9,07±1,08ª 9,56±1,12ª 9,47±1,22ª 9,37±1,58ª 
Eritrócitos 
(cél/µLx106) 2,32±0,22b 2,46±0,18ab 2,46±0,25ab 2,59±0,23a 2,33±0,22b 2,50±0,25ab 
VCM  
(um3/cel) 145,2±13,5ª 139,5±17,1ª 128,6±10,1ª 129,8±14,4ª 155,0±13,9ª 137,7±14,0a 
CHCM  
(%) 25,71±3,19ª 28,09±4,77ª 28,85±3,16ª 28,73±3,79ª 26,45±3,75ª 27,20±3,00a 
Leucócitos  
(cél/µLx104) 3,18±0,91ab 4,74±2,71a 4,10±1,97ab 4,43±1,68a 2,75±0,93b 4,55±1,86ab 
Trombócitos  
(cél/µLx104) 2,18±0,70b 2,61±0,77ab 2,48±0,99ab 3,37±1,09a 2,13±0,67b 2,95±1,36ab 
Glicose  
(mg/dL) 49,50±7,40ª 57,49±10,01ª 53,36±7,22ª 65,80±15,02ª 51,75±8,51ª 51,92±8,82a 
Pt  
(g/dL) 2,62±0,55b 3,05±0,76a 2,77±0,87ab 2,95±0,36ab 3,00±0,30ab 2,72±0,66ab 
Letras diferentes na mesma linha indicam médias diferentes (p<0,05).  

 

3.3 Efeito de diferentes concentrações de levamisol na dieta do matrinxã 

após infecção com A. hydrophila 

 Para avaliar o efeito da suplementação do levamisol nas respostas 

fisiológicas do matrinxã, antes e após o teste de desafio com a bactéria A. 

hydrophila, foram considerados como pré-desafio os resultados obtidos durante os 

45 dias de suplementação (Tabela 2). 

 Os resultados dos parâmetros sangüíneos analisados estão expressos na 

Figura 4. Os níveis de hematócrito (Ht) dos peixes dos tratamentos L200 e L300 não 

apresentaram alteração, enquanto foi observada queda significativa nos valores 

desse parâmetro para os demais tratamentos, dos quais apenas o tratamento L100 

conseguiu retornar aos níveis iniciais após 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) não 

apresentou alterações após a inoculação bacteriana (P>0,05). A infecção bacteriana 
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causou uma redução significativa no número de eritrócitos, independente do 

tratamento, sendo observadas reduções na contagem dessas células após sete e 14 

dias da inoculação, exceto para L100. Os peixes alimentados com rações 

suplementadas com levamisol, exceto do L400, também apresentaram redução nos 

leucócitos totais após a infecção (P<0,05), sendo que, após 14 dias infectados, os 

peixes não haviam recuperado os valores iniciais. Contudo, foi observado aumento 

no número de trombócitos após infecção, independente do tratamento testado.  

 A infecção causada pela bactéria A. hydrophila não influenciou na glicemia 

dos peixes, independente do tratamento, mas causou queda significativa nos níveis 

de proteínas totais dos peixes dos tratamentos L100 e L300, embora esses valores 

tenham retornado aos níveis semelhantes aos encontrados no pré-desafio após 14 

dias da inoculação (Figura 5). 
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Figura 4. Parâmetros sangüíneos do matrinxã alimentado com rações suplementadas com 

diferentes concentrações de levamisol (Pré-desafio) e após 7 e 14 dias do 
desafio com A. hydrophila. Hematócrito – Ht (A), concentração de hemoglobina 
total - [Hb] (B), número de eritrócitos – RBC (C), volume corpuscular médio – 
VCM (D), concentração de hemoglobina corpuscular média – CHCM (E), 
leucócitos – WBC (F), trombócitos (Tromb.). Controle; L100; L200; L300; L400 e 
L500 com 0, 100, 200, 300, 400, e 500 mg levamisol/kg ração, respectivamente. 
Letras maiúsculas diferentes indicam diferenças entre os tratamentos em cada 
tempo de amostragem e letras minúsculas entre o mesmo tratamento nos 
diferentes tempos (p<0,05). Média ± desvio padrão. 
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Figura 5. Níveis de glicose (A) e proteínas totais – Pt (B) do matrinxã alimentado com 

rações suplementadas com diferentes concentrações de levamisol após 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 ração, respectivamente. Letras 
maiúsculas diferentes indicam diferenças entre os tratamentos em cada tempo de 
amostragem e letras minúsculas entre o mesmo tratamento nos diferentes 
tempos (p<0,05). Média ± desvio padrão. 

 
 

4 DISCUSSÃO 

Antibióticos, vacinas e imunoestimulantes têm sido amplamente utilizados 

como medidas profiláticas para controlar doenças em peixes de cultivo (Anderson, 

1992). O uso de imunoestimulantes, em particular, tem sido bastante difundido, pois 

não apresenta efeitos negativos ao homem nem ao meio ambiente. Na literatura são 

descritos vários imunoestimulantes eficazes para peixes, dentre eles o levamisol, 

composto sintético utilizado como agente anti-helmíntico e, mais recentemente, 

como imunoestimulante, embora seu mecanismo de ação sobre as células do 

sistema imune ainda não 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 não específicas 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 variação dos 

resultados a respeito da dose necessária para a obtenção de efeitos positivos pode 

ser explicada pelas diferenças nos métodos de administração do levamisol, a idade 

dos peixes, seu estado fisiológico, ou mesmo variações inter-específicas (Mulero et 

al., 1998). Sendo assim, é de extrema importância que seja determinada a dose 
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ideal, assim como o tempo de suplementação do levamisol, que efetivamente 

tenham efeito protetor contra agentes patogênicos ou estressores. 

Os resultados obtidos para matrinxã alimentado com dieta suplementada com 

levamisol por 45 dias não apresentaram efeitos significativos no crescimento dos 

peixes. Esses resultados foram contrários aos descritos por Li et al. (2006b), que 

observaram melhora de 10% no crescimento e na conversão alimentar do “hybrid 

striped bass” alimentado com doses inferiores a 500 mg de levamisol/kg após três 

semanas de suplementação. Da mesma maneira, a ingestão de levamisol por 

Sparus aurata teve impacto significativo no tamanho e no peso dos animais após 10 

semanas de suplementação (Mulero et al., 1998). Neste estudo, contudo, foi 

observada tendência a menor consumo de ração e, consequentemente, menor 

ganho de peso, do matrinxã alimentado com a ração contendo 500 mg de 

levamisol/kg, ao longo do período experimental. Segundo Li et al. (2004), existe uma 

tolerância espécie-específica ao levamisol, que deve ser determinada, e que o uso 

excessivo dessa substância pode resultar em depressão do crescimento e redução 

da eficiência alimentar.  

Ainda não foram descritos os mecanismos pelos quais o levamisol influencia 

positivamente no ganho de peso dos animais. Contudo, é provável que a boa 

condição fisiológica que ele proporciona ao animal, além de sua ação como anti-

helmíntico, possam levar o animal a uma condição de bem estar, estimulando a 

ingestão de alimento e, ocasionando assim, em melhor ganho de peso. Neste 

estudo, embora não tenha sido observado incremento nos parâmetros zootécnicos 

dos peixes alimentados com ração suplementada com levamisol, os resultados 

apresentados foram satisfatórios para a produção de matrinxã, o que demonstra a 

qualidade em que foi conduzido o bioensaio. Para avaliação do real efeito do 

levamisol como agente promotor de crescimento para o matrinxã, seria interessante 

a condução de outros estudos em condições de cultivo, nas quais os animais 

possam estar sujeitos aos fatores estressantes intrínsecos da produção, como altas 

densidades populacionais, alterações na qualidade da água e até mesmo o 

parasitismo. 

Os índices hematológicos são parâmetros importantes para avaliação do 

estado fisiológico dos peixes, pois estão diretamente relacionados com a resposta 

do animal ao ambiente (Vázquez & Guerrero, 2007). Esses índices têm sido 

amplamente utilizados no monitoramento das respostas dos peixes à estressores 
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(Svobodová et al., 1994). Os parâmetros sangüíneos de matrinxã, embora tenham 

apresentado algumas alterações durante o período de alimentação e após o desafio, 

indicam a capacidade adaptativa desta espécie em manter a homeostase fisiológica 

frente a um agente estressor. A alimentação com levamisol, de maneira geral, 

aumentou o número de eritrócitos em todos os tratamentos e, consequentemente, a 

concentração de hemoglobina, sugerindo melhor capacidade de transporte de 

oxigênio por esses animais. 

Após a inoculação bacteriana, o matrinxã não apresentou resposta 

diferenciada nos tratamentos com e sem suplementação na dieta. Esses resultados 

corroboram com aqueles obtidos por Andrade et al. (2006) com matrinxãs 

alimentados com dieta suplementada com vitamina C e submetidos à infecção pela 

A. hydrophila, cujos valores dos parâmetros hematológicos não sofreram alterações. 

Entretanto, o efeito do estresse pela bactéria causou alterações no perfil 

hematológico dos peixes, particularmente nos valores de Ht, RBC, [Hb] e CHCM, 

após sete dias do desafio. De acordo com os resultados obtidos, a diminuição nos 

valores de Ht foi conseqüência da diminuição no RBC. Entretanto, a capacidade de 

transporte do oxigênio aos tecidos não foi comprometida, visto que houve aumento 

na síntese de hemoglobina, confirmada pelos valores da [Hb] e CHCM. Harikrishnan 

et al. (2003) já haviam descrito que a infecção causada por Aeromonas hydrophila 

resulta em prejuízo na síntese de células sangüíneas para a carpa comum, Cyprinus 

carpio. Assim como no presente estudo, Falcon (2007) concluiu que a 

suplementação de β-glucano e de vitamina C na dieta da tilápia do Nilo, 

Oreochromis niloticus, não foi capaz de manter a eritropoiese nos padrões 

considerados adequados para animais sadios. 

A primeira defesa contra os agentes patogênicos que afetam o animal é 

produzida pelo sistema imune não específico, evidenciada pelas alterações no 

número de leucócitos e trombócitos (Bozzo et al., 2007; Garcia et al., 2007). Os 

leucócitos podem ser também bons indicadores de estresse fisiológico 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 

trombócitos não sejam incluídos como célula leucocitária (Hrubec et al., 2001; 

Ranzani-Paiva et al., 2003), para outros estas células, além de apresentarem função 

hemostática, agem também como células de defesa, apresentando atividade 

fagocítica (Kozinska et al., 1999; Bozzo et al. 2007). 
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Diversos estudos mostraram que a alimentação com imunoestimulantes pode 

levar ao aumento no número de leucócitos. Por exemplo, C. carpio alimentados com 

β-glicano+lipopolissacarídeo mostraram aumento significativo no WBC, que foi 

diretamente proporcional às doses utilizadas (Selvaraj et al., 2006). Da mesma 

maneira, a suplementação com altas doses de vitamina C causou aumento 

significativo do WBC em matrinxã (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 parâmetros para 

matrinxã, neste estudo, não foram influenciados pelas diferentes concentrações de 

levamisol na dieta.   

Entretanto, após o desafio com a bactéria, a adição de levamisol na dieta 

influenciou negativamente no número de leucócitos dos peixes. A leucopenia foi 

anteriormente descrita por Barton e Iwana (1991), que ressaltaram que a diminuição 

no número total leucócitos pode ser acompanhada por linfopenia em condições de 

estresse. Vários estudos têm relacionado a diminuição no número de células 

brancas totais com os altos níveis de cortisol e catecolaminas em situações de 

estresse (Pickering & Pottinger, 1985; Barton & Iwana, 1991; McDonald & Milligan, 

1992). No presente estudo, diferente dos leucócitos, os valores de trombócitos do 

matrinxã sofreram aumento após a inoculação 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 

importância desta célula nos mecanismos de defesa do organismo, as quais são 

células predominantes nos exudatos inflamatórios.   

Além dos índices hematológicos, os níveis glicêmicos são importantes 

indicadores de estresse em peixes em condições de cultivo (Hattingh, 1986; 

Wendelaar-Bonga, 1997). Em situações de estresse, os peixes, geralmente utilizam 

suas reservas de glicogênio hepático por meio de glicogenólise, disponibilizando 

maior quantidade de energia para o organismo se adaptar às condições 

desfavoráveis (Iwama et al., 2004). Em condições de bioensaio por 45 dias, os 

peixes alimentados com rações suplementadas e não suplementadas com levamisol 

não mostraram necessidade de uma maior demanda energética. Resultados 

semelhantes foram encontrados em estudos com outros imunoestimulantes, como 

superdose de vitamina C na dieta do matrinxã durante 60 dias (Affonso et al., 2007), 

e o β-glicano, fornecido durante 42 dias para o Labeo rohita (Misra et al., 2006). A 
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glicose plasmática dos animais sob efeito da bactéria A. hydrophila não mostrou 

qualquer alteração nos diferentes tratamentos e tempos de exposição, embora 

tenham sido verificados valores superiores aos do bioensaio. Isto, provavelmente, 

deve-se a alta tolerância do matrinxã a bactéria A. hydrophila (DL50 96-h = 6,66 x 

1011 células/mL), submetido ao teste desafio com solução bacteriana com apenas 

60% da DL50.  

Alterações nas proteínas totais, além de bons indicadores de estresse 

fisiológico, estão associadas a uma maior resposta imune nos peixes (Wiegertjes et 

al., 1996). O aumento de proteínas totais no plasma pode ser indicativo da presença 

de lisozimas, imunoglobulinas, anticorpos e componentes do sistema complemento. 

Neste estudo, a alimentação com levamisol durante 45 dias causou aumento nos 

níveis de proteínas totais, cujos valores obtidos no tratamento L100 apresentaram 

diferença significativa com relação ao controle. Outras substâncias 

imunoestimulantes têm mostrado efeitos positivos na síntese de proteínas 

plasmáticas. Misra et al. (2006), observaram aumento significativo nos níveis de 

proteínas totais após suplementação de L. rohita com β-glicano. Para o pirarucu, A. 

gigas, a adição das vitaminas C e E na dieta, proporcionou níveis altos de proteínas 

totais, tanto em condições experimentais, como em produção 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 concentrações de 

proteínas totais no plasma não foram influenciadas pela suplementação de levamisol 

na dieta. 

É descrito na literatura que a infecção por bactérias ou parasitas resulta na 

diminuição nos níveis de proteínas totais no plasma de peixes (Wedemeyer & 

McLeay 1981; Boon et al., 1990). Neste estudo, contudo, foi observada diminuição 

nos níveis de proteínas totais após sete dias da inoculação bacteriana nos peixes 

alimentados com 100 e 300 mg de levamisol/kg de dieta, recuperando os níveis 

encontrados antes do desafio após 14 dias. Resultados semelhantes foram 

observados para o pacu, P. mesopotamicus, alimentado com dietas suplementadas 

com vitaminas C e E, que apresentou diminuição nos níveis de proteínas 

plasmáticas após desafio com A. hydrophila (Garcia et al., 2007). 

Assim, com os resultados obtidos neste estudo é possível concluir que: 1) em 

condições experimentais (bioensaio), a suplementação com levamisol em baixas 

concentrações proporcionou um estado fisiológico adequado para o matrinxã, 
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promovendo melhores condições para o transporte de oxigênio e para o sistema 

imune não-específico, e; 2) o levamisol não foi capaz de minimizar as respostas de 

estresse evidenciadas pela infecção por A. hydrophila. Contudo, para se obter 

resultados conclusivos sobre o efeito do levamisol como imunoestimulante para o 

matrinxã, sugere-se a realização de experimentos em sistema de produção, assim 

como diferentes períodos de suplementação e a avaliação de indicadores 

imunológicos não-específicos, como a concentração e atividade de lisozimas e a 

atividade respiratória de leucócitos. 
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CAPÍTULO 4 

 

Efeito da suplementação de levamisol no estresse por transporte de 

matrinxã, Brycon amazonicus 

 

 

RESUMO 

Esse estudo avaliou o efeito da suplementação alimentar com levamisol, 
durante diferentes períodos, nas respostas fisiológicas de estresse do matrinxã, 
Brycon amazonicus, após 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 após o transporte, e em 24, 48 e 96 h 
de recuperação, foram avaliadas as respostas primárias e secundárias de 
estresse. Independente do tratamento testado, os peixes apresentaram 
hiperglicemia, aumento no número de eritrócitos, aumento da hemoglobina total 
e celular e diminuição no volume celular e nos níveis de cloreto plasmático. Os 
peixes dos tratamentos com levamisol apresentaram aumento nos níveis de 
cortisol após o transporte, estando este associado à diminuição no número de 
leucócitos e trombócitos circulantes. Os resultados sugerem que a 
suplementação com levamisol não foi capaz de minimizar os efeitos fisiológicos 
negativos causados pelo transporte no matrinxã, podendo ainda apresentar 
efeito imunossupressor sobre leucócitos e trombócitos. Entretanto, os efeitos 
do estresse sobre os peixes dos tratamentos com e sem suplementação de 
levamisol demonstraram a capacidade adaptativa dessa espécie em recuperar 
a homeostase fisiológica, sendo os períodos mais críticos as primeiras 24 h de 
recuperação após o transporte. 
 
Palavras-chave: estresse, imunoestimulante, levamisol, matrinxã, 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 INTRODUÇÃO  

O transporte de peixes vivos é uma prática 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 são traumáticas e geradoras de 

estresse e expõem os peixes a uma série de estímulos que podem causar 

danos à saúde e, conseqüentemente, levar a sua morte (Carmichel et al.,1983;  

Lim et al., 2003; Bendack, 2004; Urbinati et al., 2004; Inoue, 2005).  

Na luta pela sobrevivência, os peixes reagem com complexo conjunto de 

respostas adaptativas (Chrousos, 1998), classificadas por alguns autores como 

primárias, secundárias e terciárias (Wedemeyer, 1996; Barton, 2002; Urbinati & 

Carneiro, 2004). Respostas primárias consistem na liberação dos hormônios 

cortisol e catecolaminas (Urbinati & Carneiro, 2004) e as respostas secundárias 
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são decorrentes da liberação desses hormônios, e incluem hiperglicemia, 

desequilíbrio osmótico e eletrolítico, alterações nas variáveis hematológicas e 

imunossupressão, entre outras (Wedemeyer, 1996; McDonald & Milligan, 1997; 

Mommsen et al., 1999; Tavares-Dias & Moraes, 2004; Urbinati et al., 2004). As 

respostas terciárias incluem mudanças no comportamento, diminuição do 

crescimento e do desempenho reprodutivo e aumento da suscetibilidade à 

doenças (Wedemeyer & McLeay, 1981).  

Para minimizar tais efeitos negativos do transporte é importante que 

sejam realizados procedimentos e técnicas preparatórias relacionadas ao 

peixe, à água, aos equipamentos e ao manejo envolvido nesta operação 

(GrØttum et al., 1997; Kubtiza,1999; 2003; Carneiro & Urbinati, 2002; Lim et al. 

2003; Gomes & Urbinati, 2005; Gomes et al., 2006). Alguns estudos têm 

mostrado que o uso de imunoestimulantes, principalmente como medida 

profilática, minimiza o estresse fisiológico 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 imunoestimulação incluem 

não somente a promoção da resposta imune contra agentes infecciosos, mas 

também a superação dos efeitos imunossupressivos causados pelo estresse 

(Anderson, 1992).  

Existem inúmeras substâncias que atuam como imunoestimulantes, 

entretanto, são poucas aquelas adequadas para uso na aqüicultura (Sakai, 

1999). Dentre essas o levamisol tem sido testado em diversas espécies para 

melhorar as respostas imunes não específicas (Purzyc & Calkosinski, 1998; 

Gopalakannan & Arul, 2006) e aumentar a resistência contra bactérias 

patogênicas e parasitas (Geets et al., 1992; Sahoo e Mukherjee, 2002; Munday 

& Zilberg, 2003; Gopalakannan & Arul, 2006). Os efeitos da suplementação 

com levamisol apresentam relação direta com a concentração utilizada, a forma 

e o período de suplementação (Jeney & Anderson, 1993; Jeney et al., 1994; 

Mulero et al., 1998; Safi et al., 2006; Ispir & Yonar, 2007). Essas são 

informações importantes, pois, na prática, o custo da dieta implica em aumento 

de custos e mão-de-obra para a produção.  

O matrinxã, Brycon amazonicus, espécie nativa da bacia Amazônica 

(Lima, 2003) de grande interesse para a agroindústria de pescado em todo o 
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Brasil (Izel & Melo, 2003), embora bem adaptado ao cativeiro, é sensível ao 

manuseio e transporte, apresentando alta mortalidade após tais práticas 

(Kubitza, 1999; Inoue et al., 2003). Frente ao grande interesse do setor 

produtivo no cultivo dessa espécie, este estudo avaliou a eficiência da 

suplementação do levamisol na dieta do matrinxã como mitigador do estresse 

do transporte. Para isso, foram avaliadas as respostas fisiológicas 

desencadeadas pelos peixes antes e após o transporte.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 2.1 Delineamento experimental 

Após período de aclimatação, os peixes foram uniformizados por 

tamanho utilizando um classificador de barras. Em seguida, foram pesados 

(17,65 ± 1,92 g), e distribuídos em quatro grupos de 140 animais em tanques 

de fibra de vidro de 2000 litros, abastecidos, individualmente, com água de 

poço semi-artesiano, com renovação contínua. 

Foram utilizados quatro tratamentos com três réplicas cada, totalizando 

12 unidades experimentais: TR1 = controle (ração sem adição de levamisol); 

TR2 = (ração + levamisol durante seis dias antes do transporte); TR3 = (ração 

+ levamisol durante 12 dias antes do transporte) e TR4 = (ração + levamisol 

durante 18 dias antes do transporte). A concentração de levamisol utilizada foi 

100 mg de cloridrato de levamisol/kg, de acordo com os resultados obtidos no 

Capítulo 3 para esta espécie. Os peixes foram alimentados até a saciedade 

aparente duas vezes ao dia (09:00 h e 17:00 h). 

Após seis, 12 e 18 dias de alimentação com ração com e sem 

suplementação 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 água cada e 0,6% de 

sal (NaCl) (Carneiro & Urbinati, 2001) para a realização do transporte. Os 

tambores receberam oxigênio puro difundido por pedras porosas durante todo 

o transporte, que teve duração de cinco horas. Após o transporte, os peixes 

foram transferidos para tanques de PVC de 500 L, com aeração e fluxo de 

água contínuos, para recuperação. Amostras de sangue foram coletadas de 
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seis peixes por réplica, por meio de punção caudal, antes e imediatamente 

após o transporte, e 24, 48 e 96 horas após o transporte. 

 

2.2 Preparo da ração suplementada com levamisol 

A suplementação do levamisol foi feita em ração extrusada comercial 

contendo 36% de proteína bruta. A ração 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 água/kg, sendo a massa peletizada num moedor de carne (Marca 

CAF, modelo 22S). Os peletes foram secos em estufa a 40 ºC, resfriados, 

embalados e armazenados a -20 ºC. Para o controle, a mesma ração comercial 

foi preparada sem a suplementação de levamisol. 

 

2.3 Monitoramento da qualidade de água 

Todos os métodos estão descritos em detalhes no Capítulo 3, sendo, 

portanto, citados resumidamente neste capítulo. 

Antes do início dos experimentos e durante todo o processo 

experimental, foram feitas análises físico-químicas da água. A concentração de 

oxigênio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica e pH foram medidos 

diariamente às 9:00 horas, enquanto que as análises de amônia, nitrito, 

alcalinidade, dureza e CO2 foram realizadas semanalmente. 

Oxigênio dissolvido, temperatura e condutividade foram determinados 

utilizando medidor multiparamétrico digital, e o pH foi medido com medidor de 

pH digital. As concentrações de amônia total (NH3 + NH4
+) foram determinadas 

pelo método colorimétrico segundo Verdouw (1978) e os valores de amônia 

não ionizada foram calculados segundo Kubitza (2003). A concentração de 

nitrito (NO2
-) foi determinada pelo método colorimétrico de Boyd & Tucker 

(1992). A alcalinidade e dureza foram determinadas por meio de titulação 

descrita por Boyd & Tucker (1992). O gás carbônico medido segundo Boyd & 

Tucker (1992), porém, utilizando adaptação para o mínimo contato com o ar 

atmosférico.  
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2.4 Coletas de sangue e análises 

Todos os métodos, exceto determinação de íons e cortisol, estão 

descritos em detalhes no Capítulo 3, sendo, portanto, citados resumidamente 

neste capítulo. 

Após a coleta de sangue, foram feitas as determinações do hematócrito 

(Ht), do número de eritrócitos (RBC) e da dosagem de hemoglobina ([Hb]) 

utilizando-se os métodos clássicos. O volume corpuscular médio (VCM) e a 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados a 

partir dos valores de Ht, [Hb] e RBC. A contagem dos leucócitos totais (WBC) 

foi feita utilizando-se as extensões sangüíneas segundo Tavares-Dias et al. 

(2002), após serem previamente coradas pelo método de coloração rápida May 

Grünwald-Giemsa Wright (MGGW), segundo Tavares-Dias & Moraes (2003). 

Após a centrifugação do sangue, o plasma foi utilizado para a determinação da 

glicose e proteína total, pelo método enzimático-colorimétrico e pelo método 

biureto, respectivamente, utilizando kits comerciais (marca Doles).  

A concentração dos íons Na+ e K+ foi determinada utilizando-se 

fotômetro de chama (marca DIGMED, modelo DM-61), após diluição do plasma 

na água (1:100). A concentração de íons Cl– foi medida utilizando-se kit 

comercial (marca Sigma no 461-3) com absorbância de 490 nm, em uma 

Leitora de microplacas (marca DYNEX THECHNOLOGIES, INC., modelo MRX-

HD). Os resultados são apresentados em mEq/L.  

O cortisol plasmático 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 correção de comprimento de onda de 600 

ou 620 nm. O procedimento segue o princípio básico de imuno-ensaio 

enzimático, onde há competição entre um antígeno não marcado e um 

antígeno enzima-marcado por um número fixo de sítios que se ligam ao 

anticorpo. Os resultados foram calculados por meio de uma curva padrão em 

ng/mL. 
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2.5 Análise estatística 

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado. Os resultados 

dos tratamentos e da qualidade da água foram determinados mediante a 

análise de variância (ANOVA) com medidas repetidas no tempo. Os 

tratamentos que apresentaram diferenças significativas tiveram as médias 

comparadas pelo Teste de Tukey, sendo ambas as análises realizadas a 5% 

de probabilidade. Os dados foram analisados utilizando o software Statsoft 

Statistica versão 6.0.  

 

3 RESULTADOS 

Os parâmetros físicos-químicos da água não apresentaram diferenças 

significativas (P>0,05) entre os tratamentos, durante seis, 12 e 18 dias de 

alimentação com dieta suplementada com levamisol (Tabela 1), permanecendo 

dentro das condições adequadas para o cultivo de organismos aquáticos 

(Arana, 1997; Kubitza, 2003).  

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 2, a qualidade da água, 

após cinco horas de transporte, apresentou alterações significativas. Em todos 

os tratamentos, foi observado aumento nos valores médios de temperatura, 

concentração de amônia total, amônia tóxica, nitrito e CO2 comparados aos 

valores obtidos antes do transporte. Não foram observadas diferenças 

significativas entre os tratamentos, exceto para a concentração de amônia total, 

que foi mais elevada nos tratamentos TR1 e TR3. Houve diminuição nos 

valores de condutividade elétrica após o transporte, não havendo diferença 

significativa entre os tratamentos.  
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Tabela 1. Oxigênio dissolvido (OD), temperatura, condutividade elétrica (CE), pH 
amônia total (NH3+NH4

+), amônia não ionizada (NH3), nitrito (NO2
-), dióxido 

de carbono (CO2), alcalinidade total (AT) e dureza total (DT) da água de 
cultivo do matrinxã (B. amazonicus) nos diferentes tratamentos: TR1= 
controle; TR2= ração + levamisol por seis dias; TR3= ração + levamisol por 
12 dias e TR4= ração + levamisol por 18 dias antes do transporte. 

 

Parâmetros  Tratamentos 
  TR1 TR2 TR3 TR4 
OD (mg/L) 5,62±0,47 5,94±0,35 5,99±0,40 6,29±0,43 
Temperatura (ºC) 28,1±0,54 28,2±0,51 28,2±0,52 28,1±0,52 
CE (µS/cm3)  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 6,6±0,40 
NH3 + NH4

+
 (mg/L) 0,154±0,02 0,149±0,04 0,135±0,06 0,134±0,01 

NH3 (mg/L) < 0,000 < 0,000 < 0,000 < 0,000 
NO2

- (mg/L) 0,025±0,001 0,026±0,003 0,028±0,002 0,028±0,003 
CO2 (mg/L) 10,0±0,0 10,0±0,0 10,0±0,0 10,0±0,0 
AT (mg/L de CaCO3) 76,5±0,50 76,0±0,75 70,75±0,41 68,25±0,75 
DT (mg/L de CaCO3) 17,52±2,50 17,52±2,50 20,02±0,52 17,52±2,75 
Valores expressos em média ± desvio padrão.  

 

 

Tabela 2. Oxigênio dissolvido (OD), temperatura, condutividade elétrica (CE), pH 
amônia total (NH3+NH4

+), amônia não ionizada (NH3), nitrito (NO2
-), dióxido 

de carbono (CO2), alcalinidade total (AT) e dureza total (DT), da água após 
5 h de transporte do matrinxã (B. amazonicus). TR1= controle; TR2= ração 
+ levamisol durante seis dias antes do transporte; TR3= ração + levamisol 
durante 12 dias antes do transporte e TR4= ração + levamisol durante 18 
dias antes do transporte. Asteriscos indicam diferença com nível inicial. 
Letras diferentes indicam diferenças significativas entre tratamentos, 
(p<0,05). 

 

Parâmetros 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 (ºC) 34,2±0,63* 32,0±0,68* 32,6±0,44* 32,2±0,80* 
CE (µS/cm3)  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 
NH3 + NH4

+
 (mg/L) 6,72±0,12*a 5,95±0,17*b 6,65±0,24*a 5,86±0,33*b 

NH3
- (mg/L) 0,021±0,03* 0,022±0,004* 0,019±0,005* 0,017±0,002* 

NO2 (mg/L) 0,040±0,009* 0,038±0,007* 0,043±0,007* 0,035±0,004* 
CO2 (mg/L) 22,5±2,5* 20,0±1,30* 20,8±1,44* 20,8±1,44* 
AT (mg/L de CaCO3) 70,5±0,54 68,3±0,68 61,75±0,69 61,25±0,58 
DT (mg/L de CaCO3) 15,23±2,20 14,98±2,32 18,42±2,45 15,28±2,38 
Valores expressos em média ± desvio padrão.  
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Durante todo o período experimental não foi observada mortalidade de 

peixes nos diferentes tratamentos. Os valores médios correspondentes aos 

parâmetros sangüíneos dos animais antes e imediatamente após o transporte e 

em 24, 48 e 96 h de recuperação estão apresentados nas Figuras 1 a 6.  

Os valores de cortisol apresentaram aumento significativo 

imediatamente após o transporte para os peixes do TR2, e, após 24 h de 

recuperação, nos peixes dos tratamentos TR3 e TR4 (Figura 1A). Os níveis de 

cortisol dos peixes alimentados com ração sem levamisol não apresentaram 

alteração durante todo o período experimental. Após 24 e 48 h de recuperação, 

os valores de glicose foram significativamente elevados (P<0,05) em todos os 

tratamentos (Figura 1B), retornando após 96 h aos níveis verificados antes e ao 

final do transporte.  

Na Figura 2 estão representados os valores médios de eritrócitos (RBC), 

hematócrito (Ht) e concentração de hemoglobina total ([Hb]). A análise 

estatística não demonstrou diferenças significativas no número de eritrócitos 

dos peixes dos diferentes tratamentos, contudo, observou-se aumento 

significativo após 24 e 48 h de recuperação em todos os tratamentos, 

retornando aos valores iniciais após 96 h (Figura 2A). O hematócrito manteve-

se praticamente inalterado durante todo o período experimental, independente 

do tratamento (Figura 2B). Os valores médios da concentração de hemoglobina 

não apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos, entretanto, 

observou-se elevação após 24 e 48 h do transporte em todos os tratamentos, 

retornando aos níveis iniciais, após 96 h de recuperação (Figura 2C).  
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Figura 1. Valores médios de cortisol (A) e glicose (B) em matrinxãs (B. amazonicus) 

alimentados com ração suplementada com levamisol e submetidos ao 
transporte por cinco horas. TR1= controle; TR2 = ração + levamisol por seis 
dias; TR3 = ração + levamisol por 12 dias e TR4 = ração + levamisol por 18 
dias antes do transporte. Letras maiúsculas indicam diferenças nos 
tratamentos entre os diferentes tempos de coleta e letras minúsculas 
indicam diferenças entre tratamentos no mesmo tempo (P<0,05). Média ± 
desvio padrão. 
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Figura 2. Valores médios de eritrócitos - RBC (A), hematócrito - Ht (B) e concentração 
de hemoglobina - [Hb] (C) em matrinxãs (B. amazonicus) alimentados com 
ração suplementada com levamisol e submetidos ao transporte por cinco 
horas. TR1= controle; TR2 = ração + levamisol por seis dias; TR3 = ração + 
levamisol por 12 dias e TR4 = ração + levamisol por 18 dias antes do 
transporte. Letras maiúsculas indicam diferenças nos tratamentos entre os 
diferentes tempos de coleta e letras minúsculas indicam diferenças entre 
tratamentos no mesmo tempo (P<0,05). Média ± desvio padrão. 
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Os índices hematimétricos de Wintrobe (1934) estão representados na 

Figura 3. O volume corpuscular médio (VCM) apresentou declínio (P<0,05) 

após 24 e 48 h do transporte, independente do tratamento, recuperado após 96 

h (Figura 3A). A concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) 

apresentou aumento significativo após 24 e 48 h de recuperação em TR1, TR2 

e TR3, retornando aos valores iniciais após 96 h. Os peixes do tratamento TR4 

não apresentaram alterações nos valores de CHCM durante todo o período 

experimental (Figura 3B). 

Os valores médios de leucócitos (WBC) e trombócitos estão expressos 

na Figura 4. Diminuição significativa foi verificada na contagem dos leucócitos 

dos peixes de todos os tratamentos com levamisol (TR2, TR3, e TR4) 

imediatamente após o transporte. Esses valores retornaram e se mantiveram 

próximos àqueles obtidos antes do transporte durante todo o período de 

recuperação (Figura 4A). Da mesma forma, o número de trombócitos diminuiu 

significativamente imediatamente após o transporte em todos os tratamentos, 

retornando à condição inicial após o período de recuperação, exceto para TR3 

em 96 h que apresentou valores de trombócitos superiores (P<0,05) aos 

obtidos antes do transporte (Figura 4B). 

Os valores médios de proteínas totais dos exemplares de matrinxã não 

foram influenciados pela suplementação de levamisol em diferentes tempos de 

alimentação (Figura 5). Durante todo o período experimental, os níveis de 

proteína foram mantidos até 48 h, com subseqüente diminuição após 96 h.  
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Figura 3. Volume corpuscular médio - VCM (A) e concentração de hemoglobina 

corpuscular média - CHCM (B) em matrinxãs (B. amazonicus) alimentados 
com ração suplementada com levamisol e submetidos ao transporte por 
cinco horas. TR1= controle; TR2= ração + levamisol por seis dias; TR3= 
ração + levamisol por 12 dias e TR4= ração + levamisol por 18 dias antes 
do transporte. Letras maiúsculas indicam diferenças nos tratamentos entre 
os diferentes tempos de coleta e letras minúsculas indicam diferenças entre 
tratamentos no mesmo tempo (P<0,05). Média ± desvio padrão. 
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Figura 4. Valores médios de leucócitos - WBC (A) e trombócitos (B) em matrinxãs (B. 

amazonicus) alimentados com ração suplementada com levamisol e 
submetidos ao transporte por cinco horas. TR1= controle; TR2= ração + 
levamisol por seis dias; TR3= ração + levamisol por 12 dias e TR4= ração + 
levamisol por 18 dias antes do transporte. Letras maiúsculas indicam 
diferenças nos tratamentos entre os diferentes tempos de coleta e letras 
minúsculas indicam diferenças entre tratamentos no mesmo tempo 
(P<0,05). Média ± desvio padrão. 
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Figura 5. Valores médios de proteínas totais (Pt) em matrinxãs (B. amazonicus) 

alimentados com ração suplementada com levamisol e submetidos ao 
transporte por cinco horas. TR1= controle; TR2= ração + levamisol por seis 
dias; TR3= ração + levamisol por 12 dias e TR4= ração + levamisol por 18 
dias antes do transporte. Letras maiúsculas indicam diferenças nos 
tratamentos entre os diferentes tempos de coleta e letras minúsculas 
indicam diferenças entre tratamentos no mesmo tempo (P<0,05). Média ± 
desvio padrão. 

 

 

Os valores médios dos íons plasmáticos (Cl-, Na+ e K+) estão 

representados na Figura 6. Os níveis de cloreto diminuíram significativamente 

em 24 e 48 h de recuperação após o transporte nos tratamentos TR1, TR2, e 

TR3 (Figura 6A). No TR4, os níveis de cloreto, embora tenham diminuído, não 

foram significativamente diferentes daqueles obtidos antes e imediatamente 

após o transporte. Após 96 h, apenas os peixes do TR1 (controle) recuperaram 

os níveis de cloreto obtidos antes do transporte. Para o íon potássio, 

diminuição significativa foi observada após 48 h de recuperação nos peixes de 

todos os tratamentos, retornando às condições iniciais após 96 h (Figura 6B). 

As concentrações de sódio plasmático, em geral, diminuíram em 48 h de 

recuperação, entretanto, somente TR1 (controle) foi diferente (P<0,05) em 

relação as demais fases do experimento, retornando aos valores iniciais em 96 

h (Figura 6C). 
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Figura 6. Valores médios de cloreto - Cl- (A), sódio - Na+ (B) e potássio - K+ (C) - em 
matrinxãs (B. amazonicus) alimentados com ração suplementada com 
levamisol e submetidos ao transporte por cinco horas. TR1= controle; TR2= 
ração + levamisol por seis dias; TR3= ração + levamisol por 12 dias e TR4= 
ração + levamisol por 18 dias antes do transporte. Letras maiúsculas 
indicam diferenças nos tratamentos entre os diferentes tempos de coleta e 
letras minúsculas indicam diferenças entre tratamentos no mesmo tempo 
(P<0,05). Média ± desvio padrão. 
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4 DISCUSSÃO  

A qualidade da água durante o transporte de peixes é um dos fatores 

que pode afetar o sucesso desta prática (Kubtiza, 1999). No presente estudo, 

os valores elevados de amônia total (NH3+NH4
+) não foram suficientes para 

aumentar as concentrações de amônia tóxica (NH3) durante o transporte de 

matrinxã, provavelmente devido ao pH, que se manteve praticamente 

inalterado após cinco horas (Tabela 2). Na água, a amônia pode ser 

encontrada na forma de íon amônio (NH4
+) ou amônia (NH3), sendo o pH o 

principal fator que determina a proporção que essas duas formas estão 

presentes: quanto maior o pH, maior será a porcentagem de amônia tóxica 

(Kubitza, 2003). Segundo Carneiro & Urbinati (2001), essa espécie parece ser 

bastante tolerante ao NH3, podendo sobreviver à concentração de 0,70 mg/L 

por 24 h.  

Além da concentração de amônia, os valores médios de temperatura da 

água de transporte de matrinxã, 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 Guimarães & 

Storti Filho (2003) demonstraram que a faixa de tolerância à temperatura por 

juvenis de matrinxã está entre 18 e 36 oC. Portanto, os valores elevados de 

temperatura durante o transporte de matrinxã (31 a 34 oC) estão dentro dos 

limites tolerados por esta espécie, que teve 100% de sobrevivência durante o 

experimento. 

Para a elaboração de programas de manejo em aqüicultura, a avaliação 

de indicadores fisiológicos tem sido importante ferramenta para o entendimento 

dos processos adaptativos dos peixes (Wedemeyer, 1996). Dentre os inúmeros 

parâmetros comumente utilizados em estudos sobre estresse em peixes, o 

cortisol tem sido amplamente avaliado, pois é componente essencial da 

resposta primária do estresse (Carmichel et al., 1984; Barton & Iwama, 1991; 

Wendelaar-Bonga, 1997; Mommsen et al., 1999). Sob tais condições, os níveis 

de cortisol aumentam e, após alguns dias, retornam aos valores iniciais, 

demonstrando adaptação dos animais à nova situação (Pottinger & Pickering, 

1992; Tort et al., 1996). Alguns imunoestimulantes podem atuar inibindo a 

liberação de cortisol em peixes sob condições de estresse (Montero et al., 
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1999; Ortuño el al., 2003; Herrero et al., 2006). Entretanto, Jeney et al. (1997) 

verificaram aumento do cortisol após o transporte da truta arco-íris 

(Oncorhynchus mykiss) por duas horas, após receberem suplementação de 

glicano na dieta. Esses resultados corroboram aqueles descritos por Montero et 

al. (1999) que não encontraram efeito da suplementação dietária das vitaminas 

C e E na diminuição do estresse moderado em Sparus aurata, evidenciando o 

aumento de cortisol no sangue. No presente estudo, embora os níveis de 

cortisol tenham apresentado variações nas diferentes fases do transporte, em 

geral, estas foram independentes da suplementação de levamisol na dieta.  

O aumento da liberação de cortisol induz as respostas secundárias do 

estresse, como a hiperglicemia, que ajuda a suprir o 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 condições de estresse em peixes (Henrique 

et al., 1998; Ortuño et al., 2003; Okamura et al., 2007). Entretanto, Jeney et al. 

(1997) observaram aumento nos níveis glicêmicos após o transporte de truta 

arco-íris 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 

períodos, não impediu o aumento da glicemia nos peixes após 24 e 48 horas 

do estresse do transporte. 

Os parâmetros hematológicos têm sido amplamente empregados como 

índice de estresse em peixes (Barton & Iwama, 1991; Svobodová et al., 1994; 

Affonso, 2001; Affonso et al., 2004, 2007; Tavares- Dias & Moraes, 2004; 

Menezes et al., 2006). A hemoconcentração pode ser uma estratégia para 

aumentar a capacidade de transporte do sangue sob situações de estresse que 

demandam mais energia (Montero et al., 1999; Trenzado et al., 2006). 

Entretanto, agentes estressores que podem comprometer a absorção do ferro, 

a malformação ou hemólise dos eritrócitos, a inibição da síntese de 

hemoglobina e a competição pelo sítio de ligação do oxigênio, causando 

hemodiluição ou anemia nos peixes e, desta forma, reduzindo a capacidade de 

transporte de oxigênio do sangue (Affonso, 2001; Affonso et al., 2004; Tavares-
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Dias & Moraes, 2004). Dessa forma, a análise dos parâmetros hematológicos 

pode contribuir para avaliar o estado de saúde dos peixes. 

Estes indicadores hematológicos têm sido usados, rotineiramente, em 

estudos que avaliam a eficiência de imunoestimulantes como medida profilática 

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 são positivos, pois vários fatores como, tipo de substância usada, 

dose e tempo de alimentação, podem influenciar nas respostas. Falcon (2007), 

testando a suplementação de vitamina C e glicano na dieta de tilápia do Nilo 

(Oreochromis niloticus), observou diferentes respostas hematológicas a 

diferentes agentes estressores, e concluiu, ainda, que o período de 

suplementação que antecede ao estresse interfere nessas respostas. Abreu 

(2007) não observou efeito da suplementação de glicano nas respostas 

hematológicas de pacu, Piaractus mesopotamicus, após estresse de captura, 

sendo que os peixes alimentados com baixas concentrações deste 

imunoestimulante apresentaram respostas ainda mais pronunciadas de 

estresse. Estes resultados corroboram com os obtidos no presente trabalho, 

cujas variações observadas nos parâmetros hematológicos foram respostas ao 

estresse do transporte.  

Outro efeito secundário do estresse que pode ser conseqüência das 

elevações crônicas do cortisol plasmático é a imunossupressão, a qual pode 

levar ao aumento da suscetibilidade aos patógenos (Maule et al., 1987). Os 

corticosteróides podem prevenir o rápido aparecimento de leucócitos 

polimorfonucleares no tecido inflamado de ratos (Chio & Sin, 1992) e de 

humanos (Rebuck & Crowley, 1955) e ter efeito citolítico direto sobre os 

linfócitos (Wiik et al., 1989). Em peixes, os níveis elevados de cortisol podem 

causar leucopenia sob condições de estresse (Benfey & Biron, 2000). Alguns 

estudos, contudo, demonstraram que a administração de levamisol pode ter 

efeito positivo sobre o número de leucócitos (Jeney & Anderson, 1993; Safi et 

al., 2006). Entretanto, os resultados do número de leucócitos para matrinxãs 

alimentados por diferentes períodos com rações suplementadas com levamisol 

demonstram que este imunoestimulante não influenciou na liberação destas 
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células e que, provavelmente, o cortisol contribua para a leucopenia durante o 

estresse do transporte.  

 Nos vertebrados não mamíferos, incluindo peixes, a principal função dos 

trombócitos está relacionada com a coagulação sangüínea. No entanto, estas 

células apresentam ainda diversas funções, estando envolvidas na liberação de 

produtos relacionados à agregação de trombócitos e com a inflamação (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 importância da suplementação de 

vitamina C na dieta de pirarucu (A. gigas) para a estimulação dos leucócitos e 

trombócitos. Segundo esses autores, a adição de superdoses de vitamina E, ao 

contrário, não aumentou a produção dessas células no pirarucu criado em 

tanque-rede. Semelhante aos leucócitos, o número de trombócitos no matrinxã 

não foi influenciado pela suplementação do levamisol na dieta, cujos resultados 

demonstram resposta negativa ao estresse de transporte. Alguns autores 

tentam também associar a diminuição dessas células com o cortisol. A 

diminuição no número de trombócitos em peixes foi verificada em Salmo trutta 

sob efeito de um estressor (Pickering & Pottinger, 1989) e para Salmo salar, 

após administração de cortisol na dieta (Wiik et al., 1989). Para matrinxã sob 

efeito do estresse do transporte, o número de trombócitos circulantes, assim 

como os de leucócitos, demonstra relação com as variações nas 

concentrações de cortisol, sugerindo o efeito deste hormônio sobre a 

porcentagem destas células.  

O teor de proteínas totais plasmáticas é também utilizado como 

importante indicador das respostas imunes não específicas em peixes 

alimentados com dietas suplementadas com imunoestimulantes (Jeney et al., 

1997; Sealey & Gatlin III, 2002; Kumari & Sahoo, 2006; Affonso et al., 2007; 

Andrade et al., 2007; Sahu et al., 2007). Estudos realizados com diferentes 

imunoestimulantes têm mostrado o efeito destas substâncias sobre a síntese 

de proteínas totais em peixes com e sem exposição a um agente estressor 

(Jeney et al., 1997; Menezes et al., 2006; Affonso et al., 2007). No entanto, 

nesse estudo, o levamisol não influenciou a síntese de proteínas totais 

plasmáticas no matrinxã durante as diferentes etapas do experimento. Estes 
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resultados são corroborados com aqueles obtidos para Clarias batrachus 

(Kumari & Sahoo, 2006) e Labeo rohita (Sahoo & Mukherjee, 2002), que não 

apresentaram variações nos níveis de proteínas totais após exposição ao 

levamisol. 

O aumento nos níveis circulantes de cortisol e catecolaminas, 

decorrentes do estresse de transporte, pode causar desequilíbrio eletrolítico 

nos peixes (Mc Donald e Milligan, 1997). Isso ocorre porque, em condições de 

estresse, os níveis elevados desses hormônios podem aumentar o fluxo 

sangüíneo e a permeabilidade das células branquiais, e, consequentemente, a 

perda de íons para o meio (Carneiro & Urbinati, 2001). Diferente dos animais 

do controle, os níveis de cloreto nos tratamentos com levamisol mantiveram-se 

baixos após 96 h de recuperação, demonstrando efeito negativo deste 

imunoestimulante na regulação iônica do matrinxã. Os níveis de potássio e 

sódio, contudo, mantiveram-se praticamente constantes ao longo do 

experimento. Segundo Carmichel et al. (1983) e Carneiro & Urbinati (2001), os 

níveis de potássio circulante podem não oscilar com o estresse, contudo, pode-

se observar aumento nos valores desse cátion provocado pelo aumento da 

fragilidade das células. 

Os imunoestimulantes, embora tenham influência 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 alimentação com baixas doses de glicano (1% da dieta) durante 

diversas semanas antes do transporte pode ter efeito positivo na prevenção 

dos efeitos negativos causados por essa prática. No entanto, Abreu (2007) 

concluiu que o glicano administrado na ração não foi capaz de minimizar as 

alterações causadas pelo estresse de captura no pacu, Piaractus 

mesopotamicus. Diversos autores também reportaram os efeitos benéficos da 

vitamina C (ácido ascórbico). Segundo Verlhac & Gabaudan (1994), o aumento 

da disponibilidade de ácido ascórbico pode prevenir a severidade da resposta 

ao estresse em peixes. Lim et al. (2002) também relataram os efeitos positivos 

da suplementação da vitamina C na dieta do guppy, Poecilia reticulata, 

aumentando a resistência ao estresse do transporte.  
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A variação dos resultados obtidos a respeito dos efeitos positivos de 

cada imunoestimulante pode ser explicada pelas diferenças no modo de ação 

de cada substância e pelos diferentes métodos de administração, além da 

idade dos peixes, seu estado fisiológico, ou mesmo variações inter-específicas 

(Mulero et al., 1998). Dessa maneira, a determinação da dose de levamisol que 

seja efetiva para o matrinxã é igualmente importante à determinação do tempo 

de suplementação que tenha efeito protetor contra agentes estressores, como 

o transporte. 

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a suplementação 

do levamisol na concentração testada não foi eficiente na diminuição das 

respostas aos estímulos causados pelo transporte no matrinxã. Porém, para se 

obter resultados mais conclusivos a respeito dos efeitos do levamisol para esta 

espécie, sugere-se que outros níveis de suplementação possam ser testados, 

além da administração por períodos mais longos.  
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CONCLUSÕES E IMPLICAÇÕES 
 

 

Neste trabalho, a suplementação de levamisol na dieta do matrinxã durante 

45 dias em condições experimentais não proporcionou melhor desempenho 

zootécnico nos animais, embora os resultados apresentados tenham sido 

satisfatórios para a produção do matrinxã. Contudo, é provável que ausência de 

efeito significativo sobre o desempenho produtivo, observada neste estudo, esteja 

relacionada à boa qualidade das condições 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 à 

manutenção da homeostase do organismo, possibilitando, dessa maneira, maior 

consumo da dieta com conseqüente aumento no ganho de peso.  

Dessa maneira, sugere-se a condução de novos trabalhos, em condições de 

cultivo, avaliando-se o desempenho dos peixes frente às condições adversas 

presentes neste sistema, como altas densidades de estocagem, variações nos 

parâmetros físico-químicos da água, suscetibilidade à infestação de parasitas, entre 

outras. 

Nessas mesmas condições experimentais, observou-se que a suplementação 

com 100 e 300 mg de levamisol/kg na ração proporcionou estado fisiológico 

adequado para o matrinxã, promovendo melhores condições para o transporte de 

oxigênio e estimulação do sistema imune não-específico. Entretanto, a 

suplementação com levamisol não foi capaz de minimizar os efeitos negativos 

causados pela infecção por Aeromonas hydrophila, nos quais as respostas dos 

peixes suplementados com o imunoestimulante não 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 matrinxã, 

além da condução de experimentos no campo, são necessários ainda novos testes 

para avaliar diferentes períodos de suplementação, além da avaliação de outras 

respostas imunes não-específicas como concentração e atividade de lisozimas e 

atividade respiratória de leucócitos.  

Os efeitos do estresse observados após o transporte nos peixes dos 

tratamentos com e sem suplementação de levamisol demonstraram a capacidade 
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adaptativa dessa espécie em recuperar a homeostase fisiológica, sendo os períodos 

mais críticos as primeiras 24 h após o transporte. Entretanto, a suplementação com 

levamisol, por diferentes períodos que antecederam o transporte, não foi eficiente 

em minimizar as respostas de estresse evidenciadas pelo matrinxã após essa 

prática. Independente as suplementação de levamisol na dieta, os níveis de cortisol 

apresentaram variações nas diferentes fases de transporte, sendo este associado à 

diminuição no número de leucócitos e trombócitos circulantes.  

Dentro das condições do presente trabalho, evidencia-se a necessidade de 

mais estudos a respeito das concentrações de levamisol a serem testadas, assim 

como períodos e métodos de suplementação, especialmente em condições de 

cultivo, a fim de se concluir sobre os efeitos do levamisol para o matrinxã. 

 

 

 

 

 

 

 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

