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APRESENTACAO

Aquicultura é a atividade agropecudria que mais cresce no
Brasil, produzindo importantes fontes de proteinas para consumo
do homem. Dentre as atividades desenvolvidas pela aquicultura,
destaca-se a producao de peixes (Piscicultura), além da criagao de
moluscos  (Malacocultura), camardes (Carcinicultura), ras
(Ranicultura), entre outras atividades. O Livro “Aquicultura no
Brasil: Novas Perspectivas” é uma contribuicdo de diversos
pesquisadores brasileiros de intmeras institui¢des de ensino e
pesquisa que se debrucaram sobre o tema para apresentar as
novidades sobre a aquicultura brasileira, em 35 capitulos.

Portanto, este livro, em dois volumes, aglutina informagoes
sobre organismos aquaticos cultivaveis, e essas informagdes sao
recentes, relevantes e abrangem a Produgao, Reprodugao, Sanidade,
Ecologia e Biologia, Tecnologia de Pescados, outros. Trata-se de
informagdes sobre o estado da arte e novas informagoes nas diversas
areas do cultivo intensivo de organismos aquaticos.

Esta publicagao teve apoio financeiro do Conselho Nacional
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Chamada 081/2013 — Processo
487639/2013-8, agao coordenada pelo Nucleo de Estudo, Pesquisa e
Extensao em Piscicultura e Aquicultura Familiar do Tocantins —
NepeAQUI/UFT.

O Volume 1 apresenta capitulos sobre os diferentes aspectos
Bioldgicos, Fisioldgicos e Sanitarios. O Volume 2 apresenta
informagodes sobre Produgao e Reprodugao de organismos aquaticos.

Os autores






PREFACIO

A producao de organismos aquaticos representa, no contexto
mundial, uma importante alternativa de subsisténcia de uma
populagao cada vez mais numerosa, como fonte alimentar e como
fonte de renda. O Brasil, por sua vez, destaca-se, nos diferentes
relatérios e nimeros que explicam a atividade no mundo, como o
pais com as taxas mais altas de crescimento. No pais, a aquicultura é
a atividade de producado animal que mais cresce. O crescimento da
aquicultura brasileira é um fendmeno que acontece junto com o
crescimento da pesquisa na drea e por sua valorizagdo pelas
diferentes instituicdes de pesquisa, ensino e extensdao, bem como
pelas agéncias de fomento em nosso pais. O livro “Aquicultura no
Brasil: Novas Perspectivas”, organizado por pesquisadores de duas
importantes instituicdes de pesquisa e ensino brasileiras, é um
indicador deste processo de crescimento, com sua diversidade de
temas e a contribuigao de grupos de pesquisa de diferentes regioes
do pais. A abordagem ampla deste livro, em seus 35 capitulos,
permite ao leitor conhecer as diferentes linhas de pesquisa, com as
quais a ciéncia da aquicultura avanga no Brasil. Em seu primeiro
volume, a obra trata de Aspectos bioldgicos, fisioldgicos e sanitdrios
de peixes teledsteos e cartilaginosos, quelonios, anfibios e moluscos,
abordando estudos de natureza basica e dados relacionados a
producao. No segundo volume, a obra trata da Producao e
Reprodugao de Organismos Aquaticos, e da mesma forma,
apresenta estudos com enfoque bésico passando por estudos que
apontam os avangos da tecnologia na producao de organismos
aquaticos.

O leitor tem em suas maos um farto material de leitura e uma
interessante coletanea de estudos que compdem o atual contexto da
pesquisa e tecnologia da aquicultura brasileira.

Elisabeth Criscuolo Urbinati
FCAV e Caunesp






CAPITULO 1
PARAMETROS SANGUINEOS DE REFERENCIA
PARA ESPECIES DE PEIXES CULTIVADOS

Marcos Tavares-Dias!

INTRODUCAO

A analise dos constituintes sanguineos pode fornecer
relevantes informacgdes para o auxilio diagndstico e prognostico de
condi¢des mdrbidas em populagdes de peixes de ambiente natural e
ambiente de cativeiro. As varidveis relativas ao eritrograma sdo de
grande valia na identificacdo de processos anemiantes. O
leucograma e trombograma podem ser empregados como auxilio
diagnostico nos processos infecciosos (Tavares-Dias & Moraes, 2004;
Ranzani-Paiva et al., 2013); além disso, os leucocitos podem fornecer
informacgdes sobre o sistema imunologico da espécie de peixe.

Diversos parametros bioquimicos do sangue sao importantes
também para avaliagao da satide do peixe (Tavares-Dias & Moraes,
2007). Como o conteudo idnico de fluido corporal pode variar de
acordo com fatores ambientes e outros fatores, assim parametros
bioquimicos sanguineos de peixes podem ser usados para uma
variedade de propositos, principalmente para identificar dano
celular causado por exposicao as subtancias toxicas, infeccao por
agentes patogénicos e manipulagao traumatica. Podem ser usados
também para avaliar os efeitos de dietas na fun¢ao osmoregulatorio,
bem como para medir as respostas aos estressores ambientais.
Portanto, é necessario conhecer os valores sanguineos de referéncia
para cada peixe e estabelecer possiveis particularidades da espécie.

Em geral, as espécies de peixes regulam suas caracteristicas
sanguineas de acordo com as condi¢des ambientais (Tavares-Dias &

Tavares-Dias. Parametros sanguineos de referéncia para espécies de peixes
cultivados. In: Tavares-Dias, M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil:
novas perspectivas. Sdo Carlos, Editora Pedro & Joao, 2015.
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Moraes, 2004; Ranzani-Paiva et al., 2013). Além disso, tais
caracteristicas sao acompanhadas por variacao interespecifica e
intraespecifica. As varia¢Oes interespecificas podem ser causadas
por fatores bioticos e abidticos. Porém, as varia¢des intraespecificas
parecem ser influenciadas por caracteristicas préprias do individuo.
No caso dos leucdcitos sanguineos, tais variagdes podem também
estar relacionadas ao carater migratorio dessas células de defesa
entre os orgaos leucopoéticos e a circulagdo, bem como a respostas
aos estimulos ambientais que cada individuo esta sujeito. Portanto,
sdao variagdes normalmente esperadas em peixes, onde cada
individuo pode responder de maneira distinta aos diferentes
estimulos ambientais. Assim, caracterizagdo dos parametros
sanguineos dos peixes pode contribuir para a melhor compreensao
da influéncia dos processos morbidos na hematologia da espécie.

Piaractus  mesopotamicus (pacu), Colossoma macropomum
(tambaqui), Brycon amazonicus (matrinxa), Brycon orbignyanus
(piracanjuba),  Prochilodus  lineatus  (curimbatd),  Leporinus
macrocephalus (piaugu), hibrido de P. mesopotamicus x C. macropomum
(tambacu) sdo espécies nativas de grande importancia econdmica,
devido as suas caracteristicas de crescimento rdpido, boa conversao
alimentar, facilidade de reproducdo induzida e até mesmo por
caracteristicas apropriadas a pesca esportiva. Além dessas espécies
algumas espécies ndao nativas tém sido de interesse zootécnico,
assim Oreochromis niloticus (tildpia-do-nilo), hibrido de Oreochromis
niloticus x Oreochromuis aureus (tilapia vermelha), Cyprinus carpio
(carpa-comum) e Ictalurus punctatus (bagre do canal) foram
introduzidas em pisciculturas de algumas regides do Brasil. Como
esses peixes tem contribuido para a producdo da piscicultura
nacional (MPA, 2013), e os parametros bioquimicos e hematoldgicos
fornecem informagdes relevantes sobre as condigoes fisiologicas e
saude do individuo e sua populagdao, este estudo destaca o
hemograma, composicao bioquimica sérica e subestrutura desses
peixes de cultivo intensivo.

12



PEIXES E CONDICOES DE CULTIVO

Para este estudo 40 espécimes de B. amazonicus com 180 dias
de idade (311.0-556.0 g e 28.0-34.0 cm), 40 B. orbignyanus com 272
dias de idade ( 360.0-628.5 g e 29.5-36.0 cm), 40 C. macropomum com
124 dias de idade (369.5-873.0 g e 26.0-37.0 cm), 40 P. mesopotamicus
com 352 dias de idade (301.5-839.0 g e 24.5-34.0 cm), 40 hibrido de
tambacu com 180 dias de idade (199.0-418.5g e 22.0-29.0 cm), 40 C.
carpio com 90 dias de idade (88.0-220.0 g e 19.0-24.0 cm), 40 L.
macrocephalus com 180 dias de idade (103.5-712.0 g e 20.5-36.5 cm), 40
O. niloticus sexualmente revertida e com 130 dias de idade (93.5-
290.0 g e 17.0-25.0 cm), 40 I. punctatus com 355 dias de idade (98.5-
834.5 g e 25.0-44.5 cm), 40 hibrido de tilapia O. niloticus x O. aureus
com 135 dias de idade (98.0-159.5 g e 18.0-20.5 cm) e 40 P. lineatus
com 172 dias de idade (84.5-375.0 g e 17.0-32.0 cm) foram adquiridos
de uma mesma piscicultura comercial na regido Sertaozinho, estado
de Sao Paulo. Todos os peixes eram espécimes higidos, estavam sem
lesdes internas ou externas e foram amostrados no periodo de
primavera e verao (outubro a margo).

Os peixes foram cultivados condigdes ambientais
semelhantes no intuito de se eliminar o efeito do ambiente. Assim,
durante alevinagem todos receberam ragao comercial farelada
contendo 42,0% de proteina total e depois a extrusada (2,0 mm de
espessura) com 35,0%. A partir dai, foram mantidos em viveiros de
engorda com 1000 m? e passaram a receber ragao extrusada (4,0 mm
de espessura) com 28% de proteina total. Durante o periodo de
cultivo a temperatura da dgua nos viveiros variou de 24,5 a 30,2°C;
pH de 6,7 a 6,9; oxigénio dissolvido de 5,4 a 6,2 mg/L; condutividade
elétrica de 115,6 a 129,8 uS/cm e indice pluviométrico de 0,0 a 342,0
mm?.

Para andlises hematologicas os peixes foram transportados
de maneira adequada para o Centro de Aquicultura da Unesp
(Caunesp), Jaboticabal, Sao Paulo, e aclimatados durante 15 dias. As
metodologias usadas para as andlises hematoldgicos sao aqueles
descritas por Tavares-Dias & Morais (2007) e Ranzani-Paiva et al.
(2013).

13



VALORES DE REFERENCIAS DOS PARAMETROS

SANGUINEOS PARA 11 ESPECIES DE PEIXES

As variagOes de referéncia dos parametros sanguineos sao
descritas como 1° e 3° percentil para P. mesopotamicus (Tabela 1), C.
macropomum (Tabela 2), hibrido tambacu (Tabela 3), B. amazonicus
(Tabela 4), B. orbignyanus (Tabela 5), L. macrocephalus (Tabela 6), P.
lineatus (Tabela 7), I. punctatus (Tabela 8), Cyprinus carpio (Tabela 9),
O. niloticus (Tabela 10) e hibrido de O. niloticus x O. aureus (Tabela
11) Tais parametros sanguineos mostram variagdes intra e
interespecificas para essas 11 espécies de peixes.

Tabela 1. Parametros sanguineos de referéncia para pacu Piaractus mesopotamicus de
cultivo intensivo.

Parametros Mediana 25-75° Percentil ~ Minimo-Maximo
Glicose (mg/dL) 69,7 53,3-96,2 36,1-201,7
Proteinas totais (g/dL) 44 42-4.8 3,8-8,2
Sédio (mmol/L) 136,5 133,0-138,0 129,0-145,0
Potassio (mmol/L) 45 4,1-5,3 3,0-6,0
Caélcio(mmol/L) 10,7 9,9-11,1 8,8-13,0
Magnésio (mmol/L) 3,1 2,8-3,6 1,8-6,9
Cloreto (mmol/L) 109,5 106,0-115,5 102,0-121,0
Eritrdcitos (x 106/uL) 3,400 3,050-4,000 2,500—4,400
Hemoglobina (g/dL) 12,8 12,0-13,0 9,9-15,0
Hematocrito (%) 40,0 39,0-42,5 36,0-49,0
VCM (fL) 119,1 107,9-131,1 97,6-156,0
CHCM (g/dL) 31,0 30,2-32,3 26,8-34,5
Trombdcitos (uL) 65.606 51.128-86.615 36.111-117.857
Leucdcitos (pL) 22.843 17.952-31.743 2778-62.300
Linfocitos (uL) 12.597 7.760-16.996 1.111-33.019
Mondcitos (uL) 2.129 1.038-3300 167-6.853
Neutrofilos (ul) 4.879 3.124-7.925 1.103-20.225
LG-PAS (uL) 857 497-1.568 0-15.575
Eosinéfilos (uL) 1.060 616-1.830 111-8.901
Linfécitos (%) 54,5 44,5-62,0 23,0-77,0
Mondécitos (%) 9,0 7,0-12,0 2,0-29,0
Neutrofilos (%) 22,0 15,5-32,5 7,0-54,0
LG-PAS (%) 4,5 2,0-6,0 0-25,0
Eosinofilos (%) 5,0 3,0-8,5 1,0-19,0

14



Tabela 2. Parametros sanguineos de referéncia para tambaqui Colossoma

macropomum de cultivo intensivo.

Parametros Mediana  25-75° Percentil Minimo-Maximo
Glicose (mg/dL) 57,9 49,0-72,8 31,7-102,9
Proteinas totais 3,5 3,3-3,6 2,9-4,1
(g/dL)

Sédio (mmol/L) 155,0 152,5-157,5 146,0-162,0
Potassio (mmol/L) 3,1 2,7-3,6 1,8-5,5
Célcio (mmol/L) 10,7 10,3-11,4 8,2-12,5
Magnésio (mmol/L) 2,8 2,6-3,2 2,243
Cloreto (mmol/L) 122,0 118,0-127,5 111,0-141,0
Eritrécitos (x 106/uL) 3,340 3,070-3,615 2,440-5,190
Hemoglobina (g/dL) 10,3 9,1-11,0 6,3-12,4
Hematdcrito (%) 37,0 36,0-40,0 26,0-47,0
VCM (fL) 113,6 106,0-120,9 70,8-142,9
CHCM (g/dL) 27,3 24,1-29,4 20,2-36,5
Trombocitos (uL) 71.820 59.853-92.087 22.133-170.301
Leucdcitos (pL) 186.545 13.299-28.839 2767-59.221
Linfocitos (uL) 7619 3385-11.604 1217-36.125
Mondcitos (uL) 1697 1.148-2.312 370-7.385
Neutrofilos (ul) 7.712 5355-11.249 913-33.149
LG-PAS (uL) 112 0-733 0-4.145
Eosindfilos (uL) 289 0-842 0-5.046
Linfocitos (%) 39,5 23,5-54,0 14,0-84,0
Mondcitos (%) 9,0 6,5-14,0 2,0-21,0
Neutrofilos (%) 46,5 30,0-59,5 8,0-73,0
LG-PAS (%) 1,0 0-3,5 0-18,0
Eosinofilos (%) 1,5 0-4,0 0-22,0

15



Tabela 3. Parametros sanguineos de referéncia para hibrido de Piaractus
mesopotamicus x Colossoma macropomum (tambacu) de cultivo intensivo.

Parametros Mediana  25-75° Percentil Minimo-Maximo
Glicose (mg/dL) 89,9 75,0-127,3 61,1-192,8
Proteinas totais (g/dL) 3,2 3,0-3,4 2,8-3,8
Sédio (mmol/L) 151,0 144,0-154,5 127,0-163,0
Potassio (mmol/L) 3,6 2,5-4,3 1,8-8,5
Calcio (mmol/L) 10,3 9,9-11,0 8,4-12,9
Magnésio (mmol/L) 2,3 2,8-3,4 2,3-3,9
Cloreto (mmol/L) 113,5 107,0-120,0 91,0-144,0
Eritrécitos (x 106/pL) 2,640 2,440-2,960 1,540-4,550
Hemoglobina (g/dL) 9,4 8,6-11,9 6,6-17,5
Hematdcrito (%) 44,5 40,0-49,0 30,0-56,0
VCM (fL) 158,0 137,8-180,5 94,0-363,6
CHCM (g/dL) 22,5 18,9-28,7 15,0-48,6
Trombacitos (uL) 42.591 28.782-57.129 7.800-110.000
Leucocitos (pL) 21.187 11.921-27.809 5853-78.200
Lnfécitos (uL) 6.707 3.098-11.861 1.046-53.958
Mondcitos (uL) 339 112-597 0-2.015
Neutréfilos (ul) 9.255 6.931-15.497 3.857-35.464
LG-PAS (uL) 339 0-597 0-2.015
Eosinéfilos ((uL) 0 0-1 0-25
Lnfécitos (%) 34,0 21,5-52,5 5,0-69,0
Mondécitos (%) 2,0 1,0-3,0 0-7,0
Neutréfilos (%) 56,0 41,5-73,0 22,0-89,0
LG-PAS (%) 0 0-1,0 0-3,0
Eosindfilos (%) 2,0 1,0-3,0 0-19,0
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Tabela 4. Parametros sanguineos de referéncia para Brycon amazonicus de

cultivo intensivo.

Parametros Mediana 25-75° Percentil Minimo-Méaximo
Glicose (mg/dL) 70,8 64,0-77,4 38,0-215,7
Proteinas totais (g/dL) 41 3,64,3 3,2-6,4
Sédio (mmol/L) 152,5 145,5-160,0 139,0-168,0
Potéssio (mmol/L) 2,1 1,5-3,1 1,0-7,3
Calcio(mmol/L) 11,0 10,0-11,6 8,9-13,7
Magnésio (mmol/L) 2,8 2,6-3,1 1,6-4,8
Cloreto (mmol/L) 120,5 115,0-128,0 98,0-147,0
Eritrécitos (x 10¢/pL) 3,625 3,270-4,105 2,300-4,530
Hemoglobina (g/dL) 11,0 9,2-12,6 6,8-17,7
Hematdcrito (%) 40,0 38,5-43,0 25,0-52,0
VCM (fL) 105,8 97,6-123,8 82,2-144,2
CHCM (g/dL) 29,4 29,4-31,0 18,2-44,3
Trombocitos (uL) 44.724 32.622-61.781 22.182-166.737
Leucdcitos (pL) 6.970 3.418-13.592 1.503-75.032
Lnfécitos (uL) 34.036 26.388-47.986 15.594-99.536
Mondcitos (uL) 1.676 1.058-2776 0-6.675
Neutréfilos (ul) 1.676 1.058-2776 0-6.675
Lnfocitos (%) 17,0 8,0-27,5 2,0-45,0
Mondcitos (%) 4,0 2,0-5,5 0-12,0
Neutrofilos (%) 80,0 69,5-84,0 55,0-96,0
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Tabela 5. Parametros sanguineos de referéncia para Brycon orbignyanus de

cultivo intensivo.

Parametros Mediana 25-75° Percentil Minimo-Maximo
Glicose (mg/dL) 67,5 59,0-77,2 47,7-114,2
Proteinas totais (g/dL) 3,8 3,4-4,2 2,5-6,2
Sédio (mmol/L) 143,0 140,0-149,0 135,0-153,5
Potassio (mmol/L) 3,2 2,8-3,5 2,0-5,2
Calcio (mmol/L) 10,8 10,2-11,3 9,0-12,5
Magnésio (mmol/L) 3,0 2,8-3,5 1,8-4,9
Cloreto (mmol/L) 116,0 113,0-120,0 103,0-127,0
Eritrécitos (x 106/uL) 3,222 3,047-3,562 2,110-4,235
Hemoglobina (g/dL) 10,7 9,7-11,8 8,4-13,1
Hematdcrito (%) 40,0 38,0-42,0 35,0-47,0
VCM (fL) 121,4 108,3-133,8 91,5-199,1
CHCM (g/dL) 26,7 24,4-29,8 19,5-35,6
Trombocitos (uL) 20.289 17.422-32.990 11.228-54.152
Leucdcitos (uL) 21.967 18.833-28.665 9601-37.520
Lnfocitos (uL) 3.251 2.049-4.471 709-9.005
Mondcitos (uL) 1.096 564-2.135 147-4.976
Neutrofilos (ul) 17.899 14.026-20.757 7488-29.783
Lnfocitos (%) 16,0 8,5-19,5 6,0-28,0
Mondcitos (%) 5,0 3,0-9,5 1,0-15,0
Neutrofilos (%) 80,0 71,5-83,0 60,0-92,0
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Tabela 6. Parametros sanguineos de referéncia para Leporinus macrocephalus
de cultivo intensivo.

Parametros Mediana  25-75° Percentil Minimo-Méaximo
Glicose (mg/dL) 55,8 49,8-66,4 39,4-87,0
Proteinas totais (g/dL) 4,5 4,1-5,0 3,3-6,2
Sédio (mmol/L) 163,0 159,0-166,0 154,0-175,0
Potéssio (mmol/L) 2,5 1,7-3,2 1,0-5,9
Calcio (mmol/L) 11,4 10,4-12,5 8,9-14,7
Magnésio (mmol/L) 3,6 3,3-4,0 2,0-4,4
Cloreto (mmol/L) 123,5 115,0-133,5 102,0-162,0
Eritrécitos (x 106/pL) 2,650 2,110-2,940 0,950—4,000
Hemoglobina (g/dL) 10,9 10,1-11,5 7,4-13,7
Hematdcrito (%) 36,0 33,5-40,0 26,0-48,0
VCM (fL) 135,1 122,2-178,9 96,8-381,8
CHCM (g/dL) 31,0 26,5-34,3 17,6-45,4
Trombacitos (uL) 49.936 29.845-64.109 9.700-88.571
Leucdcitos (uL) 13.610 7.057-19.467 1.264-133.333
Lnfécitos (uL) 6.680 2.373-15.186 252-108.000
Mondcitos (uL) 237 70-523 0-14.667
Neutrofilos (ul) 2.992 1.652-5.532 603-15.826
Basofilos(uL) 592 190-1.417 0-5.353
Lnfocitos (%) 60,5 40,0-83,0 2,0-92,0
Mondcitos (%) 2,0 1,0-4,0 0-12,0
Neutrofilos (%) 30,5 10,0-48,5 4,0-91,0
Basofilos (%) 4,0 3,0-8,0 0-24,0
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Tabela 7. Parametros sanguineos de referéncia para Prochilodus lineatus de

cultivo intensivo.

Parametros Mediana  25-75° Percentil Minimo-Maximo
Glicose (mg/dL) 45,2 35,8-58,8 29,3-133,3
Proteinas totais (g/dL) 3,7 3,4-4,0 2,447
Sédio (mmol/L) 142,0 138,0-144,0 100,0-152,0
Potéssio (mmol/L) 2,6 2,1-3,2 1,3-5,3
Calcio (mmol/L) 10,4 9,7-10,9 8,0-11,9
Magnésio (mmol/L) 3,0 2,8-3,5 2,4-4,0
Cloreto (mmol/L) 114,0 106,0-120,0 58,0-153,0
Eritrécitos (x 106/pL) 3,040 2,845-3,530 2,300-4,730
Hemoglobina (g/dL) 13.8 11.7-14.9 7.6-18.7
Hematoécrito (%) 39.0 34.5-44.0 29.0-58.0
VCM (fL) 130.3 98.5-155.1 71.8-226.6
CHCM (g/dL) 35.5 28.3-41.0 17.9-55.0
Trombacitos (uL) 13.322 6.003-34.791 3.200-79.800
Leucocitos (uL) 20.794 11.918-33.560 3.763-66.422
Lnfécitos (uL) 4.451 1.292-10.904 376-48.701
Mondcitos (uL) 933 408-1.824 0-17.339
Neutrofilos (uL) 9.797 3.882-20.790 684-39.907
Eosindfilos (ul) 394 0-782 0-7.971
Lnfocitos (%) 24,5 10,0-47,0 3,0-80,0
Mondécitos (%) 6,0 2,0-12,0 0-52,0
Neutrofilos (%) 65,5 41,0-76,5 15,0-93,0
Eosindfilos (%) 2,0 0-3,0 0-12,0
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Tabela 8. Parametros sanguineos de referéncia para Ictalurus punctatus de

cultivo intensivo.

Parametros Mediana 25-75° Percentil Minimo-Maximo
Glicose (mg/dL) 35,1 29,5-42,6 17,0-86,5
Proteinas totais (g/dL) 472 4,0-4,6 2,6-6,6
Sédio (mmol/L) 141,0 139,0-145,0 132,0-155,0
Potassio (mmol/L) 3,0 2,7-3,7 2,1-4,8
Célcio (mmol/L) 2,7 2,5-2,9 2,3-3,3
Magnésio (mmol/L) 1,2 1,1-1,3 1,0-2,0
Cloreto (mmol/L) 108,0 99,5-121,0 80,0-147,0
Eritrécitos (x 106/uL) 3,000 2,840-3,117 1,500-4,100
Hemoglobina (g/dL) 7,0 6,4-7,4 4,4-10,9
Hematdcrito (%) 31,0 30,0- 34,0 27,0-54,0
VCM (fL) 108,1 102,9-114,7 88,6-186,7
CHCM (g/dL) 22,0 20,5-22,6 15,7-28,7
Trombdcitos (uL) 77.870 58.802-99.569 14.464-147.250
Leucdcitos (pL) 35.788 27.460-41.523 8907-124.000
Lnfocitos (uL) 9.192 5.380-11.581 1.435-23.560
Mondcitos (uL) 5.253 2.949-7.459 712-14.657
Neutrofilos (uL) 19.038 12.529-22.748 4.453-86.800
Basofilos(uL) 1.380 736-2.003 0-7.137
Linfocitos (%) 26,0 21,5-30,0 8,0-54,0
Mondécitos (%) 14,0 10,0-20,0 4,0-34,0
Neutrofilos (%) 52,0 46,5-59,5 34,0-75,0
Basofilos (%) 4,0 2,0-7,0 0-18,0
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Tabela 9. Parametros sanguineos de referéncia para Cyprinus carpio de
cultivo intensivo.

Parametros Mediana 25-75° Percentil Minimo-Maximo
Glicose (mg/dL) 62,8 51,1-72,3 32,1-102,3
Proteinas totais (g/dL) 2,8 2,60-3,0 2,3-3,6
Sédio (mmol/L) 142,0 140,0-145,0 134,0-149,0
Potassio (mmol/L) 2,2 1,9-2,7 0,8-4,1
Calcio (mmol/L) 94 9,1-9,9 8,3-12,1
Magnésio (mmol/L) 3,2 2,9-3,5 2,3-4,5
Cloreto (mmol/L) 105,0 102,0-112,0 97,0-124,0
Eritrécitos (x 106/uL) 2,510 2,345-2,710 1,970-3,340
Hemoglobina (g/dL) 9,1 8,5-11,0 5,1-15,3
Hematdcrito (%) 29,5 25,5-32,0 17,0-38,0
VCM (fL) 114,1 100,0-124,7 63,7-157,4
CHCM (g/dL) 33,1 27,2-42,0 16,5-61,2
Trombdcitos (uL) 43.583 33.457-59.128 10.479-115.200
Leucdcitos (pL) 35.252 22.620-51.256 6.986-87.125
Linfécitos (uL) 18.115 11.420-32.973 5.309-72.817
Mondcitos (uL) 813 97-1244 0-3.485
Neutréfilos (ul) 7.244 3.760-15.215 1.280-37.984
LG-PAS (uL) 1936 564-3.989 0-9.166
Eosindfilos (ul) 243 0-471 0-2.614
Linfocitos (%) 68,5 50,5-77,0 15,0-90,0
Mondcitos (%) 2,0 0,5-4,0 0-11,0
Neutrofilos (%) 21,5 17,0-36,5 2,0-66,0
LG-PAS (%) 6,0 2,0-7,5 0-27
Eosinofilos (%) 1,0 0-1,0 0-5,0
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Tabela 10. Parametros sanguineos de referéncia para Oreochromis niloticus
de cultivo intensivo.

Parametros Mediana 25-75° Percentil Minimo-Méaximo
Glicose (mg/dL) 38,1 31,0-49,2 14,1-92,1
Proteinas totais (g/dL) 3,0 2,8-3,4 2,3-3,7
Sédio (mmol/L) 157,0 153,0-171,0 131,0-190,0
Potéssio (mmol/L) 4,7 3,8-5,4 3,1-7,6
Calcio (mmol/L) 11,4 10,8-11,8 8,7-17,0
Magnésio (mmol/L) 2,9 2,5-3,2 1,1-3,9
Cloreto (mmol/L) 141,5 126,5-147,0 112,0-155,0
Eritrécitos (x 10¢/pL) 2,505 2,095-2,895 1,500-3,760
Hemoglobina (g/dL) 11,0 10,0-12,0 7,9-14,5
Hematdcrito (%) 31,0 27,0-36,0 21,0-44,0
VCM (fL) 125,2 113,4-144,8 74,5-160,0
CHCM (g/dL) 35,4 31,5-37,6 27,9-54,5
Trombocitos (uL) 44.651 37.482-58.390 8444-115.904
Leucdcitos (pL) 57.442 44.679-82.258 19.753-179.268
Lnfécitos (uL) 30.241 20.587-43.743 7558-123.695
Mondcitos (uL) 3.095 2.038-5.012 472-16.494
Neutrofilos (ul) 24.104 17.703-36.327 9.284-89.067
Basofilos(uL) 0 0-335 0-1186
Lnfécitos (%) 50,0 36,0-63,5 16,0-69,0
Mondcitos (%) 6,0 4,0-8,0 1,0-12,0
Neutrofilos (%) 45,0 31,0-55,5 25,0-82,0
Baséfilos (%) 0 0-1,0 0-2,0
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Tabela 11. Parametros sanguineos de referéncia para Oreochromis niloticus x
Oreochromuis aureus (tilapia vermelha) de cultivo intensivo.

Parametros Mediana 25-75° Percentil Minimo-Maximo
Glicose (mg/dL) 41,8 32,2-51,0 11,0-140,0
Proteinas totais (g/dL) 3,7 3,3-4,0 2,9-5,7
Sédio (mmol/L) 164,0 156,5-170,0 145,0-190,0
Potéssio (mmol/L) 3,8 3,1-4,7 1,4-6,8
Célcio (mmol/L) 10,7 10,1-11,5 6,8-22,0
Magnésio (mmol/L) 3,8 3,1-4,8 2,4-5,9
Cloreto (mmol/L) 132,0 128,5-141,0 109,0-193,0
Eritrdcitos (x 106/uL) 3,305 2,970-3,605 2,170-4,600
Hemoglobina (g/dL) 11,0 9,9-12,9 7,0-17,4
Hematdcrito (%) 38,5 34,0-40,0 25,0-45,0
VCM (fL) 106,35 98,2-121,4 87,0-157,0
CHCM (g/dL) 30,0 26,8-32,6 18,8-69,6
Trombocitos (uL) 56.496 43.685-83.884 15.530-126.207
Leucocitos (uL) 57.588 34.139-88.895 15.885-253.895
Lnfocitos (uL) 42.925 25.965-73.045 9388-210.945
Mondcitos (uL) 888 576-1.622 0-12.695
Neutrofilos (uL) 7911 4.375-12.983 2.175-40.623
Basofilos (uL) 0 0-0 0-1627
Lnfécitos (%) 83,0 71,5-90,0 36,0-97,0
Mondécitos (%) 2,0 1,0-2,5 0-12,0
Neutrofilos (%) 14,0 9,0-27,0 1,0-58,0
Basofilos (%) 0 0-0 0-2

Nas as 11 espécies estudadas, o nimero de trombdcitos totais

variaram de 3.200,0 a 147.250,0/uL de sangue; leucocitos totais de
1.264,4 a 253.894,0/uL; linfocitos variou de 1.046,3 a 210.945,3/uL e de
2,0 a 97,0%; neutrofilos de 648,0 a 99535,8/ul. e de 1,0 a 96,0%. O
numero de mondcitos variou de 0,0 a 17.339,2/ul. e de 0,0 a 52,0%;
leucocitos granulares PAS-Positivos (LG- PAS) variou de 0,0 a
15.575,2/uL. e de 0,0 a 27,0%; eosindfilos variou de 0,0 a 9.880,0/uL e
de 0,0 a 12,0% e basofilos variou de 0,0 a 7.137,4/ul. e de 0,0 a 24,0%.
O perfil de trombdcitos e leucocitos sanguineos pode indicar
ativagado do sistema imunoldgico, auxiliando na identificacdo de
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doengas, estresse e outras situagOes adversas (Tavares-Dias &
Moraes, 2004; Ranzani-Paiva et 2013).

As principais caracteristicas morfologicas de trombdcitos e
leucdcitos para as 11 espécies, sao descritas na Tabela 12.

Tabela 12. Caracteristicas morfoldgicas de trombocitos e leucdcitos
sanguineos das 11 espécies de cultivo intensivo, corados com uma
combinagdo de May Griinwald-Giemsa-Wrigth (MGGW). LG- PAS=
leucdcito granular PAS positivo

Células Caracteristicas morfologicas

Predominantemente fusiformes, ocasionalmente arredondados,
Trombocitos citoplasma hialino sem granulacdes e nticleo fusiforme.

Formato arredondados, tamanho variado e citoplasma basofilico.
Linfécitos Nucleo arredondado, elevada relagao nucleo/citoplasma.

Predominantemente arredondados, citoplasma com granulagdes
Neutrofilos finas e neutroéfilas. O ntcleo geralmente excéntrico, em forma de

bastonete, ocasionalmente segmentado.

Arredondados, citoplasma basofilico, vacuolizado ou nao.
Monécitos  Nucleo frequentemente excéntrico, geralmente chanfrado,

ocasionalmente esférico

Arredondados, citoplasma com granulos que nao se coram com
LG-PAS corantes nem acido e nem basicos. Nucleo pequeno e excéntrico

Arredondados, citoplasma geralmente com poucas granulagdes
Eosinofilos  grosseiras e eosindfilas. Nucleo é geralmente esférico, com

elevada relagao com o citoplasma.

Arredondados, citoplasma rico em granulacdes grosseiras e
Basdfilos basofilicas, que podem obscurecer total ou parcialmente o

nucleo. Esse pode ser central ou excéntrico

ASPECTOS ULTRAESTRUTURAIS DOS TROMBOCITOS E
LEUCOCITOS

As principais caracteristicas ultraestruturaias de trombocitos
e leucocitos para as 11 espécies sdao descritas na Tabela 13.
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Tabela 13. Caracteristicas ultraestruturais de trombdcitos e leucdcitos das
11 espécies de cultivo intensivo. LG- PAS= leucocito granular PAS positivo.

Células

Caracteristicas subestruturais

Trombocitos
(Figura 1)

Linfocitos
(Figura 2)

Mondcitos
(Figura 3A-
B)

Neutroéfilos
(Figura 4)

LG-PAS
(Figura 5)

Eosinofilos
(Figura 6)

Basofilos
(Figura 7)

Citoplasma de forma eliptica ou arredondada, com
prolongamentos na superficie, sistema canicular, vactiolos de
tamanho variado, perfis de mitocondrias e aglomerados de
granulos de glicogénio. Nucleo constituido quase que
exclusivamente por heterocromatina, dificultando a visualizagao
do nucléolo.

Citoplasma escasso, com prolongamentos na superficie,
podendo apresentar pequenos granulos, perfil de
mitocondrias e aglomerados de granulos de glicogénio. O
nucleo ocupa quase toda a célula e a cromatina é
representada exclusivamente por heterocromatina.
Citoplasma abundante, geralmente, com prolongamentos na
superficie, contorno irregular, numerosos vacutolos, reticulo
endoplasmatico, formagado de mitocondrias e aglomerados de
granulos de glicogénio. Nucleo de forma e tamanho variados,
com presenca heterocromatina e eucromatina.

Citoplasma com prolongamentos na superficie, granulos de
glicogénio, vactiolos de tamanhos variados, perfil de
mitocondrias e de reticulo endoplasmatico, numerosos granulos
de tamanho e forma variados, contendo ou nao estrutura
cristaldide arredondada ou bastdao. O ntcleo de forma e
tamanho variados, com predominancia de heterocromatina.
Citoplasma com numerosos granulos de tamanho e forma
variados distribuidos pelo citoplasma, mascarando outras
estruturas. O nucleo é geralmente pequeno e excéntrico.
Citoplasma com aglomerados de granulos de glicogénio,
vactiolos, mitocondrias, reticulo endoplasmatico e quantidade
de granulos com tamanho e forma variados. O ntdcleo de forma
e tamanho variados, ocupando ocasionalmente grande parte
da célula, com predominancia de heterocromatina.

Perfil de citoplasma irregular, com presenca de
prolongamentos na superficie, vactolos, aglomerados de
granulos de glicogénio, pouco granulos e com variagdo de
forma, em geral arredondados, variagao de tamanho e eletro—-
densidade. O ntcleo de forma e tamanho variados com
predominancia de heterocromatina.
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Figura 1. Eletromicrografia de trombocitos sanguineos de Brycon amazonicus
destacando ntcleo celular (N), mitocrondia (M), aglomerados de glicogénio (gl) e
vactlos (V).

Figura 2. Eletromicrografia de linfocito sanguineo de Piaractus mesopotamicus
destacando nticleo celular (N), mitocrondia (M) e prolongamentos citoplasmaticos

(p)-
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Figura 3. Eletromicrografia de mondcitos sanguineos de Colossoma macropomum (A)
e Cyprinus carpio (B) destacando ntucleo celular (N), reticulo endoplasmatico
granular (Re), prolongamentos citoplasmaticos (p) e vactalos (V) contendo o nao
material.

Figura 4. Eletromicrografia de neutréfilo sanguineo de Piaractus mesopotamicus
destacando ntcleo celular (N), reticulo endoplasmatico granular (Re), aglomerados
de glicogénio (gl), prolongamentos citoplasmaticos (p) e grande quantificades de
granulos (g) de diversos tamanhos e formas contendo em seu interior.
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Figura 5. Eletromicrografia de LG-PAS sanguineo de Piaractus mesopotamicus
destacando nucleo celular (N) e grande quantidade de granulos (g) citoplasmaticos
de tamanhos variados.

s -

Figura 6. Eletromicrografia de eosindfilo sanguineo de Colossoma macropomum
destacando ntcleo celular (N), reticulo endoplasmatico granular (Re), granulos (g)
citoplasmaticos de tamanhos variados, mitocréndia (m) e vactiolos (v).
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Figura 7. Eletromicrografia de basoéfilo sanguineo de Oreochromis niloticus x
Oreochromuis aureus (tilapia vermelha) destacando ntcleo celular (N), granulos (g),
prolongamentos citoplasmaticos (p) e aglomerados de glicogénio (gl).

CONSIDERACOES FINAIS

No cultivo intensivo a compreensao dos aspectos
bioldgicos, incluindo a fisiologia é de extrema importancia para
compreensao do estado de satide dos peixes. Os valores de
referéncias para B. amazonicus, B. orbignyanus, C. macropomum, P.
mesopotamicus, hibridos de tambacu, C. carpio, L. macrocephalus, O.
niloticus, 1. punctatus, O. niloticus x O. aureus e P. lineatus poderéo
subsidiar o cultivo intensivo desses peixes, auxiliando na
identificagao de processos anemiantes, condi¢oes de estresse e
doencas nesses amimais.
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CAPITULO 2
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INTRODUCAO

A alimentacdo de queldnios quando na natureza é composta
em sua grande parte por vegetais (Portal et al., 2002; Malvasio et al.,
2003). Mas, com o aumento da faixa etaria do animal, aumenta o
porcentual de alimentos de origem vegetal; porém, nao esta
comprovado se isso ocorre em todas as espécies do género Podocnemis
(Malvasio et al., 2003). De acordo com Malvasio et al. (2003), o tracaja
é um quelonio onivoro, que em ambiente natural alimenta-se de
peixes, pequenos crustaceos e plantas. Nos primeiros anos de vida do
tracaja Podocnemis unifilis, o crescimento é melhor com o fornecimento
de alimentos a base de proteina animal, provavelmente, devido a um
maior nivel proteico e a uma concentracao de aminoacidos essenciais.
Entretanto, Portal et al. (2002) verificaram que a alimentagao natural
de tracajas na regiao do municipio de Pracutiba, Estado do Amap3,
foi composta por 35 diferentes espécies vegetais, sendo a maioria de
leguminosas e gramineas.

Yoshioka et al. Perfil hematolégico e bioquimico de filhotes de tracajas (Podocnemis
unifilis) alimentados com niveis variados de proteina bruta. In: Tavares-Dias, M. &
Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas perspectivas. Sao Carlos, Editora
Pedro & Joao, 2015.
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A principal dificuldade enfrentada pela quelonicultura
refere-se as questoes nutricionais (Costa et al., 2008a), pelo pouco
conhecimento sobre as exigéncias nutricionais de tartaruga-da-
amazonia Podocnemis expansa e tracaja P. unifilis.

Em cativeiro o item alimentar mais utilizado é a racgado
comercial para peixes, com niveis proteicos variando de 28 a 30%,
sendo considerado o melhor alimento disponivel no mercado (Costa
et al., 2008b; Almeida & Abe, 2009; Vismara, 2010). Sa et al. (2004)
relataram que filhotes de P. expansa nos dez primeiros meses de
vida, quando em cativeiro, apresentam melhor crescimento com a
utilizagdo de dietas com 27% proteina bruta. Acrescentaram ainda,
que as dietas contendo proteina bruta de origem animal apresentou
melhores resultados que as de origem vegetal.

Devido a importancia de se conhecer os processos
fisiologicos e de como o estresse promovido pelo manejo durante o
cultivo pode altera-los, até mesmo causando mortes dos animais,
pode-se utilizar os parametros hematoldgicos e bioquimicos para se
verificar a condigdo de saude de tracajas quando criados em
cativeiro. Isso pode possibilitar aos quelonicultores, em suas praticas
de cultivo, a obtencao de maior produtividade e lucratividade. Além
disso, estudos mostram que os valores hematoldgicos e bioquimicos
sdo muito diferentes em queldnios selvagens e os mantidos em
cativeiro (Pagés et al., 1992; Rangel-Mendoza et al., 2009; Tavares-
Dias et al., 2009).

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos sao uteis para
analisar o estado fisioldgico de tartarugas (Christopher et al., 2003;
Whiting et al., 2007; Oliveira-Janior et al., 2009), oferecendo algumas
vantagens tais como: diagndstico de doengas, condicdo de estresse,
desnutri¢ao e desidratagao (Christopher et al., 2003; Keller et al., 2004;
Knotkova et al., 2005; Whiting et al., 2007), sem a necessidade de se
sacrificar o animal. Além disso, diferentes parametros podem ser
analisados em uma amostra de sangue, o que permite acesso a um
conjunto variado de informagoes fisioldgicas (Marcon et al., 2008).

Assim, o presente estudo teve como objetivo mostrar o perfil
hematologico e bioquimico de filhotes de tracajas P. unifilis
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alimentandos com ragdes comerciais para peixes e contendo
diferentes niveis de proteina bruta.

PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Os filhotes de tracaja utilizados foram obtidos no municipio
de Pracutiba, Estado do Amapa. Aos 60 dias de vida foram
transportados para o Laboratério de Aquicultura e Pesca, Embrapa
Amapd, Macapa (AP). Os animais foram alimentados durante o
periodo de aclimatagao as condig¢oes laboratoriais, duas vezes ao dia
(10 e 16h), com ragao comercial para peixes contendo 28% de
proteina bruta (PB), na proporcao de 5% da biomassa total.

De forma a uniformizar a todas as caixas experimentais em
relagdo a incidéncia da luz solar e de sombreamento sobre os filhotes
durante seu desenvolvimento, as caixas experimentais passaram por
um rodizio, tanto no periodo de aclimatacdo quanto no periodo
experimental, de forma que a posi¢do das caixas fosse trocada
semanalmente. Assim, minimizando as diferengas e possibilitando

visualizar alteragOes fisiologicas dos animais devido ao fator
estudado, isto é, nivel de proteina na dieta fornecida.

Os animais foram identificados através de pequenos cortes
na carapaga, realizados cuidadosamente com alicate, de acordo com
o esquema de identificagdo de quelonio proposto por Haller (2002)
(Figura 1).
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Figura 1. (A) Exemplares de filhotes de tracaja P. unifilis com marca¢ao na carapaca
(setas) (B). Esquema para identificagdo de queldnios, através de marca¢Oes
realizadas na carapaga.
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Os espécimes foram entdao divididos aleatoriamente em 12
unidades experimentais com 10 individuos em cada, mantidos em
caixas circulares de polietileno com capacidade para 250 litros (L) de
agua, adaptados com rampa de madeira para permitir o acesso dos
animais a 4rea seca. As caixas foram abastecidas com 100 L de agua,
de modo a manter a densidade de 100 individuos/ m?.

O periodo experimental total foi de 120 dias (abril a agosto
de 2013), tendo sido os grupos experimentais denominados como
T28, T36, T45 e T55, de acordo com o teor de proteina bruta (PB) das
ragdes comercias utilizadas e com a informagdo indicada pelo
fabricante no rétulo, no caso: 28, 36, 45 e 55%, respectivamente,
totalizando, quatro diferentes tratamentos. Cada tratamento foi
realizado em trés replicas (triplicata), totalizando 120 animais. A
racao comercial utilizada foi adquirida no mercado local de Macapa
(ADP).

ANALISES BROMATOLOGICAS DAS RACOES COMERCIAIS
Andlises bromatologicas das ragdes comerciais utilizadas
foram realizadas para verificar os niveis de proteina bruta, extrato
etéreo, matéria seca, cinzas e fosforo. As racoes foram moidas em
moinho analitico portatil IKA (modelo A11 BASIC) e acondicionadas
em sacos plasticos. No Laboratério de Andlise de Alimentos da
Embrapa Amapa, a proteina bruta (PB) foi determinada através do
Meétodo Kjeldahl (Nx6,25), expressa em porcentagem (IAL, 2008;
Souza & Nogueira, 2005); o extrato etéreo (EE), determinado em
aparelho Soxhlet com éter de petroleo sob refluxo durante 4 horas,
expresso em porcentagem (Silva & Queiroz, 2002; Souza &
Nogueira, 2005); a matéria seca (MS), determinada
gravimetricamente em estufa a 105 °C até peso constante, expressa
em porcentagem (Silva & Queiroz, 2002; Souza & Nogueira, 2005);
as cinzas (CIN) foram determinadas gravimetricamente em mufla a
105 °C por 4h, expressa em porcentagem (IAL, 2008; Souza &
Nogueira, 2005); e o fésforo (P), determinado por complexometria e
medida a absorbancia a 725 nm em espectrofotdometro FEMTO
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(Modelo CIRRUS 80 MB), expresso em g.kg! (Gomes & Oliveira,
2011).

AVALIACOES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

Os animais foram submetidos a coleta de sangue para
realizacdo de analises hematologicas e bioquimicas apds 120 dias de
alimentagcao, de forma a averiguar a influéncia dos niveis de
proteina bruta na dieta dos animais sobre sua condicao de saude,
nesta fase de desenvolvimento. As andlises foram realizadas em 15
animais por grupo experimental, sendo 5 animais de cada réplica,
capturados aleatoriamente.

A limpeza das caixas experimentais foi realizada a cada dois
dias, durante todo o experimento. Mesmo com a realizagao
constante da limpeza, a qualidade da dgua das caixas experimentais
foi monitorada e avaliada a cada quinze dias, obtendo-se valores de
pH, através de peagametro digital; e de alcalinidade, dureza e
amonia totais e de nitrito, através de kit comercial para anadlise de
agua em pisciculturas (kits para produtor — agua doce, Alfakit Ltda.,
Floriandpolis, SC).

Amostras sanguineas de 0,5 mL de cada exemplar de tracaja
avaliado foram coletadas pela veia femoral, utilizando seringas
plasticas (com capacidade para 1,0 mL) e agulhas descartaveis,
contendo heparina sddica como anticoagulante. As amostras
coletadas foram mantidas em gelo durante todo o processo
realizado para determinacdo do hematdcrito, da concentragao de
hemoglobina e da contagem de células vermelhas, além da
realizacdo dos calculos dos indices hematimétricos (volume
corpuscular médio, VCM, hemoglobina corpuscular média, HCM e
concentracao de hemoglobina corpuscular média, CHCM).

A amostra de sangue remanescente de cada exemplar de
tracaja foi centrifugada (Centrifuge 5424, marca Eppendorf) a 10.000
rpm, para obtencao do plasma. O plasma obtido de cada animal foi
separado em aliquotas e congelado a -18 °C para determinagdo das
concentragoes de glicose, proteina, triglicérides, ureia e colesterol,
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através de kits colorimétricos (Doles®, Goiania, GO), com leitura em
espectrofotometro Biospectro (modelo SP-220).

Os resultados obtidos das avaliagdes hematologicas e
bioquimicas dos tracajas foram comparados estatisticamente entre
os grupos de diferentes teores de proteina bruta na ragao (128, T36,
T45 e T55). Aplicou-se o teste de normalidade e, em seguida,
aplicado ANOVA, para através dos testes paramétrico e nao-
paramétrico, identificar os grupos diferentes entre si.

RESULTADOS  BROMATOLOGICAS  DAS  RACOES
COMERCIAIS

As andlises bromatologicas indicaram que as ragdes
utilizadas e ofertadas aos animais dos grupos T28 e T55 continham
teores médios de PB abaixo do especificado pela fabrica de racao
(Tabela 1). As amostras de ragdes de 45% PB apresentaram maiores
valores de fosforo e de extrato etéreo (p<0,01) em relacdo as ragdes
36 e 28% PB. A ragao com 36% PB apresentou valor maior de matéria
seca, estatisticamente significativa (p<0,01), em relagdo ao grupo de
28% PB. A ragao de 28% PB mostrou maior porcentagem de cinzas,
estatisticamente significativa (p<0,01), em relacao a ragao de 45% PB.

Tabela 1. Proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), matéria seca (MS), cinzas
(CIN), e fosforo (P) das ragdes comerciais utilizadas na alimentagdo dos
filhotes de tracaja, contendo diferentes niveis de proteina bruta (28, 36, 45 e
55% PB).

28% PB 36% PB 45% PB 55% PB
PB (%) 24,95 +1,19 36,82 +1,29 46,73 +1,41 50,72 +2,39
EE (%) 3,05 £0,02a 3,30 +0,13ab 9,04 +0,02b 5,56 + 0,19ab
MS (%) 88,78 +0,12a 92,20 + 0,16b 90,89 +0,04ab 89,90 + 0,10ab
CIN (%) 11,54 +0,10a 10,29 + 0,04ab 8,01 + 0,02b 10,63 + 0,05ab
P (MS g.kg?) 7,62 £ 0,26ab 4,91 + 0,96a 8,41 +1,70b 7,40 £1,81ab

Letras diferentes na mesma linha indica diferenca estatistica significativa entre as
porcentagens de proteina na racdo analisada (p>0,01). Nao foi realizado o teste para os
diferentes niveis de PB nas ragoes.

A variagao nos niveis de proteina na alimentagao fornecida
aos tracajas durante o periodo experimental indicou crescente
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aumento da concentracdo de amonia da dgua das caixas
experimentais (Tabela 2). O nivel de amoénia presente na agua de
manuten¢ao dos animais do grupo T55 aumentou significativamente
(p<0,01) quando comparado aos niveis de amoéOnia da agua dos
grupos T28 e T36; o grupo T45 apresentou valor significativamente
maior que o grupo T28. Este incremento nos niveis de amonia na
agua de manutengao dos animais, mesmo realizando-se a troca de
agua a cada dois dias, foi notado e, possivelmente, pode influenciar
na condicao de saude dos animais mantidos em confinamento.

Tabela 2. Valores médios + desvio padrao da concentracio de amonia
(mg/L N-NHs), pH, alcalinidade (mg/L CaCQO:s), nitrito (mg/L), dureza total
(mg/L CaCOs) e temperatura (°C) da agua das caixas de manuten¢do dos
tracajas P. unifilis alimentados com ragdao comercial de 28% PB (T28), de
36% PB (T36), de 45% PB (T45) e de 55% PB (T55) durante o periodo
experimental.

T28 T36 T45 T55
Amonia total 2,68 +1,79a 455 +2,93ab 6,55 + 3,93bc 8,03 +4,12¢
pH 6,31 £0,29a 6,43 + 0,41ab 6,56 + 0,31ab 6,75 +0,35b
Alcalinidade 25,60+11,87a 33,43+14,34ab 39,92 +16,07bc 58,81 +15,82¢
Nitrito 0,01 +0,03a 0,00 + 0,00a 0,00 + 0,00a 0,00 + 0,00a
Dureza total 19,52 + 6,69a 16,19 +7, 40a 16,67 + 8,56a 16,19 £8,04a

Temperatura 27,34 +1,96a 27,13 +1,83a 27,41 +2,08a 27,29 +2,03a

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa com
relagdo ao tratamento aplicado (p<0,05).

Assim quanto maior a porcentagem de proteina na ragao
ofertada na alimentacdo dos animais, maior o nivel de amonia
excretada na dgua de manutengdo dos animais; consequentemente
foram também observadas altera¢des dos valores de pH e de
alcalinidade da dgua de manutencdo dos animais. Nao ha estudos
sobre como estas variagdes na qualidade da agua, podem influenciar
a condi¢do de satude dos tracajas, Entretanto, diversos estudos
realizados com outros organismos aquaticos, como peixes e
camardes, mostram que a exposi¢ao as altas concentragdes de
amoéOnia na agua de manutencdo dos animais, pode causar
degeneracdo na pele, situagdo comum de sistemas de criagao
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(Ismifo-Orbe et al., 2003; Pereira & Mercante 2005; Campos et al.,
2012).

RESULTADOS DAS ANALISES HEMATOLOGICAS E
BIOQUIMICAS

O hemograma dos tracajas apds alimentacao por 120 dias
com diferentes niveis de proteina bruta esta apresentado na Tabela
3. Apenas os valores de hematdcrito mostraram aumento
significativo do T55 em relacao ao T28 (p<0,05). Para os demais
valores nao foram observadas diferengas significativas.

Tabela 3. Valores médios + desvio padrao das variaveis hematoldgicas:
hematécrito (Ht), concentracdo de hemoglobina (Hb), contagem de
eritrécitos (Eri=eritrdcitos), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracao de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) para tracajas avaliados apds 120 dias de alimentacdo com ragoes
com 28% PB (T28), 36% PB (T36), 45% PB (T45) e 55% PB (T55).

T28 T36 T45 T55
Ht (%) 16,1+2,6a 18,5+ 1,8ac 18,5 +2,5ac 19,2 £2,8bc
Hb (g/dL) 86+1,1a 83+1,0a 7,6 +1,0a 81+1,8a
Eri(x 10°uL)  3440+663a 2945+580a 3280658 3337 +487a
VCM (fL) 4769+765a 640,4+1443a 582,6+130,7a 587,2+1224a
HCM (g/dL)  2592+50,6a  296,0+645a  237,4+497a  233,8+425a
CHCM (g/dL)  547+9,8a 44,9 + 44a 41,5+57a 41,9 +3,6a

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatisticamente significativa com relagao
ao tratamento aplicado (p<0,05).

Niveis baixos de hematdcrito podem indicar md nutri¢ao de
animais em cativeiro, de acordo com Christopher (1999). No
presente trabalho os tracajas apresentaram niveis semelhantes entre
os animais dos grupos T36, T45 e T55. Estes valores se encontram
dentro dos limites indicados para P. unifilis da Reserva Bioldgica de
Abufari, AM, relatadas por Tavares-Dias et al. (2012).

Os tecidos hematopoiéticos dos quelonios e de outros répteis,
em geral, estdo situados no figado, no bago e, em menor proporgao,
na medula (Marcon et al., 2008; Tavares-Dias et al., 2008; Oliveira-
Jtunior et al, 2009; Zhang et al, 2011). Assim, o estudo das
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caracteristicas do sangue pode fornecer informagdes clinicas
importantes para o entendimento do estado geral de satde e do
proprio desempenho do animal (Marcon et al., 2008; Tavares-Dias et
al., 2008; 2009).

Os tracajas alimentados com dietas contendo variados niveis
de proteina mostraram valores de hemograma, com excegao do
hematodcrito, semelhantes entre os grupos, indicando nao haver
alteracao devido ao periodo de alimentagao com as diferentes dietas.
Em comparagdo aos tracajas avaliados provenientes da Reserva
Bioldgica de Abufari, AM, relatado por Tavares-Dias et al. (2012),
temos que estes valores sdao maiores nos animais mantidos em
cativeiro, com excecao dos valores de VCM.

Tavares Dias et al. (2009) concluiram que os parametros
hematoldgicos e bioquimicos de P. expansa sao bons indicadores para
monitorar a satide nutricional destes animais quando em cativeiro.
Os parametros hematologicos e bioquimicos de P. expansa sao de
extrema importancia para a conservagao e preservacao de quelonios,
tanto em cativeiro, como em ambiente natural (Rossini et al., 2010)

As concentragdes de glicose, proteina, triglicérides, colesterol e
ureia no plasma de tracajas apos alimentagao com ragdes comerciais
com diferentes niveis de proteina por 120 dias estd indicada na
Tabela 4.

Tabela 4. Valores médios + desvio padrdao metabdlicos de tracajas
avaliados apos 120 dias de alimentacao com ra¢des com 28% PB (T28), 36%
PB (T36), 45% PB (T45) e 55% PB (T55).

T28 T36 T45 T55
Glicose (mg/dL) 82,4+9,1a 88,6 +18,7a 68,1+ 10,8a 68,13 +11,28a
Proteina (mg/dL) 4,2+0,3a 4,2+0,3a 4,7+0,7a 4,25 +0,25a
Triglicérides (mg/dL) 178,6 + 34,3a 276,5 + 53,4b 220,6 +43,5a 203,8 + 39,5a
Colesterol (mg/dL) 162,1 £ 15,0a 235,8 + 28, 6bc 200,0 + 36,6ac 217,2 + 37,9ac
Ureia (mg/dL) 59,9 +11,3a 95,9 +21,7bc 59,5 +13,4a 75,5 +9,5ac

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga estatisticamente significativa
com relagdo ao tratamento aplicado (p<0,05).

Os niveis plasmaticos de glicose e proteina ndo indicaram

alteragao significativa (p<0,05). Os niveis plasmaticos de proteina
dos tracajas do presente estudo mantiveram-se inalterados,
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independente do nivel de proteina fornecida na alimentacao. Estes
valores estdao dentro dos limites indicados pelos jovens tracajas da
Reserva Biologica de Abufari, AM (Tavares-Dias et al., 2012). A
glicemia permaneceu inalterada mesmo com a variagdo dos niveis
de proteina na dieta dos tracajas do presente estudo, mas ainda
dentro dos limites indicados para tracajas da reserva, do estudo
indicado acima.

Os niveis de triglicérides aumentaram significativamente no
grupo T36, em relagao aos demais grupos; os niveis de colesterol e
ureia aumentaram também no grupo T36, com relagdo apenas ao
grupo T28. Importante lembrar que os resultados apresentados na
Tabela 1 indicou que o nivel de PB real da ragao comercial fornecida
ao grupo T28 foi menor que 25%. Apesar disto, as alteragdes
fisioldgicas dos animais do grupo T36, parecem indicar que este
nivel de proteina na dieta é o mais adequado. Os niveis aumentados
de ureia no grupo T36 mostram a utiliza¢do da proteina da dieta no
metabolismo do animal, visto que, em geral ocorre redugao dos
niveis de ureia e glicose em animais quando mal nutridos ou
mantidos em restri¢do alimentar (jejum) (Bonnet, 1979; Moon et al.,
1999).

De acordo com os estudos de Costa (2014), tracajas apds 30
dias de alimentacdo apenas com ragao comercial, independente da
quantidade de proteina na ragdo, mostraram niveis menores de
glicose, proteina, ureia e colesterol com relagio aos animais do
presente trabalho, isto é, apos 120 dias de alimentagao. Isto pode
indicar que apesar do aumento do nivel protéico da ragao, os
animais mostraram aproveitamento de apenas uma parcela desta
proteina recebida pela dieta, indicado pelos valores do grupo T36
para glicose, triglicérides, colesterol e ureia. Isto demonstra que a
quantidade maior de proteina ofertada na alimentacdo nao ¢
aproveitada pelos filhotes de tracajas, também indicada pelo
aumento de produtos nitrogenados na dgua de manuten¢ao dos
animais (Tabela 2), fortemente demostrando ao produtor que pode
economizar neste item. Assim pode o criador utilizar ragdes
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comerciais com menor nivel de proteina, durante a producao desses
animais.

Dessa forma, os parametros hematoldgicos e bioquimicos
podem ser utilizados para analisar o estado fisiologico dos animais
(Christopher et al., 2003; Oliveira-Junior et al,, 2009) de forma a
diagnosticar doencgas, condi¢do de estresse, desnutrigio e
desidratagao (Christopher et al., 2003; Keller et al., 2004; Knotkova et
al., 2005; Whiting et al., 2007) obtendo-se um conjunto variado de
informagdes fisioldgicas (Marcon et al., 2008), durante a manutencao
dos animais em cativeiro.

CONSIDERACOES FINAIS

Os tracajas alimentados com variados niveis de proteina na
dieta mostraram valores de hemograma semelhantes entre os
grupos alimentados com niveis protéicos acima de 36% PB. Os
niveis de proteina entre 45 e 55% utilizados na dieta de filhotes de
tracajas causaram aumento nos niveis plasmaticos de ureia e, como
consequéncia, houve aumento na concentragao de amonia na agua
de manutengdao desses animais, influenciando negativamente a
condi¢ao de saude dos animais. Portanto, recomenda-se a utilizagao
de 36% PB na dieta de filhotes de tracajds, nos primeiros seis meses
de vida.
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CAPITULO 3

FISIOLOGIA DE ARRAIAS DE AGUA DOCE:
SUBSIDIOS PARA APLICABILIDADE NA
AQUICULTURA

Adriano Teixeira de Oliveira'
Jackson Pantoja Lima
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Marcos Tavares-Dias
Jaydione Luiz Marcon

INTRODUCAO

Além de uma diversidade significativa de ictiofauna, a
Amazonica abriga um grupo muito particular de elasmobranquios,
as arraias da Familia Potamotrygonidae, que constituem um grupo
unico uma vez que todos os seus representantes estao restritos as
aguas continentais da América do Sul. Atualmente, essa familia
apresenta quatro géneros, Plesiotrygon, Paratrygon, Potamotrygon e
Heliotrygon, onde sao registradas 25 espécies validas (Rosa et al.,
2010; Carvalho &Lovejoy, 2011).

No Brasil, a exploracao das arraias de dgua doce ainda ocorre
exclusivamente de forma extrativista e visa atender a demanda de
um forte mercado internacional, que utiliza essas arraias como pets
ou animais de aquariofilia (Chao et al., 2001; Aratjo et al., 2005;
Duncan et al., 2010). Estima-se que mais de 60.000 espécimes/ano
sao vendidos para varios locais do mundo, sendo o Brasil
responsavel por aproximadamente 47.000 espécimes exportadas
anualmente (soma do mercado legal e ilegal) (CITES, 2006),
enquanto Peru e Colombia respondem por outros 15.000 espécimes
(Moreau & Coomes, 2007).

Oliveira et al. Fisiologia de arraias de agua doce: subsidios para aplicabilidade na
aquicultura. In: Tavares-Dias, M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil:
novas perspectivas. Sdo Carlos, Editora Pedro & Joao, 2015.
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Da exportacao das arraias de dagua doce como peixe
ornamental pelo Brasil, 96,8% ¢ destinado ao mercado internacional
(Duncan et al, 2010). Os principais paises que importam esse
recurso natural sao a Alemanha, Estados Unidos e paises asiaticos,
em uma atividade consolidada ha aproximadamente quatro décadas
(Araujo et al., 2005; Rincon & Charvet-Almeida, 2006).

Na regiao amazonica encontra-se a maior diversidade de
espécies de potamotrigonideos, sendo que apenas os Estados do
Pard e Amazonas podem comercializar esse recurso como espécies
para fim ornamental. Em conjunto, estes dois estados exportam
apenas espécies do género Potamotrygon, podendo atingir 20.600
unidades/ano, sendo que o Estado do Amazonas tem uma cota
anual maior (12.200 unidades/ano) em comparagao ao Para (IBAMA,
2008). Todas as quatro espécies comercializadas pelo Amazonas,
arraia cururu Potamotrygon cf. histrix (Figura 1), Potamotrygon
orbignyi, Potamotrygon schroederi e Potamotrygon motoro, ocorrem na
bacia do médio Rio Negro, em uma vasta regido compreendida
entre os municipios de Santa Isabel e Barcelos, esta tiltima conhecida
mundialmente como a capital mundial do peixe ornamental (Chao
et al., 2001).

No Brasil, apesar da exploracao comercial das arraias de
potamotrigonideos ser predominantemente extrativista, outra forma
de exploragdo é a oriunda da produgdo em cativeiro, que ocorre
apenas em paises do sudeste da Asia e que acrescentou mais
espécimes e variedades ao comércio e contribuiu para a
popularizacdao desse recurso naquele continente, devido a maior
acessibilidade a esse recurso, aliado a obtencdo de hibridos com
padrdes variados e exclusivos de coloragdes dorsais (Cites, 2009), em
funcdo do policromatismo que € comum entre os representantes
desta familia.

Embora os potamotrigonideos ocorram de forma natural
apenas na Ameérica do Sul e a maior diversidade e abundancia
ocorram na bacia AmazoOnica, ainda nao possuimos tecnologia
necessdria para a producao em cativeiro desses elasmobranquios,
embora esse deve ser o futuro para o aumento da produgao e dos
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lucros, dominio e refinamento na producdo de hibridos
diferenciados e, principalmente, para a manutencao das populacoes
naturais em seus ambientes de ocorréncia.

O uso das arraias de agua doce como fonte de alimento é
pratica pouco comum na bacia amazoénica. Porém, espécies como
Paratrygon aiereba (Figura 1b) e P. motoro (Figura 1c), em funcao de
sua ampla distribuicao e, principalmente pelo grande seu porte
quando adultos tém sido capturadas nas bacias do Rio Negro e Rio
Amazonas, especialmente no Estado do Pard, para uso comestivel
(Araujo et al., 2005). Batista (2008) descreveu que as arraias de agua
doce vém participando sistematicamente nos ultimos dez anos da
composicao alimentar da populagdo amazonense, pois a partir do
processamento desses animais € possivel obter um bom rendimento
carneo das nadadeiras peitorais e essas sao classificadas como
magras (<1% de gordura). Nesse sentido, conhecer os parametros
fisioldgicos de espécies de ambiente natural é fundamental para
servir de referéncia para aplicagdes experimentais de produgao em
cativeiro.

.
&
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o .
Figura 1. Arraias de dgua doce. (a) Paratrygon aiereba, (b) Potamotrygon motoro e (c)
Potamotrygon cf. histrix (arraia cururu).

O estudo dos parametros fisiologicos em peixes tem sido
rotineiramente utilizado na determinacgao de situa¢bes de estresse e,
por conseguinte, no diagndstico de varias doengas em peixes
(Tavares-Dias & Moraes, 2007; Pavlidis et al., 2007). Entretanto, essa
ferramenta também pode ser empregada para aplicacio na
aquicultura, a partir do estabelecimento de valores de referéncias
para espécies de vida livre e posterior comparagao com animais
oriundos de ambientes de cativeiro.
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Populagbes naturais os peixes possuem uma diversidade
parasitaria propria, que muitas vezes sao desconhecidas. Em cultivo
pode ocorrer variagdo na fauna parasitdria entre peixes das
diferentes formas de cultivo praticadas (Malta et al., 2009).

Na andlise das propriedades do sangue das arraias de dgua
doce também é possivel a constatagio da presenca de parasitos
intraeritrocitarios (Oliveira, 2008, Brito, 2012; Magro, 2013), que sao
frequentemente encontrados em outros grupos de peixes (Davies e
Smit, 2001), além dos elasmobranquios marinhos (Clewley et al.,
2002; Aragort et al., 2005). Esses parasitos se aproveitam de fatores
como flutuagdes da temperatura, estratégias reprodutivas, habitat,
comportamento migratorio e alimentar (Davies & Johnston, 2000).
Apesar disso, pouco se conhece sobre suas agdes nos peixes que
vivem em ambientes naturais. Da mesma forma, ndo existem
estudos que indiquem uma provavel interferéncia destes parasitas
em animais mantidos em sistema de criagdes, algo que merece
atengao em pesquisas futuras.

O presente estudo descreve parametros relativos as
propriedades do sangue e destaca a presenca de hemoparasitos em
arraias Potamotrygonidae, visando gerar subsidios técnicos para o
uso experimental e aplica¢des futuras que envolvam o cultivo e a
reprodugao desses animais.

FISIOLOGIA DE ARRAIAS DE AGUA DOCE

Visando obter uma padronizagao na colheita de amostras de
sangue para as arraias de agua doce, afim de minimizar o efeito do
estresse pela captura e manipulacdo, necessarios para a
determinagao confidvel dos parametros fisioldgicos, Oliveira et al.,
(2012) estabeleceram o protocolo que deve ser empregado para que
o procedimento seja preciso, seguro e rapido, preferencialmente em
tempo inferior a trés minutos. O mesmo deve ocorrer
essencialmente por uma puncao suave do vaso branquial na regiao
ventral do animal, utilizando seringas de pequeno volume (1 a 3 ml)
com as paredes levemente banhadas com o anticoagulante EDTA
(10%), tomando sempre o cuidado com a imobilizagdo do ferrao
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(com pinga ou tudo plastico), para evitar acidentes com o
manipulador ou a propria arraia. Esse procedimento ameniza
consideravelmente o sofrimento do animal e permite estabelecer
valores de referéncias mais proximos da condi¢dao basal do mesmo e
com efeito minimo possivel do estresse.

As investigagOes da literatura tém demonstrado que arraias
de agua doce apresentam menor quantidade de eritrocitos no
sangue (Oliveira 2008; 2013), porém, com tamanho duas vezes
superior que os dos peixes teledsteos (Saunders, 1966; Luer et al.,
2004). Como consequéncia, estas células apresentam mais
hemoglobina corpuscular meédia e menor concentracdo de
hemoglobina que os teledsteos, diferengas estas que resultam em um
sangue com pouca viscosidade e que classificam as arraias como o
grupo de peixes mais sedentarios, com baixa demanda por oxigénio
e baixa taxa metabolica (Wilhelm-Filho et al., 1992), um perfil bem
diferente do que ocorre com os peixes teledsteos de cultivo.

A quantidade de aminoacidos na hemoglobina de
elasmobranquios € duas vezes maior que as de peixes teledsteos
(Nikinmaa, 1990). No entanto, esse aumento nao se reflete na
quantidade de oxigénio absorvido pelos eritrdcitos, pois, as arraias
tradicionalmente possuem baixo aporte de energia relacionado ao
modesto trabalho cardiaco que esse grupo de peixes possui
(Wilhelm Filho et al., 1992). Do ponto de vista fisioldgico, Griffith et
al. (1973) foram os primeiros a realizarem estudos hematoldgicos e
bioquimicos do plasma em potamotrigonideos, entretanto, aquelas
arraias foram oriundas de aquarios e também houve inconsisténcia
na defini¢do exata de qual era a espécie utilizada no estudo.

MORFOLOGIA DAS CELULAS DO SANGUE

Em relagdo as células do sangue de potamotrigonideos,
poucos estudos tém sido conduzidos para identificar e caracterizar
os tipos celulares sanguineos (Tabela 1). Essa escassez de
informagdes deve-se as dificuldades nos procedimentos utilizados
para a coloragao das extensdes sanguineas e, principalmente, na

49



identificagdo das diferentes populagdes leucocitarias (Oliveira, 2008;
2013).

A caracterizagdo morfoldgica dos diferentes tipos celulares
até o presente momento foi proposta apenas nos trabalhos
realizadas com as arraias Potamotrygon cf. histrix (arraia cururu) por
Oliveira (2008), P. motoro por Padua et al. (2010) e em Potamotrygon
cf. histrix, P. motoro e P. aiereba por Oliveira (2013) (Figura 2).
Notoriamente, no sangue de arraias de dgua doce sao encontrados
todos os tipos celulares sanguineos, a exce¢ao do leucdcito granular
PAS-positivo (LG-PAS) ou célula granulocitica especial (CGE) que
ocorre exclusivamente em alguns peixes teledsteos (Tavares-Dias &
Moraes, 2004).

De acordo com Oliveira (2013) os eritrdcitos apresentam a
forma eliptica com o citoplasma abundante de coloracao hialina, em
geral, com o ntcleo localizado na porgao central acompanhando o
formato da célula. Grande quantidade de eritrocitos imaturos
(eritroblastos) também sao retratados no sangue de arraias de dgua
doce, essas células sao geralmente arredondadas e com citoplasma
também hialino, apresentando, porém, uma maior relagdo nucleo-
citoplasma quando comparadas aos eritrdcitos maduros.
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Tabela 1. Células sanguineas (trombdcitos e leucdcitos) encontrados em arraias de agua doce da familia

Potamotrygonidae
Espécies Tro Li Mo Ne Eo He Ba Localidades Referencias
Nio especificada x x x x X Aquario Connecticut Griffith et al. (1973)
Potamotrygon cf. histrix X X X X X Médio Rio Negro, AM Oliveira (2008)
Potamotrygon motoro X X X X X x  x  Rio Sao Domingues, Dourados, MS  Padua et al. (2010)
Potamotrygon cf. histrix (arraia cururu) X X X X X Médio Rio Negro, AM Lemos (2011)
Potamotrygon falkneri X X X X X X Rio Parana, Porto Rico, PR
Potamotrygon mot.oro ‘ X X X X X X Ric? Pa.ra.n.é, Porto Ri(,:o, PR Brito (2012)
Potamotrygon orbignyi X X X X X X Rio Piririm, Macapa, AP
Potamotrygon scobina X X X X X X Rio Piririm, Macapa, AP
Potamotrygon cf. histrix X X X X X Médio Rio Negro, AM
Potamotrygon motoro X X X X X Médio Rio Negro, AM Oliveira (2013)
Paratrygon aiereba X X X X X Médio Rio Negro, AM
Potamotrygon orbignyi ' X X X X X Me:'d¥o R%o Negro, AM Presente estudo
Potamotrygon schroederi X X X X X Médio Rio Negro, AM

Tr = trombdcitos, Li = linfécitos, Mo = mondcitos, Ne = neutroéfilos, Eo = eosindfilo, He = heterofilo, Ba = basofilo.



Figura 2. Células sanguineas de arraias de agua doce coradas com May Griinwald-
Giemsa-Wright. (a) a Eritrdcito, a trombocito e & heteréfilo de Potamotrygon cf.
histrix; (b) Trombdcito de P. motoro; (c) Heterdfilo de P. motoro; (d) Linfocito de P.
motoro; (e) Linfdcito de Potamotrygon cf. histrix; (f) Linfocitos de P. orbignyi; (g)
eosindfilo de P. motoro; (h) Mondcito de P. schroederi; (i) & Mondcito e 4 trombdcitos
de Potamotrygon cf. histrix; (j) Neutréfilo de P. motoro; (k) Basofilo de P. motoro; (1)
Basofilo de P. motoro. Barra=5 pum.



Os linfdcitos sao células de formato irregular, podendo ser
elipticos e raramente ovais, com o ntcleo ocupando grande parte do
citoplasma basofilico, além de possuir proje¢des citoplasmaticas e
auséncia de granulagdes visiveis (Oliveira, 2008). Os trombdcitos
geralmente sao fusiformes, possuem citoplasma hialino, ntcleo
ocupando quase toda a célula e acompanhando o formato da
mesma. Os mondcitos sdo os leucdcitos de maior tamanho, tém
formato predominante oval, com ntcleo geralmente excéntrico que
ocupa grande parte da célula e citoplasma basofilico, que pode
apresentar vactiolos (Oliveira, 2013). Os heterdfilos sdo células
predominantemente ovais, com grande quantidade de granulag¢oes
heterofilicas grosseiras e nucleo, em geral, excéntrico. Os basoéfilos
sao células também, predominantemente ovais, possuem
granulagdes basofilicas e seu nucleo é excéntrico e geralmente
bilobulado.

Os neutrdfilos sao células predominantemente circulares
podendo apresentar também formato pleomorfico, exibindo
projegoes citoplasmaticas (Padua et al., 2010). No citoplasma existem
finas granulagdes neutrofilicas com grande quantidade de vactiolos
e nucleo com coloracao purpura e, frequentemente, com presenga de
l6bulos (Padua et al., 2010). Os eosinofilos exibem formato circular,
grande variacao no tamanho e formato do nucleo, seu citoplasma
contém quantidade variada de granulos circulares que se coram por
coloracao eosinofilica (Padua et al., 2010).

QUANTIFICACAO DE LEUCOCITOS E TROMBOCITOS

A quantificagdo das populagdes leucocitarias e trombdcitos é
ferramenta fundamental para conhecimento da defesa imunologica
(Tavares-Dias & Moraes, 2007; Pavlidis et al., 2007; Ranzani-Paiva et
al.,, 2013). Em muitos casos os trombocitos sdao classificados como
leucdcitos, entretanto, esses predominantemente exercem fungdes no
processo de coagulacao (Walsh & Luer, 2004; Luer et al., 2004) e
secundariamente na defesa imunologica (Oliveira, 2013).

Griffith et al. (1973) realizaram os primeiros estudos, os quais
quantificaram leucdcitos (leucdcitos totais= 5,12 + 1,49 x 10%/uL;
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linfocitos= 73,8 = 9,3%; mondcitos= 13,8 + 9,0%; neutrofilos= 7,5 +
4,8%; eosindfilos= 5,0 + 1,7%) e trombdcitos totais = 33,8 + 1,3 103/ uL.
Entretanto, naquele estudo a contagem dos tipos celulares foi
realizado em hemocitdmetro, o qual atualmente nao vem sendo
mais empregado (Tavares-Dias & Moraes, 2004), devido as
dificuldades de diferenciacdo entre os tipos celulares sanguineos.
Essa abordagem foi posteriormente desenvolvida nas pesquisas de
Oliveira (2008), Brito (2012) e novamente por Oliveira (2013), que
descreveram resultados mais consistentes para a contagem de
leucdcitos e trombdcitos em arraias de dgua doce (Tabela 2).
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Tabela 2. Contagem total de leucdcitos e trombdcitos em arraia de dgua doce da familia Potamotrygonidae

L. Leucocitos  Trombocitos  Linfdcitos Mondcitos  Eosindfilos  Neutréfilos  Heterdfilos  Basofilos . ..
Espécies Localidade  Referéncias
(uL) (uL) (uL) (uL) (uL) (uL) (uL) (uL)
P. cf. histrix ~ 4.426x2.407  1.595+1.517  1.934+1.250 1.457+1.131 - - 883+528 1414150  Rio Negro, Oliveira
AM (2008)
P. motoro 2.908+617 816+621 1.700+1262 1.368+872 - - 861+417 181+178  Rio Negro, Oliveira
AM (2013)
P. cf. histrix 3.700+2331 870+479 1.705+1078 1161+640 - - 7761343 135+117  Rio Negro, Oliveira
AM (2013)
P. aiereba 2.697+546 610+368 1.229+482 733424 - - 899+1 191+147  Rio Negro, Oliveira
AM (2013)
P. falkneri 3.618+399 1.255+263 1.123+411 337+50 30+13 1.892+195 232+34 9+5 Rio Brito (2012)
Parana, PR
P. motoro 2.520+501 1.077+492 718+189 234476 20+14 1.393+357 147+35 85 Rio Brito (2012)
Parang, PR
P. orbignyi 2.555+447 1.232+244 403+113 150+43 8+6 1.985+265 782+154 43+15 Rio Brito (2012)
Piririm, AP
P. scobina 2.299+581 1.736+583 594+169 7332 - 737+172 851+301 43+28 Rio Brito (2012)
Piripim,
AP
P. schroederi 2.900+430 1.132+114 1282+480 690+120 - - 851+302 123+78 Rio Negro, Presente
AM estudo
P. orbignyi 2.790+280 1.090+210 1301+299 880+221 - - 903+29 99+62 Rio Negro, Presente
AM estudo




Nestes registros, € possivel observar ampla variagao entre as
espécies estudadas. Nas arraias oriundas do médio Rio Negro, os
linfdcitos foram os leucdcitos predominantes, enquanto os basofilos
foram os tipos celulares sanguineos mais dificeis de encontrar. Nas
arraias oriundas da bacia do Rio Parana (P. falkneri e P. motoro) os
neutrdfilos foram as células mais abundantes, enquanto os basofilos
foram as menos predominantes (Brito, 2012). Em potamotrigonideos
coletados no Rio Piririm, Estado do Amap4, foram os heterofilos e os
neutréfilos os leucdcitos mais abundantes (Brito, 2012). Essas
informag¢des sdao fundamentais e comprovam que tanto o
leucograma, como o trombograma podem apresentar variagdes de
acordo com a localidade ou com a espécie estudada. Além disso,
uma analise realizada por Oliveira (2008 e 2013) concluiu que
podem existir diferencas ontogenéticas nas espécies, fato importante
a ser considerado quando da introducdo de uma espécie em
ambiente artificial para fins de manutengao e reprodugao. Portanto,
a utilizagdo dos valores dessas varidveis fisiologicas tem as suas
peculiaridades no acompanhamento das condigdes de satide destes
animais e devem ser consideradas nas condi¢des de cultivo.

REACOES CITOQUIMICAS EM CELULAS SANGUINEAS

O wuso de técnicas citoquimicas sanguineas fornece
informagdes que auxiliam na identificagdio e na adequagdo da
nomenclatura correta a ser utilizada, além de elucidar a fungao
imunologica de leucdcitos e trombdcitos, de acordo com o arsenal de
enzimas e outros substratos passiveis de identificacdo (Ranzani-
Paiva et al., 2013). Apenas dois trabalhos utilizaram coloracdes
citoquimicas em estudos com arraias de agua doce (Tabela 3).

Nos estudos conduzidos por Oliveira (2013) nao foram
encontrados neutréfilos e eosindfilos no sangue das trés espécies de
arraias amazonicas investigadas. Porém, foram identificados
heterofilos que possuem fungao similar aos neutréfilos, como por
exemplo, atividade fagocitica, como demonstrados pela presenca de
glicogénio e presenca de lipideos e proteinas. O glicogénio é uma
importante fonte de reserva energética celular para os mecanismos



de defesa inata que ocorrem especialmente durante o processo de
fagocitose (Tavares-Dias, 2006; Ranzani-Paiva et al., 2013). Reacao
positiva ao PAS também ocorreu em trombdcitos de P. motoro
(Padua et al., 2010), Potamotrygon cf. histrix, P. motoro e P. aiereba.
Uma reagao positiva fraca também foi observada em linfocitos e
mondcitos (Oliveira, 2013). Os trombocitos sdao células que atuam
nos processos de coagulagao sanguinea (Hayhoe & Quaglino, 1994;
Ranzani-Paiva et al., 2013), mas que também apresentam papel
relevante na atividade imune (Tavares-Dias, 2006). Nos estudos de
Padua et al. (2010) foram observadas reagdes positivas em
heterofilos e neutrofilos de P. motoro.
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Tabela 3. Reagdes citoquimicas das células sanguineas das arraias Potamotrygon cf. histrix, P. motoro e P. aiereba do médio
Rio Negro, Amazonas, Brasil.

PAS Peroxidase Azul de toluidina Sudan Black B Azul de Bromofenol

Células 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Trombocitos I = - - - T+ _ _ _ -
Linfocitos + + + - - - - - - - + o+ 4+ - _ _ .
Mondcitos + - - - - - - - - - - - - _ -
Heterdfilos HooH - - - - - - + + + o+ o+
Basofilos - - - - - - - oo+ - - - ++ + 4+ +
Eosindfilo - +
Neutrofilo ++ +

(1) Potamotrygon cf. histrix (arraia cururu); (2) P. motoro; (3) P. aiereba (Oliveira, 2013); (4) P. motoro (Padua et al., 2010); - Negativo; + fraco positivo; ++
positivo



Diversos estudos citoquimicos foram conduzidos em
leucécitos de diferentes espécies de peixes teledsteos (Zinkl et al.,
1991; Tavares-Dias, 2006; Ranzani-Paiva et al., 2013) e demonstram a
falta de uniformidade na nomenclatura dos granuldcitos. Em
Chondrichthyes, Hine e Wain (1988) estudaram tais células em
espécies de quimeras (Callorhynchus milii, Chimaera phantasma,
Hydrolagus novaezelandiae, Hydrolagus sp., Harriotta raleighana e
Rhinochimaera pacifica) e descreveram que a enzima esterase desses
holocefalos € muito diferente daquelas encontradas em
elasmobranquios.

Nao foi observada reagao para a peroxidase em nenhuma das
células do sangue das espécies P. aiereba, Potamotrygon cf. histrix e P.
motoro (Oliveira, 2013). Em heteréfilos de Carassius auratus também
nao ocorreu reagao positiva para a peroxidase (Zinkl et al., 1991). A
peroxidase é uma importante enzima lisossomica que participa na
digestdo intracelular (Ranzani-Paiva et al., 2013) e uma de suas
principais caracteristicas € a reacdao positiva em eosindfilos e
neutrdfilos, granuldcitos ausentes nas espécies de arraias de agua
doce investigadas por Oliveira (2013). Em algumas espécies de
teledsteos, a auséncia da peroxidase parece estar acompanhada do
desenvolvimento  compensatério de outros componentes
antibacterianos como, por exemplo, as proteinas cationicas (Tavares-
Dias, 2006; Tavares-Dias & Moraes, 2007).

Como os basdfilos sao leucdcitos pouco frequentes no sangue
de arraias de agua doce, foi possivel confirmar a existéncia desse
tipo de granuldcito, por meio da reacao positiva de metacromasia
(Oliveira, 2013). Além disso, nesses potamotrigonideos foi
demonstrada a presenga de lipidios em trombdcitos e linfécitos, mas
em menor intensidade nos heterofilos. Similarmente, em
Xiphophorus helleri (peixe teledsteo ornamental), reagao sudanofilica
foi também encontrada em linfocitos e monocitos (Schiitt et al.,
1997). Porém, em outros teledsteos essa reagao tem sido descrita nos
granulos de neutroéfilos (Zinkl et al 1991; Ranzani-Paiva et al., 2013).
Os leucdcitos fagociticos podem utilizar lipidios como fonte de



energia, degradando tais constituintes por atuacdo das enzimas
citoplasmaticas (Ranzani-Paiva et al., 2013).

A reagao para o azul de bromofenol foi observada nos
granulos de heterofilos e basofilos nas investigagoes realizadas por
Oliveira (2013), indicando a presenca de proteinas gerais. Padua et
al. (2010) também observaram reagao positiva em basofilos,
eosindfilos e neutrofilos de P. motoro. Em tartarugas amazonicas,
reacao positiva para azul de bromofenol foi relatada em heterdfilos e
basdfilos (Oliveira et al., 2011). A fungado das proteinas nos granulos
dos leucdcitos estd associada a defesa contra microrganismos,
provocando sua morte quando sao liberadas apds a ruptura dessas
células.

PARASITOS INTRAERITROCITARIOS

O primeiro registro sobre a presenca de parasitas presentes
no sangue de arraias de dgua doce foi proposto por Oliveira (2008)
ao investigar a espécie Potamotrygon cf. histrix (arraia cururu)
oriunda do médio Rio Negro, Amazonas. Esse autor registrou a
presenca de gametdcitos de um hemoparasito intraeritrocitario do
Filo Apicomplexa, Ordem Eimeriida, Familia Hemogregarinidae,
em 17,0% dos espécimes analisados. Além disso, foi observado que
este hemoparasito ocupava grande parte da célula, deslocando o
nucleo para uma das extremidades (Figura 3a; Oliveira, 2008). Brito
(2012) estudando as arraias P. orbignyi e P. scobina do Rio Piririm, no
Amapd, também retratou a presenga de um protozodrio
intraeritrocitario em 34,0% dos animais estudados, atribuindo ao
mesmo a denominagao de Haemogregarina sp. (Figura 3b).

Recentemente, Magro (2013) realizou estudos mais
detalhados e encontrou uma prevaléncia de 23,9% em P. aiereba,
26,1% em P. motoro e 50% em Potamotrygon cf. histrix, todas oriundas
do médio Rio Negro, Estado do Amazonas. Esse hemoparasito
identificado esteve presente dentro de eritrocitos (Figura 3c) e foi
denominado como Cyrilia lainsoni sp. nov. e, ao que tudo indica, é a
mesma espécie encontrada nos trabalhos realizados por Oliveira
(2008) e Brito (2012). Em P. schroederi e P. orbignyi da bacia do médio
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Rio Negro foi registrado o mesmo tipo de hemoparasito encontrado
por Magro (2013), na prevaléncia de 22,5% e 27,0%, respectivamente
(Oliveira, A.T. & Marcon, J.L. dados nao publicados). Em P. motoro
oriundos do Rio Branco, Estado do Acre, nao houve registro de
hemoparasitos, demonstrando que o parasitismo pode variar de
acordo com a drea estudada (Magro, 2013) e deve ser considerado
nas criagdes em cativeiro, haja vista, que os mesmos podem
modificar a contagem de leucdcitos, o tamanho e a morfologia dos
eritrdcitos, bem como a capacidade destes em transportar oxigénio
(Davies & Johnston, 2000).

— b ‘s [ .
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Figura 3. Hemoparasitos intraeritrocitarios em arraias de adgua doce. (a) Parasita
intraeritrocitario em P. orbignyi (Brito, 2012), em Potamotrygon cf. histrix (arraia

cururu) (Oliveira, 2008). Em P. aiereba, P. motoro e Potamotrygon cf. histrix (arraia
cururu) (Magro, 2013). Barra=5 yum.

HEMATOLOGIA DE ARRAIAS DE AGUA DOCE

O estudo do eritrograma pode ser usado para diagnosticar
diversos estados clinicos de anormalidade em animais ou em sua
populagao. A identificagdo de processos anemiantes nos animais
permite a caracterizacao de distintas estratégias em populagdes de
peixes sobre a demanda metabdlica por oxigénio (Wilhelm Filho et
al, 1992). Portanto, o eritrograma pode ser utilizado como
ferramenta importante na caracterizagdo de estratégias fisioldgicas
adaptativas relacionadas as variagdes ambientais (Val et al., 1992;
Almeida-Val et al., 1999) e também em situagdes de estresse, muito
comum nos sistemas de cultivo intensivo (Tavares-Dias et al., 2004).
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O eritrograma de arraias apresenta valores inferiores aos
relatados para tubardes, que por sua vez é inferior aos de peixes
teledsteos (Wilhelm Filho et al., 1992). Essa constatagao pode ocorrer
logo apds o primeiro contato com o sangue de arraias que ¢é
visivelmente hemodiluido quando comparado aos teledsteos.
Porém, esta caracteristica macroscdpica pode permitir um
diagnostico errdoneo de condigio de anemia nesses animais. A
Tabela 4 apresenta valores do eritrograma para diversas espécies
arraias de agua doce.
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Tabela 4. Eritrograma de diferentes espécies de arraias de agua doce da familia Potamotrygonidae

Espécies Hematocrito Hemoglobina  Eritrécitos VCM HCM CHCM Referéncias

(%) (g/dL) (109uL) (L) (/) (g/dL)
Potamotrygon sp. - - 0,3+0,2 - - - Griffith et al. (1973)
Potamotrygon hystrix 22,0+2,0 - - - - - Bittner & Lang (1980)
Potamotrygon sp. 155+1,4 - - - - - Wood et al. (2002)
P. cf. histrix 25,7+5,1 46+1,1 04+01 671,7+1371 122,6+40,6 182+5]1 Oliveira (2008)
P. cf. histrix 22,6+0,9 - 04+0,1 588,1+39,1 - - Brinn et al. (2012)
P. cf. histrix 20,2+2,9 41+0,6 05+0,1 437,8+821 858+170 202+21 Lemos (2011)
P. cf. histrix 23,0+4,4 40+0,9 04+01 5298+144,5 914+224 187+49 Oliveira (2013)
P. motoro 21,2+3,7 3,8+0,9 04+01 550,2+146,3 983+254 183+3,6 Jezini (2011)
P. falkneri 21,3+0,8 43+0,1 08+0,1 288,0+33,4 571+59 208=+1,1 Brito (2012)
P. motoro 19,6 +1,6 42+04 0,7+0,1 3250+£59,4 59,4+129 222+19 Brito (2012)
P. orbignyi 23,1£3,9 50+0,8 09+0,1 267,0+49,2  545+99 219+4]1 Brito (2012)
P. scobina 22,0+4,6 52+1,1 1,4+04 171,0+325  395+57  23,7+22 Brito (2012)
P. motoro 14,6 = 3,7 2,2+07 03+0,1 4204+831 62,8+149 1543+43 Oliveira (2013)
P. aiereba 24,7 +4,1 42+1,1 04+01 641,4+151,2 1058+39,7 17,2+4,0 Oliveira (2013)
P. schroederi 239+1,1 3,7+0,9 0,3+0,1 892,2 670,0 88,3 +33,7 15,6 +9,7 Presente estudo
P. orbignyi 23,3+3,5 3,8+0,9 04+0,1 663,9 +226,8 106,2+31,5 16,2+2,0 Presente estudo




Os parametros eritrocitarios de arraias, em geral, apresentam
pouca variacao interespecificas. Essa similaridade interespecifica foi
observada também por Brito (2012) nos valores do eritrograma de P.
falkneri, P. motoro, P. orbignyi e P. scobina. Oliveira (2013) ao estudar o
eritrograma de Potamotrygon cf. histrix, P. motoro e P. aiereba
observou também essa similaridade. Porém, a andlise estatistica
exploratdria multivariada do eritrograma (Figura 4) de trés espécies
de arraias investigadas por Oliveira (2013), revelou um total 72,9%
de variacdo, constituindo-se em um sistema de diferenciacao na
demanda por oxigénio. Os parametros que constituem o
eritrograma, em especial o nimero de eritrdcitos e a concentragao de
hemoglobina, refletem a capacidade de transporte de oxigénio do
sangue (Wilhelm Filho et al., 1992), e podem estar relacionados a
atividade e capacidade respiratoria das arraias de agua doce
(Oliveira, 2008; Lemos, 2011; Brito, 2012). Potamotrygon cf. histrix,
apresenta uma clara diferencia¢do no eixo X quando comparada a P.
aiereba. Por outro lado, P. motoro constitui-se como uma espécie
intermedidria que apresenta as caracteristicas do eritrograma
interagindo tanto com Potamotrygon cf. histrix, quanto com P. aiereba.
Oliveira (2013) retratou que existe diferenca de habitats entre essas
trés espécies, sendo que P. cf. histrix € uma espécie que tem
preferéncia por areas de igap0s, P. aiereba tem preferéncia por praias,
enquanto P. motoro habita dreas intermedidrias entre os igapds e as
praias, classificadas por ele como areas de fundo lamacento. Esses
aspectos de ambientes de preferéncia corroboraram a analise de
componentes principais demonstrada na Figura 4 e confirmam que
essas espécies podem ser diferenciadas quando as varidveis
eritrocitdrias sdo consideradas.
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Figura 4. Analise de componentes principais (PCA) envolvendo as varidveis do
eritrograma (Ht, Hb, RBC, VCM, HCM e CHCM) de Potamotrygon cf. histrix (PS), P.
motoro (PM) e P. aiereba (PA) coletadas no médio Rio Negro, Estado do Amazonas,
Brasil.

Durante pesquisas de campo, principalmente na Amazonia,
muitas vezes nao € possivel realizar a contagem de eritrdcitos e nem
a determinagdo da concentragao de hemoglobina (Hb). Assim, pelo
estabelecimento de relagdes entre o nimero de eritrocitos (RBC) e a
Hb com o hematdcrito (Ht), que é mais simples e mais rapido de se
determinar, pode ser estimado o RBC e Hb. Na maioria das vezes, o
valor do coeficiente angular (r) é relativamente elevado, mas outras
vezes esse coeficiente é baixo. Biologicamente, recomenda-se que
sejam usados somente valores de r superiores a 0,50 (Ranzani-Paiva,
1991; Ranzani-Paiva, 1995).

Em P. cf. histrix, Oliveira (2008) encontrou correlagao positiva
entre o Ht e Hb [Hb= 3,446 + (0,0470 x Ht)] e correlacao altamente
positiva desse com o RBC [RBC = 0,114 + (0,0108 x Ht)] (Figura 5a,b).
Este incremento entre o Ht e RBC também tem sido demonstrado
em peixes teledsteos dulciaquicolas (Parma-Croux, 1994; Ranzani-
Paiva, 1995). Porém, tais ferramentas ainda nao tém sido exploradas
em elasmobranquios, até o presente momento.
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Figura 5. Regressdes lineares do (A) hematocrito com a concentracdo de
hemoglobina (r = 0,204; p=0,01) e, (B) do hematdcrito com o ntiimero de eritrécitos
(r= 0,538, p =<0,001) para Potamotrgon cf. histrix do Arquipélago de Mariug,
municipio de Barcelos, Estado do Amazonas, Brasil.

A Tabela 5 apresenta os valores bioquimicos plasmaticos de
varias espécies de arraias de agua doce.Em relagao as caracteristicas
bioquimica plasmatica, foi demonstrado por Oliveira (2008) que as
arraias, geralmente, possuem niveis de glicose e proteinas totais
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diferentes de peixes, tais como Colossoma macropomum e Arapaima
gigas. Essas diferencas podem estar relacionadas aos diferentes
hébitos alimentares dessas espécies. Em geral, os elasmobranquios
tém dieta relativamente mais baixa em carboidratos, assim seus
niveis plasmaticos de glicose sao provavelmente resultantes da
gliconeogénese (Roos et al, 1985). Por outro lado, os niveis
plasmaticos de colesterol e ureia de P. cf. histrix sao maiores que os
relatados para potamotrigonideos de agua doce ou adaptados a
agua do mar (Griffith et al., 1973), bem como daqueles mantidos em
condig¢des de laboratdrio (Wood et al., 2002). Essas diferengas podem
ser atribuidas ao fato das arraias deste estudo ser oriundas de
ambiente natural com acesso aos alimentos e, consequentemente,
proteinas, enquanto naqueles estudos os animais estavam mantidos
em condi¢oes de laboratério e sem alimentagdao. O baixo nivel de
ureia encontrado nessa espécie confirma que este metabolito nao
estd envolvido na osmorregulacao desses animais (Wood et al.,
2002).
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Tabela 5. Parametros bioquimicos plasmaticos de arraias de dgua doce da familia Potamotrygonidae

Varidveis Glicose Triglicerideos  Colesterol Proteinas Ureia Acido trico  Globulinas Albumina Autor(es)
(mM/L) (mM/L) (mM/L) totais (g/dL) (mM/L) (mg/dL) (g/dL) (g/dL)
; - iffith et al.
Potamotrygon sp. 1,240, - 2,8+0,8 83+22 1,101 0401 O ( 1197 3e) a
; ; 1.
Potamotrygon sp.  2,4+0,3 ; - 1,7+0,1 12+0,2 - W‘é’go; a
P. cf. histrix 1,6+0,6 0,6+0,2 1,4+0,7 1,0+0,3 42+44 i i - 0(1212)/((;;51
Lo - - Brinn et al.
P. cf. histrix 1,6+0,1 - - - 02+0,1 - (2012)
P. of. histrix 28+0,7 . - 1,3+0,2 ; ; - - Lemos (2011)
P. cf. histrix 1,7+0,5 0,6+0,2 1,4+0,5 1,1+0,3 1,7+0,5 i i - O(ggf;a
P. motoro 1,9+0,7 0,8 +0,4 1,5+0,7 11405 25+1,9 ; - - Jezini (2011)
P. falkneri 3,7+0,2 0,7+0,1 23+02 3,0+0,1 48+05  0,9+03 22+02  04+0,1  Brito (2012)
P. motoro 3,4+0,4 0,6+0,1 1,9+0,3 3,0+0,2 5005  05+0,1 21+02  05+0,1 Brito (2012)
P. orbignyi 2,4+0,4 0,4+0,2 0,9+0,2 2,0+0,3 6329 13406 1,7+03  02+0,1 Brito (2012)
P. scobina 22+0,3 0,4+0,1 0,6+0,2 2,0+0,2 40+08  13+0,9 15+02  02=01 Brito (2012)
P. motoro 1,5+0,6 0,8+0,2 1,7 +0,4 1,1+0,3 21+0,8 i i - O(lzlgga
P. aiereba 1,1+0,2 1,12+0,6 1,5+0,6 1,7+0,3 32429 i i - Oliveira
(2013)
. 2,7 + - -
P. schroederi 1,2+0,6 0,8+0,6 1,8+1,0 1,5+0,9 21 - Este estudo
P. orbignyi 22+0,1 0,8+0,3 1,5+0,3 1,0+0,2 2,8+0,6 - - - Este estudo
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CONSIDERACOES FINAIS

Os tipos e a morfologia das células sanguineas observadas
em arraias de dgua doce podem variar de acordo com a espécie e/ou
com a localidade de captura dos animais. E possivel constatar a
existéncia de uma ampla variagdo nos valores do leucograma e
trombograma desses animais. As caracteristicas citoquimicos
mostraram os heterofilos sdo os principais leucdcitos na defesa
imunoldgica. A presenca de hemoparasitos parece ser comum nas
arraias de dgua doce, apesar de haver varia¢dao de acordo com a area
estudada. Entretanto, até o momento ndo existem estudos sobre
quais alteragOes esses parasitos podem ocasionar na fisiologia desse
grupo de animais. De acordo com analises estatisticas tradicionais, o
eritrograma dos potamotrigonideos € similar entre as espécies
estudadas. Por outro lado, para os constituintes bioquimicos foram
observadas alteragOes entre as espécies, que parecem estar
relacionadas com as preferéncias alimentares dos animais.

A viabilidade no cultivo de arraias de dgua doce inicia-se
com a compreensdao dos aspectos biologicos desses animais em
condi¢bes naturais, incluindo a sua fisiologia. A analise dos
parametros sanguineos de potamotrigonideos de vida livre vai além
da determinac¢ao dos intervalos de referéncias, pois também pode
ser usada como ferramenta no diagnostico de doengas e situagdes
estressantes para esses animais, além do diagndstico de desnutrigao.
Portanto, as informagdes aqui geradas poderao subsidiar a criagao
intensiva de arraias de agua doce, pois poderdao auxiliar na
compreensao das condi¢des de satide desses amimais quando em
cativeiro.
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CAPITULO 4
MARCADORES MOLECULARES E SUAS
APLICACOES NA AQUICULTURA

Fabio Mendonga Diniz!

INTRODUCAO

O crescimento da populagdo mundial e o consequente
aumento da demanda por alimentos de alto valor protéico tém
contribuido para que a aquicultura se torne o setor alimenticio de
maior crescimento em diversos paises. Os pescados tais como
peixes, crustdceos e moluscos, representam hoje 17% do consumo
global de proteina. A aquicultura, por sua vez, contribui com cerca
de 41% da produgao total de pescado, ou cerca de 63,6 milhdes de
toneladas de peixe e crustdceos anualmente, segundo o Subcomité
de Comeércio Pesqueiro da Organizacao das Nagdes Unidas para a
Alimentacao e a Agricultura. A Fao estima que a producao aquicola
deve alcangar cerca de 70 milhdes de toneladas em 2013, o que
representa 44% da producao total de peixes e 49% do pescado para
consumo humano direto (Fao, 2012).

Ressalta-se também que a criagdao de organismos aquaticos
sob condi¢des controladas tem representado também um importante
papel na geracao de novos empregos e renda na economia rural no
Brasil, uma vez que o pais apresenta grande disponibilidade de
recursos naturais e forte possibilidade de utilizagdo da aquicultura
por produtores familiares.

No Brasil, os principais organismos aquaticos cultivados sao
os peixes de agua doce tais como tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus), carpas (Cyprinus spp.) e tambaqui (Colossoma
macropomum), além do camardao branco do Pacifico (Litopenaeus

Diniz. Marcadores moleculares e suas aplicagdes na aquicultura. In: Tavares-Dias,
M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas perspectivas. Sao Carlos,
Editora Pedro & Joao, 2015.
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vannamei) e mexilhao (Perna perna). O cultivo do bijupira
(Rachycentron canadum) e pirarucu (Arapaima gigas) mostra-se
promissor na aquicultura industrial; porém, esses apresentam ainda
alguns problemas na produgao de alevinos (Resende et al., 2008).

Os avangos na biologia molecular nas ultimas trés décadas,
principalmente com o surgimento de novas ferramentas
moleculares, tém sinalizado a possibilidade de um grande aumento
da producao aquicola no mundo. Neste contexto, com o uso de
marcadores moleculares tornou possivel observar e explorar a
variagao genética (por exemplo, polimorfismo) no genoma inteiro,
entre individuos. Dessa forma, seu uso tem proporcionado a
aquicultura moderna informagoes valiosas para numerosos aspectos
da pratica aquicola como a identificacao de sexo em espécies que
nao apresentam dimorfismo sexual fenotipico aparente, estudos de
parentesco, identificacao e discriminagao genética de estoques sob
cultivo, caracterizagdo genética para preservacao da diversidade e
variabilidade, e o0 melhoramento genético da espécie aquicola para
producao de organismos de melhor performance (Figura 1) dentre
tantas outras aplicagdes (Ferguson, 1994; Liu & Cordes, 2004). Uma
outra aplicacdo importante dos marcadores moleculares na
aquicultura é a construcao de mapas de ligacdo genética de alta
resolucdo para espécies aquicolas. O wuso dos marcadores
moleculares na aquicultura tem também aberto novas
oportunidades para o aumento da producdo aquicola e melhor
qualidade dos organismos cultivados (Figura 1), tais como
qualidade da carne e resisténcia as doengas (Altunok, 2012).

Neste capitulo, as caracteristicas de trés marcadores
moleculares baseados na reacdo de polimerase em cadeia (PCR), do
mais amplamente usado até o de uso mais promissor, juntamente
com suas caracteristicas e aplicagdes sao apresentadas, tendo em
vista sua utilidade na aquicultura.
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Obtengao de linhagens melhoradas

Uso de marcadores moleculares

Uso de marcadores moleculares

o capacidade adaptativa
o resisténcia a doengas
o influencia crescimento

Marcadores Monitoramento da
moleculares variabilidade genética

i @ polimorfismo

;@ heterozigose observada

i @ diversidade alélica

¢ e distancia alélica

Figura 1. Uso de marcadores moleculares para obtenc¢ao de linhagens melhorada.

MARCADORES MOLECULARES E SEUS PRINCIPIOS

Um marcador molecular pode ser definido como uma variagao
especifica no DNA, entre individuos, associada a uma determinada
caracteristica (Avise, 1994; Deb et al. 2012). Essa variacdo genética
ocorre ao nivel da seqiiéncia de DNA por meio de (i) mutagdes
pontuais ou substituigao de bases nucleotidicas, (ii) indels (insergao
ou delecdo) de pequenos trechos na sequencia do DNA do
organismo estudado, e (iil) recombinac¢do e rearranjos gendmicos
(Figura 2). Entre os muitos tipos de marcadores moleculares
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existentes, amplamente descritos na literatura, trés mostram-se
particularmente uteis a genética aplicada a aquicultura:
microssatélites de DNA (STRs), o polimorfismo de nucleotideo
unico (SNPs), e o polimorfismo de etiquetas de sequéncias expressas
(ESTPs).

2
CCCTGAGTAATCGCAC
delegéo—i—ﬂai- S C 1 TG TG ARG THARA; T GG CAC

Figura 2. Representacdo grafica da variacdo genética ao nivel da seqiiéncia de DNA:
(1) mutagdes pontuais ou substitui¢do de bases nucleotidicas, (2) indels (inser¢ao ou
delegao) de pequenos trechos na sequencia do DNA do organismo estudado, e (3)
recombinagao e rearranjos gendmicos.

MARCADORES BASEADOS NA REACAO DE POLIMERASE
EM CADEIA (PCR)
Microssatélites de DNA

Microssatélites sdao seqiiéncias nucleotidicas simples
repetidas em blocos e distribuidas de maneira homogenea ao longo
de todo o genoma de vertebrados e invertebrados, cujo nimero de
unidades repetitivas é varidvel (Figura 3). As repeticdes em cada
bloco sdo curtas, de 2 a 5 nucleotideos, e por esta razao, por vezes,
podem ser denominados de Short Tandem Repeats (STR). Estes
marcadores, em geral, representam loci seletivamente neutros, sao
co-dominantes e altamente polimdrficos (variaveis) em plantas,
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animais e microorganismos, podendo detectar elevado nivel de
diversidade genética ou alélica (McCouch et al., 1997; Goldstein e
Schlotterer, 1999). Cada regiao gendmica que apresente estes blocos
com repeti¢cdes simples, por exemplo (CA/GT)n, (GCT/CGA)n,
(GATA/CTAT)n, constitui-se em um locus, provavelmente altamente
variavel entre individuos de uma mesma espécie, uma vez que a
regido apresenta uma alta taxa de mutagao. Diferentes alelos podem
se apresentar entre individuos, desde que exista polimorfismo
naquele locus estudado. Portanto, microssatélites de DNA sado
marcadores multialélicos e altamente informativos por acumular
com facilidade variagdes no numero de repeticdes (Ferreira &
Grattapaglia, 1995).

Os loci de microssatélites exibem frequentemente niveis
elevados de variacao dentro e entre populagdes. O polimorfismo em
microssatélites foi inicialmente demonstrado por Tautz (1989) e
Weber & May (1989). Marcadores microssatélites sao desenvolvidos
utilizando diferentes estratégias, a mais comum através da
construgao de biblioteca gendmica enriquecida para regides de
repetigdes de interesse (Zane et al., 2002; Diniz et al., 2004). Primers
sao posteriormente desenhados nas regides que flanqueiam os
microssatélites, regides estas altamente conservadas e nao
repetitivas (Figura 3), tornando-se possivel caracterizar o numero de
repeti¢des naquele locus.

Regibo de repeticho em blocos

Regibo flanquesdorn conservads ! o (CAGIH0 : Regido fanguesdon conservada
. G MG CAG CAG CAG CAGY

Regian flanqueadars conser:

FRegido flanqueadara consernvad + Reglbo flanqueadara conservada

e e e i S

Figura 3. Representacdo de regides de repeticdo apresentando seu carater
multialélico em um locus microssatélite do tipo trinucleotideo.

A reagao de polimerase em cadeia (PCR) € entdao usada para
amplificagao dos loci de microssatélites usados como marcadores em
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uma espécie, a partir quantidades muito pequenas de DNA (<100
ng). Apds a PCR os alelos sao separados e seu tamanho medido em
pares de base através de um gel de poliacrilamida, com pelo
aparecimento de uma ou duas bandas (Figura 4). A genotipagem
dos microssatélites pode ser também realizada em analisadores de
DNA (por exemplo, sequenciadores) de uma maneira muito menos
laboriosa.

Populacéo Aquicultor | Populagdo Aquicultor Il
UUEUEPEureEEy oD puEEEEy
oo ey = ==

]

i s = - e pewl) S= iy ©
‘.*-ﬁ = = ]
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Figura 4. Revelacdo de microssatélites em gel de poliacrilamida 6% corado com
nitrato de prata.

Vantagens e desvantagens técnicas

Sao iniimeras as vantagens apresentadas por microssatélites,
dentre elas ressalta-se o carater de codominancia destes marcadores
(individuo heterozigoto pode ser distinto de um individuo
homozigoto), sua hipervariabilidade e alto polimorfismo, alto
conteudo informativo, sua abundancia no genoma de eucariotos,
uniformidade no seu modo de evolugao e alta taxa de mutagao
quando comparado com outras regides génomicas.

Talvez a maior desvantagem que marcadores microssatélites
apresentem é a necessidade de isolamento destas sequencias
repetitivas no genoma da espécie de interesse, sendo necessario a
construgdo de biblioteca gendmicas enriquecidas para sequencias
repetitivas especificas e posterior desenho de primers nas regioes que
as flanqueiam (Matioli & Passos-Bueno, 2001; Diniz et al., 2005).
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Todo o processo é oneroso e laborioso, exigindo um conhecimento
mais aprofundado de diversas técnicas da Biologia Molecular. Nao
obstante, o aparecimento de novas tecnologias de sequenciamento
(por exemplo, Next Generation Sequencing) tem facilitado em muito
este trabalho (Souza et al. 2014).

Nem todos os marcadores microssatelites indicam niveis
elevados de variagao alélica. Alguns podem apresentar apenas 2
alelos, porém muitos apresentam mais que uma dezena de alelos.
Adicionalmente, a presenca de alelos nulos (i.e. alelos que nao sao
amplificados na reagao de PCR pelo surgimento de mutagdes nos
sitios de anelamento) pode mascarar o nimero de individuos
heterozigdticos e, por sua vez, serem confundidos como
homozigdticos (Bruford & Wayne, 1993). A homoplasia por
tamanho, ou seja, alelos idénticos em tamanho, mas nao em
sequéncia, pode também surgir como um problema na andlise dos
dados por reduzir o nimero de alelos observados por populagao, a
proporcao de individuos heterozigdticos e a diversidade genética
(Estoup et al., 1995).

Aplicagbes

Basicamente, aos microssatélites sdo os marcadores mais
comumente usados em estudos de diversidade genética, assim como
para a andlise de parentesco e constru¢ao de mapas de ligacao que
servem de base para a identificagao de tragos quantitativos (QTLs).
Caracteristicas como co-dominancia e multialelismo conferem a
estes marcadores elevado conteido de informagdao polimorfica,
ideais para mapeamento genético e fisico de genomas (Dor et al.
2014), e a identificacao e discriminagao de genotipos (Ferreira &
Grattapaglia, 1995). Por esta razao, o isolamento e caracterizagao de
marcadores microssatélites para espécies cultivadas e com potencial
de cultivo (An et al., 2014; McCraney et al., 2012) ainda sdo intensos.

Mesmo microsatellites que apresentem somente alguns
alelos sao adequados para estudos de genética populacional,
observando-se cada caso, é claro. Loci de microssatélites altamente
varidveis apresentam-se como ideais para o mapeamento gendmico
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da espécie e andlise de pedigree e também tém grande potencial
como etiquetas genéticas (genetic tags) para uso na aquicultura. Loci
fixos ou muito pouco polimorficos podem ser usados para resolver
ambigiiidades taxonomic em diferentes espécies (Backer et al., 2002).
Na  aquicultura  especificamente, = os  marcadores
microssatelites tém confirmado sua utilidade em intmeras
aplicagdes que incluem: avaliagao de parentesco (Novel et al., 2010;
Grzybowski et al., 2010), monitoramento da variabilidade genética
em estoques selvagens (Ha et al., 2009) e cultivados (Zhang et al.,
2010; Lafarga et al., 2010), a avaliacdao das agdes de repovoamente de
espécies aquicolas em perigo de extingdo ou com potencial de
cultivo (Dantas et al., 2013; Borrell et al., 2014), apoio a agdes de
gestdo na aquicultura visando minimizar a perda da diversidade
genética ao longo do tempo de cultivo (Wang et al, 2012),
identificagdo de familias e planteis de reprodutores (Maggioni et al.,
2006), mapeamento genético, e detec¢ao de QTLs (Wright and
Bentzen, 1994; O’Connell & Wright, 1997; Chistiakov et al., 2006).

POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDEO UNICO

O polimorfismo de nucleotideo tnico ou polimorfismo de
nucleotideo simples (Single Nucleotide Polymorphism; SNP) descreve
os polimorfismos causados por mutagdes pontuais, ou seja, que
afetam somente uma base nucleotidica (adenina, timina, citosina
ou guanina) na sequéncia do genoma, gerando diferentes alelos
contendo bases nucleotidicas alternativas em uma dada posigao do
nucleotideo, dentro de um locus, sendo assim marcadores bi-alélicos
(Figura 5). Desta forma, SNPs revelam o polimorfismo mais
abundante no genoma, aproximadamente um por kilobase da
sequéncia gendmica (Sachidanandam et al., 2001), quer em regides
codificantes ou ndo. SNPs sao marcadores geneticamente estdveis, e
herdados co-dominantemente. E facilmente adaptdvel a
automatizacao, e revelam o polimorfismo por vezes nao detectado
por meio de outros marcadores ou métodos (Morin et al.,, 1994;
Stoneking, 2001; Vignal et al., 2002; Liu & Cordes, 2004). Uma vez
descobertos, esses SNPs poderao ser facilmente analisados por meio
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da utilizac¢do de varios métodos, dentre eles a PCR ou DNA
chips/microarrays (microarranjos de DNA) (Ohnishi et al., 2001). Os
polimorfismos de nucleotideo unico podem ser descobertos
utilizando-se diferentes estratégias, porém o sequenciamento do
DNA é o mais usado e o de maior acuracia (Vignal et al., 2002). Os
recentes avangos nas tecnologias de sequenciamento do genoma
(por exemplo, next generation sequencing) tém propiciado uma
grande facilidade de descoberta destes SNPs, e o surgimento de
novas ferramentas como os arrays de alta densidade de SNPs (high
density single nucleotide polymorphism arrays; HD-SNP) para andlise
genética e gendmica de animais de criagao (Fan et al., 2010).
Contudo, o potencial de SNPs como marcadores moleculares na
aquicultura é ainda subestimado.

Figura 5. Mutacbes pontuais na sequencia do DNA de 3 diferentes individuos
caracterizando um polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP).

Vantagens e desvantagens técnicas

SNPs sao os mais abundantes tipos de polimorfismo no
genoma de eucariotos (Sachidanandam et al., 2001; Hirschhorn &
Daly, 2005), geneticamente estaveis, e o processo de genotipagem
pode ser facilmente ajustado para automacgao (Vignal et al., 2002;
Stoneking, 2001; Lai, 2001). No entanto, sao marcadores menos
informativos que microssatélites, e estima-se que para fornecer a
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mesma quantidade de informagao que um tunico locus de
microssatélites sejam necessarios 5 SNPs. Essa desvantagem, porem,
¢ facilmente superada pelo emprego de tecnologia de genotipagem
em larga escala (por exemplo, lluminaTM and AffymetrixTM)
(Gjedrem & Baranski, 2009).

Aplicagoes

Embora a maioria dos SNPs situam-se em regides nao-
codificantes, e por esta razao nao apresentam um impacto direto no
fendtipo de um individuo, alguns SNPs tém o potencial de detectar
variagOes genéticas funcionais, por introduzirem mutagdes em
sequéncias expressas ou em regioes que influenciam a expressao
genética (por exemplo, regides promotoras), e portanto podem
induzir mudangas na estrutura da proteina e sua regulagao (Beuzen,
2000). Estes SNPs sao marcadores mais apropriados para sele¢ao ao
longo do tempo.

Sua utilizagao na constru¢ao de mapas genéticos de ligagao e
analise genética de QTLs (Yan et al., 2013; Jin et al., 2012; Sauvage et
al, 2007), determinagdo de paternidade (Trinh et al., 2013),
programas de criacdo (Pustovrh et al, 2012), quantificacdo de
introgressao genética no ambiente natural por escapes de individuos
cultivados (Glover et al., 2013), constru¢ao de microarranjos de alta
densidade para andlise de caracteristicas de performance e produgao
(Liu et al., 2011) em diversas espécies cultivadas é descrita na
literatura. Um numero maior de marcadores estdo sendo
descobertos (Bester et al.,, 2013; Vera et al., 2013; Xia et al., 2010;
Zhang, Liusuo & Ximing, 2010) inclusive em espécies nativas com
potencial aquicola (Blanck et al. 2013). Estes SNPs serao uteis para
acessar a variagao genética de populagdes e estudar suas relagdes
com caracteristicas do interesse para a aquicultura. Em ambos os
casos, favorecendo a conservagao dos estoques naturais e cultivados.
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POLIMORFISMO DE ETIQUETAS DE SEQUENCIAS
EXPRESSAS

Etiquetas de sequéncias expressas (Expressed sequence tag;
ESTs) sao pequenos e incompletos fragmentos de DNA de genes
expressos obtidas pelo sequenciamento parcial de clones de cDNA
(Adams et al., 1991, KHECHUMIAN et al., 1989). As diferencas na
sequencia de DNA entre duas ou mais ESTs podem ser usadas como
marcador (Polimorfismo de etiquetas de sequéncias expressas,
ESTPs; Figura 6). Este polimorfismo pode ser detectado pela (i)
digestdo (restricao) dos ESTs; (ii) por PCR, pela amplificagao de
DNA genomico com primers desenhados em fragmentos de cDNA
sequenciados, observando-se assim, diferencas no tamanho do
fragmento amplificado; (iii) ou pelo exame de diferencas de
mobilidade por meio de uma eletroforese em gel de gradiente
desnaturante-DGGE (Pelgas et al. 2004). Marcadores ESTPs sao co-
dominantes e multialélicos e podem ser usados para analisar o
polimorfismo na sequencia de DNA em populagdes ou servir como
marcadores em procedimentos de mapeamento genético (Boguski 7
& Schuler, 1995). ESTs sdo uteis para o mapeamento de espécies
aquicolas somente se ESTPs sdao identificados (Liu et al.,, 1999).
Como o avango das técnicas de sequenciamento gendmico tornou-se
mais facil desenvolver marcadores ESTPs ligados, por exemplo, a
importantes caracteristicas fenotipicas (por exemplo, tamanho do
peixe). Dessa forma, ESTPs tem grande potencial para estudos de
variagao genética adaptativa na aquicultura.
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Figura 6. Etiquetas de sequéncias expressas (ESTs) obtidas pelo sequenciamento
parcial de clones de cDNA. As diferengas na sequencia de DNA entre duas ou mais
ESTs podem ser usadas como marcador caracterizando o polimorfismo de etiquetas
de sequéncias expressas (ESTPs).

Vantagens e desvantagens técnicas

Como ESTs sao resultantes de seqiienciamento unico é
comum observar erros nas base nucleotidicas fruto do
sequenciamento. As sequéncias sao, geralmente, curtas (aprox. 300
pb) e ocorréncia de multiplas copias de um tnico fragmento (Liang
et al.,, 2000; Wang et al., 2004).
Aplicagbes

ESTs sao utilizadas na constru¢do de mapas fisicos, na
caracterizagdo de grandes seqiiéncias genOmicas e transcritas, na
identificacdo de novos genes e andlises de expressdao génica
diferencial (Zweiger & Scott, 1997; Schmutz & Grimwood, 2004). O
polimorfismo identificado nestas sequencias de DNA pode ser
usado como um marcador ortologo no mapeamento comparativo do
genoma (Dreyer et al., 2007) visando também a identificagao de
genes de fungao conhecida, ou genes candidatos que afetem
importantes caracteristicas genéticas (genetic traits) de interesse
economico (Andersson & Georges, 2004) em espécies aquicolas.
Além disso, ESTPs podem ser empregados como marcadores em
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uma selegao inicial do material disponivel para um programa de
melhoramento na aquicultura.

Bancos de EST (por exemplo, dbEST,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) estdao disponiveis para diversas
espécies cultivadas. O banco para ostra (Crassostrea gigas), por
exemplo, conta com 206.388 ESTs, para a tilapia-do-nilo (O. niloticus)
120.991 ESTs, para o camarao-branco (L. vannamei) sao 161.248 ESTs,
e a colecio de EST obtidas para o camardao gigante da Malasia
(Macrobrachium rosenbergii), depositadas no NCBI (dbEST), totaliza
4.427 ESTs. Espera-se que estas bases de dados de ESTs sejam mais
amplamente utilizadas como fonte de informagao gendmica (por
exemplo, ESTPs, construgao de plataformas de microarranjos, etc.)
para aplicagdo no desenvolvimento da aquicultura nos proximos
anos.

CONSIDERACOES FINAIS

Estimativas indicam que a aquicultura abastecera cerca de
dois tercos doconsumo global de pescado até 2030 (World
Bank/FAO/IFPRI, 2013). Dessa forma, é possivel compreender que o
futuro da aquicultura no Brasil, como atividade produtiva, deva
passar pelo melhoramento genético de espécies ja cultivadas (ainda
explorado de maneira cldssica)) mas principalmente pelo
melhoramento de espécies nativas, objetivando o aumento dos
indices de produtividade (RESENDE et al, 2008). As grandes
reservas de dgua e a ictiofauna brasileira que compreende, por
exemplo, aproximadamente 2.300 espécies de agua doce (Reis et al.,
2003), garantem ao pais o excelente potencial para a expansao da
carcinicultura e piscicultura. Por sua vez, o uso e aumento no
numero de marcadores moleculares e constru¢do de mapas
genéticos de alta densidade, assim como a implementacdo de
recursos genomicos ja disponiveis (sequenciamento genomico por
tecnologias NGS — Next Generation Sequencing), poderao fornecer
ferramentas valiosas para o melhoramento genético de espécies
aquicolas nas suas mais diversas estratégias/etapas, mas
principalmente na sele¢ao assistida por marcadores (SAM).
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Tendo em vista o crescente interesse de diversos segmentos
da aquicultura (por exemplo, carcinicultura) em explorar o cultivo
comercial de espécies nativas faz-se necessario que a utilizagdo
desses recursos bioldgicos provenientes de ecossistemas aquaticos
deva ser precedida de levantamentos sobre a situagdo das espécies
atualmente utilizadas, como também daquelas com potencial de
cultivo. E particularmente importante o emprego de marcadores
moleculares em estudos com estas espécies visando o
desenvolvimento de estratégias para sua conservacgao através da
protecao dos ambientes naturais e de diretrizes de manejo pesqueiro
de populagdes selvagens ou cultivadas, base essencial para o
fortalecimento da atividade aquicola. Conhecer e conservar a
diversidade genética de espécies aquicolas, ¢ um dos requisitos para
que estoques pesqueiros e cultivados sejam sustentdveis a médio e
longo prazo (Hilsdorf, 2011). Estes estudos também facilitardo o
monitoramento e selecdo, em populagdes naturais, de plantéis
vidveis ao cultivo de espécies nativas de peixes, crustdceos ou
moluscos. A propria sustentabilidade da atividade deve passar pela
implementagao de técnicas moleculares modernas disponiveis
atualmente e baseadas na analise de DNA (Preston & Clifford, 2002).

Nao podemos mais permitir que reprodutores de espécies
com maior potencial aquicola sejam retirados do meio ambiente sem
que questdes importantes tenham sido antes respondidas a respeito
da variabilidade genética de suas populagOes naturais; a estimativa
do grau de similaridade entre populacgoes e espécies, a distribuigao
filogeografica no meio ambiente tendo em vista aspectos
relacionados a origem e a historia recente de suas populagdes,
dentre outras. Essas respostas podem ser facilmente encontradas
com pesquisas que envolvam o uso de marcadores moleculares
como ferramentas biotecnologicas (Hilsdorf, 1997).

Apesar do maior avango tecnoldgico da genética molecular
observado nos ultimos 10 anos, e do intenso uso de marcadores
moleculares para abordar questdes referentes a ecologia e
conservagao de populagdes naturais e recursos pesqueiros, as
aplicagdes de marcadores de DNA em selecdo e melhoramento
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genético de espécies aquicolas tem ainda se restringido a poucas
espécies de interesse econdmico, e desta forma, este conhecimento
precisa ser difundido entre os gestores do setor da aquicultura para
que sirva como ferramenta de apoio a tomada de decisao. A maior
facilidade apresentada com as tecnologias de nova geragao de
sequenciamento deverao, adicionalmente, gerar grande quantidade
de dados oriundos de espécies de interesse. A identificacdo de SNPs
em grandes quantidades, consistird também uma ferramenta para a
busca de correlagdes entre genotipos e fendtipos com maior acuracia
do que pelo uso de alguns poucos marcadores individuais.

Espera-se que parcerias entre o meio académico e o setor
produtivo sejam criadas para incentivar o surgimento de iniciativas
cientificas promissoras que possam seguir os moldes bem sucedidos
do Projeto Genoma Humano, objetivando a identificagdo e analise
dos diferentes perfis polimorficos de marcadores (por exemplo,
SNPs, ESTPs, outros) em diversas espécies aquicolas no mundo, em
especial em nosso pais.

Em suma, sao diversas as possibilidades de uso dos
marcadores moleculares como uma ferramenta moderna que
possibilitara 0 aumento e maior diversificagao
da produgdo na aquicultura. No entanto, é preciso que o
conhecimento destas tecnologias, ainda mais restrito ao meio
académico, possa ser difundido no setor aquicola de maneira que
estas ferramentas possam se tornar verdadeiramente disponiveis aos
pequenos ou grandes produtores, quer de maneira direta ou
indireta. Os esfor¢os no sentido de conhecer geneticamente nossos
recursos aquaticos por meio de marcadores moleculares e a
disponibilidade destas ferramentas poderao garantir que a
aquicultura continue a crescer como uma das atividades produtoras
de alimentos mais promissoras no mundo.
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CAPITULO 5
EFEITOS DA MANIPULACAO DO FOTOPERIODO
EM PEIXES

Galileu Crovatto Veras!
Marcos Ferreira Brabo
Luis David Solis Murgas
Ana Lucia Salaro

INTRODUCAO

Ritmos biolégicos em peixes

Qualquer evento que se repete regularmente em um ser vivo é
estabelecido como ritmo bioldgico. Os ritmos relacionados as
mudangas ambientais sdo aqueles mais pesquisados, podendo o
animal se adaptar a um determinado ambiente quando um evento é
ciclico. De acordo com sua periodicidade, os ritmos bioldgicos tém
sido classificados como ultradiano, ciclos que se repetem em
intervalos de até 20 horas; circadianos, ciclos que se repetem em
intervalos de 20 até 28 horas; e infradianos, ciclos que se repetem em
intervalos maiores do que 28 horas (Schulz & Leuchtenberger, 2006).
Dentre estes ritmos, o ciclo circadiano é avaliado como o mais
importante fator ambiental sincronizador dos ritmos bioldgicos
(Vera et al, 2007) e atuante nos mais variados grupos de
invertebrados e vertebrados, sendo assim um dos mais estudados
(Vera et al., 2009).

Com os ciclos geofisicos dos movimentos da terra, recorrentes
ciclos periodicos vivenciados pelos organismos vivos sdo
evidenciados. Com estes ciclos, os animais tém conseguido
aperfeicoar 0s processos biologicos, desenvolvendo
comportamentos e mecanismos fisiolégicos para antecipar

Veras et al. Efeitos da manipulagdo do fotoperiodo em peixes. In: Tavares-Dias, M.
& Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas perspectivas. Sao Carlos,
Editora Pedro & Joao, 2015.
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previsiveis mudangas no ambiente. Estas mudangas atuam como um
“Zeitgeber”, ou seja, um sincronizador que coordena os ritmos
bioldgicos em sua periodicidade, amplitude e fase (Vera et al., 2009).
No entanto, nao somente os ciclos geofisicos sao
compreendidos por um sincronizador “Zeitgeber”, também ha os
relacionados a ciclos sociais ou com a disponibilidade de alimento,
sendo este ultimo considerado um dos mais importantes
sincronizadores para varios grupos de vertebrados (Sanchez-Vaquez
et al., 1995; Vera et al., 2007), inclusive os peixes. Desse modo,
existem varios sincronizadores que tém a capacidade de promover a
sincronizagao dos ritmos bioldgicos dentro de um organismo.

CONTROLE DO RELOGIO BIOLOGICO EM PEIXES

A captagao da informagao fética e o seu processamento, sao
eventos de grande importancia que regulam diferentes fung¢des do
corpo, sendo o hormonio melatonina responsavel por este evento
(Falcon et al,, 2010; Villamizar et al.,, 2012). Este é sintetizado
principalmente pela glandula pineal e retina, sendo regulado
diretamente pelo ciclo diario de luz/escuro, ou seja, pelo fotoperiodo
diario (Nikaido et al., 2010). Desta forma, a melatonina € sintetizada
com flutuagdo regular em intervalos de 24 horas, ou seja, de forma
ritmica, sendo sua liberagdo apenas durante o periodo escuro e
inibida em presenga de luz (Villamizar et al.,, 2012). Assim, esta
ritmicidade torna-se a base para eventos fisiologicos, incluindo
atividade locomotora, crescimento e reprodugao.

Ja muito bem descrita, a melatonina é sintetizada por duas
reagOes enzimaticas (Seth & Maitra, 2010). O triptofano, aminodacido
precursor para sintese da melatonina, é captado da circulacdo e
transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por meio da enzima
triptofano hidroxilase-1 (TPH1), cuja atividade estd aumentada na
fase de escuro. A enzima 5-HTP descarboxilase descarboxila o 5-
HTP, gerando a serotonina, que € metabolizada durante a fase de
escuro a N-acetilserotonina (NAS) pela acdo da enzima
arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT). Em seguida, a
enzima hiroxi-indol-O-metiltransferase (AA-NAT) utiliza a NAS
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como substrato, gerando o produto final = 5-metoxi-N-
acetiltriptamina, ou seja, a melatonina (Falcon et al., 2010).

Para espécies de peixes teledsteos, as pesquisas atuais com o
hormonio melatonina tém trazido evidéncias adicionais com relacao
aos mamiferos. Estas sugerem que os mecanismos envolvidos na
percepcao da luz e transdugdo teriam mudado radicalmente,
provavelmente por refletir o ambiente o qual estes peixes evoluiram
ao longo dos anos (Migaud et al., 2007; Vera et al., 2009; Falcén et al.,
2010). Assim, o sistema circadiano de teledsteos € classificado como
um multifotorreceptor e multioscilador (Wright et al., 2006; Falcon
et al., 2010).

O controle da liberagdo da melatonina tem sido sugerido pela
existéncia de um oscilador controlado por meio da pineal, retina e o
cérebro, estando estas estruturas envolvidas na transducao do sinal
fético para estabelecer um ritmo circadiano em peixes (Ekstrom &
Meissl, 1997; Falcon et al., 2010). O nivel de interacdo entre essas
estruturas pode variar para cada individuo, de acordo com as
condigdes fisiologicas e ambientais, resultando em uma plasticidade
no sistema circadiano dos peixes teledsteos (Falcon et al., 2010). Até
algum tempo, apenas dois tipos de controle de liberagao de
melatonina eram propostos, sendo um especialmente para o salmao
e outro para as demais espécies de peixes teledsteos. Atualmente,
trés tipos podem estar presentes. O terceiro se baseia no controle
fético da produgao de melatonina pelos olhos, assim como também
pela glandula pineal (Migaud et al., 2007; Falcon et al., 2010).

Em trabalhos com salmao e truta (Migaud et al., 2007) e com
goldfish (Kezuka et al., 1992), os niveis plasmaticos de melatonina
nado foram afetados quando estes peixes foram oftalmectomizados.
Este estudo confirma que estas epécies nao precisam dos olhos para
o controle ritmico da producao de melatonina, sendo a glandula
pineal é luz sensitiva. (Ekstrom & Meissl, 1997). Neste caso, as
células da pineal atuam tanto na percepcao da luz como na
producao de melatonina, sendo este sistema considerado ndo
especializado. Assim, este fato também confirma que, para estas
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espécies, a melatonina produzida pelos olhos nao contribui para os
niveis plasmaticos (Migaud et al., 2007).

Com seabass e bacalhau oftalmectomizados, um intermediario
sistema pode ser exemplificado. Neste caso um significante
decréscimo da produgao de melatonina no periodo noturno foi
observado (Migaud et al., 2007). Resultados que corroboram com os
prévios realizados com passaros (Brandstatter, 2003), anfibios
(Wright et al., 2006) e seabass (Falcén et al., 2007). Em todas estas
espécies sugere-se que, tanto os olhos, quanto a glandula pineal, sao
necessarios para sustentar a oscilagdo dos ritmos de melatonina.
Assim, por meio de projegdes neurais no cérebro, a luz percebida
pelos olhos pode regular a sintese de melatonina pela glandula
pineal (Yanez & Anaddn, 1998). Estas diferengas entre a producao
de melatonina pela pineal e retina podem ser devido a diferentes
papéis funcionais, sendo a melatonina proveniente da glandula
pineal, a verdadeira indicadora enddcrina do ciclo circadiano
(Migaud et al., 2007; Falcon et al., 2007; Falcon et al., 2010), enquanto
que a originaria dos olhos pode estar envolvida na protegao
paracrina e adaptacao de retina (Falcon et al., 2003; Migaud et al.,
2007).

Por outro lado, a tildpia e catfish apresentam um terceiro tipo
de sistema circadiano, sendo este especializado. Neste caso, a
glandula pineal é muito menos sensitiva do que em outras espécies
de teledsteos, ou até mesmo ndo apresenta sensibilidade a luz.
Quando estas duas espécies sdao oftalmectomizadas, estas nado
apresentam um ciclo circadiano independente, sendo a produgao de
melatonina noturna suprimida, mantendo-se nos niveis como
durante o dia. Entretanto, no caso de mamiferos, uma fundamental
diferenga permanece, sendo que a falta de um aparente ciclo
circadiano levaria a producao de melatonina na auséncia dos olhos
(Migaud et al., 2007).

A rapida adaptacao a determinados nichos ambientais dentro
dos quais os peixes tém sido submetidos ao longo da evolugao, por
uma variedade de pressdes ainda desconhecidas, provavelmente
resultaram em diferengas na organizagao da percepgao e o
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processamento da informacao fotica (Migaud et al., 2007; Vera et al.,
2009; Falcon et al., 2010). Durante um longo periodo, os peixes,
principalmente os de dgua doce, tém evoluido nos ambientes mais
adversos, sendo que essa evolucdo deve-se a varios fatores, como
por exemplo, a temperatura, o nivel da agua, a disponibilidade de
alimento, a predagao, como também o fotoperiodo regulado pelo
sistema circadiano (Migaud et al., 2007). Essas diferengas no eixo
circadiano dos peixes teledsteos sugerem claramente que mudancas
tém ocorrido dentro dessa classe em direcdo a um sistema
circadiano compartimentado, similar ao que ocorre em mamiferos
(Migaud et al.,, 2007; Falcon et al., 2010). Assim, mais estudos
anatomicos da pineal e o papel da retina, fazem-se necessarios para
melhor compreender estes resultados.

O FOTOPERIODO SOBRE A ATIVIDADE LOCOMOTORA EM
PEIXES

O padrao de atividade locomotora dos peixes submetidos ao
ciclo diario de luz e escuro podem ser classificados como diurnos,
noturnos e crepusculares (Madrid et al., 2001; Blanco-Vives &
Sanchez-Vazquez, 2009). Em trabalhos com goldfish Carassius
auratus (Lopez-Olmeda et al., 2006), zebrafish Danio rerio (Blanco-
Vives & Sanchez-Vazquez, 2009), pirapitinga Piaractus brachypomus
(Baras, 2000), com tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus (Toguyeni et
al., 1997; Veras et al., 2013b) e lambari Astyanax bimaculatus (Navarro
et al., 2014), foi demonstrado que essas espécies apresentam maior
atividade locomotora durante o periodo de luz, sendo deste modo
classificadas como predominantemente diurnas.

No entanto, estudos com tenca Tinca tinca (Herrero et al., 2003)
e linguado Solea senegalensis (Bayarri et al., 2004), demonstraram que
a atividade locomotora para estas espécies  ocorre
predominantemente na auséncia de luz, sendo estas classificadas
como de hdabito noturno. Assim, conclui-se que o ciclo luz/escuro
tem sido considerado um dos mais importantes fatores ambientais
sincronizadores do ritmo bioldgico (Vera et al., 2007), sendo o fator
chave para sincronizagao do ritmo de atividade em peixes (ligo &
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Tabata, 1996). Portanto, para o sucesso da criagao em cativeiro, o
padrao de atividade deve ser levado em consideragao.

Por outro lado, para algumas espécies de peixes teledsteos a
caracterizacdo do padrdo diario de atividade ndo é tao evidente,
podendo haver variagao no padrao de atividade dentro da mesma
espécie (Vera et al., 2009). Desta forma, em geral, é aceito que o
padrao de atividade em peixes demonstre forte plasticidade
(Madrid et al., 2001). Essa variabilidade do padrao de atividade foi
caracterizada em alguns estudos com sea bass Europeu (Sanchez-
Vazquez et al, 1995), goldfish (Sanchez-Vazquez et al., 1996) e
adultos de tilapia-do-nilo (Vera et al., 2009). Além disso, em estudos
com sharpsnout seabream Diplodus puntazzo (Vera et al., 2006) e
adultos de tilapia-do-nilo (Fortes-Silva et al., 2010a) foi demonstrado
a existéncia de fases independentes entre atividade locomotora e a
alimentar.

Como mencionado anteriormente, essa diferenca na
organizagao circadiana seria, em grande parte, devido a uma répida
adaptagao a pressoes de selecdes desconhecidas a determinados
ambientes em que os grupos de vertebrados, principalmente os
peixes, foram submetidos (Migaud et al., 2007). Portanto, tem sido
proposto que os peixes de dgua doce apresentam maior flexibilidade
do sistema circadiano do que mamiferos (ligo & Tabata, 1996) e
peixes marinhos, provavelmente devido a relativa instabilidade de
seus ambientes (Vera et al., 2009).

FOTOPERIODO E CRESCIMENTO EM PEIXES

O fotoperiodo, dentre outros fatores ambientais, é o que
apresenta maior influéncia sobre o relogio bioldgico dos peixes ao
afetar a ingestdo de alimento, o crescimento, o gasto de energia, a
atividade locomotora, bem como interfere nos processos
relacionados a digestao e absor¢do dos nutrientes (Biswas et al.,
2002; Veras et al., 2013a,b). Assim, a cada vez se torna mais
frequente, dentro das espécies de peixes de interesse comercial, a
manipulagdo do fotoperiodo com objetivo de aprimorar o
crescimento.
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Em certas espécies de peixes, fotoperiodos longos podem
modificar indiretamente o crescimento, seja com o estimulo do
consumo de rac¢do, aumento da musculatura em circunstancias de
uma maior atividade locomotora dos animais, melhor eficiéncia de
utilizacao dos nutrientes (Boeuf & Le Bail, 1999; Biswas et al., 2005,
Biswas et al., 2006b) ou devido ao redirecionamento da energia
proveniente do desenvolvimento gonadal para o crescimento
somatico (Rad et al., 2006).

O aumento do fotoperiodo e da temperatura em determinadas
espécies de peixes tem levado para rapidos aumentos de GH e IGF-
1, sendo estes hormonios potentes estimuladores do crescimento
muscular, atuando o GH também como um estimulador do apetite
(Taylor & Migaud, 2009). O aumento da ingestdao de alimento em
peixes diurnos submetidos a longos fotoperiodos pode ser devido a
maior atividade destes sob estas condi¢des, apresentando-se maior
quando o alimento é ofertado, estimulando, por sua vez, a produgao
de hormonios orexigénicos sob estas condigoes (Biswas et al., 2005,
Biswas et al.,2006b). Juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
submetidos a um fotoperiodo de 18L:6E demonstram maior
crescimento devido ao aumento do nivel plasmatico de IGF-1 em
relagao aos peixes submetidos ao fotoperiodo 12L:12E e ao regime
de 6L:18E (Taylor et al. 2005). Estudo posterior com a mesma espécie
apresentou melhor crescimento quando estes peixes foram
submetidos a um fotoperiodo de 24L:0E (Taylor & Migaud, 2009).
Por outro lado, em estudos com tildpia-do-nilo, apesar de ter sido
verificado uma tendéncia no aumento da taxa de crescimento
especifico quando estes peixes foram submetidos a 16L:8E, nado se
constatou relagdo entre o nivel de transcricao de IGF-1 hepatico e os
fotoperiodos testados (Cruz & Brown, 2009).

Fotoperiodo de 24L:0E estimulou o crescimento de alevinos e
juvenis de red sea bream Pagrus major (Biswas et al., 2005; Biswas et
al., 2006b). Estes resultados sugerem que para estimular o
crescimento, um similar fotoperiodo pode ser utilizado para ambas
as fases. Sob um fotoperiodo de 24L:0E, salmao do Atlantico Salmo
salar (Thorpe et al., 1988); halibut Hippoglossus hippoglossus (Jonassen
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et al.,, 2000); gilthead seabream Sparus aurata (Kissil et al., 2001);
largemouth bass Micropterus salmoides (Petit et al., 2003) e larvas do
peixe ornamental amazonico Pyrrhulina brevis (Veras et al.,, 2014),
também tém demonstrado aumentar o crescimento.

No entanto, Almazan-Rueda et al. (2005) demonstraram o
bagre africano Clarias gariepinus apresentou o melhor crescimento
quando submetido aos fotoperiodos de OL:24E e 6L:18E.
Similarmente, a enguia Européia Anguilla anguilla, apresentou maior
crescimento e melhor conversao alimentar na auséncia de luz
(OL:24E) em relagao aos animais sob 12L:12E (Rodriguez et al., 2009).
Isto porque espécies de habito alimentar bentonico alimentam-se
confortavelmente na auséncia de luz (Adewolu et al., 2008)

Assim, estas diferengas encontradas no crescimento de
diferentes espécies podem ser atribuidas a extrema variagao
existente na preferéncia do regime de luz, que depende tanto da
espécie quanto da fase de desenvolvimento em que se encontra o
animal (Boeuf & Le Bail, 1999; Adewolu et al., 2008).

Como apresentado em revisao por Boeuf & Le Bail (1999) a
manipulacdo do fotoperiodo, nao apenas estimula o aumento do
consumo de ra¢ao, mas também melhora a eficiéncia de utilizagao
dos nutrientes. Sob regimes continuos de luz, alto consumo de
racdo, associado com melhor conversao alimentar, foi demonstrado
em varias espécies como largemouth bass Micropterus salmoides (Petit
et al., 2003); haddock Melanogrammus aeglefinus (Trippel & Neil,
2003) e gilthead seabream S. aurata (Kissil et al., 2001; Ginés et al.,
2004) e juvenis de tildpia-do-nilo (Veras et al., 2013b). Assim, os
peixes expostos a fotoperiodos longos e continuos, podem
apresentar os processos digestivos mais eficientes, melhorando,
consequentemente a eficiéncia de retengao dos nutrientes (Biswas et
al., 2005, 2006b).

Fotoperiodos longos e continuos podem fazer com que os
peixes apresentem baixa concentragao de lipidio corporal, indicando
que parte deste lipidio pode ter sido mobilizado como fonte de
energia para suprir a elevada demanda energética devido a maior
atividade destes animais nestas circunstancias (Ginés et al., 2004;
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Biswas et al., 2005). Além disso, quando os peixes sao submetidos a
estas condi¢des, o maior crescimento pode ser devido ao aumento
da deposic¢ao de aminoacidos para a formacao da proteina corporal.
Isto pode ser atribuido pelo fato das proteinas corporais serem as
responsaveis pela maior parte do crescimento em termos de ganho
de peso (Biswas et al., 2005).

Assim, fica claro que generalizagdes nao podem ser feitas entre
espécies, sendo que durante a criagao, cuidados devem ser tomados
para determinar a preferéncia do fotoperiodo de uma determinada
espécie (Villamizar et al., 2011). Assim, investiga¢Oes a este respeito
sa0 necessdarias para estabelecer uma estratégia adequada de cultivo
das mais diversas espécies de peixes em suas diferentes fases de vida.

FOTOPERIODO E ESTRESSE EM PEIXES

No ambiente aquatico, altera¢cdes ambientais agudas e cronicas
sdo praticamente inevitaveis, sendo os peixes suscetiveis a estas
mudangas, demonstrando respostas que podem desencadear em
uma situagao de estresse (Barton & Iwama, 1991; Wendelaar Bonga,
1997; Biswas et al, 2004). Nos peixes teledsteos, a elevagao
plasmatica dos niveis de glicose e cortisol é reconhecida como a
principal resposta ao estresse, sendo amplamente utilizada como
indicador da agdo de um agente estressor (Barton & Iwama, 1991;
Barton, 1997; Biswas et al, 2006a). O nivel basal de cortisol
plasmatico varia entre as diversas espécies de peixes, sendo que em
situagOes de estresse agudo ocorre um rapido aumento, podendo
este nivel retornar as condigdes basais em um periodo de 24 horas.

Por outro lado, a atuagdo de agentes estressores cronicos sobre
os peixes, faz com que o nivel de cortisol plasmatico se mantenha
elevado por dias ou até mesmo semanas (Pickering & Pottinger,
1989). O estresse cronico além de ser responsavel pela supressao da
ingestdo de alimento (Bernier & Peter, 2001; Wang et al., 2004),
reduz o crescimento em consequéncia da realocagao de energia para
atividades destinadas a restabelecer a homeostase, tais como
respiracdo, locomocgao, regulacao hidromineral e reparagao de
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tecidos (Barton & Iwama, 1991, Wendelaar Bonga, 1997; Barton,
1997; Barcellos et al., 1999).

O hematdcrito também tem demonstrado ser uma boa
ferramenta na avaliagdo de estresse em peixes, apresentando
normalmente um aumento sob atuagdao de um agente estressor
agudo (Pierson et al., 2004). O aumento dessa variavel é atribuido ao
fato do recrutamento de eritrocitos do baco e/ou aumento do
tamanho dos eritrdcitos. Por outro lado, pesquisas também tém
demonstrado um decréscimo do hematdcrito sob condigcdes de
estresse cronico (Barcellos et al., 2004).

A manipulagao do fotoperiodo pode influenciar os niveis de
hormonios esteroides sexuais, corticosteroides, nimero de eritrécitos
e a atividade locomotora diaria, no entanto, o estresse,
aparentemente, ndo é uma consequéncia dessa manipulacao (Biswas
et al, 2004; Biswas et al.,, 2006a). Estudos com tilapia-do-nilo O.
niloticus, submetidas aos fotoperiodos de 12L:12E e 6L:6D,
demonstrou que estes animais ndo apresentaram estresse agudo ou
cronico quando submetidos a esses fotoperiodos (Biswas et al., 2004).
Veras et al. (2013a), em estudos com juvenis da mesma espécie,
também constataram que a manipulagdo do fotoperiodo nao
influencia os parametros relacionados ao estresse, como hematocrito,
glicose e cortisol plasmatico. Juvenis de red sea bream P. major
apresentaram melhor crescimento quando criados sob fotoperiodo de
24L:0E, nao apresentando nenhuma resposta relacionada ao estresse
(Biswas et al., 2006a; Biswas et al., 2006b). Da mesma forma, juvenis
de P. major apresentaram melhor crescimento quando submetidos a
um fotoperiodo de 24L:0E, ndo apresentando nenhuma resposta
significativa a um estresse agudo ou cronico (Biswas et al., 2006a).
Estudo com striped knifejaw Oplegnathus fasciatus, submetidos a
diferentes fotoperiodos demonstrou que, além da manipulagao do
fotoperiodo aumentar o crescimento e a retengao de proteina, também
nao causou resposta alteragdes nos parametros relacionados ao
estresse (Biswas et al., 2008).

Por outro lado, a manipulagdo do fotoperiodo demonstrou
induzir uma significativa resposta ao estresse em truta arco-iris
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Oncorhynchus mykiss, onde os niveis de cortisol permaneceram
elevados por pelo menos dois meses ap6s o periodo em que os
peixes ficaram submetidos ao fotoperiodo de 24L:0E (Leonardi &
Klempau 2003). Além disso, bagres africanos C. gariepinus
apresentaram maiores niveis de cortisol e agressividade quando
submetidos a regimes de 12L:12E e 18L:6E em relacao aos periodos
curtos e auséncia de luz (Almazan-Rueda et al., 2005). Segundo
Adewolu et al. (2008) bagres africanos sdao espécies de fundo,
portanto apresentam maior ritmo de atividade alimentar em
ambiente de auséncia de luz, apresentando uma alimentagao mais
confortavel sob esta condicao.

Diversas fungdes neurais e endocrinas sao influenciadas pela
melatonina, molécula multifuncional que regula os processos de
ingestdao de alimento, osmorregulacao, reprodugao, assim como
respostas ao estresse (Falcon et al., 2010; Lopez-Patifio et al., 2013).
Assim, como aves e mamiferos, nos peixes também ha evidéncias
em relacdo a supressdo do efeito da melatonina sobre o eixo
hipotalamo-hipdfise-tecido interrenal, tais como reducao dos niveis
de glicocorticoides e atividade locomotora (Azpeleta et al., 2010;
Lopez-Patifno et al, 2013). Outras moléculas precursoras da
melatonina, como o aminodcido triptofano e a serotonina, também
demonstraram ter atuado como mitigadoras da capacidade de
resposta ao estresse em peixes (Tejpal et al., 2009). Estudo com truta
arco-iris O. mykiss demonstraram que houve uma neutralizagao da
elevagao do cortisol plasmatico nos peixes alimentados com altos
niveis de L-triptofano (Lepage et al., 2002). Ainda, em estudos com
Solea senegalensis foi demonstrado que a adi¢do de melatonina nos
tanques de peixes submetidos a situagdes de estresse resultou em
uma reducdo dos niveis de cortisol e da glicogendlise no figado
destes peixes (Lopez-Patifio et al., 2013).

Dessa forma, torna-se claro o efeito da melatonina sobre
alguns  parametros fisiologicos relacionados ao estresse,
demonstrando haver uma relagao entre o eixo melatoninérgico e
relacionado ao estresse. Esse efeito é demonstrado em algumas
espécies de peixes, onde a melatonina aparece neutralizando, por
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exemplo, o incremento do cortisol plasmatico mediante situacoes de
estresse (Lopez-Patifio et al., 2013).

FOTOPERIODO E O SISTEMA IMUNOLOGICO DE PEIXES

A aquicultura vem se desenvolvendo rapidamente e em
sistemas cada vez mais intensivos de producao. No entanto, este
acelerado crescimento pode resultar em surtos de doencas que
podem limitar seriamente o sucesso da atividade. Assim, para se
evitar a instalagdo de uma determinada enfermidade, trés
componentes que interagem continuamente (hospedeiro, patdgeno e
ambiente) devem estar continuamente em equilibrio. Mesmo o
patdgeno estando presente no ambiente, alguns surtos de doencas
somente ocorrerao caso as condi¢des do ambiente favorecerem sua
propagagao. Assim, o ambiente aquatico pode torna-se bastante
critico para se manter a homeostase dos peixes, uma vez que este
meio estd sujeito a grandes varia¢des. Neste ambiente, a salinidade
da 4gua, a temperatura e o fotoperiodo, sao os fatores ambientais
mais importantes na regulagao do equilibrio fisioldgico dos peixes
(Esteban et al., 2006). Dentre estes fatores, o fotoperiodo é conhecido
por regular diversas atividades energeticamente dispendiosas do
organismo, sendo seu papel no sistema imunoldgico sido
reconhecido somente recentemente (Prendergast et al., 2004).

Evidéncias anatomicas, fisioldgicas e farmacoldgicas auxiliam
na confirmagao do conceito de que o sistema nervoso e o enddcrino
interagem com o sistema imunoldgico. A glandula pineal, assim como
seu hormoénio secretado, a melatonina, sio considerados como
sincronizadores dos ritmos diarios de luz/ escuro na maioria dos
vertebrados (Cassone, 1998), incluindo os peixes teledsteos (Ekstron &
Meissl, 1997). Assim, a sintese e secrecao da melatonina sao
estimuladas durante o periodo de escuro e suprimidas na presenca de
luz (Carrillo-Vico et al., 2005). Inimeros estudos tém demonstrado
uma associa¢do entre a duragao do periodo de luz do ambiente e
alguns parametros imunes de algumas espécies de aves e mamiferos.
No entanto, poucos sao os relatos sobre esta relagdao para peixes. Estas
pesquisas demonstram que em fotoperiodos curtos, os quais
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normalmente sdao elevados os niveis de melatonina, ambos os
componentes do sistema imune, humoral e celular, sao aprimorados
quando comparados com animais submetidos a longos fotoperiodos
(Moor & Siopes, 2003). Em aves, uma clara relagao entre o aumento
da atividade fagocitica de leucdcitos, principal resposta celular do
sistema imune inato, e o pico noturno de melatonina, sugere uma
estreita relagao entre este hormonio e o sistema imune nao especifico
(Terron et al., 2005).

Apesar de escassos, estudos com peixes tem demonstrado um
claro ritmo circadiano de parametros do sistema imunologico, os
quais podem estar relacionados com os niveis de melatonina.
Esteban et al. (2006), em estudo com seabream S. aurata e sea bass
Dicentrarchus labrax, demonstraram que durante o periodo noturno a
atividade das proteinas do sistema complemento atingem valores
mais baixos, sendo elevadas durante o periodo de luz. Ja a atividade
da peroxidase segue um padrdo inverso, com valores elevados
durante o periodo de escuro e diminuindo durante as horas de luz.
Embora com um padrao de atividade interespecifica diferente, foi
observado que a lisozima segue claramente um padrao de ciclo
didrio. Para S. aurata, a atividade da lisozima atingiu maiores
valores as 20:00 horas, aumentando durante as horas de luz, antes
de diminuir durante as horas de auséncia de luz. Por outro lado,
para D. labrax, os niveis séricos de lisozima diminuiram durante as
horas de luz e aumentaram durante o periodo de escuro, sendo os
valores mais elevados obtidos as 8:00 horas, ou seja, no fim da fase
escura. Neste caso é importante ressaltar, que para ambas as
espécies de peixes, em qualquer hordrio, ha pelo menos um
aumento de atividade, ndo ficando o peixe imunologicamente
vulneravel.

Portanto, nota-se claramente um efeito do fotoperiodo sobre o
sistema imunoldgico inato humoral. Assim, indicagdes praticas,
incluindo a manipulagio do ciclo luz/escuro, podem ser
consideradas como uma potencial e valiosa ferramenta para reforgar
o sistema imune e bem-estar em peixes em sistemas intensivos de
produgao. Além disso, tornam-se claras as evidéncias de que em
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peixes, assim como nos mamiferos, a glandula pineal e seu
hormoénio secretado na fase noturna, a melatonina, desempenham
um papel importante no controlo de respostas do sistema
imunoldgico. Assim, mais pesquisas sdo necessdrias para ajudar a
esclarecer mais sobre o assunto.

FOTOPERIODO SOBRE DEFORMIDADES E DOENCAS EM
PEIXES

Nem sempre a manipulagdo do fotoperiodo traz beneficios no
desempenho e sobrevivéncia dos peixes. Altera¢gdes no regime de
luz podem levar a efeitos negativos no metabolismo e
desenvolvimento dos peixes, principalmente quando muito
diferente do seu meio natural (Villamizar et al., 2011). No entanto,
exceto na fase larval dos peixes, é escassa a literatura onde se relata
um aumento em doengas ou mortalidade associada com a aplicacao
do fotoperiodo artificial.

Regimes longos ou constante de luz tem demonstrado um
efeito negativo no desenvolvimento de larvas de varias espécies
(Villamizar et al., 2011). Segundo Villamizar et al. (2009), larvas de
sea bass mantidas em condi¢coes de 24L:0E desenvolveram
nadadeiras e dentes mais rdpido do que as sob condi¢des de OL:24E
e 12L:12E. No entanto, sob estas condi¢des, apresentaram reduzida
inflacdo da bexiga natatoria, tendo, portanto, seu bem estar
comprometido. Sendo assim, embora o regime de luz constante
proporcione o melhor crescimento das larvas, as mesmas nao
apresentavam uma adequada inflagao da bexiga natatdria.

Sob regime constante de luz, também hd registros de
deformagdes do esqueleto de larvas de algumas espécies de peixes.
Tal fato foi exemplificado pela alta porcentagem de individuos com
ma formagao da mandibula quando larvas de sea bass (Villamizar et
al, 2009) e de S. senegalensis (Blanco-Vives et al.,, 2010) foram
mantidas em constante condi¢dao de luz. Além disso, ainda Blanco-
Vives et al. (2010) demonstraram alta taxa de mortalidade das larvas
mantidas sob 24L:0E e OL:24E quando comparadas com o
fotoperiodo de 12L:12E.
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Por outro lado, sdo escassas as informagdes com juvenis e
adultos sobre a influéncia do fotoperiodo artificial como um possivel
agente estressor (Biswas et al., 2006a, b; Biswas et al, 2008; Veras et al.,
2013a) e causador de enfermidades. No entanto, Valenzuela et al.
(2012), constataram que a aplicagdo de um artificial fotoperiodo
(14L:10D e 24L:0D) sobre truta arco-iris O. myskiss resultou em
elevada taxa de mortalidade 36% e 25%, respectivamente, quando
comparado com peixes submetidos ao fotoperiodo de 12L:12D (7%).
Peixes sujeitos aos fotoperiodos artificiais demonstraram
escurecimento da pele, natacdo erratica e letargia. Dentre as
modificagdes morfologicas, os peixes ainda apresentaram lesdes
cutaneas e necroses ulcerativas. Além disso, por meio de exames de
sangue, histopatologico e isolacdo e identificagdo de patdgenos,
constatou-se como principais agentes causadores da mortalidade, as
bactérias Flavobacterium psychrophilum, associada com Aeromonas sp.,
Pseudomonas sp. e o fungo Saprolegnia sp. Dessa forma, a aplicagao de
artificiais fotoperiodos para estes peixes podem fazer com que estes
fiquem mais susceptiveis a doencas oportunistas, sendo aconselhavel
a realizacao de medidas preventivas aos peixes submetidos a esta
manipulagdo do fotoperiodo (Valenzuela et al,, 2012). No entanto,
poucas, ou até mesmo inexistentes sao as informagoes sobre os efeitos
prolongados do fotoperiodo artificial sobre o sistema imunoldgico e o
desencadeamento de doengas em peixes de interesse para a
piscicultura.

CONSIDERACOES FINAIS

Dentro desse contexto, constata-se que nos peixes, assim como
em outros vertebrados, ocorrem eventos biologicos ciclicos que se
repetem em tempo definido, sendo chamados de ritmos bioldgicos.
Um desses principais ritmos, o ritmo circadiano, que se repete em
intervalo de 24 horas, ¢ influenciado, principalmente, pelo ciclo
diario de luz e escuro, ou seja, o fotoperiodo, o qual é regulado pela
melatonina, sintetizado durante o periodo noturno pela glandula
pineal. Assim, devido a importancia desse ritmo no comportamento
e processos fisioldgicos, varios estudos com peixes vém sendo
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realizados, demonstrando como a manipulagdo do fotoperiodo pode
influenciar a atividade locomotora e alimentar, o crescimento e a
reprodugao destes animais.

Contudo, sao raras as informagoes dos efeitos da utilizag¢dao de
fotoperiodos  artificiais sobre a homeostase em  peixes,
principalmente com relacdo as consequéncias sobre o eixo
hipotalamo-hipdfise-tecido inter-renal, o sistema imunologico e o
possivel desencadeamento de enfermidades. Assim, como a cada dia
a aquicultura caminha a passos largos para a produgao em sistemas
cada vez mais intensivos de produgao, onde se controlam todos os
fatores quimicos e fisicos da dgua, mais estudos sdo necessarios,
principalmente por maiores periodos de cultivo e nas diferentes
fases de vida desses animais, podendo avaliar assim as possiveis
manipulagdes do fotoperiodo durante o ciclo de producao.
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CAPITULO 6
ESTADO ATUAL DO MELHORAMENTO GENETICO
DE PEIXES NO BRASIL

Danielly Veloso Blanck!
Adriana Kazue Takako

INTRODUCAO

A piscicultura é um dos sistemas de produgao de alimentos
que mais cresce, tendo apresentado uma produc¢ao mundial de cerca
de 40 milhdes de toneladas de peixes oriundos de cultivo em 2012
(FAO, 2014). No ranking mundial, o Brasil ocupa o 8° lugar,
produzindo aproximadamente 600 mil toneladas neste mesmo ano.
Essa demanda por organismos aquaticos como fonte de proteina
animal na alimentagdo humana vem crescendo em fungao do
aumento da populagdo mundial, do maior conhecimento acerca dos
beneficios nutricionais destes organismos e também, devido a
preocupacgoOes relativas a sobre-exploragao das reservas naturais.
Contudo, a producao brasileira esta aquém das expectativas, tendo
em vista o grande potencial aquifero do pais. Assim, em busca de
uma maior competitividade da piscicultura brasileira no mercado
internacional, o desenvolvimento de peixes geneticamente
superiores é imprescindivel para aprimorar este aspecto.

Caracteristicas  bioldgicas dos peixes como a alta
fecundidade, o curto intervalo de geracado, a relativa facilidade de
manejo reprodutivo e a ampla variagdo genética permitem a
implementagao de varias abordagens para o progresso genético.
Estas abordagens incluem a hibridagdo, a manipulacdo de
cromossomos (poliploidia, ginogénese e androgénese), transgenia e
programas de selecdo. Os métodos biotecnoldgicos como, por

Blanck & Takako. Estado atual do melhoramento genético de peixes no Brasil. In:
Tavares-Dias, M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas perspectivas.
Séao Carlos, Editora Pedro & Joao, 2015.
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exemplo, o cruzamento interespecifico faz parte da histéria recente
da aquicultura brasileira. Contudo, estas estratégias resultam em um
ganho genético imediato, sem oferecer continuidade da melhoria.
Por outro lado, o melhoramento continuo é baseado em métodos de
selecao artificial. Os métodos de sele¢dao sao os componentes mais
eficazes em programas de melhoramento, permitindo altos ganhos a
taxas aceleradas, enquanto existir variancia genética aditiva para as
caracteristicas de interesse. Os ganhos genéticos para espécies de
peixes selecionadas podem atingir entre 5 e 20% por geracao (Gjoen
& Bentsen, 1997; Gjedrem, 2000; Ponzoni et al., 2005; Santos et al.,
2011).

Atualmente no Brasil, existem agdes que objetivam o
estabelecimento de programas de melhoramento genético de duas
espécies nativas de peixes, a cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e
tambaqui (Colossoma macropomun) e, uma espécie exdtica, a tilapia
do-nilo (Oreochromis niloticus). Esses programas se estruturam na
avaliagdo genética a partir da informagdo individualizada e estao
baseados em metodologias estatisticas (genética quantitativa)
validadas em outras espécies animais de importancia para o
agronegocio.

Fundamentados no importante significado que a genética
possui na tentativa de elevar a piscicultura brasileira a um patamar
altamente competitivo com outros paises grandes produtores de
peixes, neste capitulo: introduziremos algumas informagdes basicas
acerca da selegao genética; apresentaremos o estado da arte da
genética aplicada a produgao de peixes no Brasil, quer seja ela por
métodos classicos quantitativos ou por auxilio de ferramentas de
biologia molecular; além disso, abordaremos aspectos basicos do
monitoramento genético realizado nas populagdes de peixes
submetidas ao melhoramento genético no pais.

ASPECTOS BASICOS DA SELECAO GENETICA

Em geral, a selecdo tem o objetivo de melhorar e/ou fixar
caracteristicas de importancia econdmica através do aumento na
frequéncia de alelos favoraveis em uma determinada populagdo. O
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melhoramento genético surge a partir da escolha correta dos
individuos que participarao do processo de constituicao da proxima
geracao (escolha dos reprodutores).

Desenvolver linhagens geneticamente melhoradas de peixes
¢é possivel porque as caracteristicas (ou fendtipos) economicamente
importantes sao controladas, em parte, pela heranca genética. De
modo geral, a expressdao dessas caracteristicas esta sob controle
cumulativo de vdrios genes. Essas caracteristicas sdao conhecidas
como quantitativas, em que a forma de agdo génica é o efeito
genético aditivo. Além do controle genético, a expressao de um
fenotipo é grandemente influenciada por fatores ambientais. Sao
considerados exemplos de caracteres quantitativos de interesse para
o melhoramento em peixes a taxa de crescimento, resisténcia a
doencgas, sobrevivéncia, conversao alimentar, rendimento e
qualidade da carne e idades para maturidade sexual e primeira
desova (Turra et al., 2013).

A herdabilidade (h?) é um dos mais importantes parametros
genéticos a ser estimado em um programa de selecdo. Esta
propriedade descreve a porcentagem da variacao fenotipica que é
herdada de forma previsivel, ou seja, expressa a proporcao da
variancia total que é atribuivel aos efeitos médios dos genes
(variancia genética aditiva). Deste modo, caracteres com estimativas
de h? aproximando de 1 sao altamente herdaveis, enquanto tragos
com estimativas de h? aproximando de 0 nao sao herdaveis. A
herdabilidade, portanto, é usada para determinar o valor genético
dos animais (quanto da superioridade ¢ devido aos efeitos genéticos
aditivos) e para predizer a resposta a selecio (quanto da
superioridade da populacgdo selecionada sera transmitida a geragao
seguinte). Deve ser mencionado que este parametro nao ¢ uma
caracteristica geral e estatica de uma populagao. Ela s é relevante
para a populacao e a geragao da qual os dados foram amostrados.
Assim, quando as condig¢des ambientais forem alteradas e/ou se uma
populagao responde a selecao (com uma mudanga correspondente
na variancia aditiva), a herdabilidade pode mudar.
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Outro parametro genético relevante é a interagdo gendtipo-
ambiente (GxE). Esta é definida como um fenomeno em que os
gendtipos respondem diferentemente a um gradiente ambiental
(Falconer & Mackay, 1996). A existéncia de GxE implica que os
genes que controlam uma caracteristica em determinado ambiente
podem nao ser os mesmos que a controlam em outro ambiente.
Portanto, a quantificacdo dessa interagdo € necessdria para
estabelecer o ambiente de selecao ideal para os sistemas de
produgao comercial. Caracteres que apresentam baixa GxE indicam
que o teste de familias no programa de melhoramento e a criagao
comercial da prole poderia ocorrer em qualquer um dos ambientes
testados.

Varias estratégias de selecio estdo disponiveis para a
melhoria genética dos plantéis de peixes. As estratégias diferem em
termos de que tipo de informagao serd utilizada para estimar o valor
genético dos candidatos a selecdao. A escolha do método de selecao
depende principalmente da natureza das caracteristicas e sua
herdabilidade. Os métodos de selegio amplamente aplicados em
piscicultura sao a selecao individual ou massal, a selecdo dentro e
entre familias e a selecdo combinada.

A selecao individual é realizada para melhorar as
caracteristicas de facil mensuracao (por exemplo, comprimento e
peso), mas nao ¢ eficiente para melhorar caracteristicas de baixa
herdabilidade. A grande desvantagem desta estratégia de selecao ¢é
que, se praticada sem restrigdes, o acumulo de consanguinidade
pode ser um grande problema, em que os reprodutores selecionados
podem se tornar cada vez mais relacionados entre si devido a falta
de informagdes de pedigree. Se as familias grandes sao naturalmente
produzidas ou estocadas, a grande variagdao genética e os efeitos
nao-genéticos comuns (por exemplo, efeito materno) podem
facilmente resultar em uma contribui¢do desproporcionalmente
elevada de individuos de apenas alguns casais para a proxima
geracao, e um consequente acimulo de endogamia. Assim, para
evitar a consanguinidade, apenas um ntimero restrito de individuos
de cada familia de irmaos completos e meios-irmaos devem ser
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testados como candidatos a reproducao quando se aplica a selegao
individual. No entanto, isto requer que cada familia seja produzida
e mantida separadamente uma da outra antes do teste. Bentsen &
Olesen (2002) recomendam o uso de pelo menos 50 pares de
reprodutores em cada geragao e, nao menos de 30-50 progénie por
casal, para se minimizar o incremento da endogamia.

Selecao entre e dentro de familia sdo estratégias em que os
candidatos a reproducao sao classificados com base em avaliagdes
tomadas em irmdos completos e meios-irmaos, isto é, individuos
que tém genes comuns entre si. Estas estratégias de selecao, em
geral, sdo aplicadas para melhorar caracteristicas que nao podem ser
mensuradas enquanto os individuos estdo vivos (por exemplo,
caracteristicas de qualidade de carne), caracteristicas que s6 podem
ser mensuradas para grupos de peixes (por exemplo, a utilizagao de
alimentos), e tragos discretos em alta ou baixa incidéncia (por
exemplo, taxa de sobrevivéncia, idade de maturagao sexual). Além
disso, selecao entre e dentro de familia é mais eficaz do que a selecao
individual quando a herdabilidade de uma caracteristica é baixa.
Segundo Turra et al. (2013), as limitagdes da sele¢ao por familia
consistem no fato que, se feita de forma intensa, leva a um rapido
acumulo de endogamia, porque familias inteiras sao selecionadas e
que somente 50% da varidncia genética aditiva estdo sendo
exploradas, tendo em vista que os outros 50% estdao expressos
dentro das familias.

A selecao combinada, como a propria denominagao sugere,
combina a informagao individual do animal e seus parentes. Esse
método é o mais eficiente, pois aumenta a precisao das estimativas
de valores genéticos, e, assim, alcanga uma maior resposta a selecao.
A partir da sele¢do combinada, é possivel a predi¢ao dos valores
genéticos dos animais usando o procedimento BLUP (best linear
unbiased prediction). BLUP ¢ um método estatistico de predicao de
varidveis aleatdrias, como os valores genéticos e genotipicos, que
incorpora os registros de desempenho dos individuos a partir de
informagdes sobre seus parentes, levando em consideracdo a
tendéncia genética ao longo do tempo e as fontes de variagdo
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genéticas e ambientais existentes (Ribeiro & Legat, 2008). Este
método demanda que os peixes sejam identificados individualmente
(tagged), o que torna possivel o acesso as informacgdes dos pedigrees
dos animais para estimagao dos valores de cruzamento (EBV -
estimated breeding values) através da combinagao das informagoes
(individuais e de familia). Além disso, com a informagao do
pedigree completo, a consanguinidade poderd ser manejada de
forma mais eficiente, evitando-se o cruzamento de individuos
estreitamente relacionados. Atualmente, os programas de
melhoramento genético de peixes realizados no Brasil estdao
baseados nessa metodologia.

O MELHORAMENTO GENETICO DA TILAPIA DO NILO NO
BRASIL

A tildpia-do-nilo (O. niloticus) é a espécie exdtica mais
cultivada no Brasil. Atualmente, existem duas linhagens de tilapia-
do-nilo melhoradas produzidas em territorio nacional, a linhagem
GST (Genomar Supreme Tilapia; importada da Noruega em 2002), e a
linhagem GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia; importada da
Malésia em 2005; para acessar a historia de formacao da linhagem,
acesse Eknath & Acosta (1998) e Bentsen et al. (1998). Essa ultima, no
entanto, é a Unica que continua sendo selecionada a fim de se
desenvolver uma variedade melhorada adaptada as condigOes
brasileiras de cultivo. E importante lembrar que os parametros
genéticos encontrados até o momento da importacao da linhagem
sao aplicaveis apenas na populacao e no ambiente onde eles foram
obtidos.  Assim, torna-se imprescindivel que, para o
desenvolvimento da linhagem GIFT brasileira, se estabeleca um
programa de sele¢ao, que faga estudos prévios das caracteristicas em
questdo, mesmo que estas tenham sidos estudadas sob outras
condi¢bes (Santos, 2009).

Estudos tém mostrado que as herdabilidades para peso
corporal e sobrevivéncia na linhagem GIFT podem ser consideradas
de baixa a moderada (Ponzoni et al., 2005; Santos et al., 2011, Santos
et al., 2012; Kunita et al., 2013; Yoshida et al., 2013a, Yoshida et al,,
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2013b). A baixa herdabilidade para peso corporal a despesca implica
que este valor fenotipico nao ¢ um preditor sensivel do potencial
genético da linhagem GIFT (Santos et al., 2011). Assim, no programa
de selecao brasileiro da tilapia-GIFT, cujo objetivo de selecao é
aumentar a taxa de crescimento, passou-se a utilizar o ganho de
peso médio diario (g/dia) como critério de selecdo. A selegao para
ganho em peso didrio conduz a ganhos genéticos indiretos para as
caracteristicas peso final, altura e comprimento total, uma vez que
ha uma forte associagdo genética entre estas caracteristicas (Kunita
et al., 2013).

Adicionalmente ao ganho de peso médio diario, outras
caracteristicas corporais e a mortalidade na idade comercial tém sido
mensuradas a fim de se aumentar a quantidade de informagoes
obtidas por animal (Oliveira et al., 2012). Isto possibilita a selecao
com informagdes combinadas. A partir destes dados informagdes,
um estudo pioneiro realizado com a linhagem GIFT submetida as
condigOes brasileiras, concluiu que a sele¢dao para peso tem impacto
positivo na sobrevivéncia, tanto para peixes cultivados em viveiros
escavados quanto em tanques-rede (Santos et al., 2011). Com este
resultado promissor, os autores sugeriram que a taxa de
sobrevivéncia deve ser incluida no objetivo de criagao, uma vez que
determina o numero de peixes disponiveis para o mercado e o lucro
da piscicultura. Como a herdabilidade estimada para sobrevivéncia
¢ moderada (0,33 a 0,40), foi possivel se obter resposta para sele¢ao.
Neste caso, o ganho genético por geragao para sobrevivéncia foi de
2,03%. Embora o peso a despesca nao seja um bom preditor do
potencial genético da linhagem, o ganho genético estimado para esta
caracteristica foi considerado alto (5,07%) para animais produzidos
no ano de 2008.

Parametros genéticos para caracteres de conformagao
corporal relacionados ao rendimento de filé também estao sendo
estudados. O wuso de parametros genéticos de variaveis
morfométricas € mais vantajoso, uma vez que estas possuem de
moderada a alta herdabilidade, enquanto o rendimento de filé, baixa
herdabilidade (h?=0,12; Rutten et al., 2005). Sob este aspecto, Reis
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Neto et al. (2014) avaliaram o comprimento padrao, profundidade,
largura, drea e volume corporal, obtendo moderadas estimativas de
herdabilidade (0,28 a 0,31), sugerindo que estas caracteristicas
poderiam ser usadas como critério de selecao indireto para melhorar
as caracteristicas de carcaga, podendo ser incluidos em indices de
selecdo. Além disso, os resultados apontam que a selecao para
ganho em peso didrio tem afetado positivamente caracteristicas de
carcaga, pois, além de impactar o peso adulto dos animais, pode
resultar em incremento da altura do peixe, sem que haja o aumento
no comprimento da cabega (Oliveira et al., 2012), proporcionando
um maior rendimento de filé (relagdo entre o peso do filé e o peso a
despesca). Isto acontece porque as correlagdes genéticas estimadas
entre varidveis morfométricas e de desempenho sao altas (Kunita et
al., 2013; Reis Neto et al, 2014). As altas correlagdes genéticas
verificadas entre estas varidveis indicam que grande parte dos genes
de agdo aditiva, que influenciam qualquer uma das caracteristicas
avaliadas, também influenciam as demais (agdo de genes
pleiotrépicos). Isto implica que a selecao para qualquer uma dessas
caracteristicas deve resultar em progresso genético nas outras.

Esfor¢os também tém sido realizados no intuito de selecionar
precocemente os reprodutores que constituirdo o plantel da proxima
geracao. Tal procedimento normalmente ocorre quando os animais
estdo com cinco meses de cultivo. Porém, Yoshida et al. (2013a;
2013b) apontam que a utilizagdo das informagdes de peso vivo e
ganho de peso diario total, medidos com um ou dois meses de
antecedéncia, podem resultar em resposta a selecao indireta para
velocidade de crescimento. A selecao precoce é vantajosa, pois
acarreta a reducdo do tempo de geragdes, aumento do ganho
genético anual e, pode diminuir os custos referentes a mao de obra
na realizagdo das biometrias e na produgao dos animais (Yoshida et
al., 2013b)

Interacdes entre gendtipos e ambiente também foram
estimadas a fim de se verificar a resposta a selecio em variadas
condi¢des ambientais. Um primeiro estudo deste tipo foi realizado
no sul do Brasil e avaliou o desempenho da linhagem GIFT e
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correlagdes genéticas da tilapia-do-nilo durante trés anos
consecutivos (Santos, 2009). Os peixes foram avaliados em tanques-
rede, sob dietas de 28% (Al) e 32% (A2) de proteina bruta, e em
viveiros de terra com 28% de proteina bruta (A3). Neste estudo, as
estimativas de herdabilidade para o peso a despesca foram
moderadas em todos os ambientes. Como a maior herdabilidade foi
encontrada no ambiente A2, sugere-se que a expressao do potencial
genético dos animais deve requerer melhor qualidade de 4gua e de
dieta (em proteina), visto que no viveiro de terra nao houve
utiliza¢do de aeradores e, como os tanques-rede foram instalados em
rio com agua corrente, possibilitou manter melhor qualidade de
agua. Além disso, as correlagdes genéticas para o peso corporal a
despesca entre os ambientes avaliados foram consideravelmente
altas (0,58 a 0,88) e significantes. Estes resultados indicam diferencas
em sensibilidade da linhagem aos diferentes ambientes e, portanto, a
presenga de intera¢ao gendtipo-ambiente para peso a despesca entre
os ambientes avaliados. Assim, programas de selecdo separados
devem ser considerados para melhorar o peso corporal a despesca
nos diferentes ambientes estudados, pois a presenca de interagao
genodtipo-ambiente acarreta a perda na eficiéncia de selegao e menor
progresso genético da populagdo, o qual sera tanto menor, quanto
menor for a correlacdo genética entre o peso nos ambientes de
sele¢ao e de produgao.

Além de genética quantitativa, ferramentas da genética
molecular podem ser aplicadas a programas de melhoramento
genético para aumentar a eficiéncia de selegao para caracteristicas de
baixa herdabilidade e de dificil mensuracdo. Uma variedade de
técnicas existe para incorporar informagdes de marcadores em
sistemas de avaliagao genética. A inclusdo do marcador em valores
genéticos BLUP foi primeiramente demonstrada por Fernando &
Grossman (1989) e estd previsto para originar 8-38% de ganho
genético adicional (Meuwissen & Goddard, 1996). Acerca desta
abordagem no programa genético da tildpia-GIFT brasileira, pouco
se tem feito até o momento. A literatura consta de apenas um
trabalho que prospectou um polimorfismo no gene do hormoénio do
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crescimento (GH) de tildpias cultivadas no Brasil (Blanck, 2008).
Neste estudo, a autora encontrou que a produgao de tilapias da
variedade GIFT homozigotas PstI”* podem apresentar rendimento
de filé 2,72% superior em relagdo ao genotipo heterozigoto PstI*-.
Uma vez que a caracteristica rendimento de filé apresenta baixa
herdabilidade, a identificacdo do genotipo PstI** pode ser relevante
nas avaliagOes genéticas, levando a um importante aumento na
resposta a selecao desta caracteristica.

Essa escassez de trabalhos caracteriza uma grande lacuna do
conhecimento para a genética da tildpia brasileira. Atualmente
tecnologias modernas de sequenciamento em ultra-larga escala estao
disponiveis a precos relativamente baixos e podem representar um
grande passo para o melhor entendimento da expressao das
caracteristicas fenotipicas de interesse para a espécie. Uma busca nos
bancos de dados gendmicos indica que a sequéncia completa do
genoma da tildpia-do-nilo ja estd disponivel (nimero de acesso no
Bioprojects do NCBI: PRJNA59571), apresentando 1.576,63 Mb
(megabases). Este genoma esta constituido por 23 grupos de ligacao
contendo 30.172 genes. De posse de informagdes sobre sequéncias
bioldgicas da espécie, é possivel se definir uma série de genes
candidatos que estejam envolvidos com o crescimento muscular
(por exemplo, genes do hormoénio do crescimento (GH), da
prolactina (PRL), da somatolactina (SL), do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF) e da miostatina (MSTN)). A partir da
existéncia de um genoma de referéncia para a espécie, a
identificacdo de genes e SNPs (Polimorfismos de Base Unica)
associados ao aumento da velocidade de crescimento da variedade
GIFT se torna muito mais simplificada. Para tanto, ensaios de
expressao genica diferencial poderiam ser conduzidos, comparando
a linhagem GIFT e uma linhagem controle (ndo selecionada), o que
ajudaria a elucidar os mecanismos moleculares envolvidos no seu
maior crescimento e, forneceria uma grande gama de marcadores
genéticos a serem incluidos nos modelos matematicos de avaliagao
genética. A exemplo desta possibilidade, Xia et al. (2014)
prospectaram 23.535 SNPs funcionais que foram alocados em 7146
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genes distribuidos ao longo de 22 grupos de ligacao da tilapia. Outra
opgao interessante é o estudo de marcadores em genes que
codificam microRNAs, uma vez que estes apresentam papel crucial
para o desenvolvimento do tecido muscular e, possivelmente estao
envolvidos na via de sinalizagao do eixo GH/IGF-1 (Huang et al.,
2012).

Em resumo e em termos praticos, os pesquisadores
envolvidos no projeto tém relatado ganho genético para a taxa de
crescimento de 4% a cada geragao, totalizando um ganho
acumulado de 28% até o ano de 2010. Isso conduziu a redugao de 21
dias no periodo de cultivo em tanques-rede, o que resultou que a
cada R$%$1,00 de investimento adicional em alevinos melhorados, o
retorno esta girando em aproximadamente R$12,00. Nao obstante,
ainda ha potencial para se incrementar este ganho genético a partir
do uso de técnicas moleculares como ferramenta auxiliar na sele¢do
genética da espécie.

O MELHORAMENTO GENETICO DE ESPECIES NATIVAS
BRASILEIRAS: O TAMBAQUI E A CACHARA

A contribuicdo da genética para a producao de espécies
nativas de peixes, até recentemente, estava baseada na producao de
hibridos interespecificos como uma forma mais rdpida de se
promover melhoramento genético. Hibridos entre pacus (Piaractus
mesopotamicus) e tambaquis (C. macropomum) e surubins pintado
(Pseudoplatystoma coruscans) e cachara (P. reticulatum) sao exemplos
presentes na estatistica de producao aquicola brasileira. No entanto,
o uso desta estratégia prové resultados imediatos finitos, os quais
sdo observados nas primeiras geragdes do cruzamento ou somente
na F1. Assim, uma vez que ndo hd evolugao continua da melhoria
genética, o programa deixard de ser competitivo. Além disso, a
possibilidade de escape de hibridos na natureza pode comprometer
a integridade dos recursos genéticos das populagdes selvagens. Com
vistas aos riscos ambientais que os hibridos oferecem em caso de
escape na natureza, de acordo com Hilsdorf & Orfao (2011), a opcao
sustentavel com menor impacto sobre as populagdes selvagens € a

129



aplicagio de metodologias da genética quantitativa no
melhoramento genético.

Pensando no enorme potencial de cultivo de espécies nativas
e no desenvolvimento sustentavel do pais, a Embrapa em parceria
com diversas institui¢des publicas e privadas, através do projeto
“Bases Tecnologicas para o Desenvolvimento Sustentavel da
Aquicultura no Brasil (Aquabrasil)” elegeu o tambaqui e cachara
para o desenvolvimento do programa de melhoramento genético de
espécies nativas. O programa prevé um salto tecnoldgico na
aquicultura brasileira, tentando preencher o déficit de producao
vigente, de modo a beneficiar a cadeia produtiva, que deve abranger
desde o produtor até o consumidor (Resende, 2009). Os pontos
chave que influenciaram na escolha destas espécies foram o dominio
das técnicas de produgao e reproducao, a existéncia de estrutura de
beneficiamento e escoamento da produgao, o interesse do mercado
consumidor regional (regido Norte para o tambaqui e Centro-Oeste
para a cachara) e o potencial de expansao dos produtos para outras
regioes do Brasil e no exterior.

A principio, o melhoramento genético do tambaqui e da
cachara estd sendo conduzido de forma semelhante aquele realizado
para tilapias-do-nilo, em que os animais sao selecionados em funcao
dos valores genéticos aditivos para taxa de crescimento, medida a
partir do ganho médio diario e peso a despesca (Oliveira et al.,
2012). Entretanto, uma desvantagem que estas espécies tém em
relacdo a tilapia-do-nilo é o maior intervalo de geragdes. Nossas
espécies nativas maturam sexualmente por volta dos trés anos de
idade, enquanto a tildpia matura por volta dos sete meses. Isto faz
com que o programa de selecio das espécies nativas caminhe a
passos mais lentos do que espécies que possuam intervalo de
geracao curto. Em fun¢ao dessa maior demanda de tempo para
obtengao de informagdes e avaliagdes genéticas ao longo das
geracoes, a literatura nao dispoe de muitos resultados sobre o
melhoramento genético do tambaqui e da cachara.

Dentro dos objetivos de selecao, o adequado delineamento
para a formagao da populagdo base dos nucleos de sele¢io do
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tambaqui e da cachara ¢ fundamental para o sucesso do programa.
Para a formagao do nucleo de sele¢dao do tambaqui, contou-se com
sémen de reprodutores provenientes de sete pisciculturas
(localizadas nos estados de Mato Grosso, Ronddnia, Tocantins e
Amazonas) e de peixes coletados na natureza. Enquanto para o
desenvolvimento do nucleo da cachara, os parceiros foram dos
estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, totalizando cinco
populagdes cativas além dos peixes capturados na natureza. Tendo a
disposi¢ao os reprodutores candidatos a formar as populagdes base,
o primeiro passo foi uma avaliagdo por meio de marcadores
moleculares. Tal avaliagdo objetivou dimensionar a variagdo e
estrutura genética existente entre as diferentes populagdes de peixes,
evitando o inicio dos programas de melhoramento a partir de
estoques com base genética restrita. Em seguida, uma complexa
combinacdo foi montada para os cruzamentos (proporcao de uma
fémea para dois machos), formagao das familias e posterior selecao
dos novos reprodutores de tambaqui e cachara. Infelizmente estas
informagdes nao se encontram descritas na literatura, porém, de
maneira geral, a abordagem consiste na amostragem disponivel de
todas as populagdes fornecedoras do material genético, conduzindo
todos os cruzamentos possiveis entre eles e um cruzamento seletivo
posterior da progénie gerada, independente da sua origem. A
estratégia deve garantir uma populagdo base com ampla variagao
genética (Ribeiro & Legat, 2008). Atualmente (periodo reprodutivo
2014/2015), estao sendo estabelecida a segunda geracao de familias
(G2) de tambaqui e a primeira geragao de cachara (G1).

A partir da formagao dos nucleos de selecao, em um estudo
inicial, Mello (2013) estimou os componentes de variancia e
parametros  genéticos  para  caracteristicas = morfométricas
(comprimento da cabega e largura, altura e comprimento corporal) e
de desempenho (peso corporal e ganho de peso diario), em dois
estagios de crescimento do tambaqui (12 e 24 meses). Os maiores
valores de herdabilidade foram verificados para ganho de peso
didrio aos 12 meses (0,49) e comprimento total aos 24 meses (0,46) de
cultivo. Estes resultados indicam que a espécie apresenta um grande
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potencial para resposta a selecdao para todas as caracteristicas, em
ambas as fases da vida. De acordo com os pesquisadores envolvidos
no programa de selecdo, o ganho genético estimado por geragao é
superior a 6%, o que representa um ganho adicional de
aproximadamente 45 g por peixe melhorado. Do ponto de vista
industrial, em um cultivo com 20 mil animais, esse ganho
corresponderia a cerca de uma tonelada (Oliveira et al., 2012). Em se
tratando da cachara, nenhuma informacao acerca da estimagao de
parametros genéticos estd disponivel, pois, como ja citado, a G1
desta populagdo estd em processo de constituicio (periodos
reprodutivos 2013/2014 e 2014/2015).

No que se diz respeito ao uso de técnicas de biologia
molecular nas espécies tambaqui e cachara, os estudos se
direcionaram as estimativas de variabilidade e divergéncia genética
das populagdes envolvidas na formacao dos nucleos de selecao
(dados nao publicados). Em uma rdpida pesquisa, verificou-se que
as sequéncias de DNA depositadas nos bancos de dados gendmicos
para estas espécies estdo restritas praticamente as sequéncias de
regides microssatélites e genes mitocondriais. Mesmo nao havendo
dados de sequeéncias bioldgicas disponiveis para estas espécies, as
perspectivas de aplicacdo destas técnicas no melhoramento genético
sdo as mesmas que para a tildpia-do-nilo. Ainda, informacdes
originadas a partir de marcadores moleculares a serem incluidas nos
modelos de avaliacao genética podem ter um peso muito maior para
a selecao, pois podem permitir a selecao antecipada de caracteres
relacionados ao crescimento e precocidade reprodutiva,
minimizando a desvantagem do longo tempo necessario para a
maturagdo sexual destas espécies.

Além do desenvolvimento de alevinos de alta qualidade
genética, a Rede Aquabrasil também tem o intuito de desenvolver
dietas que atendam as exigéncias nutricionais de cada uma das
etapas de desenvolvimento das espécies-alvo, com um minimo de
eliminacdo ao ambiente e, que seja economicamente vidvel
(Resende, 2009). Assim, dentro das possibilidades de aplicacdo da
biologia molecular, estudos na drea de gendmica funcional podem
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ser uma abordagem poderosa na otimizagao da composigao da dieta
das espécies nativas de peixes (nutrigenomica). A abordagem pode
ser usada para identificar mudangas especificas em nivel molecular,
que por sua vez causam mudangas metabolicas e fisiologicas em
peixes tratados com dietas diferentes (por exemplo, niveis de
proteina bruta, niveis de inclusao de proteina vegetal e inclusao de
agentes antioxidantes, vitaminas ou acidos graxos poli-insaturados).
Desse modo, a nutrigendmica pode ser utilizada para produzir
animais saudaveis, bem como produtos seguros e de alta qualidade
para o consumidor, emergindo como uma 4rea de pesquisa
promissora para sustentabilidade e rentabilidade na piscicultura
brasileira.

Apesar da reduzida quantidade de informagdes, sob um
ponto de vista comparativo das espécies submetidas ao
melhoramento genético no Brasil, as espécies nativas possuem maior
variancia genética aditiva para as caracteristicas de crescimento
quando comparadas com a tildpia-do-nilo. Isto evidencia o grande
potencial que a selecao genética tem para elevar o cultivo das nossas
espécies a um patamar de viabilidade plena e competir
significantemente com paises grandes produtores de pescados.
Além disso, reiteramos que o uso de ferramentas de andlise
genOmica é essencial para alcangar o progresso genético nestas
espécies de peixes.

MONITORAMENTO DA VARIABILIDADE GENETICA NOS
ESTOQUES SUBMETIDOS A SELECAO ARTIFICIAL

O progresso de um programa de melhoramento genético
nado esta ligado somente a eficiéncia do método de sele¢dao, mas
também a variabilidade genética na populagao, sendo que para a
preservacao da resposta a sele¢do artificial a médio e longo prazo,
a conservacao da variabilidade genética é um ponto muito
importante. A necessidade do monitoramento genético na
conservacao das populagdes é reconhecida e inclui o
monitoramento tanto de marcadores moleculares neutros como de
caracteristicas genéticas quantitativas. E, monitorar os niveis de
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diversidade genética molecular e quantitativa em populagoes
cativas, permite verificar a eficicia de protocolos de melhoramento
e definir estratégias que minimizem a perda de variagdo, pois em
populagdes sob sele¢cao, uma consequéncia natural € o acumulo de
consanguinidade, a qual geralmente resulta no aumento da
homozigosidade, com maiores chances da expressiao de genes
recessivos, depressao por endogamia e redugdo na variancia
genética dos caracteres economicamente importantes (Falconer &
Mackay, 1996).

Uma importante observagdo acerca da vantagem da
utilizacdo de marcadores moleculares em relacdao as informagoes
quantitativas, ¢ que os dados obtidos sao menos influenciados pelo
ambiente. Informacgdes estimadas por marcadores neutros podem
ser usadas na inferéncia da acdo de selecao na propria sequéncia
de DNA ou proxima a esta sequéncia, dependendo da taxa de
recombinagdo (Kreitman & Akashi, 1995). Apesar dos
microssatélites serem considerados marcadores seletivamente
neutros, eles frequentemente representam polimorfismos
funcionalmente relevantes (Chistiakov et al., 2006) e podem
determinar a magnitude da consanguinidade. No programa de
melhoramento da tilapia-GIFT brasileira, o monitoramento da
variabilidade genética ao longo das geragdes esta sendo realizado
com o auxilio de marcadores microssatélites (Rodriguez-Rodriguez
et al., 2013). Até o momento, estudaram-se a geracao parental (GO0),
além de trés geracgdes posteriores (G1, G2 e G3). Os niveis de
heterozigosidade observada (Ho) se mantiveram acima de 0,50,
com excecdo da G1. Embora as diferencas dos niveis de
heterozigosidade nao tenham sido significativas entre as geragoes,
o menor valor médio da G1 (Ho = 0,39) pode refletir a utilizagao de
menos familias na constituigao desta geragao (G1=232; G2=58 e
G3 =78). Este resultado implica que a reducao do tamanho do
plantel reprodutor e no nimero de familias conduz a diminuigao
da variabilidade genética. Neste estudo, o coeficiente de
endogamia (Fis) estimado variou de 0,192 (G0) a 0,401 (G1),
indicando a deficiéncia de heterozigotos a partir da G0, a qual
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pode estar associada ao status genético em que se encontravam as
familias importadas da Maldsia e ao tipo de selecdo e cruzamento
praticados. Este déficit de heterozigotos também reflete o desvio
do equilibrio de Hardy-Weinberg (desvios nas frequéncias
alélicas), o qual ja era esperado para esta populagdo que estd
submetida a selecdo artificial e acasalamentos preferenciais. No
caso das espécies nativas, o monitoramento da variabilidade
genética ao longo das geracdes submetidas a selecdo artificial
também deverd ser aplicado sem dificuldades, uma vez que
marcadores microssatélites espécie-especificos estdao disponiveis
tanto para o tambaqui (Hamoy et al.,, 2010; Hamoy et al., 2012;
Molecular Ecology Resources Primer Development Consortium et
al., 2013) como para cachara (Prado et al., 2014).

CONSIDERACOES FINAIS

Através dessa pesquisa bibliografica sobre os trabalhos
realizados até o presente momento na d4rea de melhoramento
genético de peixes no Brasil, podemos constatar que a genética
quantitativa se mostra imprescindivel para o aumento da produgcao,
nao sé quantitativamente, mas qualitativamente. As pesquisas
realizadas nesta 4rea contemplam muitos dados relacionados ao
potencial genético da tilapia-do-nilo, enquanto espécies nativas, de
grande importancia economica, como o tambaqui C. macropomum e
cachara P. reticulatum ainda encontram-se em fases de
experimentagdo, buscando dados que, futuramente, poderao ser
utilizados em programas de melhoramento genético destes peixes
no Brasil.

Além da genética quantitativa, é necessario destacar o papel
da biologia molecular, que com seus avangos e relativa redugdo de
custos, atualmente tem aprimorado o melhoramento genético,
trazendo mais precisao, eficiéncia, aumentando a qualidade e
diminuindo o tempo e o custo de producao. Porém, em nosso pais, a
producao de pescados em cativeiro, com uso de técnicas
aprimoradas, ainda estd longe do ideal, pois ainda, temos poucos
bancos de dados, estamos iniciando a prospeccdo de regides
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genOmicas de interesse, levantando conhecimentos sobre dados
bioldgicos gerais das espécies nativas, informacdes estas que
futuramente fardao a diferenga no melhoramento genético de peixes
em nosso pais.

E importante lembrar que diversas estudos na &rea vém
sendo realizadas em grandes centros de aquicultura. No entanto,
ainda poucos dados encontram-se disponiveis aos melhoristas.
Além disso, a biologia molecular nesta area ainda continua
utilizando técnicas consideradas demoradas e até mesmo, obsoletas,
do ponto de vista da tecnologia de sequenciamento que ja se
encontra disponivel. Portanto, acreditamos que os estudos, assim
como a aplicabilidade de diversas técnicas para a drea de
melhoramento genético de peixes tende a aumentar e tornar-se cada
vez mais acessivel aos produtores, gracas aos inumeros
pesquisadores atuantes e ao grande investimento que comeca a ser
realizado nesta 4rea, assim como o acesso a informacao gerada por
estes, que serdao de suma importancia para a produgao de peixes no
Brasil.
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CAPITULO 7

ADAPTACOES FISIOLOGICAS A HIPOXIA EM
PEIXES COM RESPIRACAO EXCLUSIVAMENTE
AQUATICA

Gabryella Gomes Rodrigues!
Fabio de Jesus Castro

INTRODUCAO

Os peixes compreendem em sua totalidade cerca de 25.000
espécies, mais do que todas as outras espécies de vertebrados
combinadas — com adaptagdes que os tornam ajustados a quase todo
o ambiente aquatico concebivel (Hickman et al., 2004). Comparada
ao ar, a dgua apresenta uma maior densidade, uma viscosidade mais
alta, um menor conteddo de oxigénio, uma capacidade caldrica e
uma condutividade de calor maior e uma alta condutividade
elétrica. Estas caracteristicas fisicas sao refletidas no tamanho e na
forma dos animais aquaticos e terrestres, bem como em sua
fisiologia e em seu comportamento (Pough, 2008).

As adaptag0es fisiologicas dos peixes influenciam o sucesso
desses animais em colonizar o ambiente aquatico (Sunti, 2013).
Comparada a respira¢do aérea, a respiragao aquatica possui um custo
energético mais elevado e os peixes devem dispor de adaptacoes
morfolodgicas e fisiologicas que maximizem a extracao de oxigénio
(O2) do meio combinado a uma redugao de gasto energético. Desde a
década de 1970, estudos envolvendo o estresse dos peixes tém sido
frequentemente realizados no campo da fisiologia. No ambiente, a
resposta ao estresse pode ser vista como a capacidade dos peixes
mobilizarem as reservas de energia de forma a evitar ou vencer
imediatamente situa¢Oes de ameaca (Silveira et al., 2009).
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A reducdo da pressao parcial de oxigénio na agua expode o
peixe a uma situacdo de hipdxia (baixa concentracdo de oxigénio)
(Rojas, 2011). O estresse devido a hipdxia reduz a taxa de
crescimento e desenvolvimento, promove mudangas morfoldgicas,
alteragdes comportamentais e uma variedade de ajustes metabolicos
e fisiologicos em varias etapas da vida do peixe (Melo et al., 2009).

Incluida na categoria de fatores estressantes quimicos, a falta
de oxigénio dissolvido na agua ¢ considerada a principal causa da
mortalidade de peixes em viveiros de piscicultura (Silveira et al.,
2009). Essa situagao ocorre com mais frequéncia em ambientes com
pouca circulagdo de agua como lagos e tanques de cultivo com
pouca renovagao de dgua (Baldisserotto, 2002). Geralmente os peixes
de rios sdao tolerantes a hipdxia, pois a agua doce possui
concentracao reduzida de oxigénio dissolvido (Felizardo et al.,
2010).

As principais causas da redugao da quantidade de oxigénio
dissolvido na 4gua sdo: presenca de matéria organica
(microrganismos consomem oxigénio para degradar a matéria
organica); respiragao de animais e plantas (as plantas consomem
oxigénio durante o dia e a noite, mas a noite o consumo € maior, e
nao ha nenhuma atividade fotossintetizante); aumento da
temperatura (causa reducao na solubilidade do oxigénio e aumento
na taxa metabdlica do peixe, o que leva a um aumento no consumo
de oxigénio) (Baldisserotto, 2002).

Considerando-se que estes fatores frequentemente levam a
uma hipoxia ambiental, nao € surpresa que os peixes que vivem em
tais ambientes tenham desenvolvido adaptagdes fisiologicas,
bioquimicas e comportamentais para garantirem sua sobrevivéncia
(Micheli, 2008). No cultivo intensivo de peixes, a hipdxia pode
acontecer quando o numero de peixes no tanque estd acima da
capacidade de suporte do viveiro, o que aumenta a demanda por
oxigénio na agua (Silveira et al., 2009). Esse mesmo autor cita ainda
que, segundo padrao de recomendagdo, o nivel ideal da
concentracdo de oxigénio dissolvido esteja entre os valores de 2,0 a
7,0 mg/L.
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Quando expostos a ambientes hipoxicos, a resposta
adaptativa mais comum dos peixes para lidar com a falta de
oxigénio é a fuga (Ferreira et al., 2010); porém nem sempre isso €
possivel. A sobrevivéncia dos peixes a ambientes hipoxicos resulta
de uma série de respostas fisioldgicas e bioquimicas desencadeadas
para compensar os efeitos da hipdxia (Micheli, 2008). Essas respostas
sao rapidas e consistem, principalmente, em mudangas na
respiracao e circulacdo (Gazzola, 2003). Entretanto, esses ajustes
implicam em maior gasto de energia, que é obtida a partir da dieta e
de reservas, como glicogénio, proteinas e lipidios, presentes em
tecidos como figado e musculo dos peixes (Santos & Oba, 2009).

Tendo em vista o exposto, este trabalho teve como objetivo
realizar uma revisao bibliografica sobre as adaptagoes fisiologicas a
hipéxia em peixes com respiragdo exclusivamente aquatica,
destacando-se as respostas neuroendocrinas, hematoldgicas,
hematopoiéticas e bioquimicas, bem como o0s ajustes
cardiorrespiratorios decorrentes da baixa tensao de oxigénio no
ambiente aquatico. Por ultimo, discutir-se-4 os impactos e as
consequéncias negativas da hipdxia sobre os sistemas de cultivo.

RESPOSTAS NEUROENDOCRINAS E AJUSTES
CARDIORRESPIRATORIOS A HIPOXIA

O ambiente aquatico é extremamente dindmico com
mudancas rapidas ou extremas na concentracao de O2 dissolvido
(Oba et al., 2009). A quantidade de oxigénio dissolvido na agua
depende da pressao parcial do oxigénio na atmosfera, o que varia
com a altitude, temperatura da agua e quantidade de substancias
nela dissolvidas (Baldisserotto, 2002). O suprimento de O: para os
animais de respiragao aquatica é limitado pela baixa solubilidade
deste gas na dgua que, nos ambientes tropicais, é ainda mais critica
com as constantes flutuagdes da temperatura do meio (Micheli,
2008). O teor de oxigénio dissolvido na 4gua, quando nao é
suficiente para cobrir as necessidades minimas dos animais, causa
sua morte por asfixia (Alves et al., 1999).
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A respiragdo de animais e plantas também interfere na
concentra¢ao de oxigénio dissolvido na agua, pois quanto maior a
quantidade de animais no ambiente, maior o consumo de oxigénio
(Bolner, 2007). De acordo com Baldisserotto (2002), a matéria
organica presente na agua é degradada por microrganismos e a
realizacao deste processo exige um consumo de oxigénio do meio. A
temperatura também € um fator que interfere na quantidade de
oxigénio dissolvido (OD) na agua, pois com o aumento da mesma,
h4d uma diminui¢do da quantidade de oxigénio dissolvido. As
elevagdes de temperatura guardam uma relacdo direta com
aumentos na taxa metabdlica e, consequentemente, na demanda de
O: (Micheli, 2008). Em vista disso, a temperatura é uma variavel
fundamental na determinacdao da vulnerabilidade a hipdxia
(Thomaz, 2012).

As aguas tropicais sdo caracterizadas por temperaturas altas
com pouca variagdo anual e pelo conteudo elevado e estavel de
matéria organica, o que favorece a proliferacao de microrganismos,
podendo resultar em hipdxia ou mesmo andxia, como resultado da
respiragdo de animais e plantas (Santos & Oba, 2009). A
concentra¢dao de oxigénio dissolvido na agua varia constantemente
até mesmo em condi¢des naturais. A¢des antropogeénicas também
contribuem para condi¢des de hipoxia, pois a adi¢do excessiva de
compostos organicos no meio aquatico resulta em “bloom” de algas
e microrganismos que podem causar alteragdes na concentragao de
OD (Sampaio, 2009).

A sensibilidade dos peixes ao oxigénio ¢ dependente da
espécie (Felizardo et al, 2010). Algumas espécies de peixes
conseguem desenvolver mecanismos e estratégias que visem
favorecer a sua sobrevivéncia quando estes sdo expostos a situagdes
adversas. O tambaqui (Colossoma macropomum) e o matrinxa (Brycon
amzonicus), por exemplo, quando expostos a ambientes hipoxicos,
desenvolvem uma protuberancia no labio inferior, o que permite a
estas espécies direcionar a dgua das camadas mais superficiais, ricas
em oxigénio, para as branquias (Baldisserotto, 2002).
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As baixas concentragdes de oxigénio dissolvido causam estresse
nos peixes (Tavares-Dias & Moraes, 2004). A resposta fisiologica dos
peixes a um estimulo de estresse é adaptativa e inespecifica,
basicamente neuroendodcrina, que desencadeia uma cascata de
acontecimentos fisiologicos e metabolicos necessarios para fazer frente
a situacdo adversa (Pévoa, 2008). As respostas ao estresse sao divididas
em primadrias (neural e neuroenddcrinas), secundarias (consequéncias
fisiologicas resultantes das primarias) e tercidrias (alteragdes
comportamentais, diminuicdo de crescimento e aumento da
suscetibilidade a doencas) (Azevedo, 2013). Peixes expostos a hipdxia
ambiental apresentam respostas que visam economia energética e a
tentativa de aumentar a capacidade de extragao de Oz (Thomaz, 2012).

As respostas neuroenddcrinas ao estresse nos peixes
envolvem a ativacdo de dois eixos neuroendocrinos: o eixo
hipotalamo-sistema nervoso simpatico-células cromafins (HSC), que
resulta na liberagdao de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina),
como produtos finais; e o eixo hipotadlamo-hipoéfise-interrenal (HHI)
que libera os corticosterdides (cortisol e cortisona) (Oba et al., 2009).
Os estimulos adversos sao detectados por o6rgaos sensoriais e a
partir deles, chegam ao hipotdlamo, que estimula a liberagao de
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) pelas células cromafins
(Silveira et al., 2009). As células cromafins nos peixes, embora nao
constituam propriamente uma glandula endécrina, sdao homdlogas a
medula adrenal dos mamiferos e sao a principal fonte das
catecolaminas circulantes. Tais células ocorrem espalhadas ou em
pequenos ajuntamentos na porgao cefélica do rim (Lima et al., 2006).

Desse modo, as respostas fisioldgicas de estresse sao
estimuladas em sistema de cascata, o qual desencadeia respostas em
defesa do organismo, estimulando o hipotdlamo, que secreta o fator
liberador de corticotrofina (CRH), que, por sua vez, estimula a hipdfise
a liberar o hormonio adrenocorticotréfico (ACTH). Uma vez na
corrente sanguinea, o ACTH atinge o tecido interrenal, promovendo a
liberacdo do cortisol. As catecolaminas, adrenalina e noradrenalina sao
liberadas pelas células cromafins, estimuladas diretamente pelo sistema
nervoso simpatico (Diniz & Honorato, 2012).
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O reflexo bradicardico nos peixes envolve a estimulagao dos
quimiorreceptores de Oz com localizagao principalmente branquial,
e transmissao da informagao sensorial pelos nervos branquiais até o
sistema nervoso central (SNC) (Sunti, 2013). A hipersecrecao de
adrenalina e de cortisol sdo consideradas as primeiras respostas ao
estresse (Sampaio, 2009). O coragao dos teledsteos, assim como da
maioria dos vertebrados, estd sobre duplo controle autonémico, a
partir de fibras excitatérias adrenérgicas e inibitdrias colinérgicas
(Sunti, 2013).

O aumento de catecolaminas e do cortisol plasmatico
resultam em aumento dos parametros cardiacos (batimentos e
pressao arterial) e respiratorios (frequéncia respiratoria e ventilagao)
em peixes (Inoue, 2005). De acordo com Takahashi et al. (2006), as
catecolaminas e o cortisol também provocam um aumento no fluxo
sanguineo e na permeabilidade das branquias, o que facilita o
transporte de oxigénio para atender a demanda bioldgica dos
tecidos, suprindo a energia necessdria durante a situagdo adversa.
As catecolaminas também contribuem para aumentar a afinidade
hemoglobina-oxigénio (Baldisserotto, 2002).

As branquias, intestino e figado sdao érgaos-alvos do cortisol
em peixes. Esses Orgaos refletem as principais a¢des do cortisol
nesses animais: balan¢o hidromineral e metabolismo energético
(Oba et al., 2009). Uma das fung¢des do cortisol durante o estresse é
suprir a demanda energética dos peixes, através de seu efeito sobre
o metabolismo e mobilizagao das reservas energéticas, mas, por
outro lado, ele deprime o sistema imunoldgico. Os corticosteroides
tém agdo anti-inflamatéria, inibindo o aumento da permeabilidade
vascular e a migracdo de leucécitos para o foco lesado (Diniz &
Honorato, 2012). Assim, de modo geral, as elevagdes nas
concentragoes das catecolaminas e dos corticosteroides no sangue
durante o estresse causam modificagoes fisiologicas, gerando
alteracoes na atividade metabodlica, no balan¢co hidromineral,
cardiovascular, respiratério e nas fungdes imunoldgicas,
denominadas respostas secunddrias (Braun, 2010).
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Em relacio aos ajustes cardiorrespiratérios durante a
hipdxia, a diminuicao do oxigénio dissolvido na 4gua conduz a uma
elevacdo da frequéncia respiratdria (fr); esta tem por consequéncia a
elevacdo da ventilagdo branquial (Vc), que por sua vez, eleva o
volume de dgua que passa pelas branquias, promovendo uma maior
difusao de oxigénio da agua para o sangue. Combinada ao aumento
da frequéncia respiratéria ha uma bradicardia, que consiste na
reducado da frequéncia cardiaca (fi1), e aumento da forca de contragao
do coracgao. Deste modo, o débito cardiaco (quantidade de sangue
bombeado pelo cora¢dao) permanece constante ou aumenta um
pouco (Baldisserotto, 2002). O aumento do volume sistdlico e a
diminui¢do da fi, como citado anteriormente, resultam em uma
elevacao acentuada na pressao de bombeamento sanguineo, fazendo
com que o sangue seja ejetado do coragao com mais forca do que o
normal a cada contragao (Micheli, 2008).

Além do aumento na Vg, da bradicardia e do adequado
acoplamento cardiorrespiratorio, a hipdxia também ativa de forma
reflexa a constricdo de vasos periféricos (Sunti, 2013). Estes
mecanismos elevam a passagem do volume de sangue pelas lamelas
secunddrias, a cada batimento cardiaco, por um intervalo maior de
tempo, com o objetivo de extrair da dgua que passa através das
branquias o maximo de O2 possivel (Micheli, 2008). Assim, acredita-
se que, durante a hipoxia, a bradicardia concomitante ao aumento
da Vc melhore a transferéncia de O: da 4gua para o sangue que
circula pelas branquias (Sunti, 2013).

Supde-se também que a bradicardia seja importante para
garantir o funcionamento do musculo cardiaco durante a hipdxia
(Baldisserotto, 2002). Isso, devido ao fato de que, ao reduzir a
frequéncia do batimento cardiaco, havera uma redugao no gasto de
energia pelo coracdo. Além disso, haverd um aumento da
permaneéncia do sangue dentro do ventriculo, permitindo a extragao
de oxigénio pela musculatura cardiaca. A bradicardia hipdxica ¢
considerada uma resposta protetora ao musculo cardiaco, pois uma
elevada fu durante a hipdxia conduziria o 6érgao a uma atividade
anaerobia, diminuindo a eficiéncia do trabalho do mesmo (Belao,
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2010). Em geral, os ajustes cardiorrespiratdrios a hipdxia em peixes
sao estratégias utilizadas por esses animais para garantir a sua
sobrevivéncia e consequentemente, o sucesso na colonizagao dos
ambientes com baixa tensao de oxigénio.

Todos esses ajustes fisiologicos e comportamentais
desenvolvidos pelos peixes no intuito de sobreviverem em
ambientes hipdxicos demandam um custo enérgico. Este gasto extra
de energia pode ser vantajoso para peixes que habitam ambientes
com baixa disponibilidade de oxigénio, pois nesses locais ha uma
menor concentragdo de peixes piscivoros e, portanto, a pressao de
predacao € reduzida nestes ambientes. Em um estudo realizado por
Anjos et al. (2008), em um ambiente de varzea do rio Amazonas,
demonstrou-se que a proporcao de peixes piscivoros foi menor sob
condi¢des de hipoxia, indicando que ambientes com baixa
concentracdo de oxigénio dissolvido podem de fato funcionar como
locais de refuigio contra peixes piscivoros.

Entre os peixes de respiragdo aquatica, encontramos aqueles
que aparentemente nao apresentam adaptagao a falta de oxigénio
ambiental, ha os que apresentam respiragao superficial aquatica e os
que aparentemente sustentam longos periodos de hipdxia (Tavares-
Dias & Moraes, 2004). O mandi (Pimelodus maculatus), por exemplo,
é capaz de suportar uma concentracdo minima de oxigénio
dissolvido na dgua de até 1,93 + 0,03 mg/L, podendo ser considerado
resistente as condig¢oes de hipoxia (Felizardo et al., 2010).

ALTERACOES HEMATOLOGICAS E HEMATOPOIETICAS
DURANTE A HIPOXIA

As reagdes dos peixes em resposta a mudangas no
ecossistema sdo desencadeadas de forma que o individuo sempre
busque o retorno da homeostase através da fuga ou, caso essa nao
seja possivel, por meio de ajustes e adaptagdes fisiologicas (Inoue,
2005). Na fase inicial, essas respostas sao chamadas de adaptativas e
sua fungdo € contribuir para a superacdo do efeito dos disturbios
estressores para a recuperagao da homeostase (Braun, 2010). Com
relacdo a concentracao de O: na agua, peixes expostos a hipdxia
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ambiental apresentam respostas que visam economia energética e a
tentativa de aumentar a capacidade de extracdo de O: (Thomaz,
2012). Assim, além dos ajustes cardiorrespiratdrios ja mencionados,
alteragdes podem ocorrer também no tecido sanguineo de peixes
expostos a hipdxia.

De acordo com a literatura, alteragdes nos parametros
hematologicos sao caracteristicos da resposta secundaria dos peixes
frente a um agente estressor. Dessa forma, os parametros
hematologicos tem sido uma ferramenta util para compreender
algumas das estratégias utilizadas pelos peixes quando enfrentam
situagoes de hipoxia (Rojas, 2011).

Segundo Tavares-Dias & Moraes (2004), o estresse causado
por hipdxia reflete no consumo de alimentos e no mecanismo
eritropoiético dos peixes, aumentando temporariamente a
proporcao de eritrécitos imaturos na circulagdo sanguinea. Assim,
frente a condicdo de hipdxia, pode ocorrer um aumento no namero
de eritrocitos circulantes no sangue periférico dos peixes para
compensar a baixa pressao parcial de oxigénio na agua e aumentar o
transporte deste gas no sangue. Em teledsteos, o rim cefalico é o
principal 6rgao hematopoiético, onde ocorre a diferenciacao de
todos os tipos celulares sanguineos, incluindo a eritropoiese,
linfopoiese e trombopoiese (Azevedo, 2013).

A quantidade de oxigénio transportada por unidade de
volume de sangue depende da tensdao de oxigénio, do niimero de
eritrocitos, da quantidade de hemoglobina nos eritrécitos e da
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio (Pévoa, 2008). Com uma
diminui¢ao da pressao parcial do oxigénio na dgua, hd um aumento
da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, facilitando a captagao
do oxigénio da agua (Baldisserotto, 2002). A concentragao de
hemoglobina necessaria para se ligar de forma reversivel ao
oxigenio reflete a capacidade de extrair oxigénio da agua e também
a necessidade de fornecimento de oxigénio para o tecido (Tavares-
Dias et al., 2008).

O oxigénio dissolvido ¢ o principal fator influenciando os
niveis intra-eritrociticos de fosfato inorganico, principalmente o ATP e

147



o GTP (Tavares-Dias & Moraes, 2004). A diminuigao dos niveis dos
nucleotideos trifosfato provoca um aumento da afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio (Baldisserotto, 2002). Ainda segundo esse
autor, durante a hipoxia aguda, ocorre uma hiperventilagao, a qual
reduz o CO:2 no sangue, provocando uma alcalose respiratoria,
elevando o pH sanguineo e aumentando a afinidade hemoglobina-
oxigenio.

Mudangas nas concentracdoes de oxigénio tém implicagdes
diretas na regulacao da eritropoiese (Azevedo, 2013). Juvenis de
piava (Leporinus obtusidens), por exemplo, apresentaram adaptagoes
hematologicas quando submetidos a condi¢do de hipdxia severa
(1,74 mg/L de OD), apresentando um aumento significativo do
numero de eritrécitos (Jimenez & Zaniboni-Filho, 2013). A liberagao
de hemadcias por drgaos hematopoiéticos foi observada em tuvira
(Gymnotus carapo) expostos a hipoxia por 1 e 3 horas; tais peixes
possuem respiragao aérea acessoria e portanto, para a realizacdo do
estudo, os peixes foram privados de alcangar a superficie aquatica
através da utilizacdo de uma grade de plastico, no intuito de se
evitar a tomada de ar atmosférico (Moraes et al., 2002). Em 6 horas
de hipdxia, Brycon opalinus apresentou um aumento no nimero de
eritrdcitos e concentracdo de hemoglobina (P6voa, 2008).

O aumento no numero de eritrdcitos na circulagao sanguinea
dos peixes propicia uma maior oxigenagao do sangue. O bago pode
contribuir com o aumento neste nimero de células, promovendo
uma rapida resposta a esta condicao (Rojas, 2011). Assim, as
alteragOes eritrocitarias, somadas ao aumento na ventilagdo
branquial e aos ajustes cardiovasculares, sdo respostas fisiologicas
adaptativas ou compensatdrias aos baixos niveis de oxigénio
dissolvido (Tavares-Dias & Moraes, 2004).

RESPOSTAS BIOQUIMICAS A HIPOXIA

A hemoglobina participa da primeira etapa do processo
respiratorio, que consiste na tomada do oxigénio do meio e o seu
transporte até os tecidos. A segunda etapa diz respeito a utilizacao
desse gas nos tecidos, de acordo com sua disponibilidade
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(metabolismo aerdbio ou anaerdbio) (Baldisserotto, 2002). Segundo
Silveira et al. (2009), as catecolaminas e o0s hormodnios
corticosteroides estimulam a ocorréncia de altera¢des bioquimicas e
fisioldgicas, estimulando a hidrolise das reservas de glicogénio no
figado, e consequentemente ha um aumento nos niveis de glicose no
sangue. O glicogénio por sua vez, € o principal polissacarideo de
reserva nos tecidos animais.

As catecolaminas causam aumento nos niveis de glicose no
plasma, pela mobilizacdo das reservas de glicogénio hepatico
(glicogenodlise), enquanto os  corticosteroides mantém a
hiperglicemia estimulando o catabolismo protéico e a
gliconeogénese (sintese de glicose a partir de compostos nao
glicidicos) (Silveira et al., 2009). Deste modo, para atender a
demanda de energia do organismo, as catecolaminas atuam
diretamente no figado, transformando o glicogénio em glicose
(glicogendlise), causando hiperglicemia (Pévoa, 2008). Todas estas
alteragdes hormonais e suas consequéncias metabdlicas nos peixes
sao, portanto, estimuladas pelo estresse e ocorrem desta forma,
também durante a hipoxia.

O aumento de glicose no plasma, apds exposigao ao estresse,
assegura o abastecimento e redistribui¢do de energia para a
manuten¢do do equilibrio homeostatico (Sampaio, 2009). A glicose
sanguinea pode originar-se de: fontes dietéticas; através da
mobilizagdo do glicogénio origindrio da polimerizacao do excesso
de glicose; e da gliconeogénese a partir do lactato, aminoacidos e
glicerol (Silveira et al., 2009). O figado, 6rgao que utiliza, produz e
armazena glicose, tem a maior parte da glicose intracelular em
hepatdcitos armazenada em forma de glicogénio em teledsteos
(Bolner, 2007).

O glicogeénio é sintetizado em quase todos os tecidos animais,
mas os maiores depdsitos estdo presentes no figado e musculos e
destina-se a diferentes fungdes: o glicogénio hepatico atua como
reservatdrio de glicose para a corrente sanguinea com a distribuicao
para outros tecidos; enquanto que o glicogénio muscular serve como
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fonte de glicose as células dos musculos para gerar ATP durante a
atividade muscular (Silveira et al., 2009).

A estratégia utilizada por algumas espécies de peixes para
superar a hipoxia € utilizar a via anaerobia. O glicogénio hepatico e
muscular € convertido em glicose, que € utilizada na producao
anaerobica de energia (fermentacdo), resultando na formacao de
acido latico. Nesta etapa atuam muitas enzimas, sendo que uma das
mais estudadas é a lactato desidrogenase (LDH) (Baldisserotto,
2002). O metabolismo anaerobico é evidenciado através do tipico
aumento do teor de lactato plasmatico (Inoue, 2005). As atividades
de enzimas, como a lactato desidrogenase (LDH) e a malato
desidrogenase (MDH), sdao indicadores importantes do metabolismo
anaerobio e do metabolismo oxidativo, respectivamente (Panepucci
et al.,, 2001).

A LDH atua no final da via glicolitica e transforma o
piruvato em lactato (ou vice-versa), possibilitando a quebra da
glicose e a formacao do ATP durante os periodos de baixa
concentragao ou auséncia de oxigénio nos tecidos. Altas quantidades
desta enzima nos tecidos indicam que os mesmos conseguem
utilizar uma via anaerdbia em hipdxia (Baldisserotto, 2002). Logo, a
LDH é uma enzima chave no controle do metabolismo energgético,
catalisando a conversao do piruvato em lactato e regulando os
niveis destes metabdlitos de acordo com a disponibilidade de
oxigénio (Almeida-Val et al., 2011).

Em um estudo realizado por Bolner et al. (2007), com juvenis
de piava (L. obtusidens), expostos a diferentes niveis de oxigénio
dissolvido na dagua, concluiu-se que, estes optaram pela rota
anaerobia para suportar os efeitos da hipdxia. Isso se justifica pelo
fato dos niveis de glicose terem se acumulado nos tecidos, pois no
metabolismo anaerobio, o substrato para a obtengao de energia € o
glicogénio, que diminui sua concentragao nos tecidos.

Outra resposta apresentada pelos peixes submetidos a
ambientes com baixa disponibilidade de oxigénio é a conservagao de
energia através da reducdo da taxa metabdlica. Esta pode ser
mediada através da redugao do metabolismo geral, sintese proteica,
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e/ou modificacao de certas enzimas regulatdrias de rotas aerobicas e
anaerdbicas (Bolner et al., 2007). A redugao na taxa metabdlica reduz
a demanda de oxigénio e pode permitir ao animal sobreviver por
longos periodos, apesar da hipdxia ambiental (Moyes & Schulte,
2010).

Em condigao de hipoxia severa, a quantidade de oxigénio
liberada para os tecidos é menor do que a necessdria para a
manutencdo do metabolismo aerobico (Sampaio, 2009). Como
consequéncia, ocorre uma reorganizacao metabolica que tende a
seguir um dos dois padrdes generalizados: ou a taxa de producao
anaerdbia de ATP aumenta (efeito Pasteur) ou diminui a taxa de
ATP (supressao metabdlica). Isso envolve a ativagao glicolitica com
glicogénio ou glicose como os substratos e lactato como produto
intermedidrio (Panepucci et al., 2001).

Grande parte da supressao do metabolismo € obtida
simplesmente pela imobilidade do animal, de modo que o musculo
esquelético praticamente ndo gaste energia. O maior gasto
energético nesta fase fica por conta do coragao, por causa de sua
atividade contratil (Baldisserotto, 2002). Esta diminui¢do no
metabolismo aerdbico, juntamente com a ativacdo do metabolismo
anaerobico, possibilita a algumas espécies de peixes sobrevirem por
longos periodos hipoxicos. Estes ajustes podem ocorrer
simultaneamente com outros mecanismos, melhorando a
transferéncia de oxigénio (Sampaio, 2009).

Portanto, além  das  adaptacdes fisiologicas e
comportamentais garantirem a sobrevivéncia em hipdxia, uma
combinacdo de reduc¢ao da taxa metabdlica com ativacao do
metabolismo anaerdbico (Pévoa, 2008) pode ser um elemento chave
para a sobrevivéncia dos peixes frente a essa situagao adversa.
Juntamente com o grande conjunto de estratégias organicas como
hiperventilagdo, bradicardia, sincronismo cardiorrespiratério e
constri¢ao vascular periférica, as respostas bioquimicas contribuem
para os peixes enfrentarem baixos niveis de oxigénio na agua,
mitigando assim seus efeitos (Moraes et al., 2002).
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IMPLICACOES DA HIPOXIA SOBRE OS SISTEMAS DE
CULTIVO

A piscicultura é uma das atividades agropecuarias que mais
cresceu recentemente no Brasil (Inoue, 2005). O conhecimento da
biologia da espécie utilizada no cultivo é essencial para garantir uma
boa produtividade em pisciculturas. As alteragbes ambientais
devem ser levadas em conta quando se pretende cultivar peixes em
cativeiros, visto que estes respondem de forma peculiar a distintos
fatores ambientais, o que pode afetar no crescimento e
produtividade da espécie cultivada. Em pisciculturas ha diversas
fontes de estresse aos animais, como: aumento na concentragao de
matéria organica, o confinamento, a alta densidade de peixes e a
concentracao de oxigénio na agua, que podem diminuir o
crescimento dos animais por alterar seu metabolismo (Santos & Oba,
2009).

Atualmente, nos modernos sistemas de piscicultura
intensiva, os peixes sao cultivados em altas densidades utilizando
grande quantidade de ragao. Sob estas condigoes eleva-se a
concentragao de amonia, oriunda dos excrementos ou da excrecao
de nitrogénio, conjuntamente com a diminuicdo dos niveis de
oxigénio dissolvido (Silveira et al., 2009). Tais condi¢gdes expdem 0s
peixes a um estado critico de estresse com comprometimento no
desenvolvimento e reproducdo da espécie cultivada. A morte por
asfixia dos peixes se deve, essencialmente, a diminui¢io da
saturacao de oxigénio do sangue, determinando graves transtornos
na produgao de energia (Alves et al., 1999).

O entendimento basico da fisiologia do estresse e os fatores
causadores possibilitam o desenvolvimento de estratégias que
atenuem o estresse (Diniz & Honorato, 2012). O conhecimento das
respostas das espécies as variagdes de oxigénio dissolvido na agua é
um fator crucial para o desenvolvimento de técnicas de cultivo de
espécies de peixes (Maffezzolli & Nufier, 2006). No cultivo de peixes
existem vdarios fatores que alteram a qualidade da 4agua, como a
presenca excessiva de fitoplancton, plantas aquaticas e algas, as
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quais causam redugao da concentragao de OD, aumento de CO: e
conseqiientemente reducao do pH (Sampaio, 2009).

Um dos problemas relacionados ao aumento dos niveis de
CO: na agua é que o mesmo reduz a velocidade de eliminacao
através da redugdo do gradiente de difusdo do CO: através das
branquias, resultando em um aumento do CO2 no sangue, afetando
o equilibrio acido-base e o transporte de oxigénio das branquias
para os tecidos. O aumento dos niveis internos de CO: afeta a
afinidade do oxigénio no sangue (efeito Bohr) e 0 aumento da acidez
do sangue, devido ao aumento do CO2, também reduz a saturagao
do oxigénio no sangue (efeito Root) (Silveira et al., 2009).

Conforme ja discutido, condi¢des ambientais desfavoraveis a
sobrevivéncia dos peixes determinam ajustes comportamentais,
fisioldgicos e bioquimicos que lhes permitem sobreviver (Povoa,
2008). A baixa disponibilidade de oxigénio na dgua é um dos fatores
ambientais mais estressantes para os peixes e requer ajustes
adaptativos em todos os niveis de organizagao bioldgica (Tavares-
Dias & Moraes, 2004), desde a regulacdo do numero de células
sanguineas em circulacdo até adequagao na maquinaria bioquimica
das células, podendo levar a mudangas de comportamento em nivel
populacional (Pévoa, 2008). Os ajustes fisioldgicos (bioquimicos e
hematologicos) e adaptativos usados pelos peixes para enfrentar
condigOes adversas sao vitais para a sua sobrevivéncia (Santos &
Oba, 2009).

A reducao dos niveis de oxigénio é dependente da densidade
de estocagem dos peixes (Felizardo et al., 2010). O termo densidade
de estocagem (DE) refere-se a quantidade de peixes (ou larvas, ou
ovos) que é colocada dentro de um determinado volume de agua.
Seu estudo tem como objetivo esclarecer os niveis o6timos de
produtividade por volume de &gua (Baldisserotto, 2002). A
quantidade de oxigénio requerida pelos organismos aquaticos é
variavel e dependente de varios fatores, como espécie, tamanho dos
individuos, quantidade de alimento ingerido e temperatura da agua
(Maffezzolli & Nuner, 2006).
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Quando os niveis de oxigénio dissolvido nos tanques de
aquicultura se tornam baixos, os organismos cultivados podem ficar
estressados ou até mesmo morrer (Maffezzolli & Nuner, 2006). Com
escassez de oxigénio, os alevinos sao de menor tamanho, podendo
apresentar deformagdes, sendo ainda, a causa mais frequente de
repentinas mortes de peixes. (Alves, 1999). O estresse inibe o
crescimento através de efeitos sobre o metabolismo e alteragao do
sistema endocrino que regula o crescimento (Silveira et al.,, 2009).
Maffezzolli & Nufier (2006) relataram que o crescimento em peso e
em comprimento de alevinos de jundid (Rhamdia quelen) apresenta
relacdo direta com o aumento da concentracio de oxigénio
dissolvido na agua.

Em piscicultura intensiva, a situagdo de estresse esta
constantemente presente e pode afetar o desempenho produtivo dos
peixes, prejudicando o estado de saude e aumentando a
suscetibilidade a doengas (Silveira et al., 2009). O estresse provocado
pela hipdxia resulta na liberacdo de cortisol, que provoca uma
redugao da eficiéncia do sistema imunoldgico (imunossupressao),
tornando os peixes mais susceptiveis a doencas infecciosas (Diniz &
Honorato, 2012). Embora algumas espécies apresentem tolerancia a
hipdxia, a intensidade e a dura¢do do problema irdo fatalmente
comprometer o desenvolvimento do peixe, a produtividade do
viveiro, podendo ocasionar a mortalidade de todo o plantel (Silveira
et al.,, 2009).

Como ja citado, as respostas de estresse dividem-se em trés
categorias: primdria, secunddria e terciaria. A resposta tercidria
apresentada pelos peixes frente a um agente estressor é marcada por
alteragdes comportamentais, diminuigao de crescimento, reproducao
e aumento da suscetibilidade a doengas. Deste modo, as respostas
terciarias manifestam-se em nivel de populacdo traduzindo-se em
inibi¢do do crescimento, da reprodugao e da resposta imune (Lima
et al., 2006). Embora os peixes possuam ampla variedade de
respostas fisiolégicas que atuam rapidamente para minimizar os
efeitos da hipdxia, o uso desses mecanismos pode implicar em um
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gasto extra de energia, que poderia ser canalizada para outras
atividades (Maffezzolli & Nuner, 2006).

O oxigénio é fundamental para que o alimento ingerido seja
adequadamente processado pelas vias metabolicas durante o
processo de assimilagdo de nutrientes (Tavares-Dias & Moraes,
2004). O consumo de oxigénio ¢ maior em peixes bem alimentados.
Quando diminui a quantidade de oxigénio dissolvido na agua, a
ingestao de alimento diminui, pois a quantidade disponivel nao
seria suficiente para suprir um peixe bem alimentado (Bolner, 2007).
Assim, se houver pouca disponibilidade de oxigénio no meio
liquido, os peixes irdo reduzir o consumo de alimento para
economizar o oxigénio presente no organismo.

Se a exposicao a hipoxia for prolongada, serd ocasionada
uma redugao no crescimento dos peixes nos tanques de cultivo. Isso
ocorre devido ao fato de que, a redugdo do crescimento de peixes em
hipdxia estd relacionada com a inibig¢ao da secre¢ao do hormonio do
crescimento (GH). O GH estd envolvido no crescimento, pois
aumenta o apetite e a eficiéncia na conversao do alimento. Porém a
secrecao deste hormonio pela hipdfise é inibida pelos peixes em
condigoes de estresse (Silveira et al., 2009). Assim, em situagoes de
hipdxia, os peixes inibem a secrecdo do GH para diminuir a
necessidade de ingerir uma quantidade substancial de alimento. A
consequéncia final é, portanto, a redugao no crescimento do animal.
Portanto, se por um lado os ajustes apresentados pelos peixes os
auxiliam a superarem a hipoxia, por outro lado podem prejudicar o
seu desenvolvimento, levando-os a um gasto extra de energia que
poderia ser utilizada no seu crescimento e reprodugao. Logo, a
exposigao prolongada a hipdxia reduz o sucesso reprodutivo, a taxa
de crescimento e a sobrevivéncia de peixes em sistemas de cultivo,
elevando a taxa de mortalidade dos mesmos.

Ao estabelecer medidas que visem reduzir ou eliminar as
chances de expor os peixes cultivados a hipoxia deve ser levada em
conta quando se pretende obter sucesso no cultivo; pois, conforme
visto, a falta de oxigénio ¢ um dos fatores mais limitantes para o
desenvolvimento dos peixes e configura-se como o fator mais
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estressante na piscicultura, induzindo uma série de alteragoes
fisiologicas, metabdlicas e comportamentais e ainda reduzindo a
resisténcia as doencas.

CONSIDERACOES FINAIS

Os peixes de dgua doce estao mais sujeitos a hipoxia devido
ao fato de que a agua doce possui uma concentragao reduzida de
oxigénio dissolvido, principalmente em &guas tropicais, que sao
caracterizadas por temperaturas altas, com pouca variagdao anual e
pelo conteudo elevado e estdvel de matéria organica. A presenca de
matéria organica na agua contribui para a redugao dos niveis de O,
uma vez que, a degradagao aerdbia exige o consumo de oxigénio do
meio. A temperatura também é um fator de grande influéncia, pois
elevadas temperaturas provocam uma reducao na solubilidade do
oxigénio na dgua e aumento na taxa metabdlica do peixe, resultando
em maior consumo de oxigénio.

A respiragdao de animais e plantas também pode contribuir
para a hipdxia, visto que, quanto maior a quantidade de organismos
no ambiente maior serd o consumo de oxigénio do meio. A hipdxia
pode ocorrer, por exemplo, se a taxa de respiragao dos organismos
exceder a taxa de fotossintese do ambiente. Nos sistemas de cultivo
esse fator estd bastante presente, uma vez que, sdo inseridos uma
grande quantidade de animais nos tanques e disponibilizados a eles
uma grande quantidade de racao, o que por sua vez, eleva a
quantidade de matéria organica na agua.

Para superarem essa condigdo adversa o0s peixes
desenvolveram mecanismos adaptativos que visam garantir a sua
sobrevivéncia nestes ambientes. Tais ajustes incluem o aumento da
frequéncia ventilatéria e respiratdria que permitem uma maior
extragao de O2 do meio; a bradicardia, que consiste na redugao da
frequéncia dos batimentos cardiacos, proporcionando um menor
gasto energético do 6rgao; além de uma diminui¢do da velocidade
de passagem do sangue através das branquias, que permite um
maior tempo de passagem do sangue nas lamelas secunddrias e
favorece a difusdo de Oz da dgua para o sangue. A passagem de um
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maior fluxo de agua pela superficie de trocas gasosas durante
periodos de hipdxia ambiental traz beneficios ao animal, pois o
gradiente de difusao entre o sangue e a 4gua € mantido o mais alto
possivel (Micheli, 2008).

O aumento dos eritrocitos na corrente sanguinea também ¢é
outra adaptacao desenvolvida pelos peixes expostos a hipdxia, além
do aumento da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio ajustado a
proporgao de fosfato inorganico (NTP) que facilita a captagao do
oxigénio da dgua. Alteragdes metabolicas também podem ser
detectadas em algumas espécies de peixes que utilizam a via
anaerdbia para producao de ATP ou diminui¢do do metabolismo
energético através da supressao metabolica.

Todas essas alteragoes consistem em ajustes que contribuem
para a manutencao da homeostase nos peixes durante a hipoxia. Por
outro lado, periodos hipdxicos prolongados, podem prejudicar o
desenvolvimento do animal, uma vez que uma quantidade extra de
energia € gasta para minimizar os efeitos da baixa pressao parcial de
oxigénio na agua a sua homeostase. O estresse devido a hipoxia
reduz a taxa de crescimento e desenvolvimento dos peixes, promove
alteragdes comportamentais e uma variedade de ajustes metabdlicos
e fisioldgicos.

Em sistemas de cultivo a hipdéxia é um fator bastante
recorrente e pode significar prejuizos a produtividade, sendo
considerada a principal causa da mortalidade de peixes em viveiros
de piscicultura. A mesma expoe 0s peixes a uma situacao de estresse
que resultard na auséncia de crescimento, reproducio e
sobrevivéncia das espécies cultivadas.  Portanto, o manejo
apropriado é fundamental para o sucesso da produgao e
produtividade na piscicultura, uma vez que a hipdxia pode levar a
perdas significativas do plantel.
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CAPITULO 8

MORFOLOGIA DO TRATO DIGESTORIO E
HABITOS ALIMENTARES DA TRAIRA (Hoplias
malabaricus), CASCUDO (Hypostomus pusarum)
E MUSSUM (Synbranchus marmoratus)

Sathyabama Chellappa!

Emilly Kataline Rodrigues Pessoa
Luciana Araujo Montenegro
Nirlei Hirachy Costa Barros
Naisandra Bezerra da Silva

INTRODUCAO

A caracterizagdo morfoldgica das estruturas relacionadas
com o trato digestdrio dos peixes é de fundamental importancia,
pois se mostra em estreita dependéncia com a natureza dos
alimentos, as caracteristicas do habitat, o estado nutricional e o
estadio de desenvolvimento do individuo, manifestados,
especialmente nesse aparelho, por adaptagdes e modificagoes
(Becker et al.,, 2010). H4 um crescente interesse nos estudos dos
hébitos alimentares e aspectos morfoldgicos do sistema digestdrio,
dos peixes neotropicais. Investigagdoes sobre habitos alimentares
usando analises morfoldgicas ajudam na interpretagao da dinamica
de alimentacao dos peixes (Wootton, 1990; Montenegro et al., 2011;
Canan et al., 2011; Canan et al., 2012; Pessoa et al., 2013).

As estruturas do sistema digestério dos peixes estao
relacionadas com seu tipo de alimentagdo, o que pode ser
comprovado através de estudos de morfologia. Geralmente, os
peixes herbivoros tém intestinos mais longos, para facilitar a

Chellappa et al. Morfologia do trato digestério e habitos alimentares da traira
(Hoplias  malabaricus), cascudo (Hypostomus pusarum)e mugum (Synbranchus
marmoratus). In: Tavares-Dias, M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil:
novas perspectivas. Sdo Carlos, Editora Pedro & Joao, 2015.
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digestao dos carboidratos, enquanto os peixes carnivoros possuem
estbmago grande e intestino relativamente curtos (Kapoor et al.,
1975; Rodrigues & Menin, 2008). Varia¢gdes morfologicas refletem o
uso diferenciado de recursos de diferentes niveis troficos (Norton et
al. 1995; Pianka, 2000). Assim, as andlises morfoldgicas sao
ferramentas interessantes nos estudos ecoldgicos de peixes
(Hugueny & Pouilly, 1999; Pouilly et al., 2003).

Hoplias malabaricus Bloch, 1794, conhecido popularmente
como traira, é um peixe neotropical da familia Erythrinidae com
uma ampla distribui¢do geografica, ocorrendo em quase todas as
bacias hidrograficas da América do Sul (Fowler, 1950; Nelson, 1994).
O cascudo Hypostomus pusarum Starks, 1913, é um Loricariidae
bentonicaque habita ecossistemas de agua doce da regido
neotropical (Rosa et al., 2003; Bueno et al., 2006; Nascimento et al.,
2011). O mussum Synbranchus marmoratus Bloch 1795, é um
Synbranchidae que habita tocas nos agudes e margens de rios (Lo
Nostro, 2000). Esse peixe do continente americano, ¢ encontrado
desde o sul do México estendendo-se pela América Central, até a
parte setentrional da América do Sul. A abundancia dessas trés
espécies em ambientes de dgua doce faz com que sejam utilizadas
como um complemento alimentar. O presente capitulo descreve os
aspectos morfologicos e adaptagdes dos tratos digestorios dessas
trés espécies de peixes.

PROCEDIMENTOS DE COLETAS E ANALISES
Area de estudo e coletas dos peixes

Os peixes foram capturados no agude publico Marechal
Dutra, no municipio de Acari, RN, a 219 km de Natal, Brasil (6° 26’
117 S; 36° 38’ 28” W). No periodo de julho de 2011 a junho de 2012,
foram capturados 45 espécimes de H. malabaricus, 78 de S.
marmoratus e 33 de H. pusarum, com auxilio de pescadores locais,
através da utilizagao de redes de espera, covos e tarrafas. Para cada
exemplar foram registrados o comprimento total (Lt) em cm, o peso
corporal (Wt) e o peso do estbmago em g. Uma incisao no sentido
antero-posterior foi feita na regido mediano-ventral de cada
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exemplar, para abertura da cavidade abdominal, expondo desta
forma o trato digestério. Para a descricdio morfoldgica, foram
observados os seguintes aspectos: o tipo e a posi¢ao da boca, tipo
dos dentes, tipo dos rastros branquiais, esdéfago, forma do estomago,
presenga ou auséncia de cecos pildricos e comprimento intestinal
(CI). O ultimo foi obtido por meio da relagao CI = Ci/Cp, que € a
relagdo do comprimento do intestino (Ci) com o comprimento do
corpo (Cp), conforme Bértin (1958).
Andlise do conteiido estomacal

O conteuido estomacal foi examinado segundo os métodos da
frequéncia de ocorréncia, que corresponde a frequéncia percentual
do ntimero de estdmagos onde ocorre determinado item alimentar
(Hyslop, 1980). A identificagdo do contetdo estomacal de H.
malabaricus e S. marmoratus foi verificada macroscopicamente
(Britski et al., 1984). Os itens alimentares do estobmago de H. pusarum
foram identificados utilizando-se microscopio dptico da marca
Taimim TMS800 e tiveram sua identificacao até o nivel taxonomico
mais inferior possivel (Rosecchi & Nouaze, 1987; Chellappa & Costa,
2003; Wehr & Sheath, 2003; Bicudo & Menezes, 2006). Foi utilizada a
microscopia eletronica de varredura para identificacdo detalhada
das diatomdceas encontradas no conteudo estomacal de H. pusarum.
O Indice de importancia alimentar (ITA) foi aplicado sobre os valores
da frequéncia de ocorréncia e volume para detalhar os itens
alimentares que mais contribuem para a dieta das espécies
(Kawakami & Vazzoler, 1980). O Indice de replecao estomacal (IR)
foi calculado pela obtencao do peso do estdmago multiplicado por
100 e dividido pelo peso total do peixe (Hahn, 1991).
Anadlises histologicas

Apds serem medidos e pesados, os peixes foram
laparatomizados para analise morfologica a olho nu e lupa
estereoscopica. Para a descricao morfoldgica foi observado a posigao
da boca, presenca e caracterizacdo dos dentes, rastros branquiais,
esoOfago, estobmago, presenga de cecos pildricos e o intestino. Para
descri¢ao histoldgica, vinte tubos digestorios de cada espécie foram
destinados a estudos histoldgicos e fixados em formalina 10%. Apods
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24 horas de fixagao, fragmentos do esdfago, estdmago e intestino
foram submetidos a técnicas histoldgicas de rotina (desidratagao,
diafanizagdo e inclusao em parafina) e cortados em microssegdes de
5 um de espessura para confeccao de laminas histologicas.
Protocolos de coloragdo histoldgica convencionais de HE
Hematoxilina de Harris, Eosina (Maia, 1979) e PAS Acido Periédico
Schiff (Behmer et al., 1976) foram aplicados aos cortes obtidos (Smith
et al,, 1996).

MORFOLOGIA DO TRATO DIGESTORIO DE Hoplias
malabaricus

A traira apresenta cabega alargada com boca ampla, em
posicao terminal superior com ldbios poucos desenvolvidos,
estendendo até os lados da cabeca, com dentes caniniformes
desiguais, fortes e pontiagudos (Figura 1A-B). O primeiro arco
branquial apresenta-se em forma de seta, mostrando cerca de sete
rastros branquiais afastados entre si, curtos e pontiagudos, enquanto
os demais arcos branquiais nao apresentam rastros branquiais
(Figura 1C). O esofago apresenta-se achatado dorsalmente,
possuindo diametro amplo, com média de 3,01 + 0,9 cm. O estomago
tem formato retilineo, com trés regides: a cardica, situada logo apos
o esofago, € a mais longa com formato tubular; a regido findica, que
é retilinea e curta terminando em fundo cego, de onde parte a regido
pilorica que € tubular e curta (Figura 2A). Os cecos pildricos
aparecem inseridos logo ap0s o esfincter pildrico, aderidos a regiao
delgado intestinal. Sao curtos, ramificados e apresentam-se em
grande quantidade, em média 113,3 + DP 12,7 cecos, distribuidos em
duas fileiras, uma do lado esquerdo do intestino delgado e outra do
lado direito. O intestino da traira é curto, com coeficiente intestinal
de 0,72 £ 0,09, e é subdividido em intestino delgado e grosso. Toda a
regiao recoberta por cecos pildricos é considerada como intestino
delgado. Apos este segmento surge o intestino grosso com a
auséncia dos cecos.
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MORFOLOGIA DO TRATO DIGESTORIO DE Hypostomus
pusarum

Hypostomus pusarum possui boca pequena e tubular, na
regido ventral, a qual caracteriza a habilidade de sucgao, permitindo
adesao a uma grande variedade de substratos. Possui iniimeros e
delicados dentes, além de duas barbelas. Observou-se a presenga de
inimeras papilas gustativas nos labios e nas bordas labiais (Figura
1D-E). Possui quatro pares de arcos branquiais, porém nao
apresenta rastros branquias (Figura 1F). O esofago apresenta-se
como um tubo curto, limitado anteriormente pelo arco branquial e
posteriormente pelo estomago. O estomago é do tipo fundico em
“U”, com trés regides distintas: cardica, fundica e pildrica. A regiao
cardica é de forma tubular e esta localizado logo apds o esofago. A
regiao findica é a mais longa e tubular. A regido pildrica estende-se
para o inicio do tubo intestinal. O intestino de H. pusarum apresenta-
se em forma de espirais duplos ligados por peritonio e tecidos
lipidicos. Apds o desenrolamento do intestino, as medidas
registradas variaram de 190.0 a 460.0 (330.0 + 75.0) cm. O intestino
de H. pusarum é desprovido de cecos piloricos (Figura 2B).

MORFOLOGIA GERAL DO TRATO DIGESTORIO DE
Synbranchus marmoratus

Synbranchus marmoratus possui corpo tubular e comprido
longitudinalmente, com boca terminal e labios delgados aderidos a
maxila, com presenca de corpusculos gustativos com funcao de
localizagao, selecao e captura do alimento. Os dentes sao pequenos e
viliformes, formando uma tunica série nas maxilas (Figura 1G-H).
Possui quatro pares de arcos branquiais curtos e grossos, onde se
apresentam dentes faringianos com fungao de apreensao do
alimento (Figura 1I). O esofago apresenta-se em formato cilindrico,
de pequeno diametro e curto. O estdmago € do tipo retilineo, sendo
a regido de maior comprimento. A regiao cardica é curta e cilindrica,
a regiao fundica ¢ alongada e a regiao pildrica apresenta dobras em
sentido longitudinal de tamanhos variados. A regidao fundica foi
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intermedidria das regides cardica e pilorica. O intestino é curto, com
coeficiente intestinal de 0,92 + 0,08 (Figura 2C).

Figura 1. Vista lateral e frontal da cabega dos peixes. Hoplias malabaricus (A-B),
Hypostomus pusarum (D-E); Synbranchus marmoratus (G-H). Primeiro e segundo
arcos branquiais esquerdos de Hoplias malabaricus (C); Primeiros arcos branquiais
esquerdos de Hypostomus pusarum (F) e Synbranchus marmoratus (I).
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Figura 2. Estruturas dos tratos digestorios. Hoplias malabaricus (A); Hypostomus
pusarum (B); Synbranchus marmoratus (C).

HISTOLOGIA DO TRATO DIGESTORIO DE Hoplias
malabaricus

O esdfago apresenta parede esofdgica espessa e muito
distensivel. Internamente ocorrem de sete a dez pregas longitudinais
largas, que se unem originando pregas mais espessas e profundas.
As pregas sao recobertas por epitélio pseudoestratificado com
predominancia de células mucosas. As pregas primdrias geram em
sua superficie pregas secunddrias, as quais auxiliam a passagem de
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presas. A lamina propria é continua, aglandular e funde-se a
muscular. Nesta ocorre células granulares acidofilas e alguns
leucdcitos dispersos. Foram observadas fibras musculares circulares,
predominantemente lisas e mais desenvolvidas que a longitudinal.
O eso6fago é recoberto por uma camada adventicia e ao aproximar-se
do estdmago surge a serosa. Na regido de transi¢do entre os dois
orgaos o epitélio torna-se gradativamente cilindrico, diminui a
atividade secretora e surgem as glandulas gastricas (Figura 3A).
Todo o estdmago é revestido por epitélio cilindrico simples
constituido unicamente por células secretoras. Estas células sao
uniformemente colunares com nucleo basoéfilo, eliptico, situado
geralmente na regiao média celular. A lamina propria constituida de
tecido conjuntivo frouxo é glandular na regiao cardica e aglandular
na regido pilorica. Estas glandulas sdao exdcrinas tubulosas,
ramificadas ou simples, que contem muitos granulos de zimogénio
distribuidos pelo citoplasma celular. A muscular da submucosa é
diferenciada da lamina prépria com pregas da mucosa e ricamente
vascularizada contendo células granulares aciddfilas e leucocitos. A
tinica muscular, composta pelas camadas circular internamente e
longitudinal externamente, apresenta o plexo mioentérico bastante
desenvolvido. Apds a tunica hd a serosa, que possui subserosa
contendo muitos vasos e nervos. No estobmago cardico, a mucosa é
espessa e forma de trés a sete pregas primadrias, altas e arredondadas
junto a lamina prépria. Estas pregas, ao se aproximarem da regiao
fandica, tornam-se menores ou desaparecem, portanto a cardica
posterior possui pregas mais baixas que a anterior. A lamina propria
apresenta glandulas tubulosas que abrem-se diretamente nas
fossetas gastricas estreitas. A submucosa é espessa e muito irrigada,
constituida por tecido conjuntivo frouxo, contendo muitos
leucdcitos e células granulares aciddfilas isoladas. A tunica
apresenta muscular circular muito mais espessa que a camada
longitudinal (Figura 3B). O estdmago fundico apresenta pregas
primdrias e menores. A lamina prdpria e a submucosa apresentam
as mesmas caracteristicas da cdrdica, contudo as glandulas findicas
sao mais longas e ramificadas. A tinica muscular segue a mesma
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constituigdo anteriormente citada para cardica. O estobmago pildrico
apresenta numerosas pregas longitudinais, paralelas, e muito
estreitas, preenchendo todo limen do érgao até chegarem a valvula
pilorica aonde se tornam mais baixas e simplificadas. Na
extremidade da regido pildrica aparece o esfincter pildrico.
Histologicamente, além do esfincter pildrico, ocorre também a
valvula pildrica, formada pelas pregas da mucosa, que mostram um
alongamento dirigindo-se a luz intestinal (Figura 3C-D).

As células epiteliais ndo sofrem alteracdes em sua
morfologia, a maioria possui nticleo em sua regiao central. O epitélio
de todo o estdmago apresenta pouca atividade secretora. A lamina
propria da mucosa € constituida de tecido conjuntivo frouxo
aglandular e continua a tinica muscular. Esta tinica possui circular
interna de quatro a cinco vezes mais espessa do que a longitudinal.
Intestino e cecos piloricos apresentam numerosas pregas mucosas
em formato de rede, obliquas, transversais e longitudinais. O
epitélio intestinal é do tipo colunar simples com células caliciformes
dispersas entre os enterocitos (células absortivas). A tunica
muscular, bastante delgada, segue o padrao estrutural encontrado
no estobmago, sendo composta por uma camada circular interna e
longitudinal externa, ambas de fibras musculares lisas. A lamina
propria é agladular, de tecido conjuntivo frouxo, bastante irrigado e
em alguns pontos do intestino grosso apresentam actumulos
linfaticos. No intestino delgado, a circular tem aproximadamente
duas vezes a espessura da tunica muscular longitudinal. No grosso,
a espessura das duas camadas ¢é igual. Histologicamente possuem
constituicao semelhante a do intestino delgado, com excecao a luz
por ser mais estreita, tiinica muscular mais delgada e menor namero
de células caliciformes em sua mucosa (Figura 3E-F).
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Figura 3. Es6fago de Hoplias malabaricus. (A) regiao sem glandulas gastricas (setas) e
glandulas gastricas na regiao cardica do estdmago (*). Estomago: (B) (a) glandulas
estomacais tubulosas ramificadas da regido cardica, submucosa com células
granulares acidofilas (setas); (C) Regiao findica do estomago (a) regido sem pregas,
(b) regido com pregas; (D) Regido pildrica do estomago (a) luz estomacal, (b) luz
intestinal, (c) esfincter pildrico, valvula pildrica (seta). Intestino: (E) Acamulo de
linfa no intestino (seta); (F) Insergao dos cecos pildricos ramificados, (a) luz do
intestino, (b) luz dos cecos, (c) origem dos cecos do intestino.

HISTOLOGIA DO TRATO DIGESTORIO DE Hypostomus
pusarum

A tinica mucosa do esdfago apresentou pequenas pregas
longitudinais e o seu revestimento é feito por epitélio conjuntivo
com as células mucosecretoras. A lamina propria é formada por
tecido conjuntivo frouxo. A camada muscular é compreendida por
duas camadas de fibras musculares estriadas, uma longitudinal
interna e a outra circular externa. A serosa € fina, composta por
epitélio conjuntivo simples. A transi¢ao do esdfago para estomago é
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percebida através da mudanga do epitélio conjuntivo para o epitélio
cilindrico simples (Figura 4A).

Ao aproximar-se do estdmago, o diametro esofagico torna-se
reduzido e a inser¢ao do ducto pneumatico na regiao dorsal do lado
esquerdo do esofago indica o inicio do estdomago. Na regidao de
transicdo entre os dois orgados, o epitélio torna-se cilindrico,
diminuindo a atividade secretora e surgem as glandulas gastricas. O
estomago ¢ dividido em regides cdrdica, findica e pildrica, recoberto
por uma camada serosa. Sua lamina propria possui glandulas
tubulares constituidas por células de oxinticopépticas, as quais
abrem-se nas criptas das pregas da mucosa, sendo predominantes
na porcao fundica e tornando-se escassas na regiao pildrica. A
transicao entre a lamina prépria e a tnica submucosa é demarcada
pela presenga da camada muscular da mucosa. A tanica muscular
na regiao cardica e fundica contém duas camadas de musculo liso,
uma circular interna e outra longitudinal externa. Na regido pildrica
observaram-se trés camadas, sendo uma obliqua mais internamente.
O estdbmago apresenta muitos vasos sanguineos e hemadcias
infiltradas no epitélio (Figura 4B-E). O epitélio intestinal é do tipo
colunar simples com células caliciformes dispersas entre os
enterdcitos. A tiinica muscular é bastante delgada e segue o padrao
estrutural encontrado no estomago, sendo composta por uma
camada circular interna e longitudinal externa, ambas de fibras
musculares lisas. Ao longo do intestino foram observadas mudangas
no padrao das pregas da mucosa, que foram circulares na porgao
inicial, ramificadas e alongadas na porcao média e, no intestino
posterior, apresentaram-se muito mais ramificadas e longas (Figura
4F).
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Figura 4. Regido do esdfago de Hypostomus pusarum. (A): pregas longitudinais
(setas); (B) epitélio muco secretério pseudoestratificado (a); lamina prdépria sem
glandulas (b); camada muscular circular (c); (C) Regiao cardica do estdbmago: pregas
estomacais (setas); camada muscular circular interna (2); camada muscular circular
externa (b). (D) Regido fundica do estomago: glandulas gastricas (setas); muscular
mucosa (*); Submucosa sem glandulas com vasos sanguineos (a); (E) Regido pildrica
do estdbmago: vasos sanguineos (setas); submucosa (a); (F) Intestino: vilosidade
intestinal (2); borda em escova com predominio de enterdcitos (b); células
caliciformes (setas).

HISTOLOGIA DO TRATO DIGESTORIO DE Synbranchus
marmoratus

O esofago apresenta-se em formato cilindrico, de pequeno
didmetro e curto. Sua parede apresenta-se espessa e a superficie
interna é formada por mucosa, contendo pregas paralelas entre si. A
mucosa apresenta epitélio pseudoestratificado contendo células
secretoras de muco, células basais e células de revestimento apicais.
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Ha presenca de lamina propria formada por tecido conjuntivo denso
e aglandular. Existem pregas na mucosa com feixes de musculatura
estriada chegando até a lamina prépria. A camada muscular é
constituida por musculatura lisa e estriada. O esd6fago ¢ recoberto
por uma camada adventicia e ao aproximar-se do estdmago surge a
serosa. Na regiao de transicao entre os dois drgaos, o epitélio torna-
se gradativamente cilindrico e aumenta o numero de células
secretoras de muco (Figura 5A).

O estomago € do tipo retilineo, sendo a regido de maior
comprimento. A regido cardica é curta e cilindrica, formada por
mucosa constituida por epitélio cilindrico simples, com muitas
células caliciformes. Apresenta paredes espessas e luz reduzida pela
grande quantidade de dobras que apresenta. Observa-se uma
auséncia de glandulas nessa regiao e o surgimento de uma serosa
muito vascular, o que pode estar relacionado com a respiracao. A
regiao fandica € alongada para receber o alimento, e apresenta
paredes mais delgadas, luz maior, com pregas de menor porte,
proporcionalmente ao tamanho, formado por epitélio cilindrico
simples, que se invagina e origina glandulas gastricas com funcao de
secrecao de acido cloridrico e pepsinogénio. As pregas estomacais
sdo constituidas por mucosa e submucosa, que ¢ constituida por
tecido conjuntivo contendo vasos sanguineos. A camada muscular
da regidao fundica ¢ dividida em uma camada circular e outra
longitudinal. A camada muscular é lisa dividindo-se em duas
camadas, a primeira circular, desenvolvida na maior parte das
regides e a segunda uma camada longitudinal. A regido fundica é
intermedidria entre a regido cardica e pildrica. A regiao pildrica é
aglandular e em sua mucosa observa-se a presenca de pregas
principais que originam pequenas pregas secundarias. A mucosa
encontra-se constituida por epitélio cilindrico simples mucosecretor,
seguido de lamina prdpria contendo apenas vasos sanguineos. Ao
longo de toda a regiao pildrica evidenciam-se dobras, em sentido
longitudinal de tamanhos variados. Ao longo das dobras
observaram-se invaginagdes secunddrias dando as primdrias o
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aspecto denteado e fornecendo ao epitélio de revestimento uma
superficie mais ampla de secrecao.

Figura 5. Esofago de Synbranchus marmoratus: (A) al) Epitélio pseudoestratificado
(HE). Regiao cardica estomacal: (B) al) submucosa, a2) luz da mucosa, a3) lamina
prépria com glandulas gastricas (PAS). (C) Regido fuindica estomacal: pregas
estomacais: al) lamina prépria com glandulas, a2) submucosa com muco, a3) luz
contendo células mucosas (PAS). (D) Regido pildrica estomacal: al) luz, a2) epitélio
cilindrico simples muco secretério (PAS). (E) Intestino: al) luz intestinal, a2) pregas
intestinais (PAS); (F) bl) epitélio cilindrico simples, b2) lamina propria sem
glandulas (PAS).

Histologicamente, foram observadas as seguintes camadas
no estdmago: mucosa, submucosa, tunica muscular e a serosa.
Externamente, o estdmago € revestido por uma serosa, onde
evidenciam-se vasos sanguineos e nervos. A regidao cardica
apresenta-se aglandular. Na regido fiundica hd um maior nimero de
glandulas gastricas, sofrendo diminuicdo no numero até
desaparecerem ao chegar a regido pildrica. As caracteristicas
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histologicas do estomago, sugerem que é especializado na digestao
mecanica, sendo uma espécie carnivora (Figura 5B-D). A andlise
histoldgica do intestino demonstra a presenca de vilosidades
intestinais constituidas de epitélio cilindrico simples, que junto com
a lamina prépria originam vilosidades longas e ramificadas,
revestidas por células secretoras de muco e células absortivas. A
mucosa intestinal é aglandular e nao se observa uma submucosa.
Posteriormente surge a muscular, constituida de ttnica circular e
longitudinal. A tltima camada verificada foi uma serosa que contém
uma rica rede capilar (Figura 5E-F).

HABITOS ALIMENTARES DOS TRES PEIXES

Hoplias malabaricus - O Indice de Importancia alimentar (IIA)
demonstrou que H. malabaricus alimentou-se preferencialmente de
material animal, sendo 72,8% de peixes, tais como tilapia
(Oreochromis niloticus), pescada branca (Plagiosion squamosissimus),
sardinha (Triportheus angulatus), piau (Leporinus piau), e 27,2% de
camarao (Macrobrachium amazonicum), caracterizando a espécie como
um organismo carnivoro. O grau de replecao estomacal mostrou que
25,3% dos individuos apresentaram o estdmago cheio, 10,1%
parcialmente cheio, 11,4% parcialmente vazio e 53,3% com o
estdmago vazio.

Hypostomus pusarum - O Indice de Importancia alimentar
(ITA) indicou que a espécie alimentou-se de material organico em
decomposigao (88,7%), de algas filamentosas e diatomaceas (11,3%),
sendo caracterizado como um organismo detritivoro. Dentre os
géneros de microalgas encontrados no conteido estomacal,
destacaram-se: Klebsormidium sp., Geminella sp., Spirulina sp.,
Ceratium sp., Oscillatoria sp., Spirogyra sp., Oedogonium sp., Anabaena
sp., Planktothrix sp., Microcystis sp. e Aphanocapsa sp.

Synbranchus marmoratus - A analise do conteiddo estomacal
revelou que S. marmoratus alimentou-se preferencialmente de itens
de origem animal. O Indice de Importancia alimentar (IIA)
demonstrou que a espécie alimentou-se de crustdceos (78,2%), bem
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como de material organico (13,5%), de moluscos (3,2%), de peixes
(2,85%) e de restos de insetos (1,4%). Caracterizando a espécie em
estudo como um organismo carnivoro com tendéncia generalista.

A forma e a posi¢ao da boca, a denti¢do e a presenga de rastros
branquiais dos peixes mostram estreita relagdo com a forma e o tipo
de alimento (Motta, 1984; Albrecht et al., 2001; Pessoa et al., 2013). H.
malabaricus é considerado como um carnivoro voraz, com uma boca
que permite agarrar e ingerir grandes presas. A denticao
desenvolvida e rastros branquiais curtos e pontiagudos sao
adaptagdes compartilhadas entre varias espécies ictiéfagas de
Characiformes (Mittelbach, 2002; Peretti & Adrian, 2008). H. pusarum
apresenta um habito alimentar detritivoro, possuindo mecanismos
adaptativos para esta dieta. A raspagem do substrato € facilitada
pelas caracteristicas morfoldgicas da espécie que possui boca em
forma de ventosa e dentes raspadores. A posi¢ao terminal da boca
da espécie S. marmoratus auxilia na apreensdo de presas,
favorecendo a captura do alimento.

O esofago nos teledsteos apresenta-se como um tubo curto,
largo e retilineo, provido de grande elasticidade, adaptado aos
varios regimes alimentares e que liga a cavidade bucofaringeana ao
estdmago. O esdfago de H. malabaricus, esta recoberta por epitélio
pseudoestratificado com células mucosecretorias, com
predominancia de células mucosas em sua composi¢ao. O esdfago
do H. pusarum é um tubo curto e retilineo, possuindo um pequeno
diametro e contém todas as camadas caracteristicas do sistema
digestdrio dos vertebrados: camada mucosa, submucosa, muscular e
uma serosa (Albrecht et al., 2001; Diaz et al., 2003). A organizacao
longitudinal das pregas esofagicas de S. marmoratus esta relacionada
com a distensibilidade das paredes deste 6rgao, adequando-o para a
conducao do alimento ao estomago (Montenegro et al., 2012).

A ingestao de grandes presas por H. malabaricus é possivel
devido a cérdica estomacal longa e cujas pregas longitudinais
ampliam a luz gastrica. A regido fundica, por apresentar formato de
saco e pequenas pregas, funciona para abrigar particulas digeridas,
que sao impedidas de alcancar o intestino em virtude da pequena
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dimensdo da regiao pilorica (Peretti & Adrian, 2008). A regiao
pilérica auxilia o fluxo de alimento para o intestino. A regiao
pildrica ndo possui glandulas, o que também foi evidenciado para
outras espécies carnivoras (Petrinec et al., 2005; Carrasson et al.,
2006; Montenegro et al., 2012). Em H. pusarum, o revestimento
epitelial do estdmago é feito por epitélio cilindrico simples. A tnica
muscular apresenta-se constituida basicamente por fibras
musculares lisas, distinguindo-se uma camada circular interna e
outra longitudinal externa (Bértin, 1958; Liem et al. 2001).
Externamente o estdmago de S. marmoratus é revestido por uma
serosa, onde se evidenciam vasos sanguineos e nervos. As
caracteristicas histologicas do estomago de S. marmoratus, sugerem
que o estdomago dessa espécie € especializado na digestdao mecanica,
sendo considerado como uma espécie carnivora.

O coeficiente intestinal de peixes foi utilizado como um
critério importante para classificagaio dos habitos alimentares
(Albrecht et al., 2001; Moraes et al., 2004; Cao et al., 2011). Os peixes
carnivoros possuem intestino curto, com coeficiente intestinal entre
0,5 e 2,4 (Bértin, 1958; Jobling, 1995). O intestino é curto em H.
malabaricus e a presenca de cecos piloricos é considerada uma
estratégia evolutiva para aumentar a superficie de absorcao
intestinal sem aumentar o comprimento do intestino (Cinar & Senol,
2006). O intestino do H. pusarum é muito longo e ocupa quase 2/3 de
toda a cavidade celomatica. Caracteristicas similares foram
observadas para trés espécies de peixes do rio Parand, que fazem
referéncia ao comprimento do intestino, correlacionando com o
tempo necessdrio para a digestao de material como areia e lodo
(Fugi & Hahn, 1991).

As especializagdes troficas resultam de adaptagoes
morfologicas no sistema digestorio para otimizacdo da exploragao
das fontes de alimento (Mittelbach, 2002; Peretti & Andrian, 2008). A
morfologia do sistema digestério estd intimamente relacionada aos
habitos alimentares em H. malabaricus, e através dela sao fornecidas
indicagdes relevantes para a classificacaio de seus habitos
alimentares. O namero de estdbmagos vazios pode ser explicado pela
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dieta basicamente carnivora. Uma alimenta¢do baseada em peixes
tem um grande valor energético, reduzindo, portanto a necessidade
de ingestao continua de alimento e indicando também resisténcia a
longos periodos de jejum (Alvim & Peret, 2004; Lowrya et al., 2005;
Montenegro et al., 2012).

CONSIDERACOES FINAIS

A morfologia das estruturas do tratos digestorios e dos
habitos alimentares de H. malabaricus e de S. marmoratus confirmam
seus habitos alimentares carnivoros, uma vez que a ingestao do
alimento ¢ facilitada pela distensibilidade da parede esofagica,
conferida pela presenca de pregas longitudinais e pela analise do
contetido estomacal. Porém, H. pusarum apresenta-se com uma boca
em forma de ventosa adaptada para a succao, os dentes adaptados
para a raspagem e o intestino comprido, relacionados com seu
héabito alimentar detritivoro, também refletido pela andlise do
conteudo estomacal. Os achados deste estudo aumentam o
conhecimento sobre a morfologia do trato digestério e habitos
alimentares de H. malabaricus, H. pusarum e S. marmoratus, uma vez
que esses peixes sao considerados espécies com boas perspectivas
para a piscicultura.
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CAPITULO 9
O EXERCICIO: UMA ESTRATEGIA PROMISSORA DE
MANE]JO PARA A PISCICULTURA BRASILEIRA

Gilberto Moraes!
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Gustavo A. Rojas

Luciana C. Almeida

INTRODUCAO

Os peixes sdo organismos versateis, com grande capacidade
de adaptacdo. Por sua prdpria natureza, sao animais com habilidade
diferenciada ao nado e tém desenvolvido, em graus diferenciados,
diversos tipos de natacao. Por conseguinte, apresentam uma série de
respostas metabolicas para lidar com as diferentes necessidades
impostas pela atividade fisica. E por isso que varios aspectos
relacionados ao exercicio em peixes merecem atencdo. Se na
natureza diversas espécies de peixes se exercitam, por que nado
aproveitar essa condi¢ao natural em sistemas de cultivo?

Varios fatores relacionados ao cultivo, tais como forma de
criagdo, adensamento, manejo, arragoamento, composi¢ao das
dietas, entre outros fatores de igual importancia, podem melhorar o
desempenho dos animais. Dentre eles, o exercicio pode trazer
resultados que podem e devem ser vistos em ultima andlise como
funcdo de adaptagdes fisiologico-bioquimicas que, se bem
exploradas, podem conferir aos peixes que se exercitam em
velocidade ideal, uma série de respostas diferenciadas, tais como:
melhor utilizacdo de fontes energéticas nao-protéicas, maior
redirecionamento de proteinas para o crescimento, eficiéncia da
conversao alimentar, diminuicdo do comportamento agressivo,

Moraes et al. O exercicio: uma estratégia promissora de manejo para a piscicultura
brasileira. In: Tavares-Dias, M & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas
perspectivas. Sdo Carlos, Editora Pedro & Joao, 2015.
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melhor orientacdo na corrente de agua, melhora do convivio social e
diminuicao do estresse (Davison, 1997; Shangavi & Weber, 1999;
Yogata & Oku, 2000; Azuma et al., 2002; Hackbarth & Moraes, 2006;
Arbeldez-Rojas & Moraes, 2009; Palstra y Planas, 2011). Se a pratica
do exercicio parece trazer tais respostas benéficas aos peixes, sua
pratica em sistemas de criagao, ou até em laboratorio, € justificavel,
pois o exercicio parece regular as taxas de crescimento e o bem-estar
(Moraes et al., 2009).

Em peixes, o ato de nadar compreende um sistema complexo
de movimentos com os quais eles realizam numerosas atividades
relacionadas a sua sobrevivéncia nos diversos habitats. A velocidade
com que eles se exercitam determina sua duracdo (Evans, 1993) e
sua capacidade de natagao, é o determinante central de sua condicao
fisica, e estda envolvida diretamente com captura, fuga de
predadores, migracao e selecdo de condi¢des ambientais mais
favoraveis. Por isso, a capacidade de natagdo do peixe tem papel
decisivo sobre sua saude (Martinez et al.,, 2003). Entretanto, o
crescimento como resultado do exercicio induzido é 6timo desde
que aplicado a velocidades especificas onde o custo do transporte é
minimo e a eficiéncia energética maxima (Palstra & Planas, 2011).
Por isso, é essencial conhecer a velocidade do exercicio que suporta
o crescimento maximo da espécie estudada (Davison, 1997; Azuma
et. al., 2000; Richards et. al.,, 2002; Hackbarth & Moraes, 2006;
Arbeldez-Rojas, 2007; Brown et al., 2011).

No que concerne a criagao de peixes, sua habilidade natural
de nado pode trazer vantagens no desempenho e na produtividade
quando bem explorada nos sistemas de cultivo, pois traz reflexos
sobre o estado fisiologico e consequentemente sobre as condigdes de
crescimento e saude dos animais. Estas diferencas no crescimento,
entretanto, dependem da espécie e do tipo de treinamento realizado
e, mesmo peixes considerados sedentarios, com pouca habilidade
natatéria, podem ser beneficiados pelo exercicio (Ogata & Oku,
2000). O regime de exercicio para peixes, quando aplicado de forma
correta, leva a adaptagdes fisiologicas e bioquimicas que acarretam
aumento nas taxas de crescimento, sobrevivéncia e desempenho
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(Davison, 1997; Shangavi & Weber, 1999, Yogata & Oku de 2000,
Azuma et. al., 2002; Arbeldez-Rojas & Moraes, 2009; Moraes et. al.,
2009; Kieffer et. al., 2009).

Admite-se que quando um peixe se exercita em velocidades
moderadas, o maior crescimento nao se deve a maior consumo de
alimento, mas sim, a sua capacidade de converter melhor o alimento
ingerido. Além disto, a ragdao também ¢ melhor distribuida e os
peixes crescem mais uniformemente (Jobling, 1994; wood, 2001;
Hackbarth & Moraes, 2006; Arbeldez-Rojas, 2007; Brannas, 2009).
Outra vantagem € a reorganizacdo do metabolismo, a qual poupa
gastos extras provenientes do exercicio, permitindo maior sintese
protéica e aumentando o catabolismo lipidico e glicidico; o que
também favorece o crescimento (Davison, 1997; Moyes & West,
1995; Wood, 2001; Richards et al., 2002; Hackbarth & Moraes, 2006;
Arbeldez-Rojas, 2007). Do ponto de vista pratico, a realizacdo de
exercicio melhora o desempenho e a qualidade da carne de diversas
especies de peixes (Griinbaum et al., 2008), e isto pode ter impacto
mais efetivo na sua criagdo. Evidéncias atuais sugerem que
mudangas qualitativas e quantitativas no musculo esquelético do
peixe sob exercicio sdo responsaveis tanto pelo aumento no seu
crescimento como pela melhor qualidade do filé produzido (Videler,
2011; Rasmussen et al., 2011).

Dentre as respostas adaptativas decorrentes da pratica do
exercicio, as mudangas comportamentais também se destacam, uma
vez que ficam evidentes o aumento do efeito cardume e a
diminui¢ao da agressividade (Christiansen & Jobling, 1990). Dentre
os comportamentos que sao modificados com o exercicio, podem-se
citar: melhora da orientacdo na corrente d’dgua, melhora do
convivio social, diminui¢ao do nivel de dominancia, da freqiiéncia
de ataques, e muito provavelmente do nivel de estresse (Totland et
al., 1987; Jobling, 1994; Davison, 1997; Hackbarth, 2010; Arbelaez-
Rojas et al., 2013). Todos estes fatores contribuem sobremaneira para
melhora do crescimento e bem-estar dos peixes em sistemas de
cultivo.
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O aumento na taxa de crescimento e a melhoria na eficiéncia
da conversao do alimento tém implicacdes fisiologicas que refletem
a mudanga metabdlica causada pelo exercicio de longa duracdo.
Além de mudangas na performance e fisiologia dos tecidos
musculares, as mobilizacdes de agucares e lipideos vém sendo
discutidas como um dos grandes beneficios desta pratica para
diversas espécies de peixes (Young & Cech Jr., 1994; Moyes & West,
1995; Forster & Ogata, 1996; Weber & Haman, 1996; Davison, 1997;
Ogata & Oku, 2000; Wood, 2001; Richards et al., 2002; Hackbarth &
Moraes, 2006; Arbeldez-Rojas, 2007). Estas adaptacdes metabdlicas
permitem que o peixe metabolize melhor o alimento ofertado, o que
poderia contribuir para diminuir um dos problemas enfrentado no
cultivo de peixes: os gastos com a alimentagao.

METABOLISMO ENERGETICO E ADAPTACOES
BIOQUIMICO-FISIOLOGICAS DE PEIXES EM DECORRENCIA
DO EXERCICIO

Segundo Jobling (1994) e Holk & Lykkeboe (1998) a atividade
de natacao sustentada pode ser classificada através da intensidade
da atividade (velocidade de nado) e pelo metabolismo responsavel
pela manutencdo energética durante a atividade (aerdbio, anaerobio
ou ambos). Dessa forma, os tipos de atividade de natagdo para
peixes determinam tanto o tempo que o exercicio pode ser mantido
como o(s) tipo(s) de fibras musculares que sdo recrutados no
momento da atividade. Sendo assim, a natacao pode ser classificada
em:

Exercicio Explosivo ou de Exaustdo: exercicio de alta
intensidade, através do qual o peixe € capaz de sustentar o exercicio
por no maximo 20 segundos. A partir deste momento, o animal
entra em fadiga e nao € mais capaz de realizar a atividade. As fibras
musculares recrutadas sao do tipo 2b, fermentativas, e o
metabolismo anaerdbico é preponderante para a manutengao
energética;

Exercicio prolongado ou natacdo aerébica mdxima: exercicio de
intensidade moderada/alta, que pode ser mantida por periodos de
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até 200 minutos. A partir deste ponto, o animal entra em fadiga e se
torna incapaz de continuar com a atividade. As fibras recrutadas sao
do tipo 2a, fibras intermedidrias, e portanto, a demanda energgética é
atendida tanto pelo metabolismo oxidativo como pelo fermentativo;

Exercicio aerdbico de longa duragdo, ou exercicio sustentado:
exercicio de intensidade baixa/moderada, que pode ser mantido por
periodos superiores a 200 minutos sem ocasionar fadiga e
necessidade de interrupgao da atividade. As fibras recrutadas sao do
tipo 1, oxidativas, e o metabolismo aerdbio é predominante para o
atendimento das necessidades energéticas.

Dentre estas trés formas de exercicio, temos procurado
compreender as respostas metabolicas e de crescimento de espécies
neotropicais submetidas ao exercicio de longa duragao (ou exercicio
sustentado), tanto de modo ininterrupto (dias ou meses de
exercicios) como de modo intermitente (regime de exercicio seguido
de repouso). Nos temos admitido que o exercicio sustentado pode
ser mantido por longos periodos (dias a meses) levando a uma série
de adaptagbes bioquimico-fisiologicas que ocasionam diversos
ganhos aos peixes, tais como levantados anteriormente.

Do ponto de vista metabdlico, o exercicio sustentado em
peixes, sem interrupgao, por periodos em média de 60 dias,
proporciona mudangas nas varidveis hematimétricas, tornando
evidente a melhora no transporte e na utilizagao do Oz, uma vez que
essa condicao causa aumento no fluxo sanguineo, no diametro dos
vasos sanguineos e otimizagao dos processos de oxigenagao e da
respiracao (Satchell, 1991; Lowe & Wells, 1997; Hackbarth & Moraes,
2006; Arbelaez-Rojas & Moraes, 2009; Fabrizzi et al., 2013; Nunes et
al., 2013). O exercicio sustentando também ¢é responsavel por
promover melhor organizacdo das vias e ciclos do catabolismo
lipidico e glicidico, e isto leva ao aumento da oxidagao destes
metabdlitos na medida em que resulta em menor utilizacao das
proteinas para fins energéticos. Estes fatores combinados favorecem
a mobilizagdo de aminodcidos e proteinas a favor dos processos
anabdlicos, o que por sua vez, acarreta maior crescimento muscular
(Davison, 1997; Moyes & West, 1995, Wood, 2001; Richards et al.,
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2002; Hackbarth & Moraes, 2006; Arbeldez-Rojas & Moraes 2009;
Moraes et al, 2009). Por outro lado, o exercicio sustentado
intermitente também é correlacionado positivamente com o
crescimento (Davison, 1997; Bugeon et al., 2003) e ocasiona uma
série de adaptagdes metabodlicas, como ajustes favoraveis a
mobiliza¢do de energia para fins de sintese protéica (Fabrizzi et al.,
2013).

A Figura 1 esquematiza o padrdao metabdlico de peixes
submetidos ou ndo ao exercicio sustentado. Como se pode ver, o
aumento do metabolismo oxidativo de lipideos e carboidratos
acarreta inversamente a diminui¢ao da atividade catabdlica de
proteinas.

EXERCICIO E NUTRICAO

No Brasil a piscicultura responde por cerca de 80% da
produgao aquicola (Brasil, 2010). Nos atuais modelos de cultivo de
peixes adotados, os custos com alimentagao sdo relativamente altos,
representando o maior percentual dos custos operacionais (Kubtiza,
1998). Tentativas tém sido realizadas no sentido de baratear esses
custos de produgao e tornar a atividade da aquicultura mais atrativa
comercialmente. Neste sentido, a rapida expansao dessa atividade
zootécnica depende fundamentalmente de sistemas que usam dietas
balanceadas e de boa qualidade, a fim de permitir o aumento na
produtividade de espécies de valor econdmico, com menor impacto
ambiental possivel (Silva et al., 2007). Nesse sentido, a determinagao
das necessidades qualitativas e quantitativas dos nutrientes
essenciais na dieta ¢ de fundamental importancia para a adequada
formulagao de ragdes para peixes (Pezzato et al., 2004).
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NADH' NADH+H'
FADH®  FADH=H"

Figura 1. Padrao metabdlico de peixes sedentarios e em exercicio. Respostas
metabolicas em duas situagdes distintas em peixes: sem imposicdo de natagdo
sustentada, ou peixes em regime sedentario (a esquerda), e peixes submetido a
natagado sustentada (a direita). Observe-se em peixes sob nado sustentado a redugao
da atividade catabolica de proteinas e o aumento dessa atividade para carboidratos
e lipidios; quadro oposto aquele observado em animais sedentarios.

Os peixes sdao conhecidos por utilizar proteinas
preferencialmente aos carboidratos e lipidios como recurso
energético. Desde que a proteina da dieta é o ingrediente mais caro
em dietas formuladas para peixes, a reducao do conteudo proteico
sem perda de potencial de crescimento é desejavel na piscicultura.
Dessa forma, estratégias de alimentacdo que minimizem a
quantidade de alimento e o custo total da produgao, bem como a
excrecao de residuos por tonelada de peixe produzido, sao
primordiais ao sucesso econdmico e sustentabilidade da producao
(Cho & Bureau, 2001). Entretanto, ndo s6 uma dieta balanceada
influencia o comportamento, a integridade estrutural, a saude, as
fungdes fisioldgicas, a reproducdo e o crescimento dos peixes;
existem outros fatores, tais como o exercicio, que podem contribuir
significativamente para a obtencao de resultados positivos em
menores intervalos de tempo. Do ponto de vista pratico, a atividade
natatoria melhora o desempenho e, concomitantemente, a qualidade
da carne da espécie cultivada (Griinbaum et al., 2008), impactando
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diretamente a criacao de peixes. O exercicio esta intimamente
relacionado ao consumo de energia e de alimento, e tem sido
associado ao bem estar animal (Felip et al., 2012). Além disso, dados
existentes na literatura para varias espécies de peixes teledsteos
indicam que a inducdo do exercicio sustentado também pode
resultar aumento da massa muscular esquelética, reducdao de
interagOes agressivas e aumento da taxa de sobrevivéncia, atraso do
desenvolvimento do ovario e, possivelmente, estimulo da fungao
imune (Palstra & Planas, 2011). A pratica do exercicio também pode
promover estimulo da neurogénese e da capacidade de
aprendizagem espacial (Huntingford, 2010) e também pode ser
utilizada como uma estratégia proativa eficaz na melhora da
robustez de peixes cultivados (Castro et al., 2011). Sendo assim, a
pratica de exercicio pode representar uma abordagem natural, nao
invasiva e econdmica para melhorar o crescimento, a qualidade da
carne, e o bem-estar dos peixes cultivados (Palstra & Planas, 2011).

O aumento na taxa de crescimento e a melhoria na eficiéncia
da conversao do alimento tém implicagOes fisiologicas que refletem
a mudanga metabdlica causada pelo exercicio de longa duragao
(Hackbarth, 2004). Estas adaptagcdes metabdlicas permitem que o
peixe metabolize melhor o alimento ofertado, o que pode contribuir
para diminuir um dos problemas enfrentados nas praticas de
cultivo: o custo dos alimentos. Estes representam de 50 a 70 % dos
custos de produgao, e a reducdo nesta porcentagem pode ser
alcancgada através da utilizagao de ingredientes de alta qualidade, do
uso de técnicas eficazes de processamento das ragdes e da aplicacao
de estratégias na alimentacao e na criagdo (Kubitza, 1998). Desta
forma, o exercicio sustentado pode ser uma estratégia de manejo
que melhora o aproveitamento da dieta resultando em maior
crescimento em menor tempo, ja que ele leva a maior utilizacao de
fontes nao proteicas como combustiveis energéticos e maior
redirecionamento das proteinas para o crescimento.

O surgimento da possibilidade de possivel reduc¢ao do nivel
de proteina bruta da dieta torna o cultivo da espécie mais
sustentavel tanto economicamente como ecologicamente. Nos temos
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sustentado a hipotese que que algumas espécies de peixes
submetidas ao exercicio sustentado e alimentadas com teor reduzido
de proteina dietdria apresentam parametros de desempenho
produtivo satisfatdrios. Dessa forma, é possivel aperfeigoar futuros
experimentos, os quais poderao ser direcionados a elaboracao de
dietas diferenciadas, com menores niveis de proteina; além de
fornecer novos dados a piscicultura brasileira no tocante a melhores
condicdes de criagdo das espécies nativas, de maneira sustentavel e
mais barata.

Do ponto de vista tecnoldgico, vemos que a aplicacao do
exercicio aerdbico pode contribuir substancialmente para: melhoria
das condig¢des ambientais das reservas hidricas, dada a reducao da
excrecao de nitrogénio em face da otimizagao dos niveis de proteina
na ragao; redugao dos custos de producdo, tendo em vista ser a
fracdo proteica a mais onerosa da ragdao. Além disso, o potencial de
implantagdo gradativa desta pratica de manejo certamente trara
varios beneficios a piscicultura no Brasil. Compreendemos também
que em termos praticos, as despesas do produtor (piscicultor)
podem aumentar principalmente devido a manutencao do sistema
de exercicio (eletricidade requerida para provocar o fluxo de dgua a
uma velocidade desejada, manutengao do sistema como um todo, e
0 possivel aumento no consumo de ra¢ao). Entretanto, os peixes
exercitados sob velocidade ideal apresentam melhor desempenho
produtivo, gerando um ganho economico liquido significativo
quando se considera a economia da fracao proteica da dieta, o
aumento na taxa de sobrevivéncia, do crescimento em menor tempo
e do bem estar dos peixes cultivados.

EXERCICIO E PEIXES NEOTROPICAIS: O QUE JA SABEMOS?
Nos temos considerado o exercicio como uma oOtima
ferramenta para obter maior crescimento de espécies de peixes
neotropicais. Neste tocante, temos voltado nossa atencao nao
somente aos indices de crescimento, mas também para aos processos
metabolicos e fisioldgicos que acarretam os beneficios decorrentes
da pratica do nado sustentado. Dentre as espécies que receberam
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nossa atengao, podemos destacar: matrinxa (Brycon amazonicus),
pacu (Piaractus mesopotamicus), tambaqui (Colossoma macropomum) e
pintado (Pseudoplatystoma corruscans).

Matrinxa: é um peixe que responde muito bem a pratica de
exercicio sustentado por longos periodos. Segundo Hackbarth &
Moraes (2006), matrinxds que realizaram exercicio continuo de
forma moderada a 1,0 CC/seg (comprimento corporal por segundo),
por 72 dias, apresentaram melhores taxas de conversao alimentar e
de crescimento, com ganho de peso superior a 38% (Hackbarth,
2004). As andlises hematologicas de matrinxa em exercicio
evidenciam também que o exercicio facilita e/ou melhora o
transporte de oxigénio através do sangue, ou talvez, os peixes
consigam captar melhor o oxigénio que esta chegando, e desta
forma, as trocas gasosas sao facilitadas (Moraes et al., 2009).
Matrinxas exercitados a 1 CC/seg também apresentam catabolismo
de lipideos e carboidratos superior a 40% e 15%, respectivamente, ao
mesmo tempo em que as proteinas e aminoacidos sao direcionadas
para processos anabolicos, com acréscimo no contetdo proteico e de
aminodcidos superior a 30% e 16%, respectivamente. Segundo
Arbeldez-Rojas (2007), a velocidade ideal de nata¢do para a espécie
encontra-se entre 1,0 e 1,5CC/seg. Segundo o autor, matrinxa
exercitado dentro da sua faixa de velocidade ideal é capaz de
sintetizar mais proteinas, o que se reflete em maiores taxas de
crescimento. Quando o matrinxa ¢é exercitado acima destas
velocidades, ocorre maior mobiliza¢do de aminoacidos para atender
as demandas energéticas, o que poderia indicar que velocidades de
nata¢do muito altas afetam o crescimento da espécie (Moraes et al.,
2009). Todos estes eventos contribuem para que o exercicio resulte
em maiores taxas de crescimento em matrinxas sob exercicio
sustentado na velocidade ideal.

O matrinxa também apresenta respostas diferenciadas
quando € exposto ao exercicio sustentado em regime intermitente,
ou seja, com intervalo de exercicio seguido de outro de repouso. Ao
ser submetido a um regime de 12:12 (12h com exercicio e 12h sem
movimento da dgua), pode-se observar diminui¢do na contagem de
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eritrocitos e aumento dos estoques de glicogénio hepatico e de
triacilglicerol muscular. As mudangas adaptativas observadas nos
fazem assumir que o aumento do catabolismo esta associado a um
quadro de menor acidose e de acamulo de lactato, e que o quadro
de biossintese observado é conveniente aos peixes juvenis devido ao
periodo de crescimento (Fabrizzi et al. 2013).

Estudos realizados com transporte de matrinxas previamente
submetidos ao exercicio sustentado por 60 dias (Arbeldez-Rojas et
al, 2013), mostram que apods o estresse de transporte, as
concentragdes plasmaticas de cortisol aumentaram unicamente no
grupo de matrinxas sedentarios (controle). Devido a agao do
cortisol, o aumento de glicose é superior a 50% nos peixes nao
treinados e demora duas vezes mais para retornar aos valores
basais. Desta forma, podemos inferir que o exercicio desempenha
um papel atenuador das respostas secunddrias do estresse, uma vez
que permite o retorno mais rapido aos valores basais para a maioria
dos indices avaliados. Portanto, a pratica de exercicio sustentado
previamente ao transporte contribui para o alivio e a tolerancia as
préticas de transporte em matrinxa, e, consequentemente,
proporciona melhor bem-estar ao diminuir as respostas de estresse
nesta espécie. Admitimos que a intensidade das alteragdes e o tempo
para atingir o completo retorno as condigdes fisioldgicas basais sdao
indicadores bastante tteis da qualidade de manipulagdo dos peixes:
0 quanto antes o peixe se recupere do estresse ocasionado pelo
transporte, mais rapidamente estara pronto para ser inserido no
ciclo de produgao.

Pacu: Os trabalhos desenvolvidos com esta espécie tém
mostrado que a velocidade ideal de nado situa-se entre 1 e 2 CC/seg.
Temos observado que esta espécie apresenta melhores médias de
peso, de comprimento e de altura; e conversao alimentar aparente
(CAA), taxa de crescimento especifico (TCE) e taxa de eficiéncia
proteica (TEP) mais promissoras (Moraes et al., 2009; Hackbarth,
2010). Dentre estes parametros, cabe destacar que o crescimento em
peso de pacus exercitados a 1 e 2 CC/seg., é superior a 28% e 50%,
respectivamente. No entanto, quando exercitados a 3CC/seg nao
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mostram crescimento satisfatorios (Hackbarth, 2010). Os dados de
CAA mostram que pacus que nadam a 2CC/seg consomem 15%
menos rac¢ao, indicando que o exercicio além de nao estimular o
aumento do consumo de alimento favorece seu aproveitamento para
fins de crescimento. O mesmo fato é observado em outras espécies
sob exercicio, onde o crescimento nao é necessariamente devido a
maior consumo de alimento, mas sim, a melhor capacidade de
converté-lo (Davison, 1997; Jobling, 1994, Hackbarth & Moraes,
2006).

Em relagdo as adaptagdes hematoldgicas encontradas em
peixes exercitados a velocidade ideal, observamos mudangas que
sao sugestivas de aumento da capilarizagao do tecido muscular, o
que leva a melhoria no transporte de oxigénio, lipideos e agtcares,
bem como remocao mais rapida de residuos metabdlicos. Tais
fatores sao determinantes na obtencdo de melhores taxas de
crescimento. Com relagdo ao perfil metabdlico, observa-se que
peixes exercitados a 1-2 CC/seg., utilizam em maior escala lipidios e
carboidratos como fontes energéticas, enquanto as proteinas podem
ser direcionadas aos processos anabolicos (crescimento). Nos peixes
exercitados, é marcante o aumento da glicogendlise, da glicdlise e da
neoglicogénese, caracterizando-se plena utilizagao destas vias como
mantenedoras da glicemia e das exigéncias oxidativas energéticas. O
aumento da oxidagao lipidica, com mudanga nos teores de
triglicérides e 4cidos graxos livres nos tecidos periféricos, também
contribui sobremaneira para atender as exigéncias energéticas da
espécie. Em tultima instancia, ambos os metabdlitos favoreceram a
sintese proteica (Moraes et al., 2009; Hackbarth, 2010).

Outros estudos realizados com pacu sob exercicio, dizem
respeito a adequagado nutricional da espécie ao nadar dentro da faixa
ideal de velocidade. Inicialmente, observamos em pacus exercitados
a 2CC/seg o papel dos carboidratos e lipideos como mantenedores
energéticos poupando assim a massa proteica. Pacus alimentados
com 28% de proteina bruta (PB), e valores variados de carboidratos e
lipideos (27/15%, 36/10%, 45/5% de carboidrato e lipideo,
respectivamente), mostram que os animais alimentados com 36% de
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carboidratos e 10% de lipideos apresentam os melhores valores de
crescimento. Também, a participacdo dos lipideos para atender a
demanda energética imposta pelo exercicio é superior a dos
carboidratos. Os animais alimentados com a dieta 36/10, maximizam
de forma geral a utilizacdo de substratos energéticos (Hackbarth,
2010). Entretanto, pacus submetidos ao exercicio de 2CC/seg. e
alimentados com dietas contendo 24% de PB, 25% de carboidratos e
15% de lipideos apresentam maiores taxas de crescimento e
adaptagOes hematoldgicas favoraveis ao atendimento das demandas
energéticas impostas pelo exercicio (Nunes et al.,, 2013). Sendo
assim, imaginamos que o exercicio sustentado a velocidade ideal
aumenta os indices de produg¢do ao mesmo tempo em que permite
reducao do teor de proteina oferecido na dieta.

Tambaqui: Estudos preliminares (dados nao publicados) com
tambaquis submetidos ao exercicio sustentado mostram que esta
espécie também apresenta melhor desempenho produtivo nessa
condicdo. Além disso, apresentam menor porcentagem de gordura
no filé, além de apresentarem maior eficiéncia de retencao de
proteina e maior porcentagem de proteina bruta no ganho em peso.
Tais dados nos fazem admitir que é necessario explorar de forma
mais ampla as respostas do exercicio para nessa espécie, uma vez
que os dados preliminares mostram que ela responde de forma
positiva ao crescimento, com indices superiores de produgao, maior
utilizagao de carboidratos e lipideos para manutencdo energética e
redirecionamento das proteinas para os processos anabolicos.

Pintado: Estudos preliminares (dados nao publicados)
realizados com pintados apontam que o exercicio, mesmo em
velocidades baixas, nao leva a ganhos expressivos nos parametros de
crescimento. O conjunto de dados atuais de respostas hematoldgicas e
idnicas indica que pintados em exercicio procuraram se adaptar a
demanda aumentada de oxigénio, aumentando o nimero de células
vermelhas, o dispéndio respiratorio e, provavelmente, a superficie de
trocas gasosas. Da mesma forma, o metabolismo intermedidrio e o
perfil enzimatico digestivo mostram que nao ha aumento de
utilizagdo de carboidratos e lipideos para atender a demanda
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energética extra proveniente do exercicio, e que é necessario maior
oxidacao de proteinas para que os niveis basais energéticos sejam
supridos e garantidos. Apesar de este perfil ser antagonico ao
apresentado pelas demais espécies estudadas, eles também reforcam
a necessidade de compreender como o exercicio atua em cada espécie.
Fica ainda evidente que o exercicio sustentado de longa duragao deve
nao ser vantajoso a todas as espécies neotropicais de agua doce.

De maneira geral, o conjunto de dados atuais sobre exercicio
sustentado, bem como exercicio sustentado versus utilizacado de
nutrientes reforca a ideia de que este tipo de exercicio direciona as
proteinas ao anabolismo, aumentando o desempenho produtivo. Os
dados obtidos com matrinxds, pacus, pintados e tambaquis,
alimentados ou ndao com diferentes dietas, sao altamente sugestivos
de que fontes nao nitrogenadas sao utilizadas nao somente para
atender a demanda imposta pela atividade fisica, mas também para
o maior aproveitamento das proteinas (Moraes et al, 2009;
Hackbarth, 2010; Nunes et al., 2013).

APLICABILIDADE DO EXERCICIO NA PISCICULTURA.

A produgao de peixes sob natacao sustentada demanda uma
série de tecnologias que podem ser atendidas pelo setor industrial.
Os tanques podem possuir formato circular e podem ser de fibra de
vidro, de mantas plasticas confeccionadas a partir de
geomembranas, ou mesmo tanques fabricados em metal. Outra
opgao ¢ a criacao de peixes sob nado sustentada em canais do tipo
“raceway”. Um exemplo de peixe criado neste sistema é o matrinxa,
que tem sido produzido em canais de igarapé (Arbeldez-Rojas et al.,
2002; Fim et al., 2009). O grande problema da criagao de peixes
nestes canais é o gradiente de qualidade da &gua, que torna as
condi¢gbes de criagdo pouco homogeéneas. Isto pode estabelecer
conflitos comportamentais e de crescimento entre os peixes. Este
problema se agrava quando a densidade de estocagem ultrapassa a
capacidade de suporte do sistema.

Por outro lado, os tanques circulares oferecem qualidade da
adgua mais uniforme em toda a coluna e permitem maiores
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densidades de estocagem, visto que os peixes passam a ocupar
todos os espagos do tanque, maximizando a utilizagao do espaco.
Outra vantagem dos tanques circulares, é que a velocidade da dgua
pode ser controlada numa ampla faixa de velocidades permitindo
maior otimizacdo do sistema de exercicio e levando a um
crescimento maior e aumento do bem estar dos peixes.

Atualmente, na aquicultura em geral, as condi¢des de criagao
consistem no confinamento dos peixes em viveiros escavados,
tanques-rede e barragens, acudes e “raceways”’, que alteram o
comportamento natural de natacdo dos peixes. A utilizagao de
alguns destes sistemas na criagao de peixes é bastante comum com
espécies de salmonideos e espécies neotropicais da ordem dos
Characiformes e Siluriformes, que realizam piracema e
frequentemente enfrentam maiores vazdes de dgua na natureza
ajustando sua atividade natatdria a intensidade de corrente da agua.

De acordo com Timmons et al. (2009) existe uma equagao, tal
como segue, para Salmonideos, capaz de predizer velocidades
seguras da agua sem causar fadiga: V segura <5,25/L%%. Por exemplo,
para um peixe de 10 cm de comprimento, a Vsegura Seria 2,2 vezes seu
comprimento corporal por segundo (CC/seg.). Em trabalho
realizado com salmdo do Atlantico (Salmo salar) exercitado a
velocidades calculadas por esta equacao, foi observada melhoria nas
taxas de sobrevivéncia e ganho em peso 38% maior que em peixes
sedentarios. Isto significa, em termos de produtividade, que se
estariam produzindo 380 kg a mais de salmdao por tonelada
produzida no sistema de natagao sustentada.

O exercicio sustentado em peixes, contrariamente ao que
muitos produtores acreditam, resulta em reducdo do consumo de
oxigénio dissolvido. Respostas fisioldgicas adaptativas podem
explicar estas observagdes, pois o aumento na atividade da
musculatura branca, melhoria no rendimento cardiaco e maior
capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue (Woodward &
Smith, 1985) levam a menor necessidade de consumo de oxigénio e
otimizagao dos processos respiratério. Além do mais, o exercicio
pode atuar como poupador de energia ao diminuir os custos
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metabdlicos da respiracao branquial do peixe. Quando posicionados
na correnteza da agua, os peixes realizam ventilagdo forcada, ou
seja, eles s6 precisam abrir a boca para ventilar as branquias. Este
fendmeno permite ao peixe nao bombear agua através de suas
branquias (abrir e fechar a camara bucal) o que ocasiona menor
turbuléncia da 4gua. Por sua vez, um fluxo de 4gua mais
hidrodinamico ¢ mantido sobre o corpo do peixe, o que reduz a
necessidade de realizar ajustes constantes para manter sua posigao
na coluna da 4gua. Esta vantagem hidrodinamica resulta em
pequenas, mas significativas, redu¢des no consumo de oxigénio
(Randall & Dexboeck, 1984).

Nas bacias hidrograficas do territorio brasileiro ocorrem mais
de 52 espécies nativas com grande potencial para aquicultura (Moro
et al., 2013). Dentre estas, algumas pertencentes ao género Brycon
spp, como B. amazonicus e B. orbignyanus; os peixes redondos, como
C. macropomum, P. mesopotamicus, P. brachypomus; e algumas espécies
carnivoras como o dourado S. brasiliensis. Estas sao espécies que
apresentam como caracteristica comum a realizagdo de migragdes
com finalidades reprodutivas. Quando expostas a correntes
moderadas da dgua, exibem comportamento de reotaxia positiva,
isto ¢, respondem ao estimulo fisico da velocidade da dgua nadando
de forma continua contra a correnteza. Estas caracteristicas
comportamentais, aliadas as biologicas, tais como o formato
fusiforme do corpo e a capacidade de adaptar-se bioquimicamente e
fisiologicamente ao exercicio, inspiram-nos a vé-las como possiveis
candidatas a exploracao maxima de seu potencial de crescimento em
sistemas de natacao sustentada.

CONSIDERACOES FINAIS

Admitimos que o exercicio sustentado possa ser
extremamente benéfico ao desenvolvimento da piscicultura em
nosso pais. Todavia, esse ¢ um campo da pesquisa ainda pouco
explorado e que, portanto, permite diversas inferéncias. Atualmente,
temos como possiveis estudos aqueles relacionados ao: 1) Manejo - O
exercicio sustentado como estratégia de manejo para melhorar o

198



aproveitamento da dieta resultando em maior crescimento em
menor tempo, diminuigdo do comportamento agressivo, melhor
distribui¢do de rag¢do no tanque de cultivo, reducdao do estresse,
aumento da taxa de sobrevivéncia e do bem estar geral da espécie
cultivada, além de maximizagdao dos processos de criagdo em
sistemas de exercicio aumentando a produtividade e o rendimento;
2) Toxicologia - O exercicio sustentado como medida profildtica para
reducao do estresse e estimulagao do sistema imune da espécie
cultivada; 3) Nutricio — O exercicio sustentado como forma de
redugdo da fragdo proteica da dieta tornando o cultivo da espécie
mais sustentdvel tanto economicamente como ecologicamente; 4)
Outros paradigmas - o peixe como modelo de estudo. Apesar de
serem, até certo ponto, similares aos animais terrestres em suas
bases bioquimicas, os peixes apresentam algumas adaptagdes
especiais que lhes permitem viver nos mais variados ecossistemas
aquaticos. Entre estes processos adaptativos encontram-se a
ontogenia, 0s processos respiratdrios, a osmorregulagao, a excregao
de subprodutos nitrogenados, a alimentagdo, a digestdao e
basicamente, a grande capacidade que a maioria apresenta de nadar
por longos periodos; 6) Espécies — O exercicio sustentado aplicado a
diferentes espécies, levando em conta o potencial de cada uma e
suas especificidades.
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CAPITULO 10

CRESCIMENTO MUSCULAR COMPENSATORIO E
METABOLISMO ENERGETICO DE Cyprinus carpio
REALIMENTADOS APOS PRIVACAO DE

ALIMENTO
Mariana Forgati!
Anderson Domingues Gomes
Peter Kirschnik
Flavia Sant'anna Rios
INTRODUCAO

O crescimento dos peixes € um processo integrado que
depende de muitos fatores, dentre os quais, a disponibilidade de
nutrientes (Aguiar et al.,, 2005). Muitas espécies de peixes sdao
submetidas a periodos naturais de privacdo alimentar, devido a
flutuagdes sazonais e espaciais de alimento no ambiente aquéatico, ou
devido a migragoes para a reproducao (Figueiredo-Garutti et al.,
2002; Souza et al., 2003), sendo capazes de sobreviver, sob estas
condigdes, durante meses, ou até mesmo anos (Shimeno et al., 1990).

Diferentes estudos mostraram que peixes submetidos a jejum
prolongado sofrem complexas alteragdes fisioldgicas e metabolicas,
varidveis com a espécie e com o periodo de privagao alimentar
(Sheridan & Mommsen, 1991), a fim de promover um ajuste
biologico. Dentre essas alteragdes, podem ser citadas a reducdo da
energia armazenada, decréscimo da taxa de crescimento, do
metabolismo, da sintese proteica (Rios et al., 2002; Rios et al., 2006),
do fator de condicao e do peso dos Orgaos, principalmente da
musculatura (Rios et al., 2002; Rios et al., 2006), uma vez que ela atua

Forgati et al. Crescimento muscular compensatério e metabolismo energético de
Cyprinus carpio realimentados apds privagdo de alimento. In: Tavares-Dias, M. &
Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas perspectivas. Sao Carlos, Editora
Pedro & Joao, 2015.
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como importante estoque energético capaz de ser utilizado durante
periodos de privagao alimentar (Weatherley et al., 1988). No entanto,
durante o jejum, os peixes costumam aproveitar a energia catabdlica
de uma forma mais eficiente, sendo capazes de suprir suas
necessidades energéticas sem uma perda muito acentuada de
energia pelos tecidos (Rios et al., 2011).

Como Love (1980) afirmou em seu trabalho, os estudos sobre
mobilizacdo de reservas energéticas durante o jejum em peixes sao
bastante contraditdrios, porque as respostas dependem da espécie
que estd sendo estudada, das condi¢des ambientais precedentes ao
jejum, do estdgio de maturagao sexual e da idade do peixe. No
entanto, é possivel identificar pelo menos dois estagios fisiologicos
durante a privacdo alimentar em peixes, que envolvem eventos
metabdlicos e controle enddcrino diferentes, o periodo inicial da
privagao alimentar e a privagao alimentar prolongada (Ali et al.,
2003). O periodo inicial do jejum é caracterizado pela mobiliza¢ao
das reservas energéticas disponiveis no momento. Nesse momento,
os niveis plasmaticos de glicose na maioria das espécies costumam
ser mantidos constantes gracas a uma reducdo dos niveis de
insulina, aumento nos niveis de glucagon que, por sua vez, estimula
a glicogendlise (Figueiredo-Garutti et al., 2002). Durante o jejum
prolongado, ocorre uma intensa perda de massa corporal devido a
mobilizagdo de proteinas e lipideos endogenos. Em periodos
extensos de privagao alimentar, os niveis de glucagon decaem
(Blasco et al., 1992a) e a gliconeogénese e lipdlise passam a ser as
principais reacdes de fornecimento energético no peixe em jejum.

Os peixes, caso realimentados apds um periodo de privagao
alimentar, costumam exibir um crescimento mais acelerado do que
se alimentados continuamente, sendo este fenomeno conhecido por
crescimento compensatdrio (Hagen et al., 2009). Por isso, os efeitos
da privacao de alimento seguido por uma realimentacao tém sido
estudados varias espécies de interesse comercial.

Sabe-se que o crescimento compensatorio varia com o estagio
do desenvolvimento, duragao do periodo de jejum/realimentacdo,
higidez, temperatura da agua e com a espécie estudada (Shimeno et
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al., 1990, Rios et al., 2002; Dal Pai-Silva et al., 2003; Ali et al., 2003).

Existem algumas hipoteses que explicam a ocorréncia de
crescimento compensatério: (7)) O baixo consumo metabdlico
apresentado no periodo inicial da realimentacdo pode resultar em
um maior ganho de massa por unidade de alimento ingerido, ou
seja, uma maior eficiéncia na conversao alimentar. (ii) A ocorréncia
de hiperfagia, ou seja, um maior consumo de alimento apds um
periodo de restricdo ou privacdo alimentar, fornece uma maior
quantidade de energia disponivel para o crescimento (Xie et al.,
2001). Ambas as hipdteses propdem que o aumento no crescimento e
na conversao alimentar observados durante o crescimento
compensatorio é um resultado da maior eficiéncia na utilizagao
energética dos animais realimentados, em relagao aos alimentados
continuamente (Ali et al., 2003).

Assim, existe um interesse consideravel da piscicultura no
processo de crescimento compensatorio, uma vez que, entendido
seus mecanismos, poderdo ser estabelecidos programas de
alimentacao que resultem em uma producao mais eficiente, ou seja,
com aumento na taxa de crescimento e eficiéncia alimentar e
reducao do custo com alimentagao (Souza et al., 2003).

Alguns estudos foram realizados, ao longo dos anos, a fim de
verificar os efeitos do jejum seguido por realimentacdo na carpa
(Shimeno et al., 1990; Blasco et al., 1992a, 1992b). Nesses trabalhos
foram avaliadas, basicamente, as alteracdes morfoldgicas e
bioquimicas tanto na musculatura quanto no figado, bem como as
alteragOes plasmaticas durante a privacao e realimentagao de carpas
adultas. No entanto, € também importante verificar de que maneira
os estados jejum-realimentacdo interferem na fisiologia,
metabolismo energético e na celularidade de individuos juvenis,
que, por ainda ndo terem um comprometimento com a maturagao
gonadal e apresentarem um crescimento naturalmente acelerado,
podem apresentar respostas distintas dos adultos, quando
submetidos a privagao seguida por realimentagdo. Sendo assim, o
objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da realimentagdao apos
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privacao de alimento por 30 dias sobre o crescimento compensatdrio
e o metabolismo energético de juvenis de carpa.

ANIMAIS E CONDI(;()ES EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram conduzidos de maio a setembro de
2009 no Laboratério de Pesquisa e Piscicultura (LAPEP) da Pontificia
Universidade Catolica (Sao José dos Pinhais, Parana, Brasil). Foram
selecionados 120 juvenis de carpas (Cyprinus carpio), com um peso
médio de 24,4 + 0,8 g, sendo esses individuos aclimatados em 24
tanques (100 L) por 16 dias, em um sistema semi-fechado com
circulagdo de agua continua, com temperatura (23,4 + 1,3°C) e
concentragao de oxigénio (8,9 + 0,1 mg/L) mantidos. Durante a
aclimatacao e bioensaios os animais foram alimentados com ragao
comercial [Supra Juvenil Gaiola; Alisul Alimentos S/A; 12% de
umidade, 14,5% de carboidratos, 42% de proteinas, 9% de gorduras,
4% de fibras, 14% de minerais, 3% de calcio, 1,5% de fdsforo]
fornecida uma vez ao dia ad libitum. Apos a aclimatagdo, os peixes
foram distribuidos em 8 situagdes experimentais em triplicata:
controle de 30 dias (C30), controle de 60 dias (C60), jejum por 30 dias
(S), realimentados por 3, 7, 14, 30 e 60 dias apds o jejum (R3, R7, R14,
R30 e R60, respectivamente).

PROCEDIMENTOS DE AMOSTRAGEM

Amostras de sangue foram retiradas por puncao caudal com
seringas e agulhas com EDTA 5%. O sangue foi centrifugado (15.650
xg; 4°C; 10 minutos) para a obtencao do plasma, utilizado para a
determinagao dos seguintes intermedidrios metabodlicos: proteinas
totais, triglicerideos, colesterol (total e HDL, sendo que o LDL foi
calculado da diferenga entre total e HDL), glicose, determinados
colorimetricamente através de kits comerciais (Laborlab).

A partir dos dados biométricos, foi calculado o fator de
condigao (Le-Cren, 1951):

K=100(TW/SL3)

onde TW = Total body weight and SL = standard length.
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Foi calculada, também, a taxa de crescimento relativo (TCR)

(Ricker, 1958):
TCR = (e2-1).100
g=(In w2 —In tw1) / (t>-t1)

onde: TW2 e TW1 sdo os pesos totais dos peixes medidos em t2 e t1,
respectivamente.

Os animais foram, entdo, anestesiados com Benzocaina 0,1%
e sacrificados através de seccao medular. Amostras de musculo
branco foram fixadas em Paraformaldeido 2% em tampao fosfato de
sodio (PB) a 0,1M em imersao por 3h a temperatura ambiente. As
amostras foram submetidas ao protocolo de microscopia, com
emblocagem em Paraplast Plus® e cortes (7 um) obtidos em
micrétomo. As imagens analisadas em microscopio de luz (Olympus
BH-10AD) foram digitalizadas através de uma camera digital (Sony
Cybershot® 13,2 MP). Através do software Image] 1.42q, as imagens
capturadas das laminas do tecido muscular foram submetidas a
morfometria. Foram analisados cerca de 2 campos aleatdorios em 2
laminas de cada individuo (n=15), totalizando no maximo 60 e no
minimo 40 campos para cada tratamento. Para determinacao da
espessura, foram analisadas 6 fibras musculares de cada campo
capturado com espessura de 80.000 um? Para determinagdo da
densidade de fibras, foi contabilizado o nimero de fibras da
musculatura em sec¢ao transversal em um quadrante com de 80.000
um?. As fibras foram divididas em dois grupos de acordo com o
tamanho, sendo consideradas pequenas (com espessura inferior a
2.000 um?) e grandes (com espessura superior a 2.000 um?2).

Amostras da musculatura branca dos peixes (musculo
epaxial) foram congeladas (-20°C) para a determinagao de
concentracao de proteinas (Lowry et al., 1951), lipidios (Folch et al.,
1957) e carboidratos totais (Dubois et al., 1956, modificado por
Bidinoto et al., 1997). O contetdo de agua foi obtido a partir da
perda de massa das amostras apds 48h a 100°C. O contetido de
minerais (cinzas) foi obtido apds a queima das amostras
previamente desidratadas em forno mufla (600°C por 4h).
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ANALISE ESTATISTICA
Os dados numéricos foram analisados através do software
Biostat (5.0). Apds a verificagdo da distribui¢ao dos dados usando o

teste Kolmogorov-Smirnov, foram aplicados testes paramétricos
(ANOVA, com pos-teste de Tukey-Kramer).

CRESCIMENTO

Conforme pode ser verificado na Tabela 1, o jejum de 30 dias
resultou em uma diminui¢do de aproximadamente 12% do peso
corporal total e de 5 % do comprimento padrao em relagao aos
valores iniciais. Apenas apds 30 dias de realimentagdao é que foi
verificado um percentual de crescimento em massa e em
comprimento positivos. Em R60, o percentual de crescimento em

massa e em comprimento chega a superar os valores apresentados
por C30 e C60.

Tabela 1. Variagdo dos parametros corporais em exemplares de Cyprinus
carpio submetidas a jejum seguido por realimentacdo. Legenda: CP =
comprimento padrao; CT = comprimento total; TCR = taxa de crescimento
relativo; PC = peso da carcacga; K = fator de condig¢do. Os resultados de PC e
K sao expressos como média + SEM (n=15). Letras diferentes indicam
diferengas significativa (p<0.05) entre os tratamentos.

Grupo CP (%) CT (%) TCR (%/dia) PC (g) K

C30 6,55 16,79 0,52 28,49 +£2,77¢ 3,02 +£0,10°
C60 9,38 31,87 0,46 21,17 +1,600 3,64 +0,072
F -4,58 -11,74 -0,42 20,94 +£1,65* 3,08 0,09
R3 -7,61 -12,93 -0,42 22,12 +2,18> 3,45+0,11°
R7 -6,18 -13,11 -0,38 21,86 +2,26® 3,21 +0,09°
R14 -0,14 -9,85 -0,23 21,57 £1,71®* 2,96 + 0,152
R30 2,52 12,85 0,20 26,32 £2,42* 3,37 +£0,08
R60 12,84 50,37 0,45 38,70 £3,90¢ 3,29 + 0,042

Os individuos submetidos ao jejum de 30 dias apresentam
uma TCR negativa. Durante a realimentagdo, a TCR aumenta
gradativamente, chegando a ficar positiva apenas R30. Em R60, a
TCR chega a valores semelhantes aos apresentados por C30 e C60. O
fator de condi¢dao (K) nado se alterou ao longo do experimento de
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jejum seguido por realimentagdo. O peso da carcaga (peso total
menos as visceras) ¢ um indicador do peso da musculatura e foi
significativamente menor em S. A partir de R3, o peso da carcaca se
tornou semelhante a C30 e C60. No entanto, em R60, o peso da
carcaga € significativamente maior (p<0,05) que nos demais
tratamentos, sendo que em relagao a C30 e C60, esse aumento foi de
19,65% e 38,56%, respectivamente.

INTERMEDIARIOS METABOLICOS

As concentragdes plasmaticas de glicose (Figuras 1A) nao
variaram significativamente durante a privagao de alimento seguida
por realimentagdao em C. carpio. A concentragao de colesterol total no
plasma da carpa nao variou significativamente entre os tratamentos
(Fig. 1B). A concentracao de colesterol tipo LDL foi semelhante em
praticamente todos os tratamentos, com excecao de R7, ja que a
concentracao foi significativamente menor (p<0,05) que C30, ] e R3
(Figura 1B). A concentracao de colesterol tipo HDL foi
significativamente menor (p<0,05) em C30, C60, ] e R3, em relagao
aos demais tratamentos. Em ], a concentracdo plasmatica de
triglicerideos diminuiu significativamente, em relacao a C30 e C60
(p<0,05) (Fig. 1C). Ao longo da realimentacdo, essa concentragao
aumentou gradativamente, sendo que ja em R14, a mesma retorna a
valores semelhantes a C30 e C60. A concentragdo plasmatica de
proteinas foi semelhante entre C30, C60, ], R&, R14, R30 e R60. Em
R3, a concentragdo foi significativamente menor (p<0,05), porém
semelhante a J. A concentracdo plasmatica de proteinas foi
semelhante entre C30, C60, ], R7, R14, R30 e R60. Em R3, no entanto
a concentrac¢ao de proteinas no plasma foi significativamente menor
(P<0,05) que estes grupos, porém semelhante ao J (Figura 1D).
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Figura 1 - Niveis plasmaticos de glicose (A), colesterol (B), trigliceridios (C) e
proteinas (D) em Cyprinus carpio apds privagdo de alimento seguida por
realimentacdo. Dados expressos como média + sem (n=15/grupo). Letras diferentes
sobre as barras indicam diferenca significativa (p<0,05); para o colesterol, letras
diferentes dentro das barras cinza claro indicam diferenca significativa (p<0,05)
colesterol do tipo LDL, e dentro das barras cinza escuro para colesterol do tipo
HDL. Legenda: C30 = alimentados por 30 dias (controle de 30 dias), C60 =
alimentados por 60 dias (controle de 60 dias) ] =jejum por 30 dias, R3, R7, R14, R30

e R60 = realimentados por 3, 7, 14, 30 e 60 dias, respectivamente, apds 30 dias de
jejum.

MORFOMETRIA DAS FIBRAS MUSCULARES

A densidade total de fibras ndo alterou em resposta ao jejum
seguido pela realimentagao. No entanto, verificaram-se mudangas
nas densidades de fibras maiores e menores. ] e R3 apresentaram
uma maior (p<0,05) densidade de fibras maiores em relagao a C30 e
C60. A partir R7, no entanto, observa-se uma reducao na densidade
de fibras maiores, sendo que, em R30 e R60, a densidade de fibras
maiores passa a ser semelhante a C60. C30, ] e R3 apresentaram
menor densidade de fibras musculares menores em relacdo aos
demais grupos. A partir de R14, a densidade de fibras menores
passou a ser significativamente maior que os demais tratamentos,
sendo semelhantes aos valores apresentados por C60 (Figura 2).
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Figura 2. Densidade de fibras maiores (com espessura superior a 2.000 pm?) e
menores (com espessura inferior a 2.000 um?) em uma area de 80.000 um? em
Cyprinus carpio apds experimento de privagao alimentar seguido por realimentagao.
Dados expressos como média + SEM (n=15/grupo). Letras diferentes sobre as barras
indicam diferenca significativa (p<0,05) para densidade absoluta de fibras. Letras
diferentes dentro das barras cinza claro indicam diferenca significativa (p<0,05)
para densidade de fibras menores, e dentro das barras cinza escuro para densidade
de fibras maiores. Legenda: C30 = alimentados por 30 dias (controle de 30 dias), C60
= alimentados por 60 dias (controle de 60 dias) ] = jejum por 30 dias, R3, R7, R14,
R30 e R60 = realimentados por 3, 7, 14, 30 e 60 dias, respectivamente, apds 30 dias
de jejum.

A espessura das fibras musculares foi significativamente

menor (p<0,05) em J. Com a realimentagao, a espessura das fibras
musculares aumenta, sendo semelhante a C30 e C60 (Fig. 3).
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Figura 3. Espessura das fibras musculares (um?) em Cyprinus carpio apds
experimento de privacdo alimentar seguido por realimentacdo. Dados expressos
como média + SEM (n=15/grupo). Letras diferentes sobre as barras indicam
diferenca significativa (p<0,05). Legenda: C30 = alimentados por 30 dias (controle de
30 dias), C60 = alimentados por 60 dias (controle de 60 dias) ] = jejum por 30 dias,
R3, R7, R14, R30 e R60 = realimentados por 3, 7, 14, 30 e 60 dias, respectivamente,
apos 30 dias de jejum

COMPOSICAO CENTESIMAL DO MUSCULO

O percentual de 4gua aumentou significativamente (p<0,05)
em S, em relagao a C30 e C60. Apos a realimentacado, o percentual de
agua comega a reduzir novamente. O percentual de minerais foi
semelhante em todos os tratamentos. A concentra¢dao de proteinas
totais na musculatura branca foi semelhante em todos os
tratamentos.A concentracao de lipidios na musculatura branca foi
semelhante entre C30, C60, R30 e R60. S, R3 e R7, no entanto,
apresentaram uma concentracao de lipideos significativamente
menor (p<0,05). Em R14, a concentragio de lipideos foi
intermedidria. A concentragdo de glicogénio foi semelhante em C30,
C60, R3, R7 e R14, sendo que estes tratamentos apresentaram os
menores valores (p<0,05). Em R30 e R60, a concentragao de
glicogénio foi significativamente maior. Em R14, a concentracao de
glicogénio apresentou intermedidrios (Tabela 2).
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Tabela 2. Composi¢ao centesimal da musculatura de Cyprinus carpio submetidas a privacdo alimentar seguida por realimentagao.
Dados expressos como média + sem (n=15/grupo). Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05). Legenda: C30 =
alimentados por 30 dias (controle de 30 dias), C60 = alimentados por 60 dias (controle de 60 dias) ] = jejum por 30 dias, R3, R7, R14,
R30 e R60 = realimentados por 3, 7, 14, 30 e 60 dias, respectivamente, apo6s 30 dias de jejum.

Grupos [Proteinas] (mg/g) [Lipidios] (mg/g) Ur;?:(iis ((ﬁjglc/;ﬂ_ H20 (%) Minerais (%)
C30 33,65 + 3,442 2,24 +0,152 412,70 + 50,792 76,31 £ 0,982 2,12 +0,152
C60 30,59 +£2,102 2,35+0,302 368,25+ 49,522 76,31 £ 0,902 1,80 £ 0,072
J 25,84 + 3,822 1,13 +0,05° 253,96 + 38,902 78,52 +0,98° 2,00 +0,122
R3 31,39 + 3,252 1,38+0,13° 323,85 + 19,052 77,79 +0,97b¢ 1,95 +0,112
R7 33,69 +4,202 1,43 £0,270 409,52 + 38,092 77,54 + 0,98 2,12 +0,192
R14 40,96 + 4,972 1,81 £0,19%0 488,89 + 31,752 77,62 +0,98b¢ 1,80 + 0,292
R30 41,54 + 4,212 2,43 +0,222 609,52 + 69,84 77,29 + 1,06 1,85+ 0,302
R60 39,62 + 7,26 2,59 + 0,36 685,71 + 56,51° 76,96 +1,02¢ 2,07 + 0,222
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Periodos de jejum sao frequentes durante todo o ciclo de vida
dos peixes, sendo esperado que haja uma reorganizacao altamente
controlada do metabolismo e do comportamento destes animais
permitindo sua sobrevivéncia (Rios et al., 2002). Assim que o
alimento volta a estar disponivel, ele é rapidamente utilizado para
recompor os componentes corporais utilizados durante o jejum
(Méndez & Wieser, 1993), sendo observado, nessa fase, um reajuste
da taxa de crescimento, que passa a acontecer de forma
relativamente acelerada para compensar os desvios da trajetoria
ideal de crescimento experimentados durante a privacao alimentar
(Xie, et al., 2001).

Conforme o esperado, as carpas juvenis alimentadas
continuamente por 60 dias (C60) cresceram em peso e em
comprimento aproximadamente o dobro daqueles alimentados por
30 dias (C30), sendo que ambos os grupos apresentaram TCR
semelhante, que resultou em um ganho de aproximadamente 0,5 %
ao dia. Este crescimento apresentado pelos animais alimentados
normalmente por 60 dias ocorreu devido a uma hiperplasia das
fibras musculares. A densidade absoluta de fibras manteve-se
semelhante em todos os tratamentos. No entanto, os grupos que
apresentaram um aumento no percentual de crescimento, como o
controle de 60 dias, a densidade de fibras com menor espessura foi
superior a densidade de fibras com maior espessura. Estas fibras
menores foram assumidas como sendo originadas a partir das
células miossatélites, participando, dessa forma, do crescimento
hiperplasico.

Durante o jejum, é observada uma alteragdo na atividade
metabolica, sendo que, durante este periodo, processos essenciais
sdo mantidos através das reservas energéticas enddgenas,
resultando, assim, em uma perda de massa (Zamal & Ollevier, 1995).
Trinta dias de privagdo de alimento levaram a valores negativos de
TCR, sendo que os peixes nao apenas perderam massa corporal, mas
também sofreram um encurtamento. Isto pode ser explicado pela
extensa perda de massa muscular, evidenciada pela retragao das
fibras musculares (diminui¢do da espessura em segao transversal),
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diminuigao na densidade de fibras menores e pela diminui¢ao da
massa da carcaga observadas nas carpas estudadas.

Essa reducdo em comprimento e em massa dos individuos
submetidos a privagao alimentar resultou em uma manutencdo do
fator de condigdo (K) ao longo de todo o experimento, ao contrario
do que se tem observado em diferentes espécies de peixes como C.
carpio (Shimeno et al., 1990), Clarias gariepinus (Zamal & Ollevier,
1995), H. malabaricus (Rios et al., 2002; Rios et al., 2006) e Prochilodus
lineatus (Rios et al., 2011), nos quais o K diminuiu com a privagao
alimentar. No entanto, Sumpter et al.(1991) em estudos
experimentais de privagao alimentar com de O. mykiss 0+ e 1+,
observaram que os efeitos da privacao alimentar sao maiores em
peixes mais jovens. Isso sugere a existéncia de um padrao diferente
na alocacao de massa quando se compara juvenis e adultos.

No terceiro dia de realimentacao, observa-se uma TCR
semelhante ao dos individuos submetidos ao jejum, sendo que ainda
ocorre uma reducao em comprimento e em massa. De sete a catorze
dias de realimentagdo, no entanto, ja se observa um relativo
aumento na TCR, com consequente aumento no percentual de
crescimento em comprimento e em massa. Houve um maior
incremento em comprimento que em massa nesses grupos (R7 e
R14), em relacdo ao grupo em jejum, o que pode ser explicado pela
densidade aumentada de fibras de menor espessura, indicando um
crescimento hiperplasico. E provavel que as reservas estocadas em
outros drgaos, como figado e gordura perivisceral nao tenham sido
completamente recuperadas nestes primeiros dias de realimentacao,
o que justificaria o baixo peso dos animais.

Essa relativa demora na recuperagao do crescimento pode ser
explicada pelo seguinte motivo. No periodo imediatamente apds a
alteragdo do estado jejum/realimentacdo, a taxa metabolica do
animal pode ainda nao ter retornado ao mesmo nivel do animal
alimentado continuamente (Jobling, 1993). Ou seja, a readaptagao do
regime alimentar pode requerer certo tempo, sendo que baixas taxas
metabolicas ainda podem ser mantidas mesmo que os animais ja
estejam se alimentando normalmente apds o jejum. Além disso, os
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animais realimentados apds o jejum priorizam a restauracao dos
componentes corporais e reservas energéticas em vez do tamanho
corporal (Rios et al., 2002). De fato, assim que as carpas comegaram a
ser realimentadas apds o periodo de inanig¢do, observou-se uma
recuperagao, ainda que nao significativa, dos substratos energéticos
na musculatura branca.

Os peixes voltam a apresentar uma TCR positiva,
aumentando tanto em peso quanto em comprimento, apds 30 dias
de realimentagao (R30). Neste grupo, as andlises morfométricas
indicaram a formagao de novas fibras musculares (hiperplasia).

Em relagdo ao metabolismo energético durante o jejum, tem-
se observado que os peixes apresentam estratégias diferenciadas na
mobilizagdo de carboidratos durante a privagao alimentar, sendo
que neste periodo € possivel observar uma total deplecao, deplecao
parcial ou completa protecao do glicogénio (Sheridan & Mommsen,
1991).

Sabe-se que o percentual de carboidratos na musculatura
branca dos peixes ¢ usualmente baixo, se comparado com o figado
(Figueiredo-Garrutti et al., 2002). No entanto, devido ao fato de a
musculatura compreender grande porcao do corpo do peixe
(Almeida, 2007), observa-se uma grande contribuicdo dessa
estrutura na mobilizagdo de glicogénio durante o jejum, tanto que,
em Notopterus notopterus, Claria batrachus (Love, 1980) e Hoplias
malabaricus (Rios et al., 2006) o glicogénio foi o primeiro substrato
energético a ser utilizado, chegando a quase completa exaustao nos
primeiros dias de jejum. No entanto, Micropterus salmoides, Anguilla
anguilla, Dicentrarchus labrax, Esox lucius e Lampetra fluviatilis(Love,
1980) mobilizam lipideos durante o jejum inicial, para preservar
parcialmente as reservas de glicogénio. Se o jejum ¢é prolongado,
ocorre, entdo, uma progressiva mobilizagao de proteina muscular e
hepatica (Sheridan & Mommsen, 1991), protegendo, dessa forma,
parcialmente as reservas de glicogénio.

No presente estudo, ndo houve diferenca significativa quanto
ao conteudo de glicogénio no musculo dos peixes alimentados
continuamente (C30 e C60), privados de alimento e realimentados
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por até 14 dias. Essa manutencao do glicogénio muscular da carpa
submetida a privagao de alimento pode ser uma consequéncia da
utilizagdo alternativa de lipideos e proteinas como substratos
energéticos durante o jejum. Outra explicagdo seria a de alguns
peixes mobilizarem o glicogénio muscular apenas apos a exaustao
das reservas de glicogénio hepatico (Collins & Anderson, 1997), fato
este ja observado por Blasco et al. (1992b) em um estudo com a
carpa.

A importancia de se manter alguma reserva de glicogénio
reside no fato desta molécula ser uma fonte energética de facil
acesso, podendo ser utilizada em situagdes de natagao “explosiva”,
como por exemplo, a captura de alimento quando esse volta a estar
disponivel no ambiente (Rios, 2001).

A queda dos niveis de lipideos musculares observadas
durante o jejum da carpa confirma a sua extensa utilizacdo durante
o periodo de privagdo alimentar. Embora os tecidos com maiores
estoques de lipideos (figado e gordura perivisceral) nao tenham sido
analisados, a literatura confirma sua importancia como fonte de
energia durante os periodos de inanicao. A concentragao  de
proteinas na musculatura branca da carpa foi semelhante entre os
diferentes tratamentos. Isto, no entanto, ndo significa que este
substrato nao tenha sido utilizado no metabolismo energético
durante o jejum. A andlise quantitativa de proteinas foi realizada em
um grama de tecido muscular, composto predominantemente por
proteinas, havendo, naturalmente, uma baixa proporgao dos demais
componentes, exceto a 4gua. Analisando, no entanto, a variagao do
peso da carcaga, bem como a morfometria das fibras musculares ao
longo do experimento, verifica-se uma redugao significativa deste
apos o periodo de jejum, indicando um consumo de musculatura
para o fornecimento de aminodcidos como fonte de energia para o
jejum.

A hidratagdo de tecidos durante a privacao alimentar tem
sido extensivamente observada nos estudos ao longo dos anos
(Black & Love, 1986; Blasco et al., 1992a; Méndez & Wieser, 1993;
Zamal & Ollevier, 1995). A carpa, ap0s o0 jejum, exibiu um aumento
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do percentual de 4gua na musculatura branca. Love (1980) justifica
essa hidratagao de tecidos apos o jejum devido ao fato de percentual
de 4gua ser inversamente proporcional a concentracao de proteinas
(peixes “nao-gordurosos”) e de lipideos (peixes “gordurosos”).
Como a carpa estd incluida na categoria de peixes com contetido
meédio de lipideos (Marcu et al., 2010), o aumento do percentual de
agua na musculatura é devido, possivelmente, ao catabolismo tanto
de lipideos como de proteinas durante a privacao de alimento.

A medida que se prossegue com a realimentagio, observa-se
um aumento gradativo do peso da carcaga simultdneo a um
aumento da densidade de fibras musculares com menor espessura,
indicando, dessa forma, um crescente aumento de massa muscular
devido ao acréscimo de novas fibras (hiperplasia). Esses resultados
somados a recuperacao do conteido de lipideos e ao aumento das
reservas de glicogénio explicam o ganho de peso dos peixes a partir
dos 30 dias de realimentacao.

Os peixes realimentados por 30 e 60 dias apds jejum
apresentaram niveis de glicogénio superiores aos dos controles. Isso
sugere uma alteracao metabolica desses animais, passando a estocar
quantidades aumentadas de glicogénio, possivelmente para garantir
reservas para um eventual novo periodo de privagao.

O plasma é um importante transportador de compostos
energéticos de um orgao para outro, sendo que, a concentragao dos
intermediarios metabdlicos parece refletir sua importancia como
fonte de energia durante o jejum (Shimeno et al., 1990). Ja é bem
documentado que os niveis de glicose podem ser mantidos durante
0 jejum inicial gragas a redugao dos niveis de insulina e aumento nos
niveis de glucagon, que promovem um fornecimento de glicose
através das reagoes de glicogendlise, que ocorrem no figado (Blasco
et al., 1992b; Figueiredo-Garutti et al., 2002). Em periodos extensos
de privagao alimentar, por outro lado, os niveis de glucagon decaem
(Blasco et al., 1992b), reduzindo, dessa forma, os niveis de glicose. A
partir de entao, a gliconeogénese e lipdlise passam ser as principais
reagOes de fornecimento energético no peixe em jejum (Sheridan &
Mommsen, 1991). A traira H. malabaricus consegue manter

220



constantes os niveis plasmaticos de glicose, mesmo apo6s um longo
periodo de jejum (240 dias) (Rios et al., 2006).

Neste trabalho, nds observamos a manutencao dos niveis
plasmaticos de glicose ao longo dos 30 dias de privagao alimentar e
60 dias de realimentacao, corroborando achados de Shimeno et al.
(1990) e Blasco et al. (1992a), que observaram que a carpa C. carpio,
assim como G. morhua (Black & Love, 1986), consegue manter os
niveis plasmaticos de glicose por até 70 dias de jejum, sendo que
apos esse periodo a glicemia decai consideravelmente. A perda de
massa muscular nas carpas analisadas provavelmente indica quebra
de proteinas, disponibilizando aminoacidos como fonte de glicose
via gliconeogénese, ja que muitos tecidos (eritrocitos, testiculos,
porcao medular do rim, sistema nervoso, etc.) utilizam glicose como
substrato energético.

O transporte de lipideos para os sitios de utilizagao ¢é
realizado pelos acidos graxos livres plasmaticos, resultantes das
quebras de triglicerideos. Logo, altos niveis de 4cidos graxos,
concomitantemente com baixos niveis de triglicerideos no plasma
confirmam o papel da mobilizacao de lipideos para o fornecimento
de energia durante o jejum (Souza, 1998).

Conforme o esperado, o jejum de 30 dias provocou uma
diminui¢do nas concentracdes plasmaticas de triglicerideos,
corroborando os resultados obtidos para  G. morhua (Black & Love,
1986), C. carpio (Shimeno et al, 1990), Brycon amazonicus
(Figueiredo-Garrutti et al., 2002) e H. malabaricus (Rios et al., 2006). A
concentracao de 4cidos graxos circulantes também poderia ser
responsavel pela manutencao da glicemia, uma vez que estas
moléculas inibem a utilizagdo de glicose pelos tecidos periféricos,
assim como promovem a liberagdo de glicose pelo figado
(Plisetskaya, 1980).

Apods a realimentacdo, os niveis de triglicerideos da carpa
voltaram a aumentar, chegando a ser semelhantes ao dos animais
alimentados continuamente por 30 e 60 dias a partir do 142 dia de
realimentacao.
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Em relacdo as proteinas plasmaticas totais, foi observado que
a carpa submetida ao jejum de 30 dias apresentou uma redugao
significativa na concentracdo destes intermedidrios metabolicos.
Muitos autores (Shimeno et al., 1990) relatam que a privacdao
alimentar resulta em uma diminui¢do na concentragao plasmatica de
proteinas totais, justificando que a baixa disponibilidade de energia
prejudique o funcionamento das enzimas hepaticas que participam
da sintese dessas proteinas.

Quanto as concentragdes plasmaticas de colesterol, tem-se
que o jejum nao alterou a proporcao entre HDL e LDL, em relagao
aos animais alimentados continuamente (C30 e C60), sendo que os
niveis de HDL mantiveram-se abaixo dos niveis de LDL. A partir do
7¢ dia de realimentagdao, no entanto, o que se observa é uma
tendéncia dos niveis de HDL serem equivalentes aos de LDL (1:1).
Isto indica que a realimentagdo provocou uma alteragio no
metabolismo de lipidios nos peixes, quando comparados aos
controles e mantidos pelos individuos em jejum, em que a
proporcao de LDL e HDL era de aproximadamente 4:1.

Os valores superiores de comprimento, peso corporal e peso
da carcaca permitem afirmar que os peixes realimentados por 60
dias apdés 30 dias de jejum apresentaram crescimento
compensatério, mostrando ser possivel o desenvolvimento de
técnicas de manejo alimentar mais econdmicas sem que,
aparentemente, processos fisiologicos importantes sejam afetados.

O crescimento compensatdrio ocorre pois 0s animais
realimentados podem se tornar hiperfagicos (se alimentar mais). Em
alguns casos, no entanto, os animais realimentados apresentam uma
recuperagao do crescimento bastante rdpida através de uma melhor
conversao alimentar (ganho de peso por unidade de alimento
consumido) que os animais alimentados continuamente, sem
necessariamente tornarem-se hiperfagicos (Jobling, 1993). Esse
parece ser o caso de C. carpio, que consumiram, durante o periodo
de realimentac¢do, a mesma porcao de alimento fornecida ao grupo
controle. Isto sugere a possibilidade de que o aumento da conversao
alimentar possa estar relacionado as diferencas nos gastos
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metabolicos entre os animais realimentados apds restrigao/privacao
alimentar e os animais alimentados continuamente (Jobling, 1993).

A privagao alimentar de 30 dias alterou consideravelmente
os indices biométicos (peso e comprimento) e bioquimicos
(composigao centesimal da musculatura e determinantes
plasmaticos) da carpa, uma vez que houve a necessidade de
manutengdo dos processos vitais essenciais. A medida que os peixes
foram realimentados, observou-se uma tendéncia dos mesmos a
apresentarem as mesmas condi¢gdes dos animais alimentados
normalmente (C30 e C60), sendo que foi priorizada a recuperagao
dos componentes estruturais e reservas energéticas a recuperagao do
crescimento.

Trinta dias de realimentagao foi tempo suficiente para os
peixes recuperarem as perdas sofridas durante o jejum por 30 dias.
Sessenta dias de realimentacdo levou a um crescimento
compensatério, possivelmente devido a uma melhor conversao
alimentar, resultando em: (i) aumento das reservas energéticas de
glicogénio muscular, aumentando potencialmente o desempenho
desses peixes na busca por alimento e fuga de predadores; (ii)
aumento da massa muscular através de crescimento hiperplasico, o
que potencializa a formagdo de carne no peixe adulto; e (iii) a
recuperagao dos niveis de lipidios muscular, indicando a
manutengao da qualidade da carne.

Muitos trabalhos analisaram o crescimento compensatorio
em ciclos alternados de privagao/realimentagao e observaram um
supercompensacao do crescimento, ou seja, os animais submetidos a
este programa de alimenta¢dao exibem um crescimento superior aos
animais alimentados continuamente (Ali et al., 2003).

CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista uma melhor produgao com menor custo com
a alimentacdo, seria interessante adotar esse tipo de programa
alimentar para a carpa, uma vez que o mesmo nao prejudica a
qualidade do produto final a ser comercializado. Pois o jejum de 30
dias resultou em um taxa de crescimento negativa, responsavel pela
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diminui¢do de massa e comprimento equivalentes, o que resultou
em uma manutencao do fator de condigao.A redugao do peso da
carcaga, juntamente com a diminui¢do da espessura das fibras
musculares (atrofia) e a hidratagdo da musculatura, indica que
componentes estruturais (lipideos e proteinas) do musculo foram
utilizados no metabolismo energético durante o jejum.

A reducdo dos niveis plasmaticos de triglicerideos e
proteinas confirmam essa utilizagdo. O glicogénio muscular foi
parcialmente poupado a custa de proteinas e lipideos, enquanto que
a glicemia foi mantida gracas as reagdes de glicogendlise e
gliconeogénese. As alteragdes entre a propor¢ao de HDL e LDL
refletem em uma alteracdo no metabolismo de lipidios apds a
realimentagao.Tanto os peixes alimentados continuamente por 60
dias quanto aqueles realimentados por 30 e 60 dias apds 30 dias de
jejum apresentaram crescimento hiperpldsico.A  realimentagao
progressiva priorizou, num primeiro momento, recuperagao dos
componentes estruturais e reservas energéticas e, em seguida, o
crescimento.Até os 30 dias de realimentagdo observou-se uma
recuperacao do crescimento em comparagao aos peixes alimentados
continuamente. Apds os 60 dias de realimentacdo, no entanto, o que
se observa é uma total compensacao do crescimento da carpa,
através de uma melhor conversdo alimentar (maior ganho de peso
por unidade de alimento consumido).
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CAPITULO 11
HIPOXIA E EXPOSICAO AO AR COMO AGENTES
ESTRESSORES

Beatriz Cardoso Roriz!
Marcela Alves Santuci
Rodrigo Gardfallo Garcia
Wagner dos Santos Mariano

INTRODUCAO

A aquicultura no Brasil € uma atividade que vem se
destacando nos ultimos anos gragas ao grande potencial hidrico do
pais, a riqueza de espécies e a0 aumento do mercado neste setor. Um
dos requisitos mais importantes para o bom desenvolvimento da
atividade de aquicultura é o conhecimento adequado da biologia das
espécies utilizadas para cultivo, onde a fisiologia das espécies, o
funcionamento dos sistemas e as interagOes e respostas permitem
melhores condi¢des de cultivo. Em piscicultura intensiva, o estresse
estd constantemente presente prejudicando o estado de satide dos
peixes, uma vez que pode afetar seu desempenho produtivo e
aumentar a suscetibilidade as doengas.

O estresse tem sido caracterizado como uma resposta
comportamental geral na qual ha reagdes motoras e neurovegetativas
mediadas pelo sistema neuro-enddcrino e a mobilizacao de energia
para o organismo escapar ou combater o estressor (Pickering, 1981).
Desde meados de 1970 estudos envolvendo estresse tém sido
frequentemente realizados no campo da fisiologia de peixes, com
enfoque em peixes de cultivo (Silveira et al., 2009).

Roriz et al. Hipdxia e exposigao ao ar como agentes estressores. In: Tavares-Dias, M.
& Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas perspectivas. Sao Carlos,
Editora Pedro & Joao, 2015.
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Entre os varios autores que o definem, Wendelaar Bonga
(1997) aponta estresse como sendo uma condi¢do em que a
homeostase (estado estaciondrio) de um organismo animal ¢é
ameacgada ou perturbada, como resultado das ag¢des de estimulos
intrinsecos e/ou extrinsecos, definidos como estressores. O termo
Homeostasia foi criado por Walter Cannon para descrever os processos
corporais coordenados para manter o meio interno aproximadamente
constante (Cannon, 1929; 1939).

Muitos fatores podem determinar a resposta do sistema
neuro-endocrino a estimulos estressantes gerando variabilidade na
resposta ao estresse. As causas de tais variabilidades podem ser
devido a processos adquiridos ao longo da vida do individuo, a
ajustes as particularidades do ambiente e desenvolvimento do animal
e evolutivas, ou seja, adaptagdes geneticamente estruturadas (Vigas,
1980; Pickering, 1981). A resposta a um agente estressor também
pode ser determinada filogeneticamente, refletindo a histéria da
espécie (Vigas, 1980; Schreck, 1981).

Evidéncias indicam que certas respostas estressoras sao bem
conservadas evolutivamente. Em termos de comportamento, um
exemplo é o instinto de lutar ou fugir quando o animal é confrontado
a algum estressor adverso, como por exemplo a predacdo. Dado o
numero de estressores potenciais, e o fato de que os peixes podem ser
expostos & multiplos estressores simultaneos, a gama de indugao do
potencial de situagOes de stress nesses animais é quase sem limites
(Harper &Wolf, 2009).

ESTRESSE EM PEIXES

Comparado a habitantes terrestres, os peixes e outros
organismos aquaticos estao sujeitos a uma variedade de estressores,
pois seu mecanismo homeostatico é altamente dependente das
condi¢des ambientais. Exemplos de estressores adicionais a peixes
incluem flutuagdes na salinidade da agua, pH, dureza, alcalinidade,
solidos dissolvidos, nivel de dgua ou corrente de dgua, e exposigao 4
agentes patogénicos ou toéxicos. Peixes cultivados em sistemas
intensivos muitas vezes sofrem estresse por densidade populacional,
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manejo, manuseio, ma nutri¢ao e acimulo de residuos nitrogenados
(Harder &Wolf, 2009).

Os agentes de estresse em peixes podem ser de natureza
quimica, como o baixo teor de oxigénio, concentragao elevada de
amonia (Moraes et al., 2004), nitrito (Costa et al., 2004), decorrentes da
degradacao da matéria organica, poluentes organicos e inorganicos
Jorgensen et al, 2002; Carvalho & Fernandes, 2006); e de natureza
fisica, como transporte, confinamento e manuseio e ainda os
perceptiveis pelo peixe, como a presenga de predadores (Diniz &
Honorato, 2012). Os estressores também podem ser de curta ou de
longa duragao e podem possuir intensidades distintas. A exposi¢ao
moderada a estes agentes é capaz de produzir uma resposta
adaptativa nos peixes, que restitui a homeostase ao organismo. No
entanto, se estes estiverem sujeitos aos agentes de estresse intensos
ou prolongados, a resposta pode tornar-se mal adaptativa, com
consequéncias negativas para o seu estado de saude (Galhardo &
Oliveira, 2006).

De acordo com a literatura, a resposta ao estresse em peixes
apresenta trés niveis, sendo eles, primario, secundario e terciario, que
se iniciam no sistema enddcrino e apresentam um aumento sucessivo
até atingir o nivel do organismo como um todo (Oba et al., 2009). A
resposta primdria é compreendida como a ativacdo dos centros
cerebrais, resultando em liberacdo de catecolaminas e
corticosteroides; a resposta secundaria é entendida como a
canalizagao das ag¢des e dos efeitos imediatos desses hormonios em
nivel sanguineo e tecidual, incluindo o aumento da frequéncia
cardiaca e da tomada de oxigénio, a mobilizagdo de substratos de
energia e, ainda, a perturbagao do balanco hidromineral; e a resposta
tercidria manifesta-se em nivel de populagao, traduzindo-se em
inibicao do crescimento, da reprodugao e da resposta imunoldgica. A
limitacdo da capacidade do animal em tolerar estressores
subsequentes ou adicionais também ¢ atribuida a uma manifestacao
da resposta terciaria (Lima et al., 2006).

As respostas aos estressores sdao evidenciadas primeiramente
em nivel molecular (ou bioquimico), seguida por respostas
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fisiologicas e, finalmente, se manifestando em nivel morfoldgico.
Desse modo, alteracdes em todos estes niveis sdao indicativos de
estresse e, portanto, parametros como cortisol e glicose plasmatica
sao importantes indicadores fisiologicos de niveis de estresse em
peixes e mamiferos, em geral (Wendelaar Bonga, 1997). As variagoes
nos parametros sanguineos sao também amplamente utilizadas para
a mesma finalidade. E o caso, por exemplo, de alteragdes nos valores
de hematdcrito e na concentracdo de hemoglobina, que podem
aumentar ou diminuir, dependendo do tipo de agente estressor que
0s peixes sao submetidos. Devido as conexdes do sistema
imunoldgico com o enddcrino, condigdes de estresse podem levar a
uma imunossupressdao, que por sua vez, pode ser refletida nos
valores numéricos de leucocitos circulantes. Assim, variacdes nos
valores absolutos ou relativos dessas células de defesa podem indicar
a influéncia do estresse no sistema imunoldgico (Tavares-Dias &
Moraes, 2004).

RESPIRACAO EM PEIXES

O ambiente aquatico é extremamente dinamico e os animais
que vivem nesse ambiente enfrentam alteracdes ambientais
dificilmente enfrentadas pelos animais terrestres. Fatores como
mudangas rapidas ou extremas na concentragao de Oz dissolvido, pH
e salinidade, podem ocasionar estresse e reduzir a habilidade em
manter a homeostase do animal (Mariano, 2006).

O oxigénio é essencial a vida dos organismos aquaticos e
baixas concentragdoes de oxigénio dissolvido na dgua podem causar
atraso no crescimento, reducao na eficiéncia alimentardos peixes, e
aumento na incidéncia de doencas e na mortalidade, resultando na
redugao na produtividade dos sistemas aquaculturais (Kubitza, 1998).
Quanto ao processo de obtengdo de oxigénio em peixes, as espécies
podem ser classificadas como de respiracao exclusivamente aquatica;
de respiracdo aérea obrigatdria e de respiracdo aérea facultativa ou
acessoria. Tal classificagio corresponde aos mecanismos de
respiracao unimodal aqudtica, unimodal aérea e bimodal aérea e
aquatica (Kramer, 1983).
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Os peixes de respiragao aérea obrigatoria utilizam o oxigénio
atmosférico independentemente da concentracao deste gas na agua,
morrendo asfixiados quando nao respiram o ar atmosférico. Essas
espécies geralmente vivem em estudrios e dguas doces tropicais, onde
condigOes de escassez do oxigénio dissolvido sdao mais frequentes
(Dehadrai & Tripathi, 1976; Glass et al., 1986; Graham, 1997).

Ja nos que respiram facultativamente, os drgaos respiratdrios
podem ser derivados do trato alimentar como a cavidade bucal em
Electrophorus e Symbranchus;  estobmago em loricarideos como
Hypostumus e Pterygoplichthys;  intestino em calictideos como
Callichthys e Hoplosternum ou podem apresentar modificagdes na
bexiga natatdria (vascularizagao) como em Hoplerythrinus e Piabucina,
podendo utilizar respiracao aérea, caso o teor de oxigénio do meio se
reduza (Carter & Beadle, 1931; Lowe-Mcconnel, 1987; Fernandes &
Moron, 1996; Graham, 1997).

HIPOXIA E EXPOSICAO AO AR

Entre os fatores quimicos estressantes, a redugao nos niveis de
oxigénio dissolvido na 4agua, designada como hipoxia, ¢é
provavelmente a principal causa de mortalidade de peixes em viveiro
de piscicultura (Silveira et al., 2009). A hipdxia normalmente ocorre
quando o numero de peixes no tanque estd acima da capacidade de
suporte do viveiro, o que aumenta a demanda por oxigénio na agua.
O problema ocorre também a noite, quando os seres vivos do
reservatorio (algas e plantas macrofitas, por exemplo) consomem
oxigénio simultaneamente (Oba, 2009). Além de ser um problema
ambiental, causado pela estratificagao vertical da coluna d’agua, pode
ser também provocada pela agdo antropogénica por meio do
excessivo despejo de nutrientes e matéria organica dentro de corpos
d’agua (Cruz, 2007).

Segundo o padrao de recomendacdo, o nivel ideal da
concentracdo de oxigénio dissolvido deve estar entre os valores de 2,0
a 7,0 mg/L. Durante periodos de 12h de exposigao a hipdxia, os peixes
apresentam alterados os niveis de cortisol e de lactato plasmatico.
Uma alternativa para solucionar o problema ¢ a utilizacao de
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aeradores, para permitir a renovagao de O: na agua (Porto, 2005).
Embora algumas espécies apresentem certa tolerancia a hipoxia, a
intensidade e a duragdo do problema irdao fatalmente comprometer o
desenvolvimento do peixe, a produtividade do viveiro, podendo
ocasionar inclusive a mortalidade total do plantel (Silveira, et al., 2009).

Com o auxilio das branquias, os peixes realizam as trocas
gasosas por difusdo direta entre o sangue e a agua. Quanto maior a
pressao parcial de oxigénio e menor a de gas carbdnico na dgua, mais
facilmente se processa a respiracao nos peixes (Kubitza, 2009). Um
dos estressores diretamente ligados a respiragdo em peixes € a
exposigao ao ar, situagdo que ocorre com grande frequéncia em
peixes de cultivo. A exposi¢ao ao ar é inevitavel em praticas de rotina
em pisciculturas, entre elas o transporte. O transporte de peixes vivos
¢ uma das operacdes mais delicadas do sistema de cultivo,
principalmente no transporte de juvenis, ja que a comercializagao
destes tem aumentado consideravelmente (Diniz & Honorato,2012).

No transporte, os peixes sao submetidos a repetidas
exposigoes ao ar, inicialmente por serem retirados do tanque, durante
a captura, e depois ao serem acondicionados de volta (Biller, 2008).
Quando os animais sao submetidos a captura, seja ela realizada por
redes, anzois ou pugds, os peixes tendem a fuga, passam por
posterior exposi¢ao aérea, resultando assim, entre outras respostas,
no aumento da concentragdo de lactato e ions H no musculo, que
podem ser identificados na corrente sanguinea, além de elevadas
concentragoes de cortisol e glicose (Inoue et al., 2008). O aumento da
glicose plasmatica e do cortisol sao respostas ao estresse; a glicose
constitui uma fonte extra de energia que possibilita ao animal superar
os disturbios causados pelo agente estressor, ja o cortisol atua no
controle do balango hidromineral e do metabolismo energético,
combinando agdes compardveis aquelas da aldosterona e de
glicocorticoides em vertebrados terrestres. Outras agdes do cortisol
incluem reduc¢ao na taxa de crescimento e supressao das fungdes
imune e reprodutiva (Wendelaar Bonga, 1997).

Diferentemente da condi¢do hipdxia, as branquias
aparentemente, ndo sao funcionais na exposi¢ao aérea, pois nao ha
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fluxo de agua que passa entre seus filamentos. A exposicao ¢ uma
condicao estressante para os animais verificada pela redugao da
glicose hepatica e muscular e aumento da glicose plasmatica.Tanto o
estresse causado pela hipdxia no ambiente aquatico quanto o estresse
devido & exposigao aérea podem causar alteragdes hematologicas e
teciduais (Cruz, 2007).

Estudos realizados com peixes de respiragao aérea facultativa
mostram que durante a exposicdo ao ar ha a tentativa do animal de
manter a homeostasia interna, preservando assim a manutenc¢ao do
suprimento de O: aos tecidos. Ao trabalhar com exemplares de jeju
(Mariano, 2009) observou aumento dos parametros hematologicos, do
hematdcrito, da concentragdo de hemoglobina e da contagem de
eritrocitos afim de aumentar a capacidade de transporte do Oz O
aumento da glicose e a auséncia de aumento na concentracao de lactato
e piruvato também sdo indicadores do estresse por exposi¢ao aérea
pois sugerem que o O2 absorvido pela bexiga natatdria, mediado pelos
ajustes hematologicos, manteve o suprimento de O2 aos tecidos e o
metabolismo aerdbico durante a exposigao ao agente estressor. Estudos
realizadas com matrinxa Brycon amazonicus constataram que a
exposicao aérea pelo periodo de dois minutos foi suficiente para
provocar respostas fisioldgicas de estresse com alteragdes
hematoldgicas, hormonais, metabdlicas e eletroliticas (Abreu, 2003).

CONSIDERACOES FINAIS

Na piscicultura intensiva, o estresse estd sempre presente,
provocando queda no sistema produtivo e imunoldgico e
consequentemente, aparecimento de doengas. As praticas de manejo
sdo as principais causadoras do estresse e precisam ser realizadas
com cuidado para minimizar o problema. Algumas medidas podem
atenuar o problema, tais como a inclusdao de niveis adequados de
vitamina C, suplementagao com cromo para preparacao dos peixes
para manejo e utilizacdo de algumas substancias, tais como sal
comum ou anestésico, para diminuir os efeitos estressores.
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CAPITULO 12
FITOTERAPICOS NA PISCICULTURA: REVISAO
COMENTADA

Sergio Henrique Canello Schalch!
Fernanda Menezes Franca
Sandra Maria Pereira da Silva

INTRODUCAO

Os atuais sistemas de producdo de peixes estao
representados, em sua maioria, por cultivos intensivos e semi-
intensivos. Nesses, sistemas, 0s animais sao expostos
constantemente ao manuseio excessivo, transporte, altas densidades
de estocagem, variagOes na qualidade da dgua, além de dependerem
de uma dieta artificial como tnica fonte de alimento. Essas praticas
de manejo induzem ao estresse, com consequentes perdas na
produgao devido a diminuigdo no ganho de peso e na imunidade,
que aumenta a susceptibilidade a doengas (Belo et al., 2012; Brandao
et al., 2006). Quando instaladas na piscicultura, diversas doencas
sejam elas bacterianas, parasitarias, fingicas e virdticas provocam
perdas na produgdo e produtividade. Em geral, para que sejam
controladas ou eliminadas tais doencas da criacdo, devem ser
investidos grandes esfor¢os financeiros, com o alto custo de
produtos quimicos, manejo e mao-de-obra especializada.

Em funcdo da elevada ocorréncia de doencas, o uso de
produtos quimioterdpicos e antibidticos tem aumentado nesses
sistemas de criagao intensiva (Moraes & Moraes, 2009). Além disso,
muitas vezes, esses compostos quimicos sao utilizados de forma
erronea, com doses erradas e produtos que eram para combater uma
doenga sao utilizados para combater outra. Frequentemente, tais
produtos quimicos sao utilizados quando os peixes encontram-se

Schalch et al. Fitoterapicos na piscicultura: revisdo comentada. In: Tavares-Dias, M.
& Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas perspectivas. Sao Carlos,
Editora Pedro & Jodo, 2015.
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muito infectado por bactérias, fungos ou protozoarios, nao
suportando qualquer intervengao principalmente quimica devido ao
estresse, podendo vir a morrer, causando entdo prejuizos ao
produtor devido aos gastos com tratamento e perda do plantel.

Nos tratamentos contra parasitoses de peixes, utilizam-se
principalmente formalina, sulfato de cobre, cloramina, pesticidas
organofosforados e  diflubenzuron. Antibidticos, como a
oxitetraciclina, sdao usados no tratamento de infec¢Oes bacterianas.
Esses produtos, além de efeito toxico aos tecidos dos peixes,
principalmente para as branquias, tegumento e figado, podem
acumular residuos na musculatura (Tavechio et al., 2009). A
presenca de residuos em tecidos dos peixes comercializados resulta
em restricoes na comercializagao e pode oferecer risco potencial ao
consumidor, caso nao sejam respeitados os tempos de caréncia pds-
tratamento (Cabello et al, 2013). Além disso, aumentam
significativamente o impacto ambiental no entorno da piscicultura
onde os residuos dos tratamentos sao descartados. Cabe ainda
ressaltar que a utilizagao de produtos quimicos deve ser regida por
legislacdo especifica e que no Brasil, poucos produtos sao
registrados para uso em aquicultura (Tavechio et al., 2009).

O wuso indiscriminado desses produtos quimicos também
acarreta em problemas como o aumento da selecio de
microrganismos resistentes e, consequentemente, a proliferacao de
bactérias resistentes, devido a morte das nao resistentes ao
antibiotico, havendo também a possibilidade de transferéncia dos
genes de resisténcia as outras bactérias nunca expostas ao
antibidtico. O uso excessivo de antibioticos na aquicultura pode
impactar negativamente a saide dos peixes e do homem, assim
como o ambiente aquatico, devendo ser melhor avaliado e
regulamentada (Cabello et al., 2013).

A utilizagdo de fitoterdpicos vem ganhando espago na
aquicultura como alternativa para controle profilatico, devendo ser
incentivado. Os fitoterdpicos apresentam algumas vantagens sobre
os produtos sintéticos para o cultivo de peixes tais como potencial
menos toxicos por serem menos concentrados; possuem multiplos
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modos de agao, resultando em menor probabilidade de causar
resisténcia; além de diminuir o impacto ambiental, pois esses sao
produtos biodegradaveis e dos residuos quimicos nos animais,
auxiliando na qualidade do cultivo, e reduzir os custos de produgao
(Coimbra et al., 2006). Ha varias de plantas medicinais que possuem
grande potencial para ajudar a piscicultura nesse sentido.

A utilizagao de fitoterdpicos na piscicultura é uma alternativa
viavel no controle e prevencao de patégenos em substituicao ao uso
de produtos quimicos e antibidticos. O controle de diferentes
espécies de bactérias Pseudomonas spp. e Aeromonas spp., redugao de
infeccdo por fungos, controle de Trichodina spp., Ichthyophthirius
multifiliis e monogenéticos vem sendo obtido em diversas espécies
de peixes com o uso de diferentes fitoterapicos, considerados
imunoestimulantes, que aumentam a resisténcia dos peixes e
estimulam as respostas nao-especificas do sistema imunologico.
Esses produtos podem ser de baixo custo para o produtor (Tavechio
et al., 2009).

Aqui os principais agentes fitoterdpicos que podem ser
utilizados na piscicultura sao destacados.

PLANTAS MEDICINAIS E SUA UTILIZACAO

Os agentes fitoterapicos vém sendo testados na piscicultura,
para evitar o uso de produtos quimicos. Na Tabela 1 é apresentada
uma relacdo de plantas medicinais com grande potencial para a
piscicultura e forma de wuso. As plantas aqui selecionadas
representam varios estudos cientificos comprovando atividades
bioldgicas nos testes em laboratério para  diferentes
finalidade(antibiotica, antimicrobiana, antibacteriana, antifingica,
antiviral, agdo sobre o sistema imunologico, cicatrizante, outros).
Dentre os critérios para a selecdo destas espécies destaca-se a
facilidade ao acesso a planta, ao cultivo, a obtengao de material
vegetal e baixa toxicidade. O potencial das mesmas para a sanidade
de peixes e organismos aquaticos é grande, podendo se transformar
em uma alternativa saudavel no manejo da aquicultura a base de
insumos naturais.

239



Tabela 1. Fitoterdpicos com potencial para uso na piscicultura.

Nome popular  Espécie Principios ativos Indicagao potencial Modo de extracao Forma de
aplicagao
Carqueja Baccharis trimera  Flavonoides, oleos essenciais - Antibacteriana, antifingica Extrato aquoso Banho
carquejila
Macela Achyrocline Flavonoides, serquiterpenos e Antiviral, antifingica, Extrato aquoso Banho
satureioides terpenos antiinflamatéria
Alecrim Lippia sidoides Oleo essencial - timol Antibacteriana, antifingica, Extrato aquoso, dleo Banho
pimenta antimicrobiana essencial
Erva cidreira Lippia alba Oleo essencial — citral e outros Antibacteriana, antifingica, Extrato aquoso, 6leo Banho
brasileira componentes como agao de antimicrobiana essencial
biodefensivos
Terramicina Alternanthera Terpenos, esteroides e compostos ~ Antiviral, antibiodtica, Extrato aquoso Banho
brasiliana fendlico. Fitosterol e 3 antitumoral
-sitosterol
Pariri Fridericia chica Flavonodides Sistema imunoldgico, Extrato aquoso, droga Alimentagao,
antiviral, cicatrizante vegetal moida banho
Fafia brasileira ~ Hebanthe Saponinas e substancias ~ Sistema imunoldégico, Droga vegetal moida, Alimentacao
eriantha nutritivas antitumoral extrato seco
Guagatonga Casearia Terpenos e flavondides Antibacteriana, Extrato aquoso Banho
sylvestris antiinflamatdria,  antiviral,
cicatrizante
Tansagem Plantago major Taninos Antiinflamatdria Extrato aquoso Alimentacao,
banho
Picao preto Bidens pilosa Derivados de poliacetilenos e antibidtica, antiinflamatéria, Extrato aquoso, extrato Banho,
flavonoides antimicrobiana, antiviral etandlico. droga vegetal alimentacao

moida
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Os fitoterdpicos podem ser administrados de diferentes
formas, através da alimentagao dos peixes, adicionados a ragao
(Santos et al., 2009), aplicados em tanques, ou através de banhos,
spray e injecao (Monteiro, 2012; Sahu et al., 2007).

Diversos outros fitoterdpicos podem ser utilizados no
tratamento das parasitoses de peixes como o caso do nim Azadirachta
indica (Cruz et al, 2008), do chapéu-de-sol Terminalia catappa
(Claudiano, 2009), do alho (Martins, 2004) entre outros. Muitas
plantas sdo conhecidas popularmente como portadoras de atividade
antihelminticas. Fujimoto et al. (2012) observaram a diminuic¢ao de
nematoides intestinais e estomacais de lambaris Astyanax cf. zonatus
alimentados com sementes de abobora Cucurbita maxima.

A eficacia do extrato aquoso de folhas secas de T. catappa em
juvenis de tambaquis parasitados por monogeneas, Ichthyophthirius
multifiliis e Piscinoodinium pillulare foi estudado por Claudiano et al.
(2009). Esses peixes foram submetidos a banhos em solugdes
contendo 40, 80 e 120 ml de extrato /L de dgua. O extrato aquoso de
folhas secas de T. catappa na concentracao de 120 ml/L é eficaz no
controle de monogenea e do protozoario P. pillulare em juvenis de
tambaqui, todavia, ndo produz efeito antiparasitario desejado contra
o protozoario I. multifiliis. O extrato ndo apresentou efeitos toxicos
para os peixes em nenhuma das trés concentragoes.

Ndong & Fall (2011) avaliaram os efeitos do alho (Allium
sativum) incorporado a dieta (0%, 0,5% e 1%) de juvenis de tilapias
hibridas (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus). Observaram
melhora no sistema imune, com aumento de leucdcitos, atividade
fagocitaria, indice fagocitico e atividade lisossomatica dos peixes
alimentados com 0,5% de alho apds 4 semanas.

Estudos in vivo e in vitro com Lippia alba, Lippia sidoides, Lippia
gracilis, Lippia organoides e Lippia gracilis comprovaram atividade
antimicrobiana, antiparasitaria e antinflamatéria, analgésica em
diferentes espécies animais, indicando grande potencial dessas
plantas para uso na medicina veterindria. Algumas espécies de
Lippia estao sendo utilizadas também na aquicultura. Portanto,
produtos obtidos dessas plantas sdo recursos promissores na
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piscicultura, necessitando de estudos para desenvolvimento de
tecnologias que possibilitem seu uso (Soares & Tavares-Dias, )

Chansue et al. (2007) avaliaram a resisténcia de alevinos de
carpa comum (Cyprinus carpio) alimentados com extrato de folhas de
goiabeira (Psidium guajava Linn.) a infec¢bes por Aeromonas
hydrophila. Os resultados indicaram que este extrato pode estimular
as respostas imunolodgicas nao-especificas, aumentar os resultados
de fagocitose e diminuir a taxa de mortalidade das carpas por
contaminagdes bacterianas. Os efeitos foram refor¢ados pelo longo
periodo de exposicao.

Semente de manga (Magnifera indica) adicionada a ragdo de
alevinos de Labeo rohita, nas concentragdes de 0, 1, 5 e 10 g/kg de
ragao, aumentou a resisténcia a Aeromonas hydrophila, estimulando a
imunidade e aumentando a sobrevivéncia destes peixes. A
sobrevivéncia observada, 10 dias apds a infeccdo, foi de 50% para o
grupo controle (0 g/kg de racao) e 98% para o grupo alimentado com
5 g/kg de ragao (Sahu et al., 2007).

Pseudomonas  fluorescens isoladas de culturas de bactérias
coletadas de carpas e bagres com septicemia bacteriana hemorragica
mostrou sensibilidade a antibidticos. A atividade antimicrobiana in
vitro para extratos de folhas de Tamarindus indicus, Terminalia chebula,
Citrus aurantifolia, Eugenia caryophyllata e Spondias pinnata demonstrou
inibir o crescimento de P. fluorescens (Foysal et al., 2011).

Para a utilizagdo com finalidade profilatica em peixes ¢
fundamental que testes de toxicidade dos fitoterapicos sejam
realizados quando estuda-se a eficidcia de uma nova planta, pois
alguns produtos apresentam concentragdes terapéuticas proxima da
letal (Aguinaga et al., 2014; Claudiano et al.,2012).

A Portaria 48, de 12/05/1997, da Secretaria da Defesa
Agropecuaria, do Ministério da Agricultura, determina que para o
registro de antiparasitarios para bovinos sua eficicia nao pode ser
inferior a 90%. Para peixes somente um produto teve o registro
aprovado pelo Ministério da Agricultura conhecido popularmente
como Agquaflor a base de antibidtico. A piscicultura necessita
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urgente de produtos que nao agridam o produtor, cuide da saude
dos animais aquaticos e que nao poluam o ambiente aquatico.

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo do uso de fitoterapicos na piscicultura deve ser
ampliado, a grande diversidade da flora brasileira oferece um amplo
campo de pesquisa, podendo ser mais explorado em relagao a sua
utilizacdo profilatica e tratamento para peixes. As plantas
medicinais, seus extratos e dleos possuem um potencial grande para
o combate das principais enfermidades em peixes de cultivo,
acrescenta um custo baixo para a sua utilizagdo. A diversidade de
principios ativo existente necessita ser estudada em relagao a sua
acao imunoestimulantes para peixes. Dessa forma, o uso dos
fitoterdpicos na piscicultura, representaria um beneficio ao produtor
e ao ambiente, resultando na producao de um pescado de boa
qualidade para o consumidor.
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CAPITULO 13

ANTIMICROBIANOS UTILIZADOS NO CONTROLE
DE DOENCAS DE PEIXES EM SISTEMAS DE
CULTIVO

Natdlia Sayuri Shiogiri!
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INTRODUCAO

A aquicultura é um dos setores da produgdo animal com
maior crescimento e seu desempenho tem sido maior do que
qualquer outro setor de producdo animal para alimentos. A
producao global de alimentos da aquicultura, incluindo peixes,
crustaceos, moluscos e outros animais aquaticos para o consumo do
homem alcangou 52,5 milhdes de toneladas em 2008 (FAO, 2010).

A expansao aquicola nos mais diversificados ecossistemas
aquaticos mundiais tem possibilitado que animais de criagao entrem
em contato com diferentes tipos de patdgenos. A intensificacao da
produgao com alta densidade de animais por m?, o manejo alimentar
inadequado associado a pouca tecnologia e conhecimento sobre
manejo desses sistemas tém contribuido de forma decisiva para a
diminui¢do da qualidade agua de criagao o que, consequentemente,
favorece a ocorréncia de parasitas, bactérias, fungos e, mais
recentemente, de virus. Assim, as perdas durante o ciclo de criagao
devem-se principalmente a incidéncia de enfermidades que
comprometem o desenvolvimento dos animais e, em ultimo caso,
levam a mortalidade (Ranzani-Paiva et al., 1997; Rohr et al., 2011;
Marquez et al., 2014).

Shiogiri et al. Antimicrobianos utilizados no controle de doencas de peixe em
sistemas de cultivo. In: Tavares-Dias, M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no
Brasil: novas perspectivas. Sao Carlos, Editora Pedro & Joao, 2015.
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Nos sistemas de criagdo, os peixes em diferentes estagios do
ciclo de vida sao suscetiveis, de forma diferenciada, a infeccoes
bacterianas. Os  principais problemas no emprego de
antimicrobianos para controle dessas infec¢des sao o aumento de
resisténcia de bactérias patogénicas, a disseminagao de resisténcia
no ambiente, o aumento significativo do numero de cepas
patogénicas que persistem na epiderme dos peixes e o numero
reduzido de drogas registradas para uso em aquicultura. Além
disso, ainda é necessario conhecer os possiveis efeitos que essas
drogas podem causar no ambiente aquatico e, nos proprios peixes,
para subsidiar com seguranga sua aplicagdo e utilizagdo nos
sistemas de criacao (Ferreira et al., 2007).

A ocorréncia de doengas tem aumentado nos principais
sistemas de produgao intensiva, especialmente, quando ha um
desequilibrio no ambiente aquatico devido a erros de manejo ou
alteragdes dos fatores abidticos, uma vez que, na aquicultura, o
ambiente aquatico favorece a emergéncia e a propagacao de doengas
infecciosas. Mudangas fisico-quimicas abruptas, como a diminuigao
acentuada da temperatura, da concentracao de oxigénio dissolvido
(O2), podem ter um efeito direto na satde do peixe, deixando a
populagao mais vulneravel aos surtos de doengas infecciosas. Esse
cendrio, juntamente com possiveis praticas de manejo inadequadas
associada a alta densidade de estocagem e traumatismos
decorrentes de manejo, favorece o aparecimento de parasitas,
infecgdes por bactérias, fungos e virus (Rohr et al., 2011; Marquez et
al., 2014).

DOENCAS BACTERIANAS E O CULTIVO DE PEIXES

A ocorréncia de doencgas bacterianas tem sido um fator
limitante para o desenvolvimento da aquicultura brasileira e
mundial. Para manter o crescimento da produgdo de organismos
aquaticos € necessdrio desenvolver planos de manejo e
biosseguranca nos diferentes elos da cadeia produtiva. As doencas
bacterianas tém sido as principais causas de mortalidade (causa
mortis) na criagao de tildpias e, ainda, atua como um agente
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secundario ou oportunista na infestacao por parasitos (Padua &
Cruz, 2014). Algumas doengas bacterianas apresentam um padrao
sazonal com aumento de casos em alguns periodos do ano,
enquanto que outras podem ocorrer durante todo o ciclo anual, ndo
estando diretamente relacionadas a fatores climaticos.

Na criacdo de tilapias, as bactérias que sao frequentemente
isoladas de surtos de mortalidades tem sido Aeromonas spp.,
Pseudomonas fluorescens, Vibrio anguillarum, Flavobacterium columnare,
Edwardsiella tarda, Streptococcus spp. e Enterococcus sp. (Moraes &
Martins, 2004); Francisella noatunensis (Padua & Cruz, 2014) e em
criagdo de peixes nativos como o pacu (Piaractus mesopotamicus), a
mais frequente é Aeromonas hydrophila (Carraschi et al., 2014). Essas
bactérias causam grandes perdas no cultivo intensivo que podem
chegar a 100% de mortalidade, dependendo da fase do ciclo
produtivo. As bactérias sao parte da microbiota natural do meio
aquatico e algumas espécies sdao consideradas patogénicas
oportunistas, pois provocam infeccdes em peixes que estdo em
condi¢gbes ambientais desfavoraveis (Murray et al., 2011). Muitas
permanecem em estado subclinico, dificultando o reconhecimento
da doenga (Murray et al., 2011) em peixes com resisténcia natural
reduzida, ou seja, formas larvais ou jovens em consequéncia do
sistema imunolodgico imaturo (Kirkan et al., 2003).

Dentre as bactérias que ocorrem comumente nos sistemas de
produgao aquicola, as pertencentes ao género Aeromonas sao as mais
comuns. Aeromonas salmonicida tem causado grandes perdas em
salmonideos e ciprinideos de ambientes de regiao temperada, com
aguas mais frias. Aeromonas hydrophila tem afetado muitas espécies
de peixes em uma variedade de ambientes (Newman, 1993; Dallaire-
Dufresne et al., 2014). Aeromonas hydrophila é uma bactéria gram-
negativa em forma de bastonete, anaerobica facultativa, nado
esporulante, mdvel, com um flagelo polar, citocromo oxidase
positivo e com ou sem produgao de gas (Cipriano, 2001), é a mais
comum em agua doce e tem distribuicdo cosmopolita devido a
adaptabilidade a diferentes ambientes aquaticos (Hazen et al., 197§;
Mateos et al., 1993; Zhang et al., 2014).
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Aeromonas hydrophila esta presente naturalmente nos
ecossistemas aquaticos de dgua doce e faz parte da microflora
intestinal (Topic Popovic et al., 2000) causando doengas em peixes
selvagens e em sistemas de criagdo. A doenga € caracterizada pela
presenca de pequenas lesdes superficiais, hemorragias focais,
particularmente nas branquias e opérculos, tlceragdes, abcessos e
exoftalmia; internamente, pode haver acimulo de liquido ascitico,
anemia e lesdes no figado e rins (Austin &Austin, 1987). Em
infecgdes agudas, subcronicas e cronicas pode ocorrer septicemia
hemorragica (Schédperclaus et al., 1992) e ulceracdes em toda a
superficie corporal (Carraschi et al., 2011).

Apesar da severidade da infeccdo por aeromoniose, outros
géneros de bactérias mais agressivos tém se tornado um grande
problema nos sistemas de produgao aquicolas tropicais. Um deles é
o género Streptococcus gram-positivo, dentre eles o Streptococcus
agalacteiae, ~Streptococcus dysgalactine e Streptococcus inea. A
estreptococose ¢ uma doenga septicémica em peixes de dgua doce e
de 4gua salgada, seja em cultivo ou ambiente natural (Evans et al,,
2004).  Streptococcus  causa  infeccdes e  hepatomegalia,
esplenomegalia, lesdes na pele e na base das nadadeiras, perdas de
escamas, exoftalmia com opacidade de cérnea, escurecimento dos
peixes, natagdo erratica e, como tem evolugdo rapida, causa morte
dois a trés dias apos o inicio dos sinais clinicos da infecgao
(Figueiredo et al., 2006). A infeccdo é mais comum em periodos com
temperaturas mais elevadas, principalmente durante a transigao
inverno-primavera (Salvador et al., 2003), causando grandes perdas
econdmicas que, em geral, tém sido relatadas em varias fases do
sistema produtivo (Abdelsalam et al., 2013; Kayansamruaj et al.,
2014; Wang et al., 2014). As principais perdas causadas por esse
género de bactéria estdo relacionadas com a ocorréncia da infecgao
em estado subcronico ou subclinico durante praticamente todo o
ciclo produtivo causando mortes sistematizadas ou didrias dos
peixes.

Devido a intensificagdo dos ciclos produtivos e redugao da
qualidade ambiental, onde os sistemas aquicolas estdo inseridos,
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bactérias anteriormente descritas somente como parte da microbiota
natural ou isoladas em situagOes graves de alteracoes ambientais,
tém sido consideradas emergentes e causado grande preocupagdes
para o aquicultor. Dentre essas destacam-se a Edwarsiella tarda,
bactéria em forma bastonete, gram-negativo e movel que causa a
edwardsiellose em uma ampla variedade de peixes de criagao e
perdas significativas na aquicultura mundial (Griffin et al., 2013).
Streptococcus parauberis foi identificada pela primeira vez, 1993, em
Scophthalmus maximus da Espanha, como um patdgeno de peixes
apos um surto (Domenech et al., 1996) e nos Estados Unidos (Haines
et al., 2013). Francisella noatunensis que é um pequeno coccobacillus
gram-negativo pleomorfico (Soto et al., 2013; Leal et al.,, 2014), que
causa a francisellose em um grande nimero de espécies de peixes de
cultivo, especialmente em periodos com temperatura da dgua abaixo
de 24 °C (Padua & Cruz, 2014). Flavobacterium columnare, uma
bactéria gram-negativa que causadora da columnariose ¢ uma das
mais antigas doencas de peixes na América do Norte, e tem sido um
problema em criagao de peixes em varias areas do mundo, inclusive
no Brasil (Figueiredo et al., 2005; Beck et al., 2012). Lactococcus lactis
e Lactococcus garvieae que apresentam alguns sinais clinicos similares
ao S. ineae como anorexia, letargia, perda de orientagao e exoftalmia
(Eldar & Ghittino, 1999).

ANTIMICROBIANOS EM USO NA AQUICULTURA

As doengas bacterianas sao frequentes nos mais
diversificados sistemas de producdo aquicolas e, atualmente, ha
varias formas de controle. O controle preventivo é efetuado através
de programas de biossegurancas ou de promocao de saude dos
animais e o manejo profilatico com a utilizacdo de vacinas. O
controle das infec¢Oes se faz com o tratamento das mesmas com a
utilizacdo de antimicrobianos, os antibidticos. Entretanto, o uso de
antibidticos tornou-se uma pratica comum em todas as fases do ciclo
produtivo de peixes, com utilizacao indiscriminada, sem um
diagnoéstico preciso do agente causador da infec¢do ou sem o
reconhecimento do nivel doenga propriamente dita como, por

249



exemplo, o reconhecimento de um escopo de bactérias e possiveis
sinais clinicos de A. hydrophila em Piaractus mesopotamicus como
proposto por Carraschi et al. (2014). Muitos grupos de antibidticos
tém sido empregados na aquicultura e, dentre eles, os principais sao:
tetraciclinas, sulfonamindas e cloranfenicol (Baticados & Paclibare,
1992; Migliore et al., 1993, Defoirdt et al., 2007) (Tabela 1).

Tabela 1. Antibidticos usados na aquicultura, suas aplicagdes.

Antibidtico Eficacia para bactéria Referéncias

Aerococcus viridans, Haemophilus piscillum, Indicagio do

Oxitetraciclina®*  Aeromonas salmonicida, Aeromonas .
fabricante

liquefaciens, Aeromonas hydrofila

Pasteurella  piscida, Edwardsiella tarda, Indicagio do

Florfenicol* Vibrio  anguillarum e Aeromonas .
o fabricante
salmonicida.
Azitromicina . . . Fairgrieve et
. .. Renibacterium salmoninarum
Eritromicina al.(2005)
. .. Hui-Mim et al.
Aeromonas  hydrofila, A. salmonicida, u 1Tn.e a
Enrofloxacina Streptococcus S Renibacterium (1994); Williams et
sulmponinarum P al. (1997); Carraschi
et al. (2014).
Sarafloxacina o
. Furunculose, vibriose e doenca da boca
Norfloxacina L. Serrano (2005).
. . vermelha entérica
Difloxacina
Sulfametoxazol
Sulfatiazol
F lose, d da b 1h
Sulfadiazina uruncuiose, doenea da boca VEIMEMA — cpg AMP (1997)
. entérica e vibriose
Sulfametazina
Sulfadimetoxina

*indica antibiéticos registrados para uso na aquicultura no Brasil.

O uso indiscriminado de antimicrobianos é decorrente de
poucos produtos ser registrados para tal atividade, além da auséncia
de programas de biosseguranga ou de profilaxia e o escalonamento
de aplicagdes em determinadas fases do ciclo produgao sem prévio
diagnostico da presenga da bactéria. Porém, ha perspectivas de
mudanga desse cendrio; no Brasil existem dois antibioticos
registrados para o uso aquicola: florfenicol e oxitetraciclina e, ha
uma série deles em fase de pesquisa quanto a ecotoxicologia,
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eficicia, seguranga ambiental, incluindo o estudo dos possiveis
residuos e a seguranga para o consumidor de pescado. A principal
controvérsia sobre o uso de antibioticos nos sistemas de produgao
aquicola estd relacionada a dois temas centrais: a selecao de estirpes
resistentes a estes produtos e o risco a saude publica como o
consumo de aguas e pescado contaminado por antibidticos (Hao et
al., 2014).

Dentre as moléculas registradas, o florfenicol é um
antibidtico de amplo espetro, formulado na forma de premix
alimentar com 50% de ingrediente ativo e com eficacia comprovada
contra S. agalactiae, Yersinia ruckeri (indicacdo do registrante do
produto comercial), Pasteurella piscida (Photobacterim damselae subsp.
piscida), E. tarda, Vibrio anguillarum (Fukui et al., 1987), A. salmonicida
(Inglis et al., 1991) e Aeromonas sp. (Carraschi et al., 2014). O
florfenicol é um antimicrobiano que tem atividade contra bactérias
gram-negativas e gram-positivas, sendo um andlogo fluorado do
thiamfenicol, que por sua vez, é um analogo do cloranfenicol; essas
mudancas estruturais conferem vantagens na sua atividade,
particularmente contra bactérias resistentes ao thiamfenicol e
cloranfenicol. Ele age se ligando a subunidade ribossomal 50S
evitando a sintese proteica da bactéria (Cannon et al., 1990), com
rapida diminui¢do da sua concentragdo no tecido muscular apds o
termino da exposi¢do do peixe ao medicamento (Gaikowski et al.,
2010).

A oxitetraciclina pertence ao grupo das tetraciclinas e
apresenta eficdcia contra Aerococcus viridans, Haemophilus piscillum,
A. salmonicida e A. liquefaciens (indicagao do registrante do produto
comercial), A. hydrophila, A. sobria, Pseudomonas sp., Cytophaga
psychrophilia, Chondrococcus (Flexibacter) columnaris (Serrano, 2005;
Carraschi et al.,, 2011) e Flavobacterium columnare (Andrade et al.,
2006). Esse antimicrobiano € utilizado, em geral, de forma irregular,
sem respeitar a dose recomendada, o periodo de tratamento, a
caréncia e também tem sido empregado de forma profilatica, dentre
outros fatores, o que tem contribuido de forma decisiva para
ocorréncia de resisténcia de bactérias como relatado em sedimento
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de areas de producdao na Noruega (Samuelsen et al., 1992)Além
disso, em produgao de trutas arco-iris em isolados de Flavobacterium
psychrophilum e Y. ruckeri (Schmidt et al, 2000), fazendas de
producgao de salmdo no Chile (Miranda & Zemelman, 2002), em
isolados de A. hydrophila de P. mesopotamicus e O. niloticus, no Brasil
(Belém-Costa & Cyrino, 2006).

Outro antibidtico que tem sido muito utilizado ¢ a
enrofloxacina, que tem um extensivo uso em medicina veterindria,
amplo espectro de agdo e eficacia terapéutica contra Renibacterium
salmoninarum (Hui-Mim et al., 1994), A. salmonicida (Williams et al.,
1997), Aeromonas sp. e Streptococcus sp. (Carraschi et al., 2014).

Quinolonas e fluoroquinolonas, como a ofloxacina,
norfloxacina e ciprofloxacina apresentam eficacia contra Pasteurella
piscida, Vibrio anguillarum, E. tarda, Streptococcus sp. (Bowser &
Babish, 1991); e as sulfonamidas acrescidas de trimethoprim ou
ormethoprim sdao usadas contra furunculose, doenca da boca
vermelha entérica e vibriose (GESAMP, 1997).

Um grupo de antibidticos que vem sendo estudado sao os
macrolideos tais como eritromicina e azitromicina, que possuem
amplo espectro de agao e sao usados para tratamentos de doengas
infecciosas tanto em humanos como em animais (Bahal & Nahata,
1992). Azitromicina (9-deoxo-9a-aza-9a-methyl-9a-homoerythromyecin)
possui excelentes propriedades farmacocinéticas, especialmente, em
relagao a distribui¢do corporal e meia vida longa (Lode, 1991). Como
todo macrolideo, a azitromicina é efetiva contra bactérias aerdbias
gram-positivas, mas também ¢é efetiva contra algumas gram-
negativas (Peters et al., 1992).

O modo de agao da azitromicina é pela inibi¢do da sintese
proteica bacteriana via da ligagao com a subunidade ribossomal 50S,
impedindo a translocacdo dos peptideos. A azitromicina penetra nas
células, incluindo tecidos fibroblasticos e parece estar localizada
primariamente nos lisossomas (Shepard et al., 1992) e tem sido
estudada como substituta da eritromicina para a prevencgao e
controle das infec¢des por Renibacterium salmoninarum em
salmonideos (Fairgrieve et al., 2005). Em peixes tém sido conduzidos
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poucos estudos com a azitromicina, e sua farmacocinética e
farmacodinamica ainda sao desconhecidas.

Além da utilizagdo de antimicrobianos, alguns estudos
demonstraram que a utilizagdo de imunoestimulantes ou
coadjuvantes podem auxiliar na resposta de eficicia dos
antibidticos. Segundo Hang et al. (2014), a utilizagao de
lipopolissacarideo (LPS) e levamisol melhorou a resposta de
controle de doxiciclina (20 mg/kg) para a bactéria Edwardsiella
ictaluri com diminui¢dlo da mortalidade de Pangasianodon
hypophthalmus, em relagdo ao grupo controle e ao grupo tratado
apenas com antibidtico.

ECOTOXICIDADE PARA ORGANISMOS NAO-ALVOS E
RISCO AMBIENTAL

Para a utilizacdo de forma correta e sem risco ecotoxicoldgico
e preservagao da saude ambiental, além de conhecer a eficdcia
terapéutica e seguranga clinica dos antimicrobianos, é necessdrio
prever os possiveis efeitos agudos, subagudos e cronicos que esses
produtos podem apresentar para organismos nao-alvos. Na
avaliacao de risco ambiental do flofenicol e oxitetraciclina, tendo
como base a concentracdo letal 50% (CLso)) para esses
antimicrobianos, Carraschi et al. (2011) relataram que a utilizagao de
50 ou 1.750 mg/kg de oxitetraciclina e 1 mg/kg de florfenicol nao
apresentam risco de intoxicagao para o pacu P. mesopotamicus. Kiryu
& Moffitt (2002) estimaram a dose letal 50% (DLso) da eritromicina
para o salmado do Atlantico Salmo salar em 1.041 mg/kg, para o
salmdo-rei Oncorhynchus tshawytscha em 505 mg/kg, para a truta
Oncorhynchus clarki em 549 mg/kg e para a truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss em 513 mg/kg. Outros organismos aquéaticos
sdo mais sensiveis a antimicrobianos. Pomati et al. (2004)
verificaram que 1 mg/L de eritromicina inibiu em 20% do
crescimento de Synechocystis sp. PCC6803 (cianobactéria) e em 70% o
crescimento de Lemna minor (planta aqudtica da Familia:
Lemnaceae). A concentragado efetiva (CEso;7d) estimada para L. minor
foi de 56; 1,0 e 40 mg/L, respectivamente, para eritromicina,
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tetraciclina e ibuprofen (Pomati et al.,, 2004). A toxicidade aguda
(CEs0) de alguns antibidticos para Daphnia magna (microcrustaceo)
estao indicados a seguir: dcido oxolinico foi de 4,6 mg/L, tiamulina
de 40 mg/L, sulfadiazina de 221 mg/L, estreptomicina de 487 mg/L,
tilosina de 680 mg/L e oxitetraciclina 1.000 mg/L para Daphnia magna
(Wollenberger et al., 2000).

Em geral, na avaliagdo ecotoxicoldgica, o organismo mais
sensivel ¢ utilizado para classificar a toxicidade aguda de produtos
quimicos. Com base na classificagdo ecotoxicoldgica proposta por
Zucker & Johnson (1985) para organismos aquaticos nao-alvos, a
maioria dos antibidticos empregados nos sistemas aquicolas ou com
potencial para serem usados, sao classificados como toxicos ou
extremamente toxicos ou moderadamente tdxicos para organismos
aquaticos nao alvos da aplicagdo (Tabela 2). Dessa forma, a
toxicidade para estes organismos deve ser um fator fundamental
para a regulacao da dose a ser utilizada no tratamento de peixes,
visando evitar a intoxicagdo ambiental.

O aumento da atividade aquicola tem gerado preocupagao
sobre o uso excessivo de drogas e potencial risco ao homem devido
aos residuos nos alimentos, bem como ao meio ambiente. A forma
mais conveniente de administrar esses antibidticos é adiciona-los a
ragao (Shao, 2001), pois a quantidade de ingrediente ativo requerida
¢ menor do que a necessaria na administragao realizada por banhos
(Ferreira et al., 2007). Algumas avalia¢des de residuos de antibidticos
em peixes e ambiente tém sido empregadas no monitoramento
ambiental. Residuo de oxitetraciclina e flumequina em sedimento de
areas de produgao de peixes foi 246,3 e 578,8 ug/kg de sedimento,
respectivamente (Lalumera et al., 2004), a detec¢do de tetraciclina foi
de 2,1 a 152,0 ng/g de musculo de peixe (Chafer-Pericas et al., 2011).
Esses dados demonstram que € necessario conhecer a dose correta
de medicamentos veterindrios e a seguranca de aplicacdo desses
medicamentos para utiliza-los com o menor risco possivel ao meio
ambiente (Christensen et al., 2006).
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Tabela 2. Toxicidade aguda e classificacao ecotoxicologica de antibidticos
para organismos nao alvos.

g . Concentracao Classificagao
Antibiéticos/organismo N S
3o alvo (mg/L) /tempo de Referéncias ecotoxicoldgia (Zucker

ensaio & Jonhson (1985))

Oxitetraciclina
Pseudokzrchnerlella CLso: 72h=0,17 Nunes et al. Extremamente toxico
subcapitata (2005)
Florfenicol

Piaractus mesopotamicus
Sulfametoxazol
Selenastrum capricornutum
Sulfatiazol

Lemna gibba

Sulfadiazina
Microcystis aeruginosa

Sulfametazina
Lemna gibba
Sulfadimetoxina
Lemna gibba
Trimetropina
Daphnia magna
Enrofloxacina
Microcystis aeruginosa

Sarafloxacina
Microcystis aeruginosa
Amoxilina
Microcystis aeruginosa

Eritromicina
Daphnia magna
Claritromicina

Anabaena flos-aquae

CLso: 48h > 100

CEso: 72h =1,53

CEso: 7dias = 3,55

CLso:7dias = 0,0135

CEso: 7dias = 1,277

CEso:7dias = 0,248

CLso: 48h =92,0

CEso:7dias = 0,049

CLso: 7dias = 0,015

CEso:7dias = 0,0037

CL50:48h =210,6

CEso: 48h = 0,012

Carraschi et al.

(2011)

Eguchi et al.
(2004)

Brain et al.
(2004)

Holten-
Lutzhoft et al.
(1999)

Brain et al.
(2004)

Brain et al.
(2004)

Park & Choi
(2008)

Robinson et al.

(2005)

Holten-
Lutzhéft et al.
(1999)

Holten-
Lutzhéft et al.
(1999)

Harras et al.
(1985)

Baumann et al.

(2015)

Praticamente nao

tdxico

Moderadamente toxico

Moderadamente toxico

Extremamente tdxico

Moderadamente toxico

Muito toxico

Pouco toxico

Extremamente tdxico

Extremamente toxico

Extremamente toxico

Praticamente nao
tdxico

Extremamente toxico

*CL: concentracao letal; CE: concentracao efetiva
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando que os antibidticos sdao compostos
biologicamente ativos que podem interferir em sistemas biologicos,
seja atuando no desequilibrio da cadeia alimentar (efeito letal sobre
organismos nao-alvos, como residuo ambiental ou efeito sobre os
organismos alvos do tratamento, € necessdrio o uso adequado
dessas substancias para evitar danos ambientais. Os riscos
potenciais associados a liberagao de farmacos no ambiente tém se
tornado uma questdo cada vez mais importante para Orgaos
reguladores ambientais e a industria farmacéutica (Kiimmerer,
2004).

Dessa forma, o desenvolvimento da aquicultura de forma
segura do ponto de vista ambiental e de protecao a satide do
consumidor depende da tomada de decisao sobre o
desenvolvimento e registros de medicamentos veterindrios que
possuam estudos ecotoxicologicos e de risco ambiental, envolvendo
possiveis residuos e cuja dinamica ambiental tenha sido
caracterizada, além dos estudos de eficacia do controle do patogeno
alvo avaliado. Além disso, os procedimentos de manejo desses
medicamentos devem ser melhor estruturados, evitando a utilizagao
de ingredientes ativos que nao controlam determinados alvos e cujo
diagnoéstico de campo tenha sido comprovado utilizando exames
laboratoriais. As dosagens recomendadas devem ser respeitadas
pelos usudrios e consultores, e medidas de biosseguranga também
devem ser efetivadas nas areas de producao.
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CAPITULO 14
SANIDADE E PERSPECTIVAS PARA RANICULTURA
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José Luiz Pedreira Mourino
Mauricio Later¢ca Martins

INTRODUCAO
Importincia da ranicultura e breve historico no Brasil

A criacdo de ras em cativeiro, denominada Ranicultura,
baseada na exploragdo de ra touro Lithobates catesbeianus Shaw 1802,
¢ uma alternativa de empreendimento agroindustrial que se
desenvolveu nas ultimas décadas devido ao avango tecnoldgico e ao
aperfeicoamento das instalagdes e técnicas de manejo utilizadas no
cultivo. Uma de suas principais vantagens € a necessidade de pouco
espago em relagao as demais atividades pecudrias intensivas (Cribb
et al., 2013; Moreira et al., 2013).

O mercado mundial exige cada vez mais alimentos de
qualidade, e a carne de ra ¢ um deles. Esse produto, considerado
nobre, possui boa aceitabilidade e cunho medicinal, indicado por
nutricionistas e médicos por apresentar boa digestibilidade, ser
hipoalergénica, possuir baixo teor de gordura e colesterol, elevado
nivel de proteina, e ainda possui todos os aminoacidos essenciais
para o ser humano (Pires et al., 2006; Nobrega et al., 2007; Afonso,
2012). Além disso, de acordo com Baggio Silva et al. (2009), o
mercado nao se limita apenas ao consumo da carne de ra, pois novos
subprodutos derivados da ra estao sendo desenvolvidos e ganhando
cada vez mais mercado.

Pereira et al. Sanidade e perspectivas para ranicultura. In: Tavares-Dias, M. &
Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas perspectivas. Sao Carlos, Editora
Pedro & Joao, 2015.
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Devido a demanda da carne de ra3, sua producao mundial
aumentou significativamente entre 2003 e 2012. Neste periodo, a
produgao cresceu de aproximadamente 70 para 117 toneladas de
carne de ra (FAQO, 2015). Porém, estes dados sdao preocupantes, uma
vez que varios paises se figuram como produtores de carne de ras
entretanto nao produzem o animal com regularidade e suas
exportagdes dependem do extrativismo (Afonso, 2012). Ja no Brasil,
de acordo com o Censo Agropecudrio, em 2006 o pais produziu
aproximadamente 160 toneladas, com participa¢dao dos estados das
regides Sudeste e Sul (FAQO, 2015), entretanto observa-se atualmente
uma produgao pouco significativa devido ao colapso da atividade.

Originaria do Norte dos EUA e Sudeste do Canada, a ra touro
foi introduzida no Brasil por Tom Cyrril Harrison na década de 30
quando trouxe 300 casais para baixada Fluminense no Rio de Janeiro
onde a espécie se adaptou muito bem as condigdes climaticas
brasileiras favorecendo seu desenvolvimento e reprodugdo. Ja a
pratica da ranicultura, iniciou em 1935 com a instalacdo do Ranario
Aurora (Ferreira et al., 2002; Feix et al., 2006).

Desde o inicio da atividade no Brasil, varios modelos de
cultivo foram delineados para engorda destes animais. O modelo
denominado tanque ilha, apresentou como caracteristica principal a
escavagao na terra de um tanque com uma ilha central onde eram
depositados produtos organicos como atrativos para insetos que
serviam de alimentos para as ras. Este sistema é pouco recomendado
do ponto de vista higiénico-sanitario, além de apresentar resultados
pouco efetivos no desenvolvimento dos animais (Fontanello et al.,
1993). O sistema denominado confinamento, proposto por Oliveira
(1983), caracterizou-se por baias menores de alvenaria facilitando a
limpeza, apresentando areas secas e alagadas (piscinas). O sistema
Anfigranja, proposto por Lima & Agostinho (1988) sao construgoes,
cujas baias apresentam disposicao linear de cocho para alimentacao,
abrigo para protecao e area alagada para manuten¢ao metabdlica.
Fontanello et al. (1988) propds a engorda de ras em gaiolas, na
tentativa de diminuir o canibalismo e aumentar a produtividade por
area, e mais tarde a possibilidade de utilizagdo de andares com o
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surgimento do sistema Ranabox em 1990. Cinco anos apds, Mazzoni
et al. (1995) propuseram o sistema inundado, originalmente
desenvolvido em Taiwan, onde os animais sao mantidos em baias
preenchidas totalmente com agua e abriga maiores densidades de
estocagem, o qual é fortemente utilizado nos dias atuais. Por fim,
atualmente observam-se os sistemas hibridos, que envolvem
adaptagoes de dois ou mais sistemas.

PRINCIPAIS ENTRAVES NA PRODUCAO DE RAS

A ranicultura enfrenta o “famoso” ciclo vicioso na relagao
oferta/demanda da carne de ra, no qual o prego elevado restringe o
mercado, reduzindo a demanda, que por sua vez, inibe a oferta do
produto (Lima, 2005), o que caracteriza o alto custo de produgao.
Por sua vez, a maioria dos produtores enfrentam frequentes
problemas relacionados a mortalidade de ras decorrentes de falha
de manejo sanitdrio, instalagdes inadequadas, dgua de ma qualidade
e consanguinidade (Hipdlito, 2004).

Entretanto, pode-se considerar atualmente que a falta de uma
racao especifica para ra touro, é um dos principais obstaculos da
ranicultura, onde a alimentagdo em cativeiro € feita com ragdes
comerciais utilizadas para atender as exigéncias nutricionais de
peixes, pois nao se dispde de informagdes suficientes para
necessidade das ras-touro, acarretando a ineficiéncia na conversao
alimentar, e aumentando o custo de producdo. Aliados a isso, ha
outros fatores inerentes aos desafios da atividade, na tentativa de
mitigar os fatores estressantes como o canibalismo, presenga de
predadores, competicao por alimento e espago, vertentes estas que
retardam o crescimento do animal, consequentemente reduz o
sistema imune, tornando o animal mais susceptivel a doengas,
levando ao insucesso da atividade (Feix et al., 2006; Teixeira, 2007;
Seixas-Filho et al. 2008).

PRINCIPAIS ENFERMIDADES NA RANICULTURA

Com o incremento na producgdo da carne de rd, maior
atengao tem sido dada aos aspectos sanitdrios associados a essa
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atividade, resultando no aumento de informacdes acerca das
enfermidades que podem ocorrer nos animais destinados a
produgao comercial. Hoje em dia, é bem aceito que a ocorréncia de
praticas de gestao pouco adequadas ao sucesso sanitario de um
cultivo como, por exemplo, o emprego de sistemas com altas
densidades de estocagem, o uso excessivo ou inadequado de racao,
bem como as produzidas com matéria prima de baixa qualidade e
acompanhadas de mudangas ambientais importantes, podem
impactar negativamente a saide das rds. Todos os fatores
supracitados podem induzir estresse, imunossupressao e alteragoes
hematologicas as mesmas (Fenerick Jr. et al., 2006), tornando-as
susceptiveis aos surtos epizooticos.

Assim, de maneira simplificada, a transmissdao de uma
doenca infecciosa estd baseada nao somente na presenga de um
organismo patdgeno, mas também de um hospedeiro susceptivel e
de um ambiente adequado para tal transmissao (Ruthig, 2013). E em
se tratando de doengas de importancia para os cultivos de ra-touro,
aquelas causadas por agentes bacterianos oportunistas podem ser
consideradas como as mais prejudiciais e também as mais comuns
(Mourino et al., 2006).

A doenca da perna vermelha (red-leg syndrome) ¢
considerada uma forma epizodtica de septicemia bacteriana
usualmente acompanhada de ulceracio cutanea. E recorrente em
cultivos de L. catesbeianus e uma das grandes responsaveis por
significativas perdas econdmicas devido a mortalidade (Pasteris et
al., 2011). Os principais agentes associados a manifestacao da doenca
da perna vermelha sdo Staphylococcus aureus (Pinheiro, 1989),
Citrobacter freundii (Pasteris et al.,, 2011), Aeromonas hydrophila
(Mourifio et al.,, 2006) e Pseudomonas aeruginosa (Souza-Junior e
Hipolito, 2001). A doenca afeta ras em diferentes estagios de
desenvolvimento, inclusive girinos. Os animais mantidos na fase de
engorda e/ou reproducao sdao os mais afetados pela bacteriose que
tem como porta de entrada algum tipo de lesdo decorrente de
imunossupressao ou problemas com a estrutura de cultivo.
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Entre os sinais clinicos, ha destaque para postura anormal do
corpo, letargia, perda de apetite com consequente perda de peso e
indiferenga aos estimulos externos (Pasteris, 2006). Ha presenca de
hemorragias nas patas e na regiao ventral do corpo, sendo comum o
aparecimento de tulceras nos dedos, mandibula, pele e patas
(Mourifio et al, 2006). Nos girinos, observam-se pontos
hemorragicos e ulceracdes na cauda e hemorragia nas patas
emergentes (Mourino et al., 2006). A taxa de mortalidade dessa
bacteriose é variada, podendo resultar, na maioria das vezes, em
problemas de locomogdo dos animais acometidos e abscessos
hepaticos (Almeida et al., 2000).

A micobacteriose é outra doenga de origem bacteriana que
requer atenc¢do. Causada por Mycobacterium spp., esta enfermidade
esta entre as mais comumente encontradas em animais de cultivo,
inclusive em criagbes de ra-touro no Brasil (Barros et al., 1988;
Ferreira et al., 2006). De importancia zoonoética, estas bactérias sao
popularmente conhecidas como as causadoras do “Granuloma de
piscina” ou “Doenga do aquariofilista”; as lesdes decorrentes da
infeccdo geralmente ocorrem nas extremidades (maos e pés) do
homem apds contato de pele "esfolada" a 4gua contaminada.

Geralmente, a micobacteriose é observada em animais
adultos (Martinho & Heatley, 2012). Acredita-se que a sua
transmissao ocorra por meio de contato direto entre individuos
infectados, agua contaminada ou ingestao de detritos aquaticos
(Ferreira et al, 2006). Em individuos imunocompetentes, a
micobacteriose geralmente induz a infeccao subclinica com poucos
sinais clinicos. Por outro lado, em animais imunodeprimidos ou
estressados, a infeccado apresenta-se muito mais severa na qual
Barros et al. (1988) observaram progressiva anorexia, apatia e perda
de peso. As lesdes sao frequentemente acompanhadas pela presenca
de nodulos granulomatosos de cor esbranquigada, localizados
principalmente nos rins, figado, bago e pulmdes.

Bactérias do género Streptococcus também estdo relacionadas
com episddios de alta mortalidade em sistemas de criagao intensiva
de ras-touro. A septicemia causada por esta bacteriose causa
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diversos sinais clinicos como modificagdo da postura, diminui¢ao da
reacao de estimulos externos, sistemas nervosos de incoordenacao,
desvio lateral da cabega, edema, ascite, podendo estar associada
também ao prolapso retal (Mostério et al., 2014). Porém, ha davidas
em relacdo ao papel primério deste agente infeccioso, pois
normalmente é encontrado como componente natural do ambiente
(Cunningham et al., 1996).

Ranavirus (Iridoviridae) agrupa agentes infecciosos capazes
de infectar vertebrados ectotérmicos como o0s anfibios,
principalmente suas formas larvais. Estes organismos sao altamente
virulentos e considerados uma ameaga emergente, pois estdao
relacionados a eventos de mortalidade em anfibios no mundo todo
(Hoverman et al, 2010). Os ranavirus ja foram detectados em
raniculturas de L. catesbeianus no Brasil (Mazzoni et al., 2009) e sao
suspeitos de serem os agentes etioldgicos de mortalidades
registradas no cultivo de girinos da ra-touro por Galli et al. (2006).
De acordo com a OIE (2007), geralmente as lesdes causadas por
Ranavirus no hospedeiro vém acompanhadas de hemorragia
sistémica. Na sua forma cronica, a doenga pode incluir ulceragao na
pele e necrose dos membros distais.

A Chytridiomicose é o nome dado a micose dérmica letal
causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) e esta
relacionada com mortalidade em massa e declinio populacional de
varias espécies de anfibios com distribuigao global, tanto em animais
silvestres, quanto em animais de criagao. A ra-touro é considerada
por muitos estudiosos como reservatorio natural dessa espécie de
fungo, isto ¢, ela pode hospedar o patégeno sem, no entanto,
apresentar obrigatoriamente sinais de morbidade ou mortalidade.
Dessa forma, estes somente se manifestam na referida espécie em
casos de estresse e comprometimento do seu sistema imune. Os
sinais clinicos tipicos da enfermidade incluem: letargia,
emagrecimento, eritema cutaneo, postura do corpo anormal e perda
do reflexo de endireitamento (Voyles et al., 2009). Segundo a OIE
(2011), tanto Ranavirus quanto B. dendrobatidis sdao considerados
agentes etioldgicos de notificagdo obrigatdria.
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No Brasil, além dos agentes etiologicos supracitados,
também ja foram encontrados os seguintes parasitos: nematoide
Longibucca catesbeianae (Cylindrocorporidae), oocistos do protozodrio
Cryptosporidium (Apicomplexa), o crustdceo Lernaea cyprinacea
(Copepoda) e larvas de moscas pertencentes a Sarcophaga e
Notochaeta.

O nematoide L. catesbeiaznae € parasito do trato
gastrointestinal de ra-touro e localiza-se principalmente no
estdbmago e, em menor nimero, no intestino do seu hospedeiro. Este
verme cilindrico possui dimensdes corporais reduzidas (média de
595 micrOmetros de comprimento) e fémeas larviparas. Souza Jr. et
al. (1993) observaram altos indices parasitoldgicos de L. catesbeianae
em ras-touro selvagens e de cultivo no estado de Sao Paulo, com
intensidade de infec¢ao que variaram de 2.500 a 10.726 parasitos por
hospedeiro. Segundo Hipolito (2004), a presenca do verme pode
desencadear lesOes gastricas e intestinais, sangramento e apatia nos
hospedeiros infectados.

Devido a sua baixa especificidade de hospedeiro, o crustaceo
L. cyprinacea, popularmente conhecido como verme-ancora, ¢
parasito de diversas espécies de peixes de agua doce, assim como de
anfibios (formas larvais). Sua presenca é geralmente um problema
em instala¢des aquicolas, onde a infestagdo pode ser potencialmente
letal (Kupferberg et al., 2009). Em sistemas de girinagem, uma das
vias mais comuns de introdugao do parasito é por meio do uso de
agua contaminada por peixes selvagens parasitados ou introduzidos
em acudes que abastecem a criagao.

Durante ensaio de infestacdo experimental com L. cyprinacea
em girinos de ra-touro, Martins & Souza Jr. (1995) observaram 100%
de mortalidade dos mesmos entre o periodo de 72 a 96 horas apos
exposicao inicial. Os parasitos fixaram-se principalmente na boca e
cloaca dos girinos, onde foi possivel observar alteracdes teciduais
significativas, como prolapso anal e ma formacdao dos membros
posteriores.

Cabral et al. (2011) detectaram a presenca de oocistos do
protozoario Cryptosporidium sp. em raspagens da mucosa intestinal e
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amostras de fezes de ra-touro. Os autores atentam para a
importancia da realizacdo de pesquisas epidemioldgicas
relacionadas ao parasito devido a possibilidade de sua transmissao
ao homem (zoonose).

Na ranicultura, apesar do produtor fazer bom manejo e limpeza
das baias onde ficam os animais, é provavel que insetos sejam atraidos
para o local. Esses insetos podem tanto ser inofensivos aos animais,
como podem lhes trazer riscos a satde. As moscas Sarcophaga e
Notochaeta pertencem ao segundo grupo e podem ocasionar problemas
graves de miiase. Estes eram mais comuns no inicio da ranicultura, em
que carcagas eram utilizadas para atrair moscas e alimentar as ras.
Neste caso, as moscas depositam seus ovos e as larvas emergentes sao
deglutidas pelas ras, alojando-se na glote e lingua, onde alimentam-se
da sua carne e provocam feridas severas com consequente presenca de
infecgdes secundarias por bactérias (Souza Jr. et al. 1989). Atualmente, a
presenga desta doencga é rara, porém, cuidados devem ser tomados
para que a criagao destes animais ndo seja prejudicada por eventuais
casos de miiase.

Tendo em vista a ampla distribuicao de L. catesbeianae no
Brasil (Both et al. (2011) registraram a espécie em 130 municipios
brasileiros) e o fato dela estar classificada entre as cem piores
espécies exoticas invasoras (Lever, 2003), torna-se evidente a
necessidade de um acompanhamento sanitdrio continuo em
raniculturas, assim como maior controle no transporte comercial
desses animais. Diversos autores consideram a referida espécie
como fonte notdria de doengas infecciosas que podem, por sua vez,
ser disseminadas as espécies nativas (Sharifian-Fard et al., 2011). Por
isso, estudos que promovam maior entendimento no
reconhecimento dos fatores envolvidos na dinamica das principais
doengas, assim como na sua prevengao, sao importantes como forma
de gerenciar ou reduzir os impactos negativos associados as
enfermidades em raniculturas.
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MANE]JO PREVENTIVO A ENFERMIDADE

Apds a instalacdo da doenca na propriedade, o seu controle e
tratamento sdo dificeis e onerosos. A maioria das enfermidades que
provocam grandes mortalidades ou deformagdes nos lotes sdao
causadas por bactérias e tratadas com antibidticos. Porém, o uso
inapropriado e/ou descontrolado deste quimioterapico oferece
riscos, podendo levar a selecdo de cepas patogénicas resistentes,
presenca de residuos deixados na carne, aumento nos gastos de
produgao, além de polui¢do ambiental, entre outros (Cabello, 2006).
Na ranicultura, por exemplo, ja foi observado resisténcia da cepa de
Streptococcus sp. aos antibioticos cefalotina, oxacilina e penicilina,
sugerindo que os randrios podem se tornar ambientes propicios ao
desenvolvimento de bactérias resistentes (Pilarski & Schocken-
Tturrino, 2010).

Como base nesta problematica, muitos paises tém abolido o uso
de antibidticos na produgao animal, assim como a Unido Europeia
desde o ano de 2006 (Liickstadts, 2006). No Brasil, o Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2013) ja proibiu o
uso de diversos antibidticos como aditivo alimentar na producao
animal, a saber - cloranfenicol e nitrofuranos (IN n® 09, 27/06/2003),
quilononas e sufonamidas (IN n°® 26, 9/07/2009), espiramicina e
eritromicina (IN n® 14, 17/05/2012).

As melhores medidas para o controle de enfermidades em
ranarios sao profilaticas e preventivas. Como medidas profilaticas
pode-se citar: uso de pedilavio e rodoluvio com solugao de
hipoclorito de sédio na entrada da propriedade, instalagdes e entre
setores; construir instalagdes para desinfeccao e higiene pessoal
(banheiros, lavatdrios, vestudrio, botas e luvas); limpar, desinfetar e
esterilizar utensilios; privar-se de cantos e superficie abrasiva nas
instalagdes de cultivo a fim de evitar injaria nas ras (porta de
entrada para infecgdes secundadrias) e acimulo de residuos; ficar
atento as densidades de estocagem nas diferentes fases de cultivo;
evitar manipulacdo excessiva dos animais; certificar a procedéncia
dos reprodutores antes da sua aquisi¢do; ndo acondicionar os
animais recém adquiridos imediatamente junto aos demais (periodo
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de quarentena); impedir a fuga dos animais para a natureza
evitando possiveis problemas ecologicos; utilizar racao de otima
qualidade e armazend-la em locais apropriados longe do chao
evitando roedores, umidade e estocagem prolongada; acondicionar
as sobras de rac¢des, animais mortos e outros residuos em sacos
plasticos e elimina-los por incineragao; a cada ciclo de produgao,
esvaziar, desinfetar e realizar o vazio sanitario nas estruturas
utilizadas; viabilizar o abastecimento hidrico de forma independente
para cada tanque, a fim de prevenir a disseminac¢ao de patdgenos;
tratar a 4gua de desuso da criagao por meio de lagoa de decantacao
ou sedimentag¢do para posterior elimina¢ao junto ao corpo receptor
de acordo com as normas do CONAMA; em caso de suspeita de
doencas ou ferimentos, isolar os animais em instalagdes afastadas.

Entre as medidas preventivas, ha destaque para a pratica de
vacinagdo e a utilizacdo de aditivos alimentares, tais como:
vitaminas C e E, imunoestimulantes, prebioticos e probioticos.
Muitas destas medidas ja estdo sendo aplicadas na aquicultura,
principalmente na piscicultura continental, onde se obtém
resultados satisfatorios.

Vacinagao ¢ o termo utilizado para definir qualquer preparo com
antigeno proveniente de um organismo patogénico, capaz de
estimular tanto o sistema imune inato quanto o adaptativo da espécie
animal de interesse, conferindo-lhe aumento de resisténcia e prote¢ao
duradoura contra infec¢des (viral, bacteriana ou fungica) sem o
desenvolvimento prévio de enfermidades (vide revisao Magnadottir,
2010). Nos altimos 10 a 20 anos, essa pratica vem se estabelecendo em
animais de cultivo, embora ainda de forma incipiente em anfibios.
Dentre os diversos modos utilizados para o preparo de vacinas, ha
destaque para as inativadas, de DNA, "ghosts" e as atenuadas. As
formas de administragdes mais frequentes sao: por imersao, injecao
(intraperitoneal) ou até mesmo via oral na alimentagao (vide revisao
Magnadottir, 2010; Pridgeon & Klesius, 2010).

Em experimento realizado com o objetivo de testar se a ra
africana albina Xenopus laevis produziria imunoglobulinas IgX em
resposta a imunizagdo via gavagem (isto é, com introdugao do
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antigeno por meio de ingestao forcada), Du et al. (2012) observaram
regulacao positiva de IgX, condizendo com a premissa de que IgX ¢é
analoga funcional da IgA de mamiferos onde, sabidamente, atua na
protecao das células epiteliais do hospedeiro contra micro-
organismos invasores como virus e bactérias. Contudo, os autores
alertam para a necessidade de maiores estudos a fim de elucidar
melhor a relacdo entre IgX e IgA.

De outra forma, estudos de imunizacao de ra de perna amarela
da montanha Rana muscosa contra Batrachochytrium dendrobatidis por
injecdo do fungo morto diluido em formalina e contendo adjuvante
nao apresentaram diferengas significativas no tempo de infecgao,
prevaléncia, intensidade de infeccado ou mortalidade dos
hospedeiros (Stice & Briggs, 2010). Nao obstante, recentemente foi
desenvolvida uma vacina contra B. dendrobatidis mais eficaz e
duradoura quando comparada ao trabalho mencionado
anteriormente e ao tratamento convencional feito por meio de
fungicidas (terapias de curta duracdo e com riscos de provocar
mortalidades em outros organismos). Tal vacina foi desenvolvida
com o fungo morto por congelamento; as células fungicas foram
entdo colocadas sobre a pele de pererecas cubanas Osteopilus
Septentrionalis por varias vezes e, posteriormente, foram infectadas
com o fungo vivo. Os autores concluiram que as ras que haviam
recebido mais vezes a vacina apresentaram menos células fungicas
vivas por grama de tecido, confirmando que a mesma é eficaz
(Coghlan, 2014).

Além da pratica de vacina¢do, micronutrientes antioxidantes
como vitaminas A, C e E, carotendides e alguns minerais sao
comumente aplicados como aditivos alimentar preventivos na dieta.
Sabe-se que a deficiencia de vitamina C pode levar a
imunossupressao e susceptibilidade a infeccdo por agentes
infecciosos, ao passo que a insuficiéncia de vitamina E pode
acarretar em condi¢Oes degenerativas de células ndo especificas.
Diferentemente, niveis acima da exigéncia do animal aumentam a
resposta imune e oferecem resisténcia contra doengas (Kiron, 2012).
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Girinos de ras-touro suplementados com diferentes niveis de
vitamina C ou E (50, 250 e 500 mg/kg de ragao), ndo apresentaram
diferengas significativas sobre o crescimento dos animais
independente da vitamina e da sua quantidade incluida na ragao.
Entretanto, a adigao de 500 mg de vitamina C proporcionou a
melhor taxa sobrevivéncia nos girinos (62,8%) em comparagdo ao
grupo controle. Os dados sugerem que a adigao de 500 mg de
vitamina C/kg ragdo podem melhorar a sobrevivéncia de girinos L.
catesbeianus (De Stéfani et al., 2001).

Diferentemente do estudo supracitado, Colombano et al (2007)
sugerem que a suplementa¢do de vitamina C para girinos de L.
catesbeianus deve ser 2.000 mg/kg de ragao, pois esta concentracao
promoveu melhorias na taxa de sobrevivéncia (93,0%), crescimento
especifico (6,0% ao dia), ganho de peso (4,2) e porcentagem de
metamorfose.

Ja estudos realizados com ra-touro poés-metamorfose (imago)
suplementada com diferentes niveis de vitamina C (0, 250, 500, 750,
1.000 e 2.000 mg/kg de ragdo), inferiram nao haver influéncia da
adicdao de vitamina C sobre a conversao alimentar, crescimento,
sobrevivéncia, niveis de leucocitos, de corticosterona no plasma
(indicador de estresse) e de macréfagos ativos. Estes niveis de
corticosterona indicam possivel adaptacgdo as condigoes de cativeiros
destes animais pos-metamorfose (Knoop et al., 2011; Knoop et al.,
2014).

Os imunoestimulantes sdao compostos que modulam o sistema
imunologico inato do hospedeiro, conferindo ao mesmo aumento de
resisténcia as doencgas causadas por agentes patogénicos por meio
da estimulagdo direta dos receptores de células e/ou genes ligados
ao referido sistema. Assim, nao produzem nenhum componente de
memoria e a resposta é de curta duragao (Encarnagao, 2010), sendo
geralmente incluida na dieta durante operacdes estressantes na
aquicultura como classificacdo, transferéncia, vacina¢ao ou ao longo
das fases cruciais de vida do animal para ajuda-lo a manter boa
saude (Kiron, 2012).
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Os imunoestimulantes mais utilizados atualmente na
aquicultura sdo fragmentos de parede celular de padrdes
moleculares associados a patdgenos como: beta-glucanos de fungos,
peptidoglicanos de bactérias gram-positivas, lipopolissacarideos de
bactérias gram-negativas e nucleotideos de virus (Encarnagao, 2010).
Em experimento realizado com ra touro suplementada com beta-
glucanos e submetida a condigao de estresse por meio de diferentes
densidades de estocagem, Freitas et al. (2014) concluiram que o
imunoestimulante teve papel hepato-protetor, reduzindo os efeitos
estressores sobre o figado.

Os prebioticos sao ingredientes nao digeriveis pelas enzimas
do hospedeiro, como a inulina e os fruto-oligossacarideos, que sao
utilizados como substratos e fermentados pela flora bacteriana do
trato digestivo originando substancias que estimulam seletivamente
o crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas, particularmente
as bifidobactérias e lactobacilos, melhorando o equilibrio intestinal
do hospedeiro e inibindo a colonizagdo por bactérias patogenas
(Encarnacao, 2010).

PROBIOTICOS COM ENFASE NO DESEMPENHO
ZOOTECNICO DE RAS

Os probiodticos na aquicultura sdao definidos como células
microbianas que, ao serem adicionadas na alimentagao, colonizam e
se mantém vivas no trato digestorio dos animais, de modo a
melhorar a condi¢ao de satide dos mesmos, agindo de madeira
preventiva (Gatesoupe, 1999).

Os probiodticos podem atuar das seguintes formas: a)
competir pelos nutrientes e/ou inibir o crescimento de bactérias
patogénicas; b) alterar a composi¢do da comunidade bacteriana,
promovendo melhorias na sadde dos animais; c) excluir o
organismo patogénico devido a alguma competigao; d) contribuir
com fonte nutricional e/ou na digestao enzimatica; e) melhorar os
parametros zootécnicos (vide revisao de Balcazar et al., 2006).

No ambito da aquicultura, sdo diversos os estudos que tém
demonstrado efeitos positivos a saide do animal cultivado, quando
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se utilizam dietas suplementadas com bactérias probiodticas. Este é o
caso dos resultados de Dias et al. (2008; 2010) com ra-touro pos-
metamorfose suplementada com probidticos comerciais P1-
Lactobacillus acidofillus, Bifidobacterium bifidum e Enterococcus faecium
3x10° UFC/g e P2- Bacillus subtilis 10° UFC/g e em duas dosagens (10
g/kg e 5 g/kg). Neste estudo, os autores observaram aumento no
ganho de peso, reducao do ciclo produtivo em 28 dias e efeito
imunomodulador decorrente do aumento da capacidade fagocitica.
Em contrapartida, ndo averiguaram melhorias ou alteragdes nos
parametros hematologicos, na conversdao alimentar e na taxa de
crescimento especifico.

Devido a nao regularidade dos efeitos benéficos dos
probioticos comerciais aplicados na ranicultura, tem-se buscado isolar
e selecionar bactérias possivelmente probidticas do proprio trato
intestinal do animal em questao, ou seja, espécie-especificas. Neste
sentido, Mendoza et al. (2012), selecionaram um grupo de bactérias
acido-laticas potencialmente probidticas da cloaca, da pele dorsal e
ventral de L. catesbeianus. Identificaram-nas como Lactococcus lactis, L.
garvieae, Lactobacillus plantarum, L. brevis, Pediococcus pentosaceus e
Enterococcus gallinarum. Observaram que as culturas destes micro-
organismos reduziram o pH entre 3,74 e 554, e a atividade
antimicrobiana do sobrenadante desaparecia quando este era
neutralizado, indicando que a inibi¢do dos patdgenos era decorrente
dos acidos organicos. Divergentemente, a cepa de e Enterococcus spp.
manteve seus efeitos inibitdrios contra Staphylococcus epidermidis e L.
monocytogenes demonstrando que o H:0: e/ou algum tipo de
bactericina poderiam também estar participando da atividade
antimicrobiana. Segundo o teste de compatibilidade realizado pelos
referidos autores, todas as cepas, com exce¢do da E. gallinarum, que
inibiu as outras, podem ser adicionadas juntas como mix, pois nao
apresentaram antagonismo entre si.

Nesta mesma linha de pesquisa tem-se buscado entender as
propriedades benéficas destes probidticos. Foi o que Pasteris et al.
(2014) procuraram em seu trabalho, caracterizando as bactericinas
produzidas por Lactococcus lactis subsp. lactis CRL 1584 isolada de
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girinos de L. catesbeianus. Os autores averiguaram que a cepa CRL
1584 foi capaz de inibir o crescimento das bactérias patogénicas
Citrobacter freundii e Listeria monocytogenes devido a liberacdo de
produtos como: acido latico, peroxido de hidrogénio e diversos tipos
de bactericinas moleculares. Os testes quimicos indicaram que as
bactericinas do sobrenadante eram proteinases naturais. Estes e
outros resultados encontrados neste trabalho auxiliam no aumento do
conhecimento sobre as bactericinas tendo em vista o seu potencial de
inclusdao em probidticos na ranicultura ou como biopreservacionista.

Além disso, todas essas investiga¢cdes podem representar um
ponto de partida, a fim de se avaliar o potencial de aplicabilidade de
probidticos em prevencao as diversas doengas infecciosas
relacionadas as mortalidades e perdas econdmicas nas raniculturas,
e no declinio global de diversas espécies de anfibios (Mendoza et al.,
2012).

CONSIDERACOES FINAIS

Como atividade promissora, os envolvidos na cadeia
produtiva da ranicultura devem estar atentos a novas investigagoes
quanto a possiveis zoonoses causada por exemplo pelos oocistos do
protozoario  Cryptosporidium sp; desenvolvimento de vacinas
biosseguras, eficaz e economicamente acessivel ao produtor rural
contra, principalmente, Ranavirus e o fungo Batrachochytrium
dendrobatidis, os quais sao doencas de notificagdo obrigatdria que
provocam perdas na producao e declinio na populagao de anfibios;
alternativas ao uso corriqueiro e indiscriminado de antibidticos como
a selecao e suplementagao de probidticos autoctones em dietas para
girinos e adultos de ras; progresso nas metodologias de
suplementagdo dos probidticos como a micro-encapsulagdo; e a
utilizacado dos compostos produzidos pelos micro-organismos
probidticos como os acidos organicos que podem ser adicionas nas
dietas com maior facilmente e em escala industrial. Estudos com sua
suplementacdo para peixes e camardes tem demonstrado efeitos
positivos no desempenho zootécnico e no combate a bactérias
patogénicas.
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INTRODUCAO

O Brasil possui inimeras espécies nativas com potencial para
exploragao na aquicultura. No entanto, a grande maioria necessita
de aportes cientificos e tecnoldgicos para coloca-las em um patamar
de plena viabilidade zootécnica e econdmica (Boscardin, 2008). Os
peixes Characiformes e seus hibridos vém sendo produzidos em
diferentes pontos do pais, entretanto, as diferengas climaticas
regionais exigem adaptacdes de manejo da espécie para possibilitar
que isso ocorra (Borghetti & Silva, 2008).

A produgao aquicola continental do Brasil em 2011 assinalou
uma producdo de 544.490,0 toneladas de pescados, na qual as
regides Norte, Sudeste e Centro-Oeste contribuiram para este indice
com 17,4%, 159% e 13,8%, respectivamente (MPA, 2013). Neste
cenario, essas regioes contribuem expressivamente com a produgao
de peixes pertencentes a Ordem Characiformes, como o pacu
(Piaractus mesopotamicus) e tambaqui (Colossoma macropomum); e seus

Jeronimo et al. Parasitos de peixes Characiformes e seus hibridos cultivados no
Brasil. In: Tavares-Dias, M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas
perspectivas. Sdo Carlos, Editora Pedro & Joao, 2015.
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hibridos, tambacu (C. macropomum fémea x P. mesopotamicus macho),
tambatinga (C. macropomum fémea x Piaractus brachypomus macho) e
patinga (P. mesopotamicus fémea x P. brachypomus macho), como
representado na Figura 1.
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Figura 1. Distribui¢do dos peixes da Ordem Characiformes, nao ornamentais,
cultivados nas regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil.

Desde a década de 80, alguns peixes da Ordem Characiformes
sao cruzados entre si para produzir hibridos (Porto et al., 1992) com
caracteristicas desejdveis para comercializa¢gdo ou melhoramento de
seus desempenhos na aquicultura (Porto-Foresti et al., 2011). Em
geral, s3o mais precoces para o abate e rusticos do que as espécies
parentais devido ao vigor hibrido (Silva et al.,, 2000) e também
considerados mais resistentes as alteragdes ambientais e aos
parasitos (Tavares-Dias et al., 2007). Nesse sentido, o intuito de se
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obter hibridos é produzir prole que apresente desempenho melhor
do que a média de ambas as espécies parentais (Bartley et al., 2001).

Embora o uso de peixes hibridos na aquicultura seja comum,
a participacdo destes peixes na piscicultura nacional ainda tem sido
modesta, pois dados estatisticos disponiveis até o momento ndo
fornecem uma situagao clara do nivel de producdo de todos os
hibridos produzidos no Brasil (Jeronimo, 2013). Entretanto, esses
peixes chamam atencao de produtores que visam como alternativa
de lucro, a utilizagdo de hibridos devido as suas vantagens
zootécnicas. Logo, com a intensificagdo dos cultivos, problemas
sanitdrios inevitavelmente emergem devido a depreciagio na
qualidade de agua, adensamento populacional e manejo
inadequado, tornando-os susceptiveis a infec¢gdes por patdgenos,
surgindo a necessidade de maiores conhecimentos sobre o manejo
para a melhoria nas condi¢oes de saude dos peixes. Assim, o
monitoramento sanitdrio € extremamente necessario para garantir o
desempenho produtivo e a seguranga do sistema intensivo de
producao.

Diante disso, a partir da década de 90, grupos de pesquisas
distribuidos no pais, vém unindo esfor¢os para consolidacao de
estudos sobre os aspectos sanitarios destes peixes. O presente
capitulo faz uma compilagdo dos estudos realizados e publicados
em artigos cientificos, livros, capitulos de livros e outras publicagdes,
bem como fornece informagdes dos proprios autores, sobre os
parasitos que acometem peixes Characiformes, ndao ornamentais,
cultivados nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Norte do Brasil.

PERFIL PARASITARIO DOS PEIXES DISTRIBUIDOS NAS
DIFERENTES REGIOES

Os parasitos identificados dos peixes Characiformes, ou
vulgarmente denominados de “peixes redondos”, cultivados na
regiao Sudeste estao dispostos na Tabela 1; da regiao Centro-Oeste
na Tabela 2; e da regiao Norte na Tabela 3. Nas pisciculturas da
regiao Sudeste, os parasitos protozodrios foram observados por
Eiras et al. (1995), Martins & Romero (1996), Martins et al. (2000),
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Souza et al. (2000), Tavares-Dias et al. (2000), Martins et al. (2001),
Tavares-Dias et al. (2001a), Tavares Dias et al. (2001b), Martins et al.
(2002), Schalch & Moraes (2005), Schalch et al. (2006a), Tavares-Dias
et al. (2008), Jeronimo et al. (2012), Padua et al. (2012a), Padua et al.
(2013) e Franceschini et al. (2013). Na regidao Centro-Oeste, os
protozoarios foram observados por Jeronimo et al. (2012), Sant’Anna
et al. (2012), Padua et al. (2013); e na regiao Norte por Tavares-Dias
et al. (2006), Santos et al. (2013), Silva et al. (2013) e Dias et al. (2015).

Tabela 1. Parasitos de peixes Characiformes cultivados na regido Sudeste

do Brasil.
SITIO DE
PACU PATINGA TAMBAQUI TAMBACU INFECCAO
PROTOZOA +
(ndo identificado) Branquia
Flagellata
Cryptobia sp. + Branquia
Ichthyobodo necator + -
Piscinoodinium pillulare + Branquia e
tegumento
Ciliophora
Apiosoma sp. + Tegumento
Chilodonella hexasticha + + Branquia
Chilodonella sp.
Ichthyophthirius multifiliis + + Branquia e
tegumento
Trichodina sp. + + Branquia e
tegumento
Trichodina colisae + Branquia,
nadadeiras e
tegumento
Trichodina heterodentata + Branquia,
nadadeiras e
tegumento
MYXOZOA
Mixosporideos néo + + -
identificados
Henneguya sp. + + Branquia, rim,
bago
Henneguya piaractus + Branquia
Henneguya leporinicola +
Henneguya pellucida +
Myxobolus sp. + Rim e bago
Myxobolus cuneus + Vesicula biliar,
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bexiga urinaria,
branquias;
baco, figado,



coragao

Myxobolus cf. colossomatis + Branquia

Myxobolus colossomatis + Branquia

MONOGENEA

Monogenea nao + Branquia

identificado

Ancyrocephalinae Branquia

Anacanthorus sp. + Branquia

Anacanthorus penilabiatus + Branquia

Anacanthorus spatulatus + Branquia

Mymarothecium sp. + Branquia

Mymarothecium boegeri

Mymarothecium viatorum +

Notozothecium Branquia

janauachensis

DIGENEA

Digenético nao +

identificado

CESTODA

Cestoide nao Intestino

identificado

NEMATODA

Nematoide nao +

identificado

Rondonia rondoni + Intestino

Contracaecum sp. (larva) + Mesentério e
cavidade
visceral

Porrocaecum sp. + Bexiga
natatéria

ACANTOCEPHALA

Echinorhyncus jucundus + Intestino

(=Metechinorhynchus

jucundus)

CRUSTACEA

Copepoda

Ergasilidae gen. sp. + Branquia

Gamispatulus sp. + Narinas

Lernaea cyprinacea + Branquia

(Copepoditos)

Lernaea cyprinacea + Tegumento

Branchiura + -

Argulus sp. + Tegumento

Dolops sp. + Branquia e

tegumento
Dolops carvalhoi + Tegumento
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Os peixes Characiformes nao apresentaram sinais clinicos para a
maioria das infestagdes por protozodrios, entretanto, os hospedeiros
podem revelar sinais de desconforto, comportamento de asfixia,
erosOes e pontos hemorragicos na superficie corporal (Eiras et al., 2002).
Além disso, Martins et al. (2001) observaram em pacu, tambaqui e
tambacu cultivados na regiao Sudeste, quando parasitados por
Piscinoodinium pillulare, lesdbes macroscOpicas como aumento na
produgao de muco, perda de escamas, pequenas tlceras no tegumento
e sufusdo do opérculo e pedunculo caudal; nas branquias notou-se
palidez, aumento na produgdo de muco, congestao e petéquias. Estas
respostas estdo associadas a patogenias como hiperplasia epitelial,
fusdao das lamelas, necrose, descamagao celular e hemorragias nos
filamentos branquiais, como observado em pacu por Padua et al. (2013).
Quando infestados por Ichthyophthirius multifiliis, os peixes podem
apresentar pontos brancos (sinal patognomonico) no tegumento,
nadadeiras e branquias, provocando hiperplasia das células de muco e
impermeabilizagao das branquias (Martins & Romero, 1996; Padua et
al., 2012b). Essas caracteristicas apresentadas pelos hospedeiros
prejudicam sua capacidade respiratoria, principalmente em fases
iniciais de criacdo (Padua et al, 2012), bem como conferem
susceptibilidade aos peixes frente as infec¢des secunddrias por bactérias
e fungos, podendo culminar em elevadas mortalidades.

Estes parasitos sao transmitidos com grande facilidade de um
peixe infectado para outro, bem como pela dgua e utensilios usados
na piscicultura. Assim, para combater esses parasitos ou manté-los
em baixo nivel de intensidade, recomenda-se a manutenc¢ao de baixa
densidade populacional, boa qualidade da agua e das condigbes
ambientais, alimentacdo adequada e evitar estresse de manejo
(Padua et al., 2012b).

Os mixosporideos na regiao Sudeste foram registrados em
peixes Characiformes cultivados e observados por Eiras et al. (1995),
Martins & Romero (1996), Martins et al. (1997a), Martins et al.
(1997b), Martins et al. (1999), Martins et al. (2000), Souza et al. (2000),
Tavares-Dias et al. (2001b), Martins et al. (2002), Adriano et al.
(20054, b), Schalch & Moraes (2005), Adriano et al. (2006), Schalch et
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al. (2006a), Franceschini et al. (2013) e Miiller et al. (2013). Na regiao
Centro-Oeste foram observados por Jeronimo (comunicagao pessoal)
e Sant’Anna et al. (2012) e na regiao Norte por Tavares-Dias et al.
(2006) e Maciel et al. (2011).

Esses parasitos sao encontrados na forma de cistos com esporos
infectantes e as alteragdes nos peixes apresentam gravidade variavel,
de acordo com a quantidade de cistos e os locais de seu
desenvolvimento (Eiras & Adriano, 2013). Como observado nos peixes
Characiformes, os mixosporideos podem se desenvolver de modo mais
ou menos intenso nas branquias, rim, bago, figado, vesicula biliar,
coragdo e bexiga urindria. Martins & Souza (1997) associaram a
presenca de Henneguya piaractus a aglomeragao de peixes na entrada da
agua ou nado lento na superficie da agua, branquias hemorragicas,
presenca de cistos escuros nas lamelas branquiais, podendo ocorrer
coloracdo marrom na extremidade dos filamentos. Por sua vez,
Adriano et al. (2005a) observaram alongamento do epitélio branquial
com acentuada deformagdo, bem como compressao do capilar e tecidos
adjacentes devido a presenca deste mesmo parasito em pacu. Em
estagios avancados da parasitose, pode ocorrer a dilatagao e discreta
hiperplasia do epitélio, causando deslocamento e deformagao das
lamelas, interferindo na capacidade respiratdria. Quando encontrados
nos demais sitios de infec¢gdo, estes parasitos podem provocar
hipertrofia dos orgaos, distensdo abdominal e perda de equilibrio
(Adriano et al., 2006; Firas & Adriano, 2013). Todas as patogenias
supracitadas podem ser causa de mortalidade.

Como nado ha tratamento para eliminar os esporos de
mixosporideos, as medidas profilaticas sdo extremamente relevantes,
principalmente o cuidado com introducdo de novos peixes na
piscicultura e na transferéncia dos peixes para os tanques de terra
somente apos ter sido concluido o processo de ossificagao, tendo em
vista que os esporos de algumas espécies, a medida que
desenvolvem-se, destroem a cartilagem do hospedeiro. Eiras &
Adriano (2013) ressaltam a importancia da elucidagao do ciclo de
vida dos mixosporideos, ja que estes parasitos possuem ciclo de vida
indireto, ou seja, necessitam de hospedeiros intermedidrios
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(geralmente invertebrados, como oligoquetas) para completar seu
ciclo, os quais ainda sao pouco conhecidos. Assim, essas
informagdes fornecerdo possiveis indicagdes para interromper seu
desenvolvimento em ambientes de cultivos. Todavia, vale destacar
que a secagem e desinfec¢ao dos viveiros a cada ciclo de produgao
pode ser uma medida profilatica eficaz a ser adotada para eliminar
possiveis hospedeiros intermediarios desses parasitos.

Tabela 2. Parasitos de peixes Characiformes cultivados na regidao Centro-
Oeste do Brasil.

SITIO DE
PACU TAMBACU PATINGA INFECCAO

PROTOZOA

Ciliophora

Chilodonella hexasticha + Branquia

Epistylis sp. + Branquia e
Tegumento

Ichthyophthirius multifiliis + + Branquia e
Tegumento

Trichodina colisae + Tegumento

Trichodina sp. + Branquia e
Tegumento

MYXOZOA Branquia, Figado e

Rim

Henneguya sp. + + +

Myxobolus cuneus +

Muyxobolus sp. + + +

MONOGENEA Branquia e
Tegumento

Anacanthorus penilabiatus + + +

Mymarothecium boegeri

Mymarothecium viatorum +

Notozothecium janauachensis +

Urocleidoides sp. + Branquia

DIGENEA

Clinostonum sp. + Branquia

NEMATODA Estdmago

Goezia sp. + +

Goezia spinulosa

ACANTOCEPHALA

Echinorhyncus jucundus + + Estdmago e

(=Metechinorhynchus jucundus) Intestino

CRUSTACEA

Copepoda

Lernaea cyprinacea + + Branquia e Narina

(Copepoditos)
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Lernaea cyprinacea + Tegumento
Branchiura
Dolops carvalhoi + + Tegumento

Monogenea em peixes Characiformes cultivados na regiao
Sudeste foram registrados por Boeger et al. (1995), Eiras et al. (1995),
Martins & Romero (1996), Martins et al. (2000, 2002), Souza et al.
(2000), Tavares-Dias et al. (2000, 2001a, b, 2008), Schalch & Moraes
(2005), Schalch et al. (2006a), Schalch et al. (2006b), Lizama et al. (2007),
Fransceschini et al. (2013) e Varandas et al. (2013). Na regiao Centro-
Oeste por Del-Pozo (2000), Jeronimo et al. (2014) e Jerdonimo
(comunicagao pessoal); e na regiao Norte por Morais et al. (2009), Dias
et al. (2012), Santos et al. (2013), Silva et al. (2013) e Dias et al. (2015).

Os monogenéticos sdao comuns em peixes Characiformes e
frequentemente observados nas branquias e no tegumento. Sao
ectoparasitos de ciclo de vida direto, ou seja, necessitam apenas de
um hospedeiro para completar seu ciclo de vida (Noga, 2010), o que
os torna um dos parasitos mais problematicos em pisciculturas pela
alta capacidade de proliferagao (Santos et al., 2012). Devido a sua
localizagdo, incomodam os peixes, que chocam-se contra as paredes
do viveiro, aqudrio ou contra objetos presentes nas estruturas de
cultivo e sobem subitamente a superficie da agua. Podem causar
anorexia, hemorragias cutaneas e branquiais, destruicdo das
escamas, inchaco nos filamentos branquiais, producao abundante de
muco, emagrecimento do animal culminando em morte (Takemoto
et al,, 2013). Esta infestagdo, que nitidamente incomoda o peixe,
pode resultar em infec¢des secundérias por outros patdégenos, como
bactérias e fungos, que no Brasil sao favorecidas pelo clima tropical,
agravando mais as lesoes.

Sua acdo patogénica pode ser ainda explicada pelo fato do
parasito mudar de local de fixagao constantemente e com isto,
provocar edema, perda da estrutura linear dos filamentos
branquiais e extravasamento de sangue, como observado por
Jeronimo et al. (2014) em pacus cultivados na regiao Centro-Oeste.
Em tambaqui, Martins & Romero (1996) observaram intensa reacao
inflamatdria, hiperplasia e hemorragias que podem ser extensas
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devido ao movimento do parasito. O grau de severidade desta
doenga varia desde leve, sem resposta tecidual incrementada, até
um parasitismo grave com hiperplasia, focos necréticos, edema,
desprendimento do epitélio e ruptura de células pilares (Martins &
Romero, 1996), culminando em elevadas mortalidades devido ao
comprometimento respiratdrio dos peixes.

Todos os novos peixes adquiridos devem ser submetidos a
banhos profilaticos (sal, formol ou permanganato de potassio) e
quarentena, bem como evitar ao maximo o estresse dos peixes,
deixando-os sensiveis a instalagao dos parasitos.

Digenea na regiao Sudeste foram observados por Martins &
Romero (1996) e Martins et al. (2000); na regidao Centro-Oeste por
Jer6bnimo (comunicagao pessoal). Em peixes Characiformes cultivados
no Brasil, nao foram observados sinais de comportamento anormal
dos peixes, bem como sinais clinicos e patogenia relacionados a esta
parasitose. Entretanto, os digenéticos sao endoparasitos com ciclo de
vida indireto, tendo quase sempre um molusco como hospedeiro
intermediario. Podem ser encontrados na forma adulta ou larvas
encistadas (metacercarias) no intestino ou cavidade visceral, interior
de 6rgao como vesicula biliar, olhos e gbnadas, sistema circulatorio e
tecido subcutaneo dos peixes (Noga, 2010), sendo as infec¢des por
metacercarias as mais prejudiciais aos hospedeiros, podendo
eventualmente leva-los a morte.

Peixes altamente infectados por metacercarias podem apresentar
perda de visao quando presentes nos olhos, deformagao da coluna
vertebral, necroses, diminui¢do no crescimento e sobrevivéncia,
alteragdes comportamentais e alteragdes morfologicas tornando o
animal repugnante por estarem encistadas na musculatura com
possibilidade de transmissdao de zoonoses (Kohn et al.,, 2013). Para
peixes ornamentais consiste em doenca de grande impacto, também
denominada de "black spot" (doenca dos pontos pretos) ou "yellow
grub disease" (doenga dos pontos amarelos) pois a aparéncia dos peixes
pode ser afetada pela presenca das metacercarias encistadas na
superficie do corpo ou provocar dificuldade respiratéria quando
presentes nas branquias (Piazza et al., 2006).
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Como procedimento profildtico recomenda-se eliminar dos
viveiros de cultivo todos os moluscos presentes da fauna local. Além
disso, quando possivel, cobrir os tanques com telas para evitar a
presenca de aves piscivoras, que podem também contaminar o
ambiente com suas fezes contendo ovos desses endoparasitos, uma
vez que atuam como hospedeiros definitivos de algumas espécies.

Os cestoides na regiao Sudeste foram observados por
Martins & Romero (1996) apenas em tambaqui, e na regiao Norte
por Silva et al. (2013) na mesma espécie de hospedeiro.

Infecgbes por cestoides ndo sao comuns em peixes cultivados,
nao sendo observados sinais clinicos evidentes devido a presenga do
parasito (Silva et al, 2013). Entretanto, estudo experimental com
Eubothrium sp. em salmao do Atlantico (Salmo salar) induziu grande
reducdo no peso dos peixes e na taxa de crescimento quando
comparados com peixes nao infectados (Saksvik et al.,, 2001), o que
pode representar grandes perdas econdmicas para os produtores. Além
disso, animais comprometidos podem apresentar inchaco na regiao
ventral e visualizagao de estruturas semelhantes a "fitas" no trato
digestivo (formas adultas do parasito) e larvas encistadas no
mesentério. Podem causar compressao visceral, obstrugao do limen
intestinal, provocando anorexia e também castracdo parasitaria
(Pavanelli et al., 2013). Sao conhecidos como ténias e caracterizados por
um corpo na forma de fita achatada, subdivido em proglotides (Noga,
2010). Cada proglotide elimina grande numero de ovos que
transformam-se em larvas; essas larvas denominadas procercoides que
sao ingeridas por microcrustaceos, sendo estes ingeridos por outros
organismos, hospedeiros intermedidrios secunddrios para desenvolver
as larvas denominadas plerocercoides (mais patogénicas aos peixes), e
finalmente pelo hospedeiro definitivo, podendo ser o homem
(Pavanelli et al, 2013). Dependendo da espécie das larvas
plerocercoides, humanos podem apresentar sintomas como: anemia,
diarréia, dores abdominais e perda de peso. Como procedimento
profilatico recomenda-se a elimina¢do dos microcrustaceos e evitar a
presenga de aves e mamiferos piscivoros proximos aos viveiros, os
quais atuam como transmissores desses parasitos.
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Tabela 3. Parasitos de peixes Characiformes cultivados na regiao Norte do

Brasil.
SITIO DE
TAMBAQUI TAMBACU TAMBATINGA INFECCAO
PROTOZOA
Flagellata
Piscinoodinium pillulare + + + Branquia
Ciliophora
. P Branquia e
Ichthyophthirius multifiliis + + + Tegu?nento
Trichodina sp. + + Branquia
Tetrahymena sp. + + Branquia
MYXOZOA
Myxobolus colossomatis + Branquia
Henneguya sp. + Branquia
Rim, bago, figado e
Myxobolus sp. +
sangue
MONOGENEA
Anacanthorus spathulatus + + + Branquia e
tegumento
Mymarothecium boegeri + Branquia
Mymarothecium viatorum + + Branquia
Mymarothecium sp. + Brénquia
Notozothecium .
, , + + + Branquia
janauachensis
Linguadactyloides N N
brinkmanni
CESTODA
Proteocephalidae gen. sp. + Intestino
NEMATODA
Procamallanus inopinatus + Intestino
Cucullanus colossomi + Intestino
ACANTOCEPHALA
Neoechinorhynchus .
+ + + Intestino
buttnerae
CRUSTACEA
Copepoda
Gamidactylus jaraquensis + Fossas nasais
Branquia, fossas
Perulernaea gamitanae + + + nasais, lingua e
opérculo
Ergasilus sp. + Branquia
Branchiura
Dolops carvalhoi + Tegumento
Argulus chicomendesi + Tegumento
Isopoda
Braga patagonica + Branquia
HIRUDINEA
Glossiphonidae gen. sp. + Branquia
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Os parasitos nematoides na regidao Sudeste foram relatados
por Martins & Urbinati (1993), Martins & Romero (1996), Parra et al.
(1997), Martins et al. (2000), Martins & Onaka (2004) e Franceschini
et al. (2013), por Jerdnimo (comunicagao pessoal) na regido Centro-
Qeste e por Silva et al. (2013) na regiao Norte do pais. Nestes peixes
nao foram observados sinais de comportamento anormais, bem
como sinais clinicos e patogenia decorrentes do parasitismo.
Entretanto, a presenca de Goezia leporini e G. spinulosa em piaugu
Leporinus macrocephalus (Martins et al., 2004) e pirarucu Arapaima
gigas (Santos & Moravec, 2009) provocou alteragdes hematologicas e
perfuracao do estdbmago, respectivamente.

Os nematoides sao endoparasitos facilmente identificados
devido a sua morfologia e pela nomenclatura popular de “vermes”
ou “lombrigas”. Possuem simetria bilateral, corpo alongado, forma
tubular cilindrica com extremidades geralmente afiladas. A maior
parte desses parasitos de peixes é esbranquicado, mas existem
alguns que sdo avermelhados (Choudhury & Cole, 2008) devido a
hematofagia. Peixes podem atuar como hospedeiros intermediarios,
paraténicos ou definitivos em seus ciclos bioldgicos, e por isso,
podem ocorrer formas larvais ou adultas nestes hospedeiros.

De modo geral, podem nao causar grandes prejuizos aos
peixes hospedeiros, dependendo da espécie do parasito e sua
intensidade (Moravec, 1998). Porém, algumas espécies podem ser
altamente patogénicas, causando obstru¢ao do limen intestinal,
compressao dos 6rgaos, deformacao do corpo e atrofia dos o6rgaos
internos (Santos et al., 2013), além de atuarem como agentes
etiologicos de zoonoses (Tavares & Alejos, 2006). Segundo Santos et
al. (2013), nos peixes cultivados é possivel observar a castracao
parasitdria causada por nematoides e diminui¢ao do valor comercial
do pescado, e ainda ressaltam que alevinos sao mais susceptiveis a
esta parasitose. Em geral, sdao transmitidos aos peixes por
microcrustdceos, que atuam como transmissores desses
endoparasitos, bem como a presenga de aves que podem atuar como
intermedidrios. A medida profildtica mais eficaz para evitar a
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presencga de nematoides em ambientes de cultivos é nao favorecer a
presenca de hospedeiros intermediarios.

Acantocéfalos foram observados por Ferraz de Lima et al.
(1990) na regiao Sudeste, por Jeronimo (comunica¢ao pessoal) na
regido Centro-Oeste; por Malta et al. (2001) e Silva et al. (2013) na
regiao Norte. Infecgdes por esses parasitos causando epizootias em
peixes cultivados sao raramente observados (Eiras et al.,, 2010),
entretanto, quando observadas em altos niveis, podem levar os
hospedeiros a morte (Santos et al., 2013).

Estes parasitos possuem o corpo geralmente alongado e
cilindrico, e na sua regido anterior esta presente uma proboscide
provida de ganchos, os quais servem para fixacdo do parasito,
podendo causar obstru¢do ou perfuragdo intestinal, hemorragias,
presenca de macrofagos e fibroblastos (Amim & Heckmann, 1992).

O tratamento para esse parasito gastrintestinal é dificil quando
em alta intensidade, pois o peixe nao se alimenta. Recomenda-se a
eutandsia de animais severamente infectados para eliminar os
parasitos adultos e desinfec¢des com 6xido de célcio e secagem dos
viveiros para promover a eliminacao de ovos e larvas destes
parasitos, os quais se desenvolvem em hospedeiros intermediarios
como ostracoides e outros copépode (Malta et al., 2001).

Os crustdceos na regido Sudeste foram observados por Martins
& Romero (1996), Martins et al. (2000, 2002), Tavares-Dias et al.
(2001b, 2008), Schalch & Moraes (2005, 2006b), Lizama et al. (2007) e
Franceschini et al. (2013). Na regidao Centro-Oeste foram registrados
por Del Pozo (2000), Jeronimo (comunicagao pessoal), e na regiao
Norte por Tavares-Dias et al. (2011, 2014), Silva et al. (2013) e Dias et
al. (2015).

Crustaceos parasitos sdo responsaveis por elevados prejuizos
econdmicos em peixes de agua doce no Brasil e constituem-se no
grupo mais diversificado e com variagdes morfofisiologicas, sendo
divididos em subgrupos: Ergasilidae, Copepoda, Branchiura e
Isopoda (Lima et al., 2013).

Nos peixes Characiformes analisados, dentre os crustaceos, é
notdvel que copépodes e branquitiros foram os parasitos
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predominantes nas regides estudadas. Dentre os copépodes
ergasilideos, somente as fémeas parasitam branquias, nadadeiras e
tegumento. A segunda antena é modificada em estruturas de fixacao
que causam fusdo, destruicdo e hiperplasia lamelar nas branquias,
podendo provocar grande mortalidade de peixes em cultivo. O
procedimento profilatico consiste em nao introduzir peixes
portadores desses parasitos nas unidades de cultivo, e se possivel, a
utilizacao de telas e filtros na entrada de captagao de agua do viveiro.
Por sua vez, os copépodes lerneideos Lernaea cyprinacea e Perulernaea
gamitanae, tanto na forma adulta como na forma de copepoditos
(jovens), sdo ectoparasitos que possuem o corpo alongado e o aparato
de fixagdo em formato de ancora que penetra no tegumento, em
especial na base das nadadeiras, ou na cavidade bucal, aderindo a
lingua, fossa nasal e cavidade opercular causando reacao hiperplasica
e inflamatoria nos locais de fixa¢ao (Tavares-Dias et al., 2011).

Os branquitros sdao predominantemente dos géneros Dolops e
Argulus, ectoparasitos da pele e cavidade opercular, e se
movimentam livremente de um peixe a outro. Os peixes parasitados
mostram-se agitados, raspando contra as paredes e substratos dos
tanques.

A agao patogénica desses ectoparasitos € devido a presenga de
mandibulas modificadas com estruturas especializadas para fixagao,
tais como ganchos (Dolops sp.) e ventosas (Argulus sp.). Os parasitos
fixam-se para alimentar-se de células tegumentares e sangue, assim
podem causar pequenas hemorragias puntiformes, que podem
evoluir para lesdes de maior tamanho com consequente invasao
bacteriana e fingica. A gravidade da parasitose depende, sobretudo,
da intensidade da infestacdo, e quando € muito elevada pode
ocorrer a morte dos peixes hospedeiros (Noga, 2010). Nao ha
profilaxia especifica, mas devido a deposicdo dos ovos desses
parasitos nos substratos do viveiro é necessario assepsia completa e
manter limpa a vegetacdo na borda dos viveiros, além de evitar a
introdugao de parasitos adultos. Devido ao tamanho é possivel a
remog¢ao mecanica destes parasitos no tegumento.
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O isopoda Braga patagonica é frequentemente observado em
peixes selvagens amazonicos, entretanto, Tavares-Dias et al. (2014)
relatou a presenca deste parasito na regido dorsal de tambaqui
cultivado na regiao Norte do pais. O impacto desses crustaceos na
saude dos peixes € pouco conhecido, porém, quando presentes nas
branquias dos hospedeiros, podem provocar anemia e reducao do
numero de filamentos branquiais com diminuicao da capacidade
respiratéria (Lima et al, 2013). A patogenia causada por este
parasito pode culminar em mortalidade ou, indiretamente, pode
agir como vetores de doengas, especialmente causada por virus
(Thatcher, 2006) e bactérias; e consequentemente causar perdas
econdmicas em pisciculturas.

Os hirudineos sao conhecidos como sanguessugas e podem ser
encontrados parasitando peixes de dgua doce, como observado nas
branquias de tambaqui por Santos et al. (2013) e sdo conhecidos por
serem vetores de patogenos aos peixes. Entretanto, Lizama et al.
(2013) afirmam que os peixes podem tolerar alta infestagdes destes
organismos com pouco ou nenhum efeito aparente, no entanto,
podem ocasionar anemia.

CONSIDERACOES FINAIS

O melhor controle das doengas € a prevengao com a adogao de
boas praticas de manejo sanitario durante os ciclos de produgao. A
melhor maneira de controlar as doengas € evitar sua introdugao nos
viveiros de cultivo. Para isso, é necessario usar peixes livres de
patégenos, realizar quarentena e manter separados ou eliminar as
larvas e alevinos com qualquer sinal de doengas e realizar
tratamento profildtico quando adquirir peixes de outras
propriedades. Além disso, deve-se evitar a introducdao de agua
contendo parasitos nos viveiros, ao adquirir novos peixes; realizar a
desinfeccao do sistema de produgao (viveiros e equipamentos de
manejo); manter boa qualidade da dgua dos viveiros de cultivo, com
niveis satisfatdrios de oxigénio dissolvido; e manter sempre nutri¢ao
e manejo alimentar adequados. Em regides frias e com oscilagoes
bruscas de temperaturas, o manejo e transporte de tambaquis
devem ser evitados nos periodos de outono-inverno, visto que
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dentre os Characiformes, estes peixes sao menos tolerantes as
oscilagdes térmicas. Por outro lado, em regides com elevadas
temperaturas, deve-se evitar qualquer manejo durante as horas mais
quentes do dia. Andlises periddicas nos peixes, feitas por
profissionais qualificados contribuem para evitar a proliferagao da
doenca e mortalidade.
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CAPITULO 16
INFECCOES POR ACANTOCEFALOS: UM
PROBLEMA PARA A PRODUCAO DE PEIXES

Edsandra Campos Chagas!
Patricia Oliveira Maciel
Sandro Loris Aquino-Pereira

INTRODUCAO

O aumento na produgao e comercializagdo de organismos
aquaticos no Brasil é uma realidade, entretanto, o destaque deve ser
dado ao crescimento na criagdo de espécies nativas como o tambaqui
(Colossoma macropomum), pacu (Piaractus mesopotamicus), pirapitinga
(Piaractus brachypomus), tambacu (fémea C. macropomum e macho P.
mesopotamicus), tambatinga (fémea C. macropomum e macho P.
brachypomus), que juntas apresentaram, uma produgao de 206.776,5
toneladas em 2011 (MPA, 2013). Destaca-se, ainda, que com a
intensificacdo dos sistemas de producdo adotados no Brasil, os
fatores como altas densidades de estocagem, manipulagao dos
peixes, alteragdes na qualidade da agua e o estado nutricional
podem contribuir para um quadro de estresse cronico nos peixes,
com consequéncias ao seu sistema imunoldgico, o que pode
favorecer a disseminacao de patdgenos e culminar na perda parcial
ou total da produgao (Woo, 2006; Xu et al., 2012).

Os peixes podem apresentar enfermidades de diversas
origens em sistemas de criagdo intensiva, com destaque para as
doengas parasitarias (Martins et al., 2010; Padua et al., 2013; Moreira
et al., 2013; Valladao et al., 2014). Entre os principais grupos de
parasitos que causam doencas em pisciculturas brasileiras estao os
protozodrios, mixosporideos, crustdceos e helmintos, que ao
encontrarem condigdes favordveis, proliferam-se causando doencgas

Chagas et al. Infec¢des por acantocéfalos: um problema para a produgao de peixes.
In: Tavares-Dias, M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas
perspectivas. Sdo Carlos, Editora Pedro & Joao, 2015.
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(Martins et al., 2001; Tavares-Dias et al., 2001; 2009; Portz et al.,
2013). Dentre os helmintos, os acantocéfalos vém chamando a
atencgao dos piscicultores em razdo das altas infestagdes registradas
na regiao Norte do Brasil.

Os acantocéfalos que parasitam os peixes pertencem as
classes Palaeacanthocephala, Eoacanthocephala e Polyacanthocephala
(Amin, 1985; 1987). Destaca-se que nos peixes cultivados no Brasil os
principais géneros encontrados sao: Echinorhynchus,
Neoechinorhynchus e Polyacanthorhynchus (Eiras et al., 2010).
Echinorhynchus briconi é um acantocéfalo encontrado em matrinxas
(Brycon amazonicus) criados em sistema de cultivo intensivo em canal
de igarapé e em tanques-rede (Andrade, 2000; Malta et al., 2009),
Neoechinorhynchus buttnerae no cultivo de tambaquis e seus hibridos
(Malta et al., 2001, Silva et al, 2013) e Polyacanthorhynchus
macrorhynchus em criagdes intensivas de pirarucu (Arapaima gigas)
(Marinho et al., 2013). Entretanto, com potencial de infec¢ao ainda
existe o registro na natureza de Polyacanthorhynchus rhopalorhynchus
para pirarucu e Echinorhynchus jucundum para pirapitinga (Eiras et
al., 2010).

Acantocéfalos sao o menor grupo de parasitos conhecido,
com aproximadamente 1.100 espécies (Bush et al., 2001), sendo que
mais da metade das espécies sao endoparasitos de peixes que
ocorrem em animais da natureza e cultivo (Nickol, 2006). Sao raros
os relatos de parasitoses por acantocéfalos em peixes de cultivo
(Noga, 2010) e os poucos relatos da literatura registram a auséncia
de danos aos hospedeiros parasitados (Malta et al., 2001; Nickol,
2006; Pavanelli et al., 2008), principalmente quando em baixas
infestagdes (Tonguthai, 1997). Contudo, achados recentes tém
demonstrado que existem reagdes severas por parte do hospedeiro
as agressdes provocadas pelos parasitos no limem intestinal que
lesam a mucosa ou penetram na parede intestinal (Dezfuli et al.,
2008a; Sanil et al., 2011). Da mesma forma, sugeriu-se que os peixes
tém o crescimento comprometido pela parasitose (Taraschewski et
al, 1990), ou mesmo tornam-se mais susceptiveis aos manejos
comuns de uma producdo aquicola (Maciel et al., 2008). Este
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capitulo tem objetivo de sinalizar aos pesquisadores, técnicos do
setor aquicola e produtores quanto a importancia sanitaria de
infecgdes por acantocéfalos em cultivos de peixes no Brasil,
partindo-se principalmente dos achados em pirarucus, matrinxas,
tambaquis e seus hibridos sob criagao intensiva e de outras espécies
em ambiente natural.

BIOLOGIA E CICLO DE VIDA DO PARASITO

Acantocéfalos adultos tém geralmente coloragdo branca,
creme (Bush et al., 2001) ou amarela-alaranjada (Sanil et al., 2011),
contudo dependendo do contetido intestinal dos hospedeiros
podem mudar um pouco sua coloragao (Bush et al., 2001) (Figura 1).
O tamanho varia de menos de 1,0 mm a 60,0 cm, de acordo com a
espécie (Bush et al., 2001).

Figura 1. Acantocéfalos de coloragdo esbranquicada como Neoechinorhynchus
buttnerae parasito de Colossoma macropomum (A) ou amarelada como Tenuiproboscis
sp. parasito de Lutjanus argentimaculatus (B) (Fonte: A. Maciel, P.; Sanil, B. et al,,
2011).

Os acantocéfalos apresentam adaptacdo a uma diversidade
de classes de vertebrados, tanto terrestres quanto aquaticos
(Kennedy, 2006). O ciclo de vida deste grupo ¢ indireto e estd
baseado na cadeia tréfica sendo necessario um artrépode como
hospedeiro intermedidrio, e um vertebrado como hospedeiro
definitivo, contudo, hospedeiros paraténicos podem estar presentes
(Santos et al., 2013). A variedade de hospedeiros contribui para a
maior dispersao destes parasitos nos ecossistemas aquaticos (Santos
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et al., 2013). Confirmando tal fato, Lacerda et al. (2009) descreveram
a ocorréncia Neoechinorhynchus (Neoechinorhynchus) paraguayensis no
estbmago e intestino posterior de larvas de peixes corvinas
(Pachyurus bonariensis e Plagioscion ternetzi), sendo este o primeiro
registro de infeccdo em larvas de peixes por esses endoparasitos.

Os parasitos adultos localizam-se no intestino delgado de
seus peixes hospedeiros, onde se reproduzem e vivem em média um
ano (Santos et al, 2013). Algumas espécies escolhem porgoes
especificas do intestino, como Echinorhyncus sp. na por¢ao anterior
(Malta et al., 2009) e Dentitruncus truttae que habitam as porg¢des
anterior e média (Dezfuli et al., 2008a), enquanto a regidao posterior
do intestino é alvo de Tenuiproboscis sp. (Sanil et al., 2011). Juvenis e
adultos de Neoechinorhynchus buttnerae (Figura 2) foram encontrados
tanto no intestino anterior, quanto no médio e posterior em alta
infeccao (Maciel et al., 2008).

A auseéncia de tubo digestorio € uma adaptagao dos parasitos
adultos (Santos et al.,, 2013) que apresentam poros e canais na
camada de cuticula do corpo que indicam que os nutrientes sao
absorvidos por meio dessas aberturas ao invés da superficie
corporal, por meio do contato direto do parasito com a mucosa
intestinal do hospedeiro (Cleave, 1952). Este fato contribui para que
muitas espécies realizem migragdes pelo intestino em resposta a
disponibilidade de alimento (Bush et al., 2001).

Figura 2. Juvenis (seta pontilhada) e adultos (cabeca da seta) de Neoechinorhynchus
buttnerae do intestino de Colossoma macropomum (Fonte: Maciel, P.).
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Os parasitos adultos parecem regular sua propria densidade
populacional através de competi¢do intraespecifica por espago no
hospedeiro vertebrado (Brasil-Sato & Pavanelli, 1999; Santos et al.,
2013). A disposicao de N. buttnerae adultos em grupos de 11 a 19
individuos na secao circular do intestino foi considerada uma
estratégia para sobreviver as altas infestagdes (Malta et al., 2001). A
copula ocorre 24 horas apos a infecgao (Muzzall & Rabalais, 1975) e
para a maioria das espécies de acantocéfalos a producao de ovos se
inicia de 4 a 8 semanas apos a infecgdo e continua pelos 2 meses
seguintes (Nickol, 2006).

Ovos fertilizados sdo liberados nas fezes e permanecem no
ambiente até serem ingeridos por um artropode, geralmente
crustaceos (anfipodos, copépodes, isdpodes ou ostracoides) no
ambiente aquatico (Nickol, 2006; Santos et al., 2013). Fora esse breve
momento, ndo existem estagios livres do parasito no meio ambiente
(Thatcher, 2006). Segundo esses ultimos autores, os ovos maduros
apresentam quatro camadas de membranas protetoras, e em
algumas espécies prolongamentos que tém a funcao de fixa¢ao aos
substratos do ambiente tornando-os mais disponiveis para os
hospedeiros intermedidrios. Ainda, internamente, o ovo abriga a
larva acantor que é a fase infectante para o hospedeiro
intermedidrio. A larva nao se desenvolve no interior do ovo até que
este seja predado (Thatcher, 2006). Depois de eclodida a larva
penetra na parede intestinal do artrépode e se aloja na hemocele
onde se desenvolve até cistacanto (Nickol, 2006; Santos et. al., 2013)
(Figura 3). Comprometimento reprodutivo e depressao do sistema
imune sdo observados em hospedeiros intermedidrios anfipodes
infectados (Dezfuli et. al., 2008b; Cornet et al., 2009), e mudancas de
cor ou comportamento de hospedeiros intermedidrios sao
responsaveis por aumentar a taxa de transmissao do parasito por
torna-lo mais susceptivel a predagao (Nickol, 2006; Kaldonski et al.,
2007; Santos et al., 2013). No ambiente natural, a transmissao esta
mais relacionada com a disponibilidade de hospedeiros
intermedidrios vidveis para predagao, e com a diversidade de hédbito
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alimentar dos hospedeiros definitivos do que com a densidade de
peixes no ecossistema (Brasil-Sato & Pavanelli, 1999).

-, ‘.

Figura 3. Fémea de anfipode Echinogammarus tibaldii com um cistacanto
(seta) de Polymorphus minutus na hemocele. Barra: 1,0mm (Fonte: Dezfuli et
al., 2008Db).

O cistacanto ¢ a forma infectante para o hospedeiro
definitivo. Contudo, quando o ovo é ingerido por um vertebrado
hospedeiro paraténico, a larva cistacanto habita regides extra-
intestinais, pois atravessa a parede intestinal e se encista na cavidade
do corpo, porém, ndo sofre nenhum desenvolvimento até
alcancarem o hospedeiro definitivo (Nickol, 2006; Santos et al.,
2013). Os peixes funcionam como hospedeiros definitivos ou
paraténicos, e no segundo caso, por isso podem ser encontradas
larvas de acantocéfalos encistados no mesentério (Thatcher, 2006). A
transmissao pods-ciclica, ou seja, quando parasitos adultos sdao
transmitidos de um hospedeiro definitivo para outro definitivo ¢é
relatada para poucas espécies de acantocéfalos de peixes (Nickol,
2006). Informacdes sobre hospedeiros intermedidrios de
acantocéfalos de peixes foram disponibilizadas por Schmidt (1985) e
na Tabela 1. Detalhes do desenvolvimento e da morfologia das fases
de algumas espécies de acantocéfalos durante o ciclo de vida sao
descritos por Santos et al. (2013).
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Tabela 1. Hospedeiros intermedidrios de acantocéfalos de peixes.

- . Hospedeiros intermediarios Referéncias
Espécies de parasitos (.
Espécie Grupo
Pomphorhynchus laevis , Kaldonski et al.
e Polymorphus Gammarus pulex anfipode
. (2007)
minutus
Dentitruncus truttae
e Echinorhynchus E'chm.o'gammarus anfipode  Dezfuli et al. (2008b)
truttae tibaldii
Polymorphus minutus
e Echinorhynchus , s
Gammarus pulex anfipode  Fielding et al. (2003)
truttae
Acanthocephalus lucii . L, Benesh & Valtonen
Asellus aquaticus isépode
(2007)
Paratenuisentis Gammarus tiorinus anfipode Morozinska-Gogol
ambiguus 8 p (2008)
Ac‘anthgcephalus E.chm?‘g Ammaris anfipode Dezfuli et al. (2012)
rhinensis tibaldii
PATOLOGIA, HISTOPATOLOGIA E ALTERACOES
FISIOLOGICAS

Os efeitos patogénicos de acantocéfalos adultos decorrem da
acao mecanica do parasito ao fixar sua probdscide na parede
intestinal, e tais efeitos podem ser amplificados devido o
deslocamento dos parasitos nos locais de infec¢do (Santos et al.,
2013). Embora alguns autores indiquem pouca resposta inflamatdria
por parte dos tecidos do hospedeiro, outros relatam forte reagao
com comprometimento de todo o canal alimentar. Esta aparente
contradi¢do tem correlacdo com a profundidade de penetracdo da
probdscide, segundo Kabata (1985) e Dezfuli et al. (2002), que
desencadeia quatro graus de severidade da parasitose:

1. A probdscide penetra apenas no epitélio intestinal. A reacao

do hospedeiro ¢ insignificante ou inexistente;
2. A penetragdo atinge as camadas de tecido conjuntivo
subepitelial, mas ndo consegue alcangar o musculo
subjacente. A resposta € largamente confinada a infiltragao

de células granulares;

311



3. A probodscide chega a camada muscular do intestino. A
reacao envolve a infiltracdo de fibroblastos e a formacao de
nodulos fibrosos na parede intestinal;

4. A probodscide perfura a parede do intestino e muitas vezes
torna-se rodeada por uma cdpsula de multi-camadas
(fibroblastica e colagenosa). Nesses casos Thatcher (2006)
menciona a ocorréncia de peritonite em consequéncia da
perfuracao intestinal.

Estudos tém sugerido que alguns acantocéfalos produzem
toxinas, liberadas para os tecidos do hospedeiro através de poros
presentes nos ganchos da probodscide (Kabata, 1985). O fato das
espécies que apresentam poros nos ganchos provocarem uma
resposta inflamatoéria mais vigorosa do que aqueles que nao
possuem parece corroborar esta hipotese (Kabata, 1985).

Além da penetragdao da probdscide, a oclusao do limen do
intestino pode ocorrer, especialmente quando o peixe é pequeno e a
intensidade de infecgao alta (Sanil et al., 2011). A perda de peso, o
retardo do crescimento e até mesmo a mortalidade dos hospedeiros
também foram registradas (Kabata, 1985; Tonguthai, 1997; Amim et
al., 2013).

Os estudos histopatoldgicos da infec¢ao por acantocéfalos em
peixes demonstram desenvolvimento de inflamagao local e
generalizada do trato digestivo. Essa parasitose pode induzir a
migragao de varias células inflamatdrias para o local da infecgao, e
um dos tipos mais comuns de células associadas a infecgOes
parasitdrias entéricas em peixes sdao os mastdcitos, conhecidos
também como células granulares eosinofilicas (Sfacteria et al., 2015).
Em peixes Barbus barbus e Silurus glanis naturalmente infectados com
o acantocéfalo Pomphorhynchus laevis as células imunes
predominantes no local da inflamacao em ambos os hospedeiros
foram o0s mastdcitos, associados a fibroblastos, encontrados
proximos aos capilares do intestino, sugerindo a migracao de
mastdcitos através da corrente sanguinea (Dezfuli et al., 2011).

A presenca do acantocéfalo Dentitruncus truttae no trato
digestorio de Coregonus lavaretus induziu hiperplasia e hipertrofia
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das células mucosas intestinais. Neste estudo, nos peixes infectados,
0os mastdcitos foram mais abundantes do que em peixes nao
infectados, sugerindo a migracao dessas células e sua intensa
degranulagao no local da infec¢do (Dezfuli et al., 2009).

Alteragdes causadas por acantocéfalos Longicollum pagrosomi
em Pagrus major (Kim et al., 2011) e por Pomporhynchus kashmiriensis
em Schizothorax esocinus (Irshadullah & Mustafa, 2012), sao necrose
parcial do tecido conjuntivo, fibras musculares e coldgeno do
intestino; tendo sido observado ao redor do parasito a destruicao
das vilosidades e revestimentos epiteliais.

Sanil et al. (2011) descreveram manifesta¢des patoldgicas do
acantocéfalo Tenuiproboscis sp. no pargo do mangue (Lutjanus
argentimaculatus), um peixe altamente valorizado ao longo da costa
sudoeste da India, onde foram observadas grandes infec¢des com
parasitos na regidao posterior do intestino, quase bloqueando o
limen (Figura 4). Os acantocéfalos nao produziram quaisquer
efeitos nocivos visiveis na saide geral dos animais. No entanto,
estudos histopatologicos revelaram alteragdes patologicas graves e
os danos mecanicos causados pelos acantocéfalos destruiram
totalmente a arquitetura dos tecidos intestinais (Figura 5). As
mesmas manifestagdes podem ocorrer com outras espécies de
acantocéfalos e de hospedeiros.

No Brasil, Martins et al. (2001) relataram prevaléncia de
83,3% de Neoechinorhynchus curemai parasitando curimbatd
(Prochilodus lineatus) do reservatdrio de Volta Grande (MG). A
analise histopatologica revelou completa descamacdo do epitélio
intestinal com severa hiperplasia e hipertrofia das células
caliciformes, forte reacao inflamatéria na submucosa, deslocamento
de feixes, associado a edemas, bem como infiltracdo mononuclear e
eosinofilica.

Rodrigues et al. (2012) demostraram que acantocéfalos do
género Neoechinorhynchus encontrados no intestino de Plagioscion
squamosissimus provocaram alteragdes significativas no epitélio
intestinal, nas camadas mucosa, submucosa e muscular, além de
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induzir a formacgao de infiltrado leucocitario ao redor do ponto da
ancoragem da probodscide (Figura 6).

Figura 4. (a) Parasito penetra a parede do intestino (L - Lumen, P - cavidade
peritoneal); (b) probdscide do parasito (seta) cercado por uma capsula de tecido
conjuntivo (cabega de seta); (c) visdo ampliada da proboéscide que mostra a
formagao de tecido conjuntivo (cm - musculos circulares); (d) seccao de capsula de
tecido conjuntivo (cm - musculos circulares, ct - capsula do tecido conjuntivo); (e)
linfécitos, granuldcitos e fibroblastos no local da inflamacdo; (f) tegumento intacto
da regido anterior da probdscide (seta) colocado entre a capsula de tecido
conjuntivo; (g) espinhos nas probdscide ancoradas fortemente em torno do tecido
conjuntivo e (h) probdscide fechada no revestimento de tecido conjuntivo projeta-se
na cavidade peritoneal (Fonte: Sanil et al., 2011).
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Figura 5. Imagem reconstruida da secgdo transversal da intestino que mostra a
extensao de danos nos tecidos para as dobras intestinais e as camadas musculares,
notar que apenas uma pequena porcao de vilosidades permanece intacta. L -
Lumen, P - peritonio. (Fonte: Sanil et al., 2011).

Figura 6. Corte histologico da parede intestinal de Plagioscion squamosissimus,
evidenciando o ponto de ancoragem do acantocéfalo Neoechinorhynchus sp. na
parede do intestino. (A) Regido do colo do parasito (seta branca) inserido na
camada muscular (ms) do intestino, provocando deslocamento da camada mucosa
(mc). (B) Os ganchos cefalicos (seta preta) perfuram a mucosa (mc) e estendem-se
até a camada muscular (ms) do intestino. Presenca de grande infiltrado inflamatoério
(ii) na camada muscular, circundando o helminto. Escala: 200pum; Hematoxilina e
Eosina (Fonte: Rodrigues et. al., 2012).

v

Em P. mesopotamicus  foram  relatadas alteragdes
histopatoldgicas  intestinais devido ao  parasitismo  por
Echinorhynchus jucundus (Ferraz de Lima et al., 1989; Faria et al,,
2014). Ferraz de Lima et al. (1989), observaram reagao inflamatéria
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com células mononucleares e hemorragias no epitélio intestinal.
Faria et al. (2014) relataram alteragOes patologicas na mucosa
intestinal tais como perda do tecido epitelial de revestimento dos
vilos, proximos aos parasitos, além de infiltracoes de células
mononucleares e células granulociticas eosinofilicas na lamina
propria intestinal. De forma semelhante em tambaquis (Colossoma
macropomum) parasitados por Neoechinorhynchus sp., foi observada
descamagao, compressao e desaparecimento das vilosidades na
mucosa, infiltragdo celular leucocitaria na submucosa e
espessamento da camada muscular (Matos et al., 2014).

Infeccbes parasitdrias também podem causar alteragoes
hematoldgicas e metabdlicas que comprometem a satide dos animais
cultivados. Belo et al. (2013) observaram menor numero de
trombocitos em curimbatas (Prochilodus lineatus) infectados com N.
curemai, o que pode ser explicado pelo recrutamento dessas células
para as lesdes hemorrdgicas causadas pelo parasito na parede
intestinal, sendo observado também maiores contagens absolutas e
relativas de monoécitos quando comparado aos peixes nao
infectados. Ocorréncia de monocitose em curimbatds parasitados
por N. curemai também foi relatada por Ranzani-Paiva et al. (2000).
Infecgdo por Echinorhynchus jucundus causaram hipoproteinemia e
hipoalbuminemia, além da diminuicdo nos valores séricos de
colesterol e glicose de P. mesopotamicus (Faria et al., 2014).

LEVANTAMENTO DE OCORRENCIAS EM PISCICULTURAS
COMERCIAIS DAS REGORD NORTE E NORDESTE DO
BRASIL

Em cultivo de tambaqui (n=72; 299,59 g e 20,27 cm), o
primeiro relato de acantocefalose foi feito em 2001, quando peixes
de barragens no municipio de Itacoatiara, estado do Amazonas,
foram diagnosticado na fase de recria, pois haviam parados de se
alimentar e comecaram a morrer. Pois a alta infestacao de
Neoechinorhynchus buttnerae foi responsavel pela oclusao parcial e
total do trato intestinal, prejudicando a capacidade de absorgao e
competindo diretamente com o alimento ingerido (Malta et al.,
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2001). Em 2008, novos casos foram registrados também em alevinos
de tambaqui (n=800; 19,7+5,4 g; 8,1+1,0 cm) oriundos do mesmo
municipio, os quais morreram apos manejo de transporte (Maciel et
al., 2008).

Nova ocorréncia de acantocéfalos no cultivo de tambaquis foi
observada na fase de engorda, em 2014, em pisciculturas localizadas
nos municipios de Rio Preto da Eva e Manacapuru, Estado do
Amazonas, quando os peixes apresentaram oclusao e perfuragao do
trato intestinal. Até o momento somente se tem conhecimento da
ocorréncia de N. buttnerae parasitando tambaquis, a mesma espécie
que acomete os seus hibridos (Tabela 2).

No estado de RondoOnia, acantocéfalos também foram
encontrados em tambaquis provenientes de pisciculturas da regiao do
Vale do Jamari, que compreende nove municipios e representa o
principal polo produtivo do estado. Foi observado que mais de 7%
dos peixes encontravam-se parasitados por Neoechinorhyncus sp., e
esses peixes eram oriundos de pisciculturas dos municipios de Alto
Paraiso, Rio Crespo, Cacaulandia, Machadinho, Cajubim e Ariquemes
(Oliveira, 2014). Ha também registro de ocorréncia de acantocéfalos
em tambaquis criados no estado do Maranhao (Tabela 2).

Em tambacus (Colossoma  macropomum x  Piaractus
mesopotamicus) cultivados no estado do Amapa foi feito o primeiro
relato da infestagdo por N. buttnerae, quando foram coletados 77
espécimes do parasito, com uma prevaléncia de 12,5% e intensidade
média de 18,5 parasitos/hospedeiro (Silva et al., 2013). Também ha
ocorréncia de acantocéfalos em outros hibridos como a tambatinga
(Tabela 2).

Em criagdes de pirarucu (Arapaima gigas), na fase de engorda,
foi feito o primeiro registro de alta infestacdo de acantocéfalos
Polyacanthorhynchus macrorhynchus no estado do Amapa (Marinho et
al., 2013).

O aumento de casos de acantocefalose em peixes cultivados
na regidao Norte do Brasil é preocupante e, possivelmente, pode ser
decorrente da intensificagao dos sistemas produtivos sem o emprego
de boas praticas de manejo sanitario. Em razao da baixa ocorréncia
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dessa parasitose, na maioria dos casos, em peixes cultivados no
Brasil, sao escassos os estudos sobre medidas de controle eficazes.

Tabela 2. Principais relatos da ocorréncia de acantocéfalos em peixes de
cultivo nas regides Norte e Nordeste do Brasil. P= Prevaléncia, IM:
Intensidade média

Localidades Hospedeiros Espécie de parasito P (%) IM Referéncias
Itacoatiara Colossoma Neoechinorhyncus Malta et al.
100 1253
(AM) macropomum buttnerae (2001)
Itacoatiara Colossoma Neoechinorhyncus Maciel et al.
100 69,2
(AM) macropomum buttnerae (2008)
Rio Preto da  Colossoma Neoechinorhyncus Aquino-
Eva (AM) macropomum buttnerae 26,7 173,7  Pereiraetal.
(2014)
Manacapuru  Colossoma Neoechinorhyncus 100 ) Comunicagao
(AM) macropomum buttnerae pessoal
Vale do  Colossoma Neoechinorhyncus 73 ) Oliveira
Jamari (RO)  macropomum buttnerae ’ (2014)
Estado do  Colossoma Neoechinorhyncus Comunicagao
aranhao macropomum buttnerae i i pessoal
Macapa Tambatinga Neoechinorhyncus 38 12 Dias et al.
(AP) buttnerae g g (2015)
Macapa Tambacu Neoechinorhyncus 44 154 Silva et al.
(AP) buttnerae i ! (2013)
Macapa Arapaima gigas Polyacanthorhynchus 950 282 Marinho et
(AP) macrorhynchus i ! al. (2013)

DIAGNOSTICO, TRATAMENTO E PREVENCAO

O sucesso no controle das enfermidades depende da sua
identificagdo por métodos rapidos e eficientes de diagnosticos. O
método de diagndstico mais utilizado é realizado por meio da
avaliacdo post-mortem dos peixes, quando os parasitos adultos sao
encontrados no trato intestinal (Eiras et al., 2006; Noga, 2010). Em
observagoes a fresco em microscopio ou estereomicroscépio (lupa) é
possivel identificar a principal caracteristica do parasito que é a
probdscide com espinhos (Figura 7). A espécie do parasito deve ser
identificada para correlacao com a patogenicidade do agente. Exame
coproparasitologico também é um meio para detec¢ao dos ovos nas
fezes (Nickol, 2006), contudo, na maioria dos casos nao é viavel para
pisciculturas. O diagndstico imunoldgico ainda nao esta disponivel
para esta parasitose (Nickol, 2006).
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Figura 7. Acantocéfalos adultos no intestino de Colossoma macropomum (A) e
probodscide com espinhos de Echinorhynchus briconi parasito de Brycon amazonicus
(B) (Fonte: A. Patricia Maciel; B. Aquino-Pereira, S.).

Para o controle de uma enfermidade deve-se atuar em duas
frentes, uma delas, o tratamento propriamente dito da doenga e
outra na prevencao, tanto evitando a entrada quanto reduzindo ou
eliminando as chances de reinfeccao. A literatura referente ao
tratamento de acantocéfalos de peixes é escassa e quando existente €
divergente. Por isso relatamos os levantamentos realizados,
indicando pontos positivos e negativos e possibilidades para as
espécies nativas.

Em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), Nakajima et al.
(1975) testaram o uso de bithionol, pamoato de piruvina e iodato de
diametazina em banhos de 24 horas na concentragao de 10 mg/L no
controle de Acanthocephalus opsariichthydis. Porém, como o0s
resultados ndo foram satisfatorios. Portanto, isso reforca que o
melhor controle estd na eliminagao dos hospedeiros intermediarios.
Kabata (1985) registra o tratamento do bacalhau (Gadus morhua) com
o bithionol, como aditivo alimentar, a 20.000 mg/L, em uma unica
aplicagao eliminando 84,0% de uma populagao de Echinorhyncus sp.
Kabata (1985), Thatcher (2006) e Eiras et al. (2008) indicam o 6xido
de Di-N-Butil Estanho. O primeiro autor registrou que o produto foi
utilizado para combater infec¢des por Pomporhyncus sp. misturando-
se a racao de 3 a 5 mg/kg de peixe, com trés aplicacdes, em dias
consecutivos com sucesso. Ja o segundo autor registrou que o
produto deve ser misturado a ragao a 0,3% do peso vivo por um a
cinco dias. E o terceiro autor indicou a mistura do produto a ragao
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na dose de 25g/100 kg de peixe por 3 dias. Contudo, Taraschewski et
al. (1990) testaram esse produto in vitro contra os acantocéfalos
Neoechinorhynchus rutili e Echinorhynchus truttae e nao encontraram
resultados satisfatorios.

No controle de acantocéfalos Pallisentis nagpurensis, o uso de
tolzan (oxiclozanida) na concentragao de 0,04 mM apresentou
eficacia satisfatéria. Este produto inibe a absorcao de glicose, a
geracao anaerdbica de ATP pelo parasito, assim como interfere no
metabolismo das proteinas, resultando na imobilizagdo e morte do
acantocéfalo (Kumari, 2006). Para truta arco-iris, os quimicos
loperamida e niclosamida foram avaliados in vivo na dose de 50
mg/kg durante trés dias consecutivos, por via oral de forma forcada
usando um meio de um pélete de racao. Observou-se que uso de
loperamida apresentou 100% de eficicia no controle dos
acantocéfalos N. rutili e E. truttae, enquanto a niclosamida nao
apresentou a mesma eficacia e foi considerada altamente toxica para
os peixes (Taraschewski et al., 1990).

A loperamida é um analgésico narcético e seu mecanismo de
agao é estimular a contragdo do musculo intestinal (Booth & Donald,
1992). A agao da loperamida causou prejuizos letais aos parasitos,
como severo inchago e encolhimento da extremidade posterior do
tronco, bem como danos as mitocondrias dos parasitos
(Taraschewski et al, 1990). Uma desvantagem do método de
tratamento utilizado ¢ a aplicacao em larga escala. Como o teste foi
experimental a dose exata do medicamento foi administrada para
cada animal pela via oral forcada. Seria necessario realizar outros
estudos para avaliar a aplicacdo da dose indicada fazendo a
incorporagao do medicamento a racao e administrando para um lote
maior de animais, de forma a validar o uso do tratamento em escala
de produgao.

A loperamida parece nao causar maiores danos ao
hospedeiro e a invertebrados aquaticos (Taraschewski et al., 1990).
De acordo com os autores o medicamento nao causou danos
fisioldgicos em  Omncorhynchus mykiss quando expostos ao
medicamento em banho de imersdao na dose eficaz, e da mesma
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forma nao provocaram a morte de caramujos Lymnae astagnalis e
Anisus vortex, isopddes Asellus aquatieus e larvas de libélula
(Anisoptera).

Em peixes ornamentais tropicais, recomenda-se o uso
quimioterdpicos indicados para nematoides para eliminar
acantocéfalos. As formas de tratamento sao: niclosamida em banho
longo de 200 a 300 mg/100 L por 24 a 36 horas e em banho curto de 3
a 5g/L por 3 a 6 horas, e em ambas dosagens, repetir o tratamento
apos 2 a 3 semanas. Na racdo indica-se adicionar 50 mg de
niclosamida/100g de dieta de 5 a 7 dias. J& o mebendazol foi
indicado para ser incorporado na ragao, 100 a 200 mg/100 g de dieta
por cinco a sete dias (Bassleer, 2011).

Apesar de todos esses quimioterapicos serem utilizados no
tratamento de acantocéfalos em outros paises, no Brasil nao ha
nenhum parasiticida recomendado para esta finalidade, visto que o
primeiro e tnico produto registrado no Brasil, a base de triclorfon,
teve o registro suspenso. Entretanto, é sabido que o uso de
quimioterapicos e antibidticos na aquicultura brasileira é uma
pratica comum, e, portanto, pode-se considerar que grande parte
dos empreendimentos aquicolas vem atuando de forma irregular,
colocando em risco a cadeia produtiva devido a riscos ambientais e
de satade publica. De acordo com a maioria dos autores a prevengao
a exposigao ao parasito é o melhor método de limitar as infecgoes
por acantocéfalos. Este método corresponde a controlar os
potenciais hospedeiros intermedidrios na agua (Nickol, 2006), com
uso de organofosforados, tendo o conhecimento que o uso destes
produtos pode causar problemas ambientais (Tonguthai, 1997).
Malta et al. (2001) indicaram o sacrificio e incineracao dos lotes
contaminados. Por isso, a entrada de acantocéfalos em propriedades
piscicolas pode sair muito caro para o produtor, uma vez que o
tratamento medicamentoso em larga escala ainda ndo é uma
realidade.

A ocorréncia de acantocéfalos no cultivo de tambaqui e seus
hibridos é uma realidade em pisciculturas do Estado do Amazonas
desde 2001 e em decorréncia de altas infestagdes uma medida que
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vem sendo adotada mais recentemente em algumas pisciculturas da
regiao consiste no rodizio de espécies, alternando ciclos de producao
entre tambaqui e matrinxd, ou outra espécie, visando com isso
quebrar o ciclo de vida do parasito, uma vez que estes sao espécie-
especificos. O tratamento e a prevengao sO sao possiveis com a
realizagdo do diagnostico correto e precoce da doenca. Como as
transferéncias de peixes entre pisciculturas é a forma mais factivel
de transmissdo, principalmente por meio de alevinos e peixes
jovens, é essencial a realizagao do diagnostico das formas jovens.
Como a maioria das infecgOes é assintomatica, ou seja, as alteragdes
clinicas nos peixes nao sao perceptiveis, € necessdria a avaliagao de
amostragem dos lotes nas pisciculturas. As mortalidades apos
algum manejo devem ser investigadas, pois a imunossupressao
ocorre principalmente nas altas infec¢des (Maciel et al., 2008). Assim,
medidas preventivas devem ser adotadas mesmo quando a
infestagao ainda for baixa.

De forma geral, algumas medidas conhecidas como boas
praticas de manejo sao recomendadas para minimizar a ocorréncia
de doengas na criagdo, tais como: conhecer a procedéncia dos
alevinos e realizar quarentena a cada lote adquirido, proceder a
desinfeccao dos equipamentos utilizados nos viveiros, monitorar os
parametros de qualidade da 4gua durante o cultivo, fornecer
alimentagao de qualidade e adequada para cada fase de vida dos
peixes, acompanhar o desempenho dos peixes e as alteragoes
comportamentais e evidéncias fisicas de enfermidades, e na
ocorréncia de mortalidade nos tanques de criacao deve-se retirar
rapidamente os peixes mortos, pulveriza-los com cal virgem e
enterra-los (Izel et al., 2014).

CONSIDERACOES FINAIS

Como a disponibilidade de hospedeiros intermediarios
infectados, o fechamento do ciclo de vida dos acantocéfalos é
facilitado (Brasil-Sato & Pavanelli, 1999), e o estresse causado nos
animais diminui sua resisténcia a ocorréncia de outras doencgas. A
patogenicidade dos parasitos, em geral, é dependente de dois
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fatores, a carga parasitaria e a capacidade de penetracao do parasito
nos tecidos do hospedeiro. As alteragdes histopatologicas e
fisioldgicas causadas por algumas espécies de acantocéfalos indicam
que danos sdao provocados aos peixes, ainda que sinais clinicos
externos nao sejam facilmente percebidos

Na aquicultura, a patogenicidade dos acantocéfalos tem sido
subestimada,  consequentemente nao tem  motivado o
desenvolvimento de medidas de controle especificas. Isso, ocorre
possivelmente em fungdo dos registros marcando a nao preocupacao
com esse grupo de parasitos, assim a ocorréncia de acantocéfalos em
cultivos de pirarucus, tambaquis e seus hibridos vem sendo
negligenciada. Este cendrio contribuiu para que a parasitose tenha
aumentado sua drea de ocorréncia nos ultimos anos, como na regiao
Norte, possivelmente por meio do transporte de alevinos de
pisciculturas que fazem reprodugao, alevinagem e/ou recria. Essa
parasitose € hoje responsavel por um fator silencioso da redugao de
produtividade e mortalidade de peixes nas criagdes. Portanto, é
importante destacar que a implementacao de medidas preventivas
que minimizem a reproducdo desses parasitos e/ou sua
disseminacdo na propriedade ou entre pisciculturas, é o ponto mais
importante a ser considerado antes, durante e apds o ciclo de
cultivo.
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CAPITULO 17
SANIDADE DE POLVOS: ESTADO ATUAL E
PERSPECTIVAS

Katina Roumbedakis!
Mauricio Later¢a Martins

INTRODUCAO
Aspectos gerais

A classe Cephalopoda ¢ dividida em duas subclasses:
Nautiloidea, que possui apenas dois géneros, Nautilus e Allonautilus,
0s Unicos representantes viventes com concha externa; e Coleoidea,
que compreende as lulas, sépias, polvos e “vampiros” (Jereb &
Roper, 2010). Os cefaldpodes compreendem aproximadamente 1.000
espécies vivas atualmente descritas, entretanto, estima-se que
existam pelo menos outras 100 espécies nao descritas. Dentre a
ordem Octopoda, a qual pertencem os polvos, destaca-se o género
Octopus que compreende mais de 200 espécies (Jereb & Roper, 2010),
distribuidas principalmente em daguas rasas tropicais. Os polvos
desempenham papel fundamental nas relagdes troficas dos
ecossistemas marinhos, tanto como predadores de uma diversa
fauna bentonica, como presas importantes de diversas espécies que
estao no topo da cadeia alimentar (Guerra, 1992).

Em cefalépodes coleoides, o ciclo de vida é, em geral, curto
podendo variar de 6 a 36 meses (Mangold, 1983). Estes animais sao
semélparos, ou seja, apresentam apenas um evento reprodutivo
durante a vida (Mangold, 1983; Boyle & Rodhouse, 2005). Os polvos
da familia Octopodidae sdao dioicos e apresentam dimorfismo
sexual: quando sexualmente maduros, os machos apresentam um
braco diferenciado, o hectocétilo, através do qual transferem os

Roumbedakis & Martins. Sanidade de polvos: estado atual e perspectivas. In:
Tavares-Dias, M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas perspectivas.
Sao Carlos, Editora Pedro & Joao, 2015.
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espermatoforos para o oviduto da fémea durante a cépula (Boyle &
Rodhouse, 2005). Apds a transferéncia, os espermatdforos se
rompem e liberam o esperma, que é armazenado na espermateca da
glandula ovidutal onde ocorre a fecundagdo (Froesch & Marthy,
1975).

O desenvolvimento embrionario é direto e, em espécies de
aguas rasas, dura geralmente entre um e dois meses dependendo da
temperatura da agua (Forsythe & Hanlon, 1988). Apos a postura, a
fémea dedica-se exclusivamente a sua manutengao (Figuras 1 A-B).
O cuidado parental inclui a prote¢do da massa de ovos de possiveis
predadores, aeracao e limpeza dos ovos e elimina¢ao de embrides
mortos (Vidal et al., 2014). Durante este periodo a fémea nado se
alimenta, necessitando de reservas enddgenas (Guerra, 1992; Rocha,
2003), o que acarreta mudangas fisioldgicas e sua condicdo se
deteriora drasticamente podendo ser observada a diminuigdo
corporal, culminando com sua morte apos a eclosdo dos ovos
(Guerra, 1992).

Apds a eclosdo, as paralarvas, geralmente permanecem no
plancton onde se alimentam até se estabelecerem no substrato e
iniciarem a fase bentonica (Boyle & Rodhouse, 2005). Este periodo é
relativamente curto devido a alta taxa de crescimento destes animais
(Rocha, 2003). Em algumas espécies com ovos de maior tamanho
(Figura 1 B), a paralarva se integra imediatamente ao habitat do
adulto, sem passar pela fase planctonica (Sweeney et al., 1992).

Apds a reproducdo, os polvos passam por uma etapa
conhecida como senescéncia caracterizada como um estdgio normal
do ciclo de vida e geralmente ocorre antes da morte: em machos
ocorre apods a copula e nas fémeas durante a incubagao dos ovos ou
logo apds sua eclosao (Anderson et al., 2002). A senescéncia nao é
uma doenga ou resultado de uma doenga, embora doengas também
possam ocorrer durante esse estagio (Pascual et al., 2010). Quatro
condi¢des ou atividades sdao indicadoras deste estagio: perda de
apetite ou auséncia de alimentagdo levando a perda de peso,
retracdo da pele ao redor dos olhos, atividade indireta ou nao
coordenada e ocorréncia de lesdes na pele (Anderson et al., 2002).
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Figura 1. Fémeas com suas massas de ovos durante o cuidado parental. A. Octopus
insularis; B. Octopus maya. Figura 1 A gentilmente cedida por Tatiana Leite.

Figura 1. Fémeas com suas massas de ovos durante o cuidado parental. B. Octopus
maya. Figura 1 A gentilmente cedida por Tatiana Leite.

CAPTURA DE POLVOS

Os cefalépodes apresentam grande valor como fonte de
proteina para o consumo humano. O abastecimento do mercado
mundial estd baseado quase que exclusivamente na captura de
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espécimes do ambiente, dependendo da disponibilidade de animais
e da frequéncia da pesca. A captura de cefalopodes tem aumentado
significativamente nas ultimas décadas, devido ao declinio de
estoques de peixes, superando 4 milhdes de toneladas e
representando 3% do comércio mundial de pescados em 2012 (FAQO,
2014). Consequentemente, a importancia da captura de polvos
também tem aumentado, principalmente na Europa, onde sao
consumidos em larga escala e possuem alto valor comercial.

Seguindo a tendéncia mundial, os polvos tornaram-se
excelentes potenciais pesqueiros no Brasil devido a redugao da
captura de pescados tradicionais aliada a expansao pesqueira sobre
os cefalépodes. Até o inicio dos anos 2000, os polvos eram
capturados principalmente como fauna acompanhante durante a
pesca de arrasto-de-fundo de camardes (Gasalla et al., 2005), sendo,
em 2003, implementada a pesca de polvo com espinhéis de pote pela
frota comercial paulista (Avila-da-Silva et al., 2006). Esse método se
assemelha a tradicional pesca de espinhel para peixes e € composta
por uma linha principal, na qual se prendem, em intervalos
regulares, linhas secunddrias as quais possuem em suas
extremidades potes ao invés de anzois. Dentro de cada pote ¢
colocado cimento para que sirva de lastro quando submerso. O
namero de potes e o tempo de permanéncia na dgua sao variaveis.
Esta arte de pesca utiliza a estratégia do animal em procurar refugio
no pote para se proteger, sendo considerada de baixo impacto sobre
o fundo oceanico (Avila-da-Silva et al., 2014).

Apds a implementacgao da técnica de pesca de espinhel com
potes, de alta produtividade e voltada em grande parte para
exportagdo, observou-se um aumento da captura do polvo sem
precedentes (Avila-da-Silva et al., 2006). Em Santa Catarina, as
primeiras viagens de embarca¢des com espinhéis de potes para
polvos foram registradas em 2005 (Avila-da-Silvaet al., 2014). As
capturas do polvo Octopus vulgaris compoem quase a totalidade da
produgao da frota comercial no Sudeste-Sul brasileiro, entretanto,
outras espécies da familia Octopodidae também sdo capturadas
(Avila-da-Silva et al., 2014). A captura de polvos na regido Sudeste-
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Sul é maior quando comparada ao Nordeste, porém, proveem quase
que exclusivamente da pesca industrial (Avila-da-Silva et al., 2014).

Segundo Haimovici et al. (2014), no Nordeste, a pesca de
polvo ocorre principalmente nos estados da Bahia, Ceara e Rio
Grande do Norte e é mais diversificada, envolvendo mais
modalidades de pesca e um nimero maior de pescadores, sendo
Octopus insularis a espécie que corresponde a maior parte das
capturas. Estes autores descrevem, além da pesca de espinhel de
potes, outras duas modalidades de pesca praticadas na regiao: coleta
dos polvos sobre recifes rasos e mergulho préoximo a estes, sem o
uso de embarcagdes, para consumo proprio e complementagao de
renda, e pesca de mergulho de pequena escala, realizada com
pequenas embarcagoes a vela ou motorizadas, frequentemente para
complementar a pesca da lagosta.

ESPECIES COM POTENCIAL DE CULTIVO

Octopus vulgaris Cuvier, 1797 (Figura 2 A) é uma das espécies
mais importantes no que diz respeito a captura e valor comercial
(Vaz-Pires et al., 2004). Ocorre em aguas tropicais, subtropicais e
temperadas do Oceano Atlantico ao Mar Mediterraneo (Mangold,
1997). No Brasil, ocorre ao longo de toda a costa e é a espécie de
polvo mais explorada nas regides Sudeste e Sul (Avila-da-Silva et al.,
2014), sendo raramente pescada em ambientes rasos do Nordeste
(Haimovici et al., 2014). Habita desde a costa até a plataforma
continental, alcangando 200 m de profundidade (Rodriguez et al.,
2006), em temperaturas que variam de 7 a 32°C e salinidade entre 32
e 40%o (Guerra, 1992). E comum em aguas rasas, recifes de coral ou
rochas, onde sua predominancia depende da abundancia de
alimentos e abrigos (Mangold, 1983).

Octopus wvulgaris tem sido alvo de diversos estudos
relacionados aos aspectos biologicos e de cultivo, em razdo do
elevado valor de mercado e do grande potencial que representa
como espécie alternativa para a aquicultura (Mazon et al., 2007). E
uma das espécies promissoras para o cultivo por uma série de
fatores como alta taxa de conversao alimentar, com capacidade de
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incorporar de 40 a 60% do alimento ingerido (Wells, 1978; Mangold,
1983); rapido crescimento, atingindo taxas de crescimento didrio
entre 3 a 10% (Lee et al., 1998; Dominguez et al., 2002), com ganhos
de 0,5 a 1,0 kg/més (Garcia-Garcia & Aguado Giménez, 2002); alto
conteudo proteico, aproximadamente 70 a 90% do peso seco da
composi¢gao corporal (O’dor & Wells, 1987, Lee, 1994); alta
fecundidade, podendo produzir de 100 a 500 mil ovos por fémea
(Wells, 1978; Mangold, 1983; Iglesias et al., 2000) e facil adaptacao e
manutencdo em cativeiro (Vaz-Pires et al.,, 2004; Rodriguez et al.,
2006). Além destas caracteristicas, apresenta ciclo de vida curto, em
torno de 12 a 18 meses e aceita alimentos de baixo valor comercial
(Iglesias et al., 2000).

Octopus insularis Leite & Haimovici, 2008 (Figura 2 B), havia
sido anteriormente identificada como O. wvulgaris; entretanto,
verificou-se a presenca de diferencas morfoldgicas e genéticas de
espécimes coletados no Nordeste do Brasil em relacdao a O. vulgaris
provenientes do Mediterraneo e do Sul do Brasil, confirmando a
presenca desta nova espécie (Leite et al., 2008). Devido a sua
proximidade com O. vulgaris, esta espécie possivelmente também
possua potencial para o cultivo.

E uma espécie bentdnica costeira de aguas rasas cuja
distribui¢do conhecida até a presente data abrange o Nordeste e
Norte do Brasil, incluindo todas as ilhas oceanicas brasileiras (Leite
et al., 2008), sendo considerada a principal espécie alvo da pesca
nestas regidoes (Haimovici et al., 2014). Ocupa fundos duros como
recifes, rochas, cascalho e platd biogénico composto por cascalho,
areia, esponjas e algas (Haimovici et al., 2014). Possui tamanho
médio a grande, com manto e cabega largos e bragos relativamente
pequenos e grossos, com tamanho de 3 a 5 vezes o comprimento do
manto e é mais robusta quando comparada com O. vulgaris (Leite et
al., 2008).
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Figura 2. A. Octopus vulgaris. Figuras gentilmente cedida por Tatiana Leite.

Figura 2. B. Octopus insularis. Figuras gentilmente cedida por Tatiana Leite.

CULTIVO DE POLVOS

Os cefalopodes vém sendo utilizados como organismos
modelo para pesquisas nas areas de neurociéncia, fisiologia e
etologia, por isso sdo frequentemente mantidos sob condicdes de
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laboratorio ou aquarios (Boletzky & Hanlon, 1983). O cultivo de
cefaldpodes também tem sido realizado com fins ornamentais,
principalmente polvos e sépias, devido ao rapido crescimento global
desta industria (Vidal et al., 2014) e por estarem entre os animais
mais carismaticos em aquarios (Villanueva et al., 2014). Além disso,
os polvos sao considerados um dos grupos de invertebrados
marinhos mais atrativos para a aquicultura (Vidal et al., 2014) por
apresentarem rapido crescimento combinado as altas taxas de
conversao alimentar e por possuirem altas fontes proteicas e grande
aproveitamento, sendo 80 a 85% do peso corporal total aproveitavel
para consumo humano (Lee, 1994).

O cultivo de cefalopodes em pequena escala ¢ atualmente
possivel para algumas espécies tais como Sepioteuthis lessoniana,
Sepia officinalis, O. maya e O. vulgaris (somente crescimento de
subadultos em gaiolas), sendo essas espécies consideradas como
modelos de cultivo ao redor do mundo e candidatas preferenciais
para a aquicultura (Vidal et al,, 2014). Segundo Villanueva et al.
(2014), estas espécies foram as mais amplamente estudadas nas
ultimas décadas e, consequentemente, as que acumularam maior
literatura cientifica. Estes autores destacam que os maiores desafios
enfrentados atualmente para o desenvolvimento dos cultivos sao o
controle da reproducdo e o desenvolvimento de uma dieta artificial
sustentavel.

O cultivo de polvos encontra-se em fase de desenvolvimento
e, nas ultimas décadas, diversas tentativas foram realizadas visando
conhecer as técnicas para a producao em larga escala, entretanto, o
cultivo desde a fase de ovo até subadulto tem sido realizado com
sucesso somente em escala experimental (Iglesias et al.,2000). Com
excecao de O. maya que tem sido cultivado em laboratério, inclusive
por varias geragdes consecutivas (Hanlon & Forsythe, 1985), o
cultivo de polvos é restrito a engorda de subadultos capturados na
pesca (Mazoén et al., 2007). Na Espanha, o cultivo de O. vulgaris é
baseado na engorda de subadultos capturados no ambiente,
mantidos em tanques ou em gaiolas flutuantes e alimentados com
peixes, crustaceos e moluscos, provenientes da fauna acompanhante
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da pesca, até atingirem o peso comercial (Garcia-Garcia & Valverde,
2006). No Brasil, um estudo foi conduzido com a engorda de polvos
subadultos em gaiolas flutuantes leves, economicas e de facil
manejo, demonstrando o potencial desta atividade para a
diversificacdo da malacocultura (Teixeira et al., 2014).

ALGUNS ASPECTOS ETICOS NA MANIPULACAO DE
CEFALOPODES

A ética e o bem estar na manipulagao de cefalépodes é um
tema que tem recebido consideravel aten¢ao nos ultimos anos, sendo
esta classe de animais recentemente incluida na legislagao de bem
estar na Unido Europeia juntamente com os vertebrados (“Directive
2010/63/EU” (EU, 2010)). Procedimentos éticos que levem em
consideracdo a possibilidade destes animais em presenciarem
situagdes de dor e sofrimento devem ser implementados. Desta
maneira, em situagdes de manutengao de cefalopodes para pesquisa
ou em locais publicos, é necessdrio promover boas praticas de bem
estar animal. Assim, sugere-se a utilizagdo da politica dos 3 R's:
"reduction" (redugdo do nimero de animais em experimentos, por
exemplo), "refinement" (ou seja, utilizando espécies para as quais os
detalhes de manejo e alimentacdo sdao bem conhecidas e
controlaveis, reduzindo as chances de sofrimento e morte dos
animais) e "replacement" (pela substitui¢io de cultivo de células
apropriadas ou modelos de computador, sempre que possivel) (vide
revisdes Moltschaniwskyj et al., 2007; Vidal et al., 2014).

No cultivo em laboratoério, o manejo dos animais é utilizado
com frequéncia em procedimentos como transporte, medi¢ao e/ou
pesagem, classificagdo e marcagdo, extracdo de hemolinfa, entre
outros. Nestes procedimentos, o0s anestésicos sao geralmente
utilizados a fim de facilitar o manejo, prevenir lesdes, reduzir o
estresse e promover o bem-estar dos animais. Os anestésicos mais
comumente utilizados em cefaldopodes sao uretano, etanol, cloreto
de magnésio e agua fria (vide revisao de Gleadall, 2013a). A
utilizagdo do uretano (Messenger, 1968; Andrews & Tansey, 1981)
reduziu desde que foi considerado cancerigeno.
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O etanol tem sido utilizado em concentracdes de 1,5 a 3%
diluido em dgua do mar com sucesso na anestesia de diversos
cefalépodes (vide revisao de Gleadall, 2013a). Entretanto, alguns
autores relataram reagdes adversas ap0s a imersao inicial, como, por
exemplo, tentativas de sair do tanque e liberagao de tinta (Froesch &
Marthy 1975; Andrews & Tansey, 1981). Além disso, inducao
inadequada (incompleta) pode ocorrer em temperaturas baixas
(Gleadall, 2013a), devido a redugao do efeito narcotizante do etanol
(Moore et al., 1964). O cloreto de magnésio, assim como o etanol, é
um anestésico de baixo custo e de facil acesso e manipulagdo. Em
cefalopodes, foi utilizado com sucesso em diversas espécies de
diferentes sexos, idades e tamanhos (Messenger et al., 1985; Gore et
al., 2005; Scimeca, 2011) inclusive em anestesia de longa duragao
(Mooney et al., 2010). A hipotermia, por sua vez, possui a vantagem
de evitar o uso de drogas quimicas e seus potenciais efeitos
(Gleadall, 2013 b), em contrapartida, pode ser dificil a manutengao
da 4dgua na temperatura desejada, além dos animais apresentarem
condicao mais rigida do corpo dificultando operagdes cirurgicas
(Andrews & Tansey, 1981). Alguns autores relataram que a agua fria
nao produz anestesia adequada (Gleadall, 2013a) e questionaram
sua utilizagao em procedimentos potencialmente dolorosos (West et
al., 2007).

AGENTES PATOGENICOS

Estudos sobre parasitologia de cefalopodes sao escassos.
Revisdes sobre os principais agentes patogénicos em cefalopodes
foram publicadas na década de 90 (Hanlon & Forsythe, 1990a,b;
Hochberg, 1990); entretanto, poucos dados foram publicados nas
ultimas duas décadas (Castellanos-Martinez & Gestal, 2013). Os
principais agentes patogénicos descritos na literatura sao virus,
bactérias gram-negativas do género Vibrio, fungos e parasitos.

Virus

Estudos recentes foram conduzidos por Rodriguez-Canul et
al. (2012) em O. maya para determinar a presenga do virus da
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mancha branca (WSSV), ja que esses animais alimentam-se de
crustaceos, podendo portanto agir como vetores do virus. Embora
O. maya selvagens nao apresentaram nenhum sinal de infec¢do, os
autores infectaram experimentalmente 10 polvos via oral com
camaroes Litopenaeus vannamei positivos para o virus e observaram
que sete polvos contrairam o virus quatro semanas apos a infecgao,
demonstrando a possibilidade de O. maya servir como hospedeiro
paraténico para o virus.

Bactérias

InfecgOes causadas por Vibrio spp. tém sido descritas em
varias espécies de cefalopodes (Ford et al., 1986; Reimschuessel et
al., 1990; Farto et al., 2003; Sangster & Smolowitz, 2003; Harms et al.,
2006; Scimeca, 2011). Sao detectadas principalmente na epiderme
e/ou manto causando ulceragdes e, em casos mais severos, os
sistemas circulatorio e reprodutivo podem ser afetados levando a
morte em poucos dias (Sangster & Smolowitz, 2003).

Essas bactérias sao comuns em aguas costeiras e tém sido
detectadas em niveis mais elevados na parede dos tanques dos
cultivos (Elston & Lockwood, 1983; Sangster & Smolowitz, 2003)
quando comparado a condi¢des naturais (Ford et al., 1986). Este fato
reforca a possibilidade de ocorréncia de infec¢des secunddrias a
ulceragdes, especialmente se a injuria for causada por colisdes no
ambiente de cultivo (Sangster & Smolowitz, 2003; Harms et al,,
2006). A utilizacdo de boas praticas de manejo pode reduzir o
estresse e evitar o aparecimento de injarias, reduzindo possiveis
infecgOes bacterianas.

Fungos

Registros de infec¢des causadas por fungos sao raros em
cefalépodes. Cladosporium sp. foi observado em uma espécie nao
identificada de polvo (Scimeca, 2011) e em uma fémea de S.
officinalis, com infeccao bacteriana local ocasionando ulceracao
(Harmset al.,, 2006). Similarmente as infec¢bes bacterianas, as
infecgdes fungicas em cefaldopodes sdao infec¢des secundarias que
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ocorrem como resultado de um trauma ou pelo comprometimento
do sistema imune (Harms et al., 2006).

Parasitos

Os cefaldpodes tém papel importante na transmissdao de
parasitos, uma vez que podem ser hospedeiros primarios para
protozoarios, Dicyemida e crustdceos, bem como segundo ou
terceiro hospedeiro intermedidrio para digenéticos, cestoides,
acantocéfalos e nematoides (Hochberg, 1990). Algo em torno de 150
espécies de parasitos protozodrios e metazodrios estao relacionadas
a um total de 650 espécies de cefalépodes (Hochberg, 1990),
entretanto, esse nimero pode ser bem maior.

Os parasitos mais frequentemente em cefaldpodes sao os
coccideos do género Aggregata (Protozoa: Apicomplexa), parasitos
intracelulares transmitidos por meio da cadeia alimentar,
comumente relatados em varias espécies cefalopodes mundialmente
distribuidas (Hochberg, 1990). Atualmente, 10 espécies de Aggregata
foram descritas infectando lulas, sépias e polvos, sendo relatado
inclusive em uma espécie de polvo de aguas profundas (Castellanos-
Martinez & Gestal, 2013).

Agregqata spp. tém ciclo de vida heteroxeno, com um
crustaceo como hospedeiro intermedidrio para o desenvolvimento
do estdgio assexual do parasito (merogonia), enquanto os
cefalopodes sao os hospedeiros definitivos, nos quais ocorrem os
estagios sexuais do parasito (gamogonia e esporogonia) (Hochberg,
1990) (Figura 3). Os estagios assexuais infectam o trato digestdrio de
crustaceos (Hochberg, 1990) e os estdgios sexuais sdo encontrados no
trato digestorio de cefaldpodes, principalmente o ceco, sendo que,
em infec¢Oes mais severas, podem infectar branquias e musculatura
do manto (Pascual et al., 1996; Mladineo & Bocina, 2007).
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Figura 3. Ciclo de vida de Aggregata sp. A etapa de merogonia ocorre em um crustaceo
decapode (hospedeiro intermediario) e as etapas de gamogonia e esporogonia ocorrem no
polvo (hospedeiro definitivo). 1. Esporozoito; 2-6. Desenvolvimento do merozoito; 7.
Merozoito; 8-10. Desenvolvimento do macrogameta; 11. Macrogameta no momento da
fertilizagdo; 12-15. Desenvolvimento do microgameta 16. Microgameta; 17. Zigoto; 18-20.
Desenvolvimento do oocisto; 21. Oocisto contendo os esporocistos em desenvolvimento;
22-24. Desenvolvimento dos esporocistos; 25. Esporocistos contendo os esporozoitos
(Adaptado de Hochberg,1990).

InfecgOes severas por Aggregata octopianae Aggregata eberthi
tem sido observados nos tratos digestorios de O. vulgaris e S.
officinalis, respectivamente, selvagens e cultivados em aguas
europeias (Pascual et al., 1996; Gestal, 2002 a,b). Gestal et al. (2002 a)
observaram diversos efeitos histopatoldgicos decorrentes da
infeccdo por A. octopiana no trato digestorio de O. vulgaris, como
hipertrofia celular com deslocamento nuclear, inflamagao,
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fagocitose, ulceragao e destruigdo parcial dos orgaos. Em polvos
senescentes, Pascual et al. (2010) observaram predominancia do
parasito em estagio de esporogonia infectando amplamente os
tecidos, fato que pode estar relacionado com a liberagao de formas
infectantes maduras para garantir a conclusao do ciclo de vida do
parasito. Além disso, os autores observaram pouca infiltracdo de
hemocitos ou reagdes fibroticas nos locais de infecgao,
demonstrando que o sistema imunoldgico nesta etapa da vida pode
estar comprometido.

A coccidiose, doencga causada por Aggregata spp., pode afetar
negativamente as fung¢des gastrointestinais causando diminui¢dao ou
mau funcionamento das enzimas de absorc¢ao, fenomeno conhecido
como sindrome da ma absorcao (Gestal et al.,, 2002 b). Apesar da
coccidiose nao ser a principal causa de morte, é provavel que a
sindrome da ma absor¢io prejudique o desenvolvimento e
crescimento dos animais (Gestal et al., 2002 b).

Além de Aggregata, outros parasitos tém sido relatados em
cefalépodes: outros protozodrios e metazodrios como Dicyemida,
Monogenea, metacercarias e digenéticos adultos, cestoides,
acantocéfalos, nematoides e crustaceos (Overstreet & Hochberg,
1975; Hanlon & Forsythe, 1990 a,b; Pascual et al., 1996; Gonzalez et
al., 2003). Até a presente data, estes parasitos ndo parecem causar
maiores problemas aos cefalopodes, entretanto, em condigdes de
cultivo, pode ocorrer a sua proliferagao, levando a infec¢des severas
e prejuizos econdmicos.

SISTEMA IMUNE DE CEFALOPODES

Os cefalépodes constituem um grupo avangado de moluscos
com sistema circulatdrio “fechado” bem desenvolvido, constituido por
um coragao sistémico e dois coragOes acessorios (coragdes branquiais)
que distribuem a hemolinfa por meio de artérias e capilares para todo o
corpo, além da presenca de um 6rgao hematopoiético, o corpo branco
(Ford, 1992). A hemolinfa de cefalépodes é composta por uma fragao
liquida, constituida pelo plasma, rico em hemocianina e que contém
diferentes fatores humorais, e por uma fragao celular, constituida pelas
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células circulantes ou hemocitos. O pigmento respiratdrio hemocianina
¢ a proteina mais abundande na hemolinfa, podendo representar até
98% do total de proteinas hemolinfaticas (Malham et al., 1998 a). Os
hemdcitos, por sua vez, estdao envolvidos em vdrias fungdes como
reparagao de tecidos, digestao de nutrientes, transporte e excre¢ao
(Ford, 1992).

Como em outros invertebrados, o sistema imune de
cefalopodes conta com fatores celulares e humorais, que agem
juntos na eliminagdo de microorganismos invasores. Os fatores
celulares sao realizados pelos hemdcitos que respondem pela
fagocitose, formagao de capsulas e nodulos, infiltragao ou atividades
citotoxicas, isolamento e destruicio de patogenos, enquanto as
moléculas dissolvidas no plasma (lectinas, aglutininas e lisozimas)
sao importantes componentes da resposta humoral (Ford, 1992).

Em moluscos bivalves podem-se diferenciar dois tipos de
hemdcitos: os granulares ou granuldcitos, que se caracterizam pela
presenga de abundantes granulos citoplasmaticos e parecem ser as
células imunologicamente mais reativas e os hemdcitos hialinos ou
hialindcitos, desprovidos ou com numero muito reduzido de
granulos (Vargas-Albores & Barracco, 2001). Até recentemente,
apenas um tipo de hemdcito havia sido identificado em cefalépodes
(Malham et al, 1998a; Rodriguez-Dominguezet al., 2006).
Entretanto, Castellanos-Martinez et al. (2014) revelaram a existéncia
de duas populacdes de hemocitos em O. wvulgaris. Esses autores
identificaram wuma populagdo predominante, os granuldcitos
grandes, com nucleo excéntrico em forma de U e citoplasma
abundante com granulos basofilicos e um segundo tipo de
hemdcitos, os granuldcitos pequenos, redondos ou ovais, com
nucleo acompanhando o formato da célula, ocupando quase sua
totalidade, e citoplasma escasso contendo granulos em pequeno
numero ou totalmente ausentes.

Em moluscos, os hemdcitos tem papel importante na defesa
interna pelo reconhecimento e elimina¢dao de material nao-proprio,
bem como reparo da concha e de ferimentos (Cheng, 1975). O reparo
de ferimentos envolve migracao e agregacao de hemocitos no local
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da injaria para prevenir o extravasamento de hemolinfa, até que as
células epiteliais crescam sobre o ferimento para completar a
cicatrizacdo (Chu, 2000). Em cefaldpodes, os hemdcitos sdo capazes
de formar um agregado que é acompanhado por vasoconstri¢ao e
sintese de coldgeno para ajudar a reparar a lesao (Feral, 1988).

A fagocitose de agentes microbianos e material nao-préprio é
um importante mecanismo e constitui a primeira linha de defesa de
invertebrados (Barracco et al.,, 2008). Em cefalépodes, a atividade
fagocitica foi verificada em hemocitos de Eledone cirrhosa
imunoestimulados com Vibrio anguillarum (Malham et al., 1997) e em
hemdcitos de O. vulgaris imunoestimulados com zymosan (Novoa et
al., 2002; Rodriguez-Dominguez et al., 2006; Castellanos-Martinez et
al., 2014). Castellanos-Martinez et al. (2014) observaram diferenga na
habilidade de fagocitose pelos dois tipos de hemocitos identificados
em O. vulgaris, sendo que os granuldcitos grandes apresentaram
maior atividade fagocitica.

Quando a quantidade de micro-organismos invasores ¢
macica ou quando as particulas ou patdgenos sao de grande
tamanho e a fagocitose nao é possivel, ocorre a formacao de noédulos
e capsulas, respectivamente (Barracco et al., 2008). Em cefalépodes a
formacao de capsulas foi observada em infec¢des causadas por
helmintos e nematoides devido ao seu grande tamanho mesmo em
formas larvais (Sardella et al., 2000) e em polvos infectados por
Aggregata spp. (Gestalet al., 2002a).

Alteragdes no numero, morfologia ou viabilidade dos
hemdcitos podem ser usados como indicadores da satide (Ellis et al.,
2011), visto que variagdes podem ocorrer em animais parasitados ou
expostos a algum tipo de estresse. Malham et al. (1998a) realizaram
sucessivas coletas de hemolinfa de E. cirrhosa (0, 2 e 4 horas) e
observaram aumento significativo no namero de hemdocitos 2 horas
apos a primeira coleta, decaindo apds 4 horas. Variagdes no numero
de hemocitos foram observadas em E. cirrhosa expostos ao ar por 5
minutos (Malham et al., 2002). Em O. vulgaris, aumento significativo
na quantidade de hemocitos circulantes foi observado 4 horas apds a
infeccdo com lipopolissacarideos de Escherichia coli quando
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comparados aos animais injetados com solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS) (Locatello et al., 2013).

Durante as reagdes imune-celulares ocorre a produgao e
liberacao de moléculas altamente toxicas que auxiliam na morte e
degradagao do agente invasor, ocasionando aumento do consumo
intracelular de oxigénio, chamado de burst respiratorio, que resulta
na producao de uma variedade de espécies intermediarias altamente
reativas de oxigénio (ROIs) e de nitrogénio (RNIs) (Barracco et al.,
2008). A producao de ROIs in vitro ja foi relatada em hemdcitos de E.
cirrhosa imunoestimulados com V. anguillarum (Malham et al., 2002).
Novoaet al., (2002) observaram produc¢ao de ROIs e RNIs em
hemocitos circulantes e células do corpo branco de O. wvulgaris
imunoestimulados com zymosan, demonstrando a capacidade de
ambas as células em reagir contra o agente estranho, como também
observado em hemdcitos de O. wulgaris imunoestimulados com
zymosan (Castellanos-Martinez et al., 2014).

Os fatores humorais complementam a atividade celular.
Dentre esses fatores destacam-se as lectinas, proteinas sem atividade
catalitica, com capacidade de se ligar especificamente a carboidratos
da superficie de diferentes células, incluindo micro-organismos,
causando sua aglutinacdo (Barracco et al., 2008). A presenca de uma
lectina com especificidade a lactose foi descrita em O. wvulgaris
(Rogener et al., 1985). Em O. maya, Alpuche et al. (2010) descreveram
uma lectina (OmA) homologa a hemocianina do tipo A de Octopus
dofleini, com especificidade a galactosamina, manose e fucose. Estes
autores relataram elevada atividade hemaglutinante desta lectina na
presenca de eritrdcitos e sugeriram ter um papel na resposta imune
pelo reconhecimento e aglutinagao de oligossacarideos.

A lisozima é uma enzima liberada durante o processo de
fagocitose capaz de romper polissacarideos complexos ou
peptidoglicanas das paredes bacterianas (Barracco et al., 2008).
Maior atividade de lisozima foi observada nos hemocitos, na
hemolinfa e em varios tecidos de polvos E. cirrhosa infectados com V.
anguillarum quando comparado a animais nao infectados (Malham
et al., 1998b). Similarmente, Locatello et al. (2013) observaram maior

345



atividade desta enzima no plasma de O. vulgaris apods inje¢ao de
lipopolisacarideos de E. coli em relagao a animais injetados com PBS.
A atividade de lisozima também foi detectada no tegumento e em
orgaos do sistema circulatorio de S. officinalis (Le Pabicet al., 2014).

Dentre as respostas humorais, um dos mais efetivos
mecanismos imunes de invertebrados contra agentes estranhos € a
ativagao do sistema pro-fenoloxidase. A ativacdao da forma inativa
(proPO) para a enzima ativa (PO) ocorre pela acao de serino-
proteases, iniciando uma cascata proteolitica cujo produto final é a
melanina (Barracco et al., 2008). Em cefaldpodes, a PO foi
caracterizada no saco de tinta de Illex argentinus (Naraoka et al.,
2003) e Octopus ocellatus (Fan et al., 2009). Em embrides de S.
officinalis no final da organogénese foi detectada a atividade de PO,
sugerindo seu papel no sistema imune destes animais (Lacou-
Labarthe et al., 2009). Corroborando estes resultados, Le Pabic et al.
(2014) observaram altas atividades de PO no tegumento, bem como
nos Orgaos dos sistemas respiratdrio e circulatorio de S. officinalis nas
formas zimogénica e ativa. Estes autores também relataram altas
atividades de PO na glandula digestiva e seus apéndices e
sugeriram que este 6rgao pode servir como reservatorio de proPQO,
entretanto, sugerem futuras investiga¢oes para definir o real papel
da PO neste 6rgao, levando em consideragao a detoxificacdo e
metabolismo de hemocianina.

CONSIDERACOES FINAIS

Estudos hemato-imunoldgicos e parasitoldgicos em
cefaldpodes com potencial para cultivo, tanto com fins ornamentais
ou aquicultura, sdo de fundamental importancia devido ao crescente
interesse por estes animais. Com o aumento dos cultivos, ocorre
consequentemente um incremento na ocorréncia de patologias
causadas por bactérias e/ou parasitos, o que pode tornar-se um fator
limitante e ameacar a sustentabilidade dos cultivos. O conhecimento
das doengas e agentes patogénicos e dos mecanismos de defesa em
cefaldépodes e o entendimento destas relagcoes é vital para a
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manuten¢do e sucesso dos cultivos e para o diagndstico e
desenvolvimento de tratamentos especificos.

Varios aspectos do sistema imune deste grupo complexo de
animais precisam ser investigados, como, por exemplo, a
identificagdo de proteinas de reconhecimento padrao e peptideos
antimicrobianos, bem como as reagdes imune-celulares, os
mecanismos liticos e degradativos e o sistema proPO. Estudos
futuros relativos a infeccao experimental com patoégenos e resposta
inflamatodria frente a diferentes flogogenos normalmente utilizados
em vertebrados merecem ser realizados para compreensao da
cinética da resposta inflamatdria dos hemdcitos. Outra linha de
pesquisa promissora € o estudo de substancias imunoestimulantes
em espécies consideradas prioritarias para a aquicultura, a fim de
conferir uma maior imunocompeténcia em cefalépodes de interesse
econdmico.
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CAPITULO 18
SANIDADE DE MOLUSCOS BIVALVES EM
RELACAO AS BIOTOXINAS MARINHAS

Edison Barbieri!

INTRODUCAO

As Dbiotoxinas marinhas sdo causadoras de intoxicagdo
associada ao consumo de frutos do mar, principalmente moluscos e
crustaceos. Em 1927, na California, foram registradas pela primeira
vez algumas intoxicagdes no homem provocadas pelo consumo de
mexilhdes. Nessa época, Sommer et al. relacionaram a intoxicagao e
morte de consumidores de mexilhao na Califérnia (EUA), com a
presenca na dgua do mar, de uma microalga chamada Alexandrium
catenella (Schantz, 1984). Posteriormente, observou-se que quando
apareciam afloramentos de dinoflagelados ao redor dos mexilhdes,
também ocorriam sintomas de enjoo e inclusive mortes de pessoas
que os haviam ingerido. Na época houve a suspeita e logo a
comprovacao, de que os dinoflagelados, alimento dos mexilhdes,
eram os responsaveis pelas intoxicagoes.

A partir de 1976 ocorrem os primeiros casos comprovados (N
= 63) de intoxicagdes no homem relacionadas com o consumo de
“mexilhdes toxicos” procedentes da Galicia, cujas toxinas eram do
grupo PSP. Entre 1978 e 1982, na Europa, houve varios registros de
intoxicacdo relacionados com o consumo de moluscos bivalves. O
fato mais importante ocorreu em 1981, afetando quase 5.000 pessoas.
Entretanto, nesses registros nao foi possivel identificar, uma toxina
do grupo DSP nos mexilhdes consumidos, pos nao foram feitas
analises com cromatografia liquida; porém, descartaram-se causas
de origem bacteriana.

Barbieri. Sanidade de moluscos bivalves em relacao as biotoxinas marinhas. In:
Tavares-Dias, M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas perspectivas.
Séo Carlos, Editora Pedro & Joao, 2015.
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Desde essa data nao ha registro de nenhum outro caso até
1986, quando foram diagnosticados sintomas em 17 pessoas que
haviam consumido mexilhdes cozidos na rocha. Posteriormente,
ocorreram sucessivos novos episddios mais ou menos graves quase
todos os anos. Em 1993 e 1994, ocorreram nove casos, atingindo um
total de 27 pessoas, e provocando a morte de uma delas. Ja 1995,
outros trés casos afetaram 61 pessoas. Os moluscos bivalves
responsaveis foram, outra vez, mexilhdes cozidos na rocha. Em
todos esses casos, a exce¢ao do ocorrido em 1976, a toxina causadora
da intoxicagao era do grupo DSP.

No Brasil, ndo ha dados disponiveis sobre a ocorréncia e
gravidade dessas intoxicagoes, o que dificulta a identificagao dessas
enfermidades e sua associagao com a ingestao de frutos do mar. Nos
Estados Unidos, sao registrados cerca de 30 casos por ano de
intoxicagdo por toxinas marinhas, sendo mais comuns nos meses de
verdo, quando o crescimento de dinoflagelados é maior. Dentre
todas as toxinas, as do grupo PSP sao as mais perigosas, pois podem
levar o paciente a dbito. Estima-se, a partir dos dados disponiveis,
um Obito a cada quatro anos dentre todos os casos.

BIOINTOXICACAO

A proliferacdo de certas algas microscdpicas (microalgas),
marinhas ou de dgua doce, pode causar diversos problemas para o
homem e para o ecossistema como um todo. Quando a proliferagao
dessas algas ¢ grande, o fendmeno ¢ designado por “Harmful Algal
Blooms”, ou HABs (‘proliferacoes de algas nocivas’).

A proliferacao massiva de microalgas pode ter aparentemente
poucos efeitos no ecossistema ou afetar fortemente diversos
organismos aquaticos por mecanismos diversos como: andxia,
producdo de toxinas (ictiotoxinas), efeito mecanico da estrutura
anatomica da sua parede celular nos tecidos delicados das branquias
(Vale, 2004). As HABs (Figura 1) tém um forte impacto negativo na
pesca, especialmente quando causam grande mortalidade de espécies
cultivadas em gaiolas, como o salmao, que nao podem escapar do
local onde ocorre o fenomeno (Landsberg, 2002).
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Figura 1. Microalgas causadoras de HABs: a) Noctiluca scintillans, causadora de
maré vermelha; b) Dinophysis acuta, produtora de DTXs e PTXs; c) Gymnodinium
catenatum, produtora de PSP; d) Pseudonitzschia spp., produtora de ASP. As fotos
ndo estdo todas na mesma escala, mas as dimensdes de cada célula estdao entre
0,005-0,100 mm (fotos: M.A. Sampayo). Fonte: Vale, 2004.

A contaminagdo esporadica de animais filtradores, como os
moluscos bivalves por biotoxinas pode causar intoxicagdes agudas
nos seres humanos, embora nao afetando, aparentemente, o animal
contaminado. Neste caso particular, a proliferagdes das algas pode
ser tdo pequena que nao chegam a alterar a cor da agua. O
fendmeno da floragdo é devido essencialmente a microalgas do
grupo dos dinoflagelados (Vale, 2004), que em sua maioria, sao
planctonicas (livre-nadadoras na agua) e cujas toxinas atingem os
homens diretamente através de moluscos bivalves.

Chamamos de biointoxicagdo por moluscos bivalves (MB) aos
processos patoldgicos produzidos pela ingestdo desses animais
contendo em seus tecidos toxinas, sintetizadas por microalgas
planctonicas. Estes processos sao diferentes das intoxicagoes
provocadas pelo consumo de MB contaminados com bactérias ou
parasitos, por radiatividade ou compostos quimicos, ou ainda pela
hipersensibilidade do consumidor.
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As toxinas encontradas até o momento na regido costeira do
Brasil incluem microcistinas, dcido ocadaico, palitoxina, saxitoxinas
e congéneres (NeoSTX, GTX1-4, Cl, C2) e 4cido domoico,
provenientes de vdrias microalgas, como Microcystis aeruginosa,
Dynophysis acuminata, Ostreopsis ovata, Alexandrium tamarense,
Gymnodinium catenatum e Pseudonitzschia spp. (Proenga & Mafra,
2005).

As biotoxinas causadoras das intoxicagdes sao substancias
sintetizadas pelo fitoplancton, pelo fitobentos ou em macroalgas.
Uma vez sintetizadas, sao ingeridas pelos consumidores de do
plancton ou bentos, entre eles os MB. Estes, no seu processo de
filtragao-alimentagdo, absorvem as biotoxinas suspensas junto a
outras particulas organicas e inorganicas no meio marinho, as quais
sao acumuladas nos tecidos, na glandula digestiva ou no
hepatopancreas. Essa capacidade de acumular as biotoxinas é o que
da aos moluscos bivalves relevancia especial como causa de
intoxicagdo dos seres humanos que os consumem.

Segundo Anderson (1998), vém-se observando aumentos
constantes: do numero de espécies fitoplanctonicas produtoras de
toxinas, do numero de toxinas produzidas por algumas destas
espécies, da ocorréncia mundial de floragdes de algas toxicas e dos
impactos desses aumentos nos ecossistemas e na pesca, justamente
quando a dependéncia do homem sobre os sistemas costeiros; para
alimentagao; recreagao e comércio, encontra-se em expansao.

A quantidade de biotoxinas no plancton varia com o periodo
do ano e alcanga nivel de toxicidade sé nos periodos de proliferacao
intensa e rdpida das microalgas que as sintetizam. Esta proliferacao
ocorre quando as condi¢des ambientais da dgua do mar sado
propicias, neste caso a concentracao de dinoflagelados pode ser vista
a olho nu. Quando isso acontece, o fenomeno é chamado “maré
vermelha”.

Portanto, a ocorréncia de marés vermelhas afeta diretamente
0os bancos naturais de moluscos e também as criagdes artificiais,
principalmente porque se alimentam principalmente das particulas
que se encontram em seu entorno, em maior concentracdo no caso,
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as oriundas de espécies de dinoflagelados, algumas delas, toxicas
(Alonso, 1989). Por esse motivo, pode-se considerar os MB como
bioacumuladores de biotoxinas e, portanto, bioindicadores da
presenca dessas. Ainda ndo se sabe o porqué dessa seletiva
acumulagdo. Entretanto, nem todos os dinoflagelados produtores de
maré vermelha sao toxicos para o homem: s6 o sao aqueles que
sintetizam toxinas e sdo acumulados pelos MB e consumidos.

Assim, os MB contaminam-se com as biotoxinas marinhas
por via digestiva, e o grau de contaminagao depende de sua
capacidade filtradora, e esta, por sua vez, do estado fisiologico em
que se encontra; por esse motivo, os mexilhdes e ostras sao sempre
os animais mais afetados, por terem maior capacidade filtradora que
outros moluscos.

A acumulacao de altas quantidades de biotoxinas nos MB
ndo afeta seu estado fisioldgico. Tampouco conhece se a toxina
originada no dinoflagelado sofre alguma transformacao no interior
dos MB ou se algo semelhante ocorre ao ser ingerida pelo homem.
Ocorram ou nao estas transformagoes, desde que se origina no
dinoflagelado até que se manifeste sua presenga no ser humano
intoxicado, ocasionam graves patologias. Essas intoxicagoes
alimentares sdao importantes por duas razdes: do ponto de vista
sanitario, porque podem levar a morte; do ponto de vista social, pela
quantidade de prejuizos econdmicos que provocam nas empresas do
setor e, por conseguinte, para as populacdes que vivem desse
recurso.

Atualmente, pode-se distinguir cinco tipos de biointoxinas
encontradas em MB, que estdo relacionadas com outros tantos
grupos de toxinas. Quatro deles, as biointoxinas PSP (paralisante),
NSP (neurotdxica), DSP (diarreizante) e VSP (venerupino), sao
sintetizadas por dinoflagelados pertencentes aos géneros Gonyaulax,
Gimnodinium e Pyrodinium. Excegao é a biointoxina ASP (amnésica),
que sao produzidas por diatomacea.
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BIOINTOXICACAO POR TOXINA PARALISANTE DE FRUTOS
DO MAR (PSP - PARALYTIC SHELLFISH POISONING) OU
PSP-SAXITOXINA

Do grupo das biotoxinas IPIA (toxinas responsaveis por
paralisia) a PSP (do inglés, paralitic shellfish poison, veneno
paralisante de moluscos) ¢ chamada de “paralisante” pelos efeitos
que produz. Também, é chamada de neurotoxina, mitilotoxina ou
saxitoxina. A saxitoxina foi a primeira biotoxina descoberta e
estudada, por isso, a melhor conhecida e tipificada deste grupo. Na
atualidade, se conhecem cerca de 20 variedades de biotoxinas
paralisantes, e todas elas tém propriedades quimicas semelhantes as
da saxitoxina (STX).

O principio ativo que foi estudado e tipificado até o
momento € saxitoxina (STX) (Figura 2), mas ja foram descobertas
outras desse grupo, como a neosaxitoxina (neo-STX) e as
gonyautoxinas (GTX). Parece que ambas transformam em saxitoxina
no interior do MB gragas a a¢do de bactérias e vibrios, sendo maior a
velocidade de conversao em condigOes aerdbias. Todas as biotoxinas
desse grupo sao paralisantes. Em geral sdao hidrossoluveis,
termoestaveis no meio acido, porem extremamente instaveis e
facilmente oxidadas em meio alcalino ou em meio acido fraco (a
partir de pH 4,5).

Figura 2. Estrutura quimica das toxinas PSP. R1 = H ou OH; R2 e R3 = H ou OSO:s-;
R4 = NH2CO:» - nas toxinas carbamato, SOsNHCO:2 nas toxinas N sulfocarbamoyl,
OH- nas toxinas decarbamoyl, H- nas toxinas deoxydecarbamoyl. Ha pelo menos 21

toxinas caracterizadas estruturalmente.
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Organismos Produtores

As saxitoxinas PSP sao produzidas por certos géneros de
dinoflagelados, tais como Gonyaulax, Gimnodinium e Pyrodinium
poliedra. Algumas espécies de Gonyaulax sao: G. tamarensis e G.
catenela. Em aguas brasileiras, as espécies que produzem a PSP sao
Alexandrium catenella e Gonyaulax catenatum. Desde 1992, todos os
anos sao observadas floracbes de A. catenella e detectada toxicidade
em mariscos (FAO, 2005). Em 1998, foi constatada a presenca de
Gonyaulax catenatum na costa do estado de Santa Catarina (Ferrari,
2001).

Os vetores mais importantes sdo os MB: mitilideos
(mexilhoes) e ostreideos (ostras). Em determinadas condigdes, os
mexilhoes e as ostras podem causar intoxicagdes graves. Qualquer
umas das 28 variedades que se empregam na alimentagao pode
ocasionar intoxicagdo, mesmo que até o momento os mexilhdes
procedentes do Mar Vermelho e do Mediterraneo nao tenham
produzido intoxicagdo conhecida. Os mexilhdes e as ostras filtram
diariamente de 19-40 L de agua/dia e os microrganismos sao
acumulados em suas glandulas digestivas. Mesmo que a
concentracdo destes microrganismos na d4gua nao seja muito
elevada, o risco de toxicidade existe pela capacidade de acumulacao
pelo molusco. A libera¢ao da toxina acumulada se produz de forma
mais ou menos lenta dependendo da espécie. A temperatura (6tima
entre 5 e 10 °C), o grau de salinidade, a intensidade de luz e o teor de
nutrientes sao fatores que influem na presenga de micro-organismos
na agua.

Mecanismo de agio toxica

Quase a totalidade dos efeitos da STX provocam no homem
deve-se a inibicao difusa do impulso nos nervos periféricos e no
musculo esquelético. Essa inibigdo se produz por bloqueio seletivo
do influxo de sodio pela membrana celular, impedindo a
propagacao do impulso nervoso (Baden et al., 1995a). A paralisia da
musculatura tordcica € a causa direta de morte por asfixia. Sao
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necessarios teores de 1 a 4 mg de PSP para causar morte (Schantz,

1984).

Clinica

A severidade da intoxicagdo por PSP € muito varidvel,

dependendo do grau de intoxicagao, sendo determinada pelo tipo

de toxina, pela quantidade ingerida e pela taxa com que o intoxicado
¢ capaz de elimina-la. Os primeiros sintomas podem aparecer ao
redor de 30 minutos apds o consumo dos MB, porém podem surgir
horas depois. Origina um quadro fundamentalmente nervoso,
neurotoxico, mais ou menos grave nos niveis central e periférico.
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Dependendo do quadro, a sintomatologia pode ser:

Benigna: O mais frequente € que os primeiros sintomas sejam
formigamento/dorméncia (inchago, coceiras ou ardor) na
boca, 1abios e ao redor da lingua e rosto. Estes sintomas estao
presentes na totalidade dos casos; parestesias nos extremos
dos dedos e orelhas, cefaléia e tonturas, nauseas e vomitos
também podem ocorre (Mons et al, 1998). Sintomas
gastrointestinais sao raros.

Moderada: Ao aumentar a intoxicacao, 0
formigamento/dorméncia progride nos bragos e pernas, e o
paciente apresenta debilidade muscular, com rigidez na
musculatura e certa incoeréncia na fala. Sao comuns as
manifestagdes do cerebelo, do tipo ataxia, falta de
coordenacao motora e/ou demitria e hipertensao (Gessner et
al., 1997).

Severa: Nas formas mais severas de intoxicagao ocorrem
paralisias musculares intensas e difusas, com dificuldade
respiratoria importante, sensacao de falta de ar e risco de
morte iminente, acompanhadas desde o comeco de acidez
lactica (Aune, 2001). Sao raras as vezes em que a consciéncia
¢ comprometida. Quando ocorre, a morte é causada por
insuficiéncia respiratoria. Nesses casos, a evolugao € muito
rapida, ocorrendo morte entre 2 e 24 horas (em média 8
horas) apos a ingestdao (Mons et al., 1998). O progndstico é



favoravel quando o paciente sobrevive as primeiras 24 horas
(Aune, 2001).

Tratamento

De acordo com AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION (APHA, 1985), atualmente nao existe tratamento
especifico nem antidoto eficaz para os casos de intoxicagao por
biotoxinas. Por isso, o tratamento, que inclui lavagem gastrica para
eliminar os restos de MB, é sintomatico e sempre de acordo com a
fase e gravidade do caso. Assim, o tratamento de suporte ¢é
fundamental ao paciente para manter suas fungdes vitais e para
controle das complicagdes do quadro.

Quanto mais cedo tratar é melhor, pois iniciando-se o
tratamento nas primeiras horas da ingestdo a toxina nao sera
totalmente absorvida pela mucosa gastrica, provocando-se o vomito
ou realizando lavagem estomacal. Pode-se administrar diuréticos e
bebidas alcalinas ricas em ions de sodio e potdssio, uma vez que a
principal via de eliminagdo é a renal. No caso de deficiéncia
respiratdria, deve-se recorrer a respiragao assistida e, nos casos
extremos, a traqueostomia (CDC, 2003). Uma nova terapia em nivel
hospitalar é a hemoperfusao por carvao, que consiste em passar o
sangue do paciente através de um filtro que retém a toxina (APHA,
1995).

Os diagndsticos diferenciais, que ha anos quase nao era
necessario considerar, hoje sao muito importantes, em razdo da
intoxicagdo por anticolinesterdsicos e pelo consumo de diversas
espécies de peixe-lua que contém também a tetradotoxina. A
distin¢do entre a intoxica¢do por anticolinesterasicos e tetradotoxina
pode ser dificil, exceto nos casos em que sao evidentes os efeitos da
estimulagdo colinérgica, como o aumento da quantidade de saliva,
lagrimas e secrecao bronquial, ou a miosis. Nenhum desses sinais é
apresentado na intoxicagao por PSP.

Na intoxicagdo devida & ingestdao de diversas espécies de
peixe-lua, baiacu, que contém tetradotoxina, o comego é agudo, a
evolugdo e a preponderancia das manifestagdes neuroldgicas sao
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quase idénticas a da intoxicagao por PSP. A diferencga se estabelecera
pelos antecedentes de consumo de pescado ou pela presenca da
hipotensao arterial moderada ou severa, ausente na intoxicagao por
PSP (FDA/CFSAN, 2003).

Dose toxica

Nao existe dado concreto sobre a dose toxica. Nao obstante,
estima-se como dose mortal para um ser humano a compreendida
entre 1.000 e 12.400 ug (a partir de 5.000 pug segundo outros autores),
ou ainda entre 40.000 e 60.000 unidades-rato. Atualmente, admite-se
como limite maximo permitido 80 pg/100 g de produto (carne de
molusco).

A unidade-rato (UR) é a dose minima que se necessita para
matar um rato num periodo de tempo estabelecido. Calcula-se
injetando 1 ml de extrato toxico por via intraperitoneal. A toxicidade
de uma amostra se expressa em unidades rato/g de hepatopancreas.

Os efeitos negativos que estas biotoxinas ocasionam sao
sanitdrios, econdmicos e sociais (como os causados pelas toxinas do
grupo DSP), com a diferenca de que os efeitos sanitdrios vao ser
mais importantes pela gravidade do quadro clinico apresentado
pelos pacientes. Entretanto, os efeitos econdmicos e sociais vao ser
menores ja que, a0 menos até a presente data, o nimero e duracao
destes sao muito menores e reduzidos também nas zonas afetadas.

BIOINTOXICACAO POR DSP - TOXINA DIARREICA DE
FRUTOS DO MAR (DSP - DIARRHEIC SHELLFISH
POISONING)

Certas espécies de dinoflagelados, principalmente os do
género Dinophysis, produzem uma série de biotoxinas conhecidas
como IDIA (toxinas responsaveis por intoxicacdo causadora de
diarréia) o DSP (diarrheic shellfish poison, veneno diarréico de
moluscos), ou simplesmente toxinas diarréicas ou enterotoxinas,
pelos efeitos no homem. Essas toxinas causam problemas
gastrointestinais ao serem ingeridas com os MB que as acumulam.
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Na Europa, ja na década de 1960 se suspeitava de intoxicagoes
provocadas por mexilhdes, que nao eram atribuidas a contaminagao
por bactérias (Kat, 1979). S6 apds um surto de intoxicagdes no Japao
em 1976, foi definitivamente afastada a hipotese bacteriana,
chegando-se a conclusao de que se tratava de um composto quimico
termorresistente de origem marinha. A contaminagao foi atribuida a
alga Dinophysis fortii (Yasumoto et al., 1980), a produtora do poliéter
dinofisistoxina-1 ou DTX1 (Murata et al., 1982).

Foram identificados trés subgrupos de toxinas:

e Toxinas diarreicas (dinofisistoxinas). Seu componente ativo
€é o acido okadaico ou ocadaico (AO) e seus derivados
(Figura 3).

e Pectenotoxinas (PTX). Seu componente ativo ¢ um grupo de
poliésteres  lactonicos. Sao  toxinas  principalmente
hepatotdxicas (Figura 4).

e Lesotoxinas (ITX). Sao toxinas com grupos sulfato. Sao
quase insoluiveis em meio aquoso, porém sao muito solaveis
em meio organico, sobretudo em acetona, solvente usado
para sua extragao nos MB. Seus efeitos sdo cardiotoxicos em
modelos animais, e sua agdo por administragao oral € muito
fraca (Tubaro et al., 2003).

Sabe-se ainda que nos bivalves qualquer destas toxinas pode
existir conjugada com acidos graxos, formando os ésteres acilo ou
DTX3 (Marr et al., 1992). Esses ésteres nao existem nas microalgas,
mas sao metabolitos dos bivalves (Suzuki et al., 1999).

CHs
o =
O,
rd =
HC  pH \O
Ry CHs

Figura 3. Estrutura quimica do acido ocaddaico.R1 = CH3, R2 = H; DTX1: R1 =R2 =
CH3; DTX2: R1 =H, R2 =CH3; ‘“DTX3’: R3 = acilo. Nas restantes R3 = OH.
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Figura 4. Estrutura quimica da Pectenotoxina.

Organismos produtores
As enterotoxinas sdo produzidas principalmente por
dinoflagelados dos géneros Dinophysis e Prorocentrum.

Vetores
Os vetores mais importantes sao os mitilideos (mexilhdes) e
pectinideos (vieira).

Mecanismo de acdo toxica

As toxinas do subgrupo das dinofisistoxinas atuam no
homem estimulando a fosforizagdo das proteinas que controlam a
secrecao de sédio pelas células intestinais. Experimentalmente foi
demonstrado que as toxinas nao diarréicas do complexo DSP podem
ter efeito toxico no figado (PTX) e no coragdo (YTX). O AO é um
inibidor potente de uma classe de enzimas — as fosfatases proteicas
do tipo PP2A e PP1 (Bialojan e Takai, 1988) — e leva a acumulagao de
proteinas hiperfosforiladas na célula, alterando numerosos
processos metabodlicos. A acumulagdo, por exemplo, de actina
hiperfosforilada leva a desorganizagio da estrutura celular,
causando a perda da forma das células animais em cultura, o que é
também uma maneira de diagnosticar a presenca desta toxina
(Amzil et al., 1992).

A periculosidade das variedades geograficas de Dinophysis e
Prorocentrum é diferente quando se leva em conta a quantidade de
toxina produzida e seu poder toxico. Estas variagdes correspondem
ao estado fisiologico dos dinoflagelados, relacionando sem duavidas,
as condigdes do ambiente marinho, cujos parametros ativos
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continuam ainda sem serem determinados. Os MB que mais
facilmente se contaminam sao os mexilhoes.

Clinica

Apds 30 minutos e até 12 horas (normalmente 4 horas) da
ingestao de MB toxicos comega um quadro clinico caracterizado por
dores gastrintestinais abdominais (53%), destacando-se: diarréias
(92%), nauseas (80%) e vomitos (79%) (Vale, 2004). Sao raros a febre
e os calafrios. Os sintomas podem durar até trés dias, sendo rara a
necessidade de hospitalizacdo do paciente. Os afetados se
recuperam em 2-3 dias (Yasumoto et al., 1978).

Tratamento

O tratamento € sintomatico: os pacientes devem ser
hidratados até desaparecer os sintomas. Algumas toxinas deste
grupo apresentam quadros assintomaticos, assim sendo carecem de
interesse sanitario.

A toxina pode ser veiculada pelo leite materno, podendo
ocasionar desidratacao do lactente, por causa das diarréias. Neste
caso, deve-se realizar também um diagnostico diferencial com
outros quadros gastroienteriticos febris.

Dose toxica

Ainda nao foi estabelecida a dose minima efetiva, ou
intoxicante. Segundo dados epidemioldgicos obtidos com mexilhoes
contaminados, ao nivel de 12 UR (unidades rato) sdao suficientes
para provocar uma forma débil de intoxicagdo no ser humano.
Toxinas desse tipo ddo origem a quadros patoldgicos menos graves,
porém sao as que provocam os maiores efeitos negativos do tipo
comercial.

Esses efeitos vao ser sentidos no ambito sanitario, por sua
freqiiéncia, extensdo e permanéncia nas dguas, e, por conseguinte,
nos moluscos. No ambito social, repercutirda numa reducdao do
consumo de moluscos, ndo s6 durante o tempo que dura o episddio,
mas, durante muito tempo depois de seu desaparecimento. Por
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ultimo, a proibicdo da extragdo de moluscos de amplas zonas
marisqueiras durante longos periodos de tempo, que em muitas
ocasides coincidem precisamente com as épocas de maior consumo,
causard prejuizos econdmicos muito elevados a produtores,
depuradores e industrias transformadoras.

BIOINTOXICACAO POR AZP, OU AZASPIRACIDO
(AZASPIRACID POISONING)

A toxina AZP (Figura 5), “azaspiracid poisoning”, foi
registrada pela primeira vez em 1995 na Holanda, devido ao
consumo de mexilhdes contaminados provenientes da Irlanda
(McMahon & Silke, 1996). Na propria Irlanda também ja se
registraram intoxica¢oes devidas a AZP (McMahon & Silke, 1998). A
toxina é um poliéter acido contendo um anel azaspiro pouco
comum, donde deriva o seu nome: azaspiracido-1 ou AZA1 (Satake
et al., 1998).

Figura 5. Estrutura quimica do AZP.

Organismos produtores

A espécie produtora parece ser Protoperidinium crassipes, um
género que até agora nunca tinha sido relacionado a produgao de
biotoxinas.

Mecanismo de agio toxica

Nao altera o potencial de membrana celular, por isso nao é
neurotoxico; altera a concentragao de F-actina, tendo; portanto, o
citoesqueleto como um dos alvos; aumenta o nivel de ions de calcio
no citoplasma celular (Roman et al., 2002).
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Clinica

E uma sindrome exclusivamente gastrointestinal idéntica a
DSP: nauseas, vOomitos, diarreia abundante e dores abdominais
(Vale, 2004).

Vetor
Os principais vetores sao os mitilideos (mexilhoes).

BIOINTOXICACAO POR ASP - TOXINA AMNESICA DE
FRUTOS DO MAR (ASP - AMNESIC SHELLFISH POISONING).

Esta toxina foi detectada pela primeira vez no Canad4, em
1987, quando o consumo de mexilhdo contaminado provocou a
intoxicacao de 153 pessoas, das quais 103 foram hospitalizadas. O
fato se repetiu novamente no Canada em 1988 e na costa oeste dos
Estados Unidos em 1992.

Toxina

A principal substancia responsavel pela intoxicacao por ASP
(amnesic shellfish poisoning, sindrome aminésico por marisco) € o
acido domodico (Figura 6), sintetizado por certas espécies de
diatomaceas.

CHs

4<_/_/ < ~cooH
K= QCOOH

HaC COOH ‘

Figura 6. Estrutura quimica da toxina ASP: 4cido doméico.

Organismo produtor

O produtor do composto é uma diatomdacea marinha: Pseudo-
nitzschia pungens (Bates et al., 1989).

A toxina estd presente em algumas variedades da Diatomea
nitzschia. Em 1995, na costa espanhola, foram detectadas
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diatomdceas produtoras do 4cido domoico, mais precisamente a
espécie Nistzchia spp. (Nitzschia pungens, que se acumula em vieiras
e mexilhao no Canadd Atlantico durante sua multiplicagao).

Vetores
Os vetores mais importantes sao os mexilhoes e vieiras.

Mecanismo de agido toxica

O 4cido domoico atua como antagonista do glutamato,
neurotransmissor do sistema nervoso central. O dcido domdico é um
aminodcido neuroexcitatério, que potencializa a acdo de
aminoacidos excitatorios naturais, como o glutamato. Atua nos
receptores do glutamato no nivel do sistema nervoso central,
induzindo despolarizagao da membrana pos-sinaptica (Todd, 1993).

Clinica

A intoxicacdo por ASP se manifesta nas primeiras 24 horas
que se seguem ao consumo de MB contaminados, geralmente com
um quadro gastroenteritico caracterizado por nauseas, vomitos e
diarreia. Porém nas primeiras 48 horas podem-se observar sintomas
neurolédgicos, que vao desde cefaléia, confusao e até (nas pessoas
mais velhas), perda da memodria, particularmente severa em alguns
casos. Em pacientes idosos surgiram ainda lesdes cerebrais, coma e
morte (Vieira, 2004). Observou-se uma associacdao entre perda de
memoria e idade: os pacientes com menos de 40 anos tiveram
predominantemente diarréia e os doentes acima de 50 anos, perda
de memoria (Todd, 1993).

Dose toxica

As autoridades canadenses analisam o acido domoico em mexilhdes
e améijoas, provenientes de cultivos, constatando em seus tecidos
niveis superiores a 20 pg/g.

Tratamento
Nao se conhece ainda nenhum tipo de tratamento.
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BIOINTOXICACAO POR NSP, OU TOXINA NEUROTOXICA
DE FRUTOS DO MAR (NSP - NEUROTOXIC SHELLFISH
POISONING)

A NSP, embora conhecida ha bastante tempo, parece
restringir-se a regiao do Golfo do México, Caribe e Florida, embora
esporadicamente ja tenha causado intoxicagdes na Nova Zelandia
(Vale, 2004). A contaminagao dos MB é causada pelo dinoflagelado
Ptychodiscus brevis, produtor de toxinas hemoliticas e neurotoxicas.

Sao conhecidas conjuntamente como brevetoxinas (Figura 7).
As brevetoxinas dividem-se em dois grupos de poliéteres: os
analogos da brevetoxina PbTx-1 contém um esqueleto de 10 anéis
fundidos, os analogos da brevetoxina PbTx-2, 11 anéis fundidos
(Baden et al., 1995b).

o D
ofl\zrti“&:l}j}’c; f:ﬁo

Figura 7. Estrutura quimica da brevetoxina.

Organismos produtores
Sao sintetizadas pelo dinoflagelado Ptychodiscus brevis.

Mecanismo de agio toxica
As brevetoxinas atuam por ativagdo persistente do canal de
sodio, originando descargas elétricas continuas (Baden et al., 1995a).
Quando ocorrem marés vermelhas de Ptychodiscus brevis,
verificam-se grandes mortalidade de peixes e complicagoes
respiratorias, nas populagdes humanas costeiras, através da inalacao
do aerossol marinho, com efeitos irritantes sobre a mucosa.

Clinica

Trés horas apds o consumo de MB que contenha NSP
produz-se um quadro neuroldgico leve, caracterizado por
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parestesias na boca e dedos, ataxia, bradicardia, sensagao de calor e
frio, midriasis (dilatacdo das pupilas), e diarréia leve (Pumarola &
Piedrola, 1983). Estes sintomas constituem a chamada sindrome de
NSP. A recuperagao € rapida e, dependendo da dose ingerida, ¢
alcancada em dois dias. Nao ocorre paralisia muscular, e nao se
conhecem casos fatais (Baden et al., 1995a). Poderia ser necessario
fazer o diagndstico diferencial com a intoxicagao por ciguatera,
devido o consumo do peixe baiacu contaminado por substancias do
grupo da ciguatoxina, sintetizada também por dinoflagelados. O
peixe baiacu tem seu hdbitat nos mares das regides tropicais e
subtropicais. Até o momento nao foi registrado no Brasil, a
ocorréncia desse dinoflagelado e nem de intoxicagao por NSP.

BIOINTOXICACAO POR VENERUPINO, ou VSP
(VENERUPINE SHELLFISH POISON)

Constitui um sério problema de satide publica em certas
regioes do Japao.

Estrutura quimica do VSP
A natureza quimica ndo € totalmente conhecida.

Organismos produtores.
Variedades do dinoflagelado Prorocentrum minimum.

Mecanismo de agido toxica
Ocasionam no homem um quadro hemorrdgico e
hepatotdxico.

Clinica

A manifestacao da intoxicagao se da apos um periodo de 24-
48 horas, com anorexia, halitose, nduseas, vomitos, dores gastricas,
constipacdo e cefaléia. O quadro clinico pode complicar-se, pois o
paciente fica inquieto e aumenta a hematemesis e o sangramento das
mucosas oral e nasal. Nos casos graves podem ocorrer ictericia,
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petéquias e enquimoses nos letais, lesao hepatica aguda, excitagao
extrema, delirio e coma (APHA, 1995).

METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DAS
BIOTOXINAS

Os métodos analiticos que se realizam nos MB para detectar
e quantificar as toxinas sao quimicos e bioldgicos.

Meétodos quimicos

S6 podem ser realizados em centros especializados e em
funcao da biotoxinas analisada:
Para toxinas DSP, sao os seguintes:

e Cromatografia liquida de alta resolucdo. Baseia-se na reacao das
toxinas diarréicas com 9-antracildiazometano ou com I-
antracilnitrilo, para obter um derivado fluorescente que se
injeta e se separa no cromatografo o qual serd detectado
fluorimétricamente. O maior inconveniente deste método é o
de ser dificilmente reproduzivel.

e Cromatografia gasosa. Baseia-se na formagao de derivados
sililados, os quais sdo injetados no cromatodgrafo a 315 °C e
fluxo de nitrogénio de 30 mL/min. Nao pode ser utilizado
como método de controle rotineiro, pelo elevado peso
molecular das toxinas e a possibilidade de que se formem
multiplos derivados.

Ha também wum teste de imunoensaio disponivel
comercialmente para a DSP (limite de deteccao para o 4acido
ocadaico = 1fg/100 g de alimento; 0,01 ppm) (Hallegraeff et al., 1995).
Os testes de radioimunoinsaio (RIA) para o 4cido ocadaido foi
desenvolvido por Levine et al. (1988)

Para toxinas PSP:

e Colorimétricos. Baseados em reacdes de alfadicetonas com
guanidinas e outros compostos com grupos guanidinio, ou
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também em reagdoes com compostos nitroaromaticos para
formar compostos coloridos.

e Fluorimétricos. Baseados no fato de que as toxinas dao
substancias fluorescentes em condi¢des de oxidacao.

e Cromatografia liquida de alta resolugdo. Permite separar
diferentes toxinas.

Para a toxina ASP:

Os métodos empregados no Canada baseiam-se em HPLC,
metodologia que foi validada por um estudo intercolaborativo
(Lawrence et al., 1991) e adotada como método oficial pela AOAC
(1995b). Além de metodologias baseadas em HPLC, estao sendo
também desenvolvidos e comercializados imunoensaios para esta
toxina (Garthwaite, 1998).

Meétodos bioldgicos

Sao os mais usados e oficialmente reconhecidos em nivel
nacional e internacional. Quase a totalidade dos paises membros da
UE recorrem a este tipo de bioensaio como referéncia em suas
legislagoes.

Este método se baseia na patologia que a toxina pode causar
em um rato com um peso determinado que (pode chegar até
provocar-lhe a morte) quando se lhe injeta intraperitonealmente 1
mL do extrato toxico e no tempo que transcorre desde a injecao até o
aparecimento dos sintomas ou o instante em que se produz a morte.

No caso de discrepancia de resultados entre ambos os
métodos, quimico e biologico o de referéncia deve ser o método
bioldgico.

PREVENCAO E CONTROLE

O controle da toxicidade dos MB é feito diretamente na carne
do organismo, ja que os niveis determinados na dgua marina nao
correspondem aos encontrados nos tecidos dos MB. O controle
efetivo é realizado, antes que os MB sejam encaminhados para o
mercado.
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Juntamente com o controle dos MB deve ser realizado o
diagndstico precoce no ser humano e notificado com urgéncia as
autoridades sanitdrias. Estas intoxicagOes sdao alimentares, por isso,
estdo sujeitas a notificacdo obrigatdria e urgente. A finalidade deste
procedimento € evitar a intoxicagdo de mais pessoas, retirando do
mercado os produtos contaminados pelas biotoxinas.

Entretanto, como medida preventiva € necessario colocar em
pratica a intensificacao do sistema de vigilancia que, em principio de
forma rotineira, realize anadlises das dguas marinhas coletadas em
pontos pré-determinados e com freqiiéncia pré estabelecida para
determinar espécies e concentragdes celulares potencialmente
toxicas.

Quando os resultados das analises indicam indices perigosos
e/ou que as circunstancias ecologicas sejam favoraveis para a
multiplicagao de dinoflagelados toxicos, deve-se entrar em fase de
alerta, multiplicando os pontos de amostragem e a freqiiéncia das
coletas, para evidenciar o possivel aumento da intensidade de
dinoflagelados por unidade de volume. Este procedimento deve ser
completado com o recolhimento de amostras de MB, que serdo
objeto de exame do contetildo estomacal, teste de bioensaio, outros.
A rapidez na execugao deste plano e a agilidade na comunicagao dos
resultados obtidos garantem a defesa adequada de saude publica,
até que sejam adotadas medidas de controle mais eficazes.

Os MB, por serem produzidos em meio de dificil manejo,
como € 0 matr, estao sujeitos a todos os fatores negativos que podem
ocorrer na agua em que vivem, sendo suscetiveis de estarem
contaminados, por isso, antes de serem consumidos devem ser
submetidos a um processo de saneamento ou higienizacdao
(depuragado) que garanta sua salubridade. A depuragdo de moluscos
tem a vantagem de que, ao nao utilizar agentes fisicos, quimicos
nem outro tipo diretamente sobre o produto, ndo ira alterar suas
caracteristicas organolépticas (sabor, cor, outros) nem suas
estruturas quimicas, conservando todas as suas propriedades
nutritivas. Todas as biotoxinas se acumulam nos tecidos dos animais
marinhos por assimilagao dos agentes toxicogénicos ingeridos, e sao
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eliminados lentamente quando seu meio ambiente esta livre deles
durante um tempo geralmente longo.

Pode-se concluir que o bivalve mantém valores de toxicidade
durante meses e, inclusive, nao chegam a desaparecer por completo
antes de ocorrer o novo episddio tdxico, geralmente no verao e
outono (na Europa). Com freqiiéncia, na Europa, tal manifestagao
toxica tem lugar durante o outono e podem chegar até inverno sem
que a toxina tenha desaparecido totalmente do bivalve.

Este fendmeno de persisténcia pode ser comprovado em
mexilhdes escandinavos que adquiriram elevado nivel de toxinas
DSP durante o outono e que ndo foram capazes de eliminar estas
substancias antes das gélidas temperaturas das aguas nordicas
durante o inverno e primavera seguintes. Outro exemplo dessa
persisténcia é a intoxicagdo de mexilhdes por DSP ocorrida na
Noruega em outubro de 1984, quando os bivalves conservaram as
biotoxinas até o més de abril de 1985.

CONSIDERACOES FINAIS

Segundo a Divisdao de Doengas de Transmissao Hidrica e
Alimentar, do Centro de Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria de
Estado da Satide de Sao Paulo as medidas de controle podem ser
acessadas no site: http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/
Frutos_mar.htm. Um resumo delas encontra-se adiante:
1) notificacdo de surtos - a ocorréncia de surtos (2 ou mais casos)
requer a notificagdo imediata as autoridades de vigilancia
epidemioldgica municipal, regional ou central, para que se
desencadeie a investigacdo das fontes comuns e o controle da
transmissao através de medidas preventivas. Um caso, por sua
gravidade e associagao a alimentos de risco, deve ser notificado e
investigado. Orientacdes poderdao ser obtidas junto a Central de
Vigilancia Epidemiolodgica - Disque CVE, no telefone ¢ 0800-55-5466.
2) medidas preventivas - evitar o consumo de frutos do mar de
locais onde ha concentragdo ou crescimento excessivo de algas ou da
chamada "maré vermelha"; ndo comer barbatanas ou frutos do mar
utilizados como iscas; pessoas imunodeprimidas, em geral, devem
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evitar o consumo de frutos do mar; lembrar que as toxinas marinhas
nao sao destruidas pelo calor; as autoridades locais devem
monitorar o crescimento de dinoflagelados e evitar ou proibir a
pesca nos periodos de risco; a vigilancia sanitaria deve monitorar as
areas de risco e a vigilancia epidemioldgica fornece suporte para a
investigacao de casos e identificacao das causas.

3) medidas em epidemias - investigacao e identificacdo dos
produtos, alertas a populacdao, controle/proibicdo da coleta e
comercializagdo de bivalves em areas de risco.
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CAPITULO 19
AVANCOS DA FISIOLOGIA DO ESTRESSE E SUAS
IMPLICACOES EM ESPECIES NATIVAS
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Mbnica Serra

Carla Patricia Bejo Wolkers
Rafael Estevan Sabioni

O ESTRESSE NA PRODUCAO DE PEIXES
Importancia da pesquisa em fisiologia

A sobrevivéncia é o objetivo principal de todos os
organismos e a percepgao do perigo, tanto fisico quanto social, é
critico para essa finalidade. As adaptacdes a estas circunstancias
podem ser agrupadas grosseiramente como respostas de luta e fuga,
que caracterizam as respostas de estresse. Esta reacao foi descrita
pela primeira vez na década de 1920, pelo fisiologista Walter
Cannon, que descreveu que uma cadeia de reagdes que ocorre
rapidamente no interior do corpo mobiliza os recursos do
organismo para lidar com as circunstancias ameagadoras. Desde
entao, a fisiologia do estresse vem sendo intensamente estudada e o
conhecimento disponivel evidencia quao complexa é a manifestacao
de um organismo animal frente a condi¢des desafiadoras. A
regulacdo central da cascata do estresse integra, direta ou
indiretamente, multiplos sistemas fisiolégicos. Areas como a
neuroendocrinoimunologia sao reconhecidas, atualmente, como de
importancia critica na homeostasia biologica, somatica e central.

Este capitulo enfoca os avangos obtidos nesta grande area do
conhecimento, com foco em estudos com espécies nativas de peixes

Urbinati et al. Avancos da fisiologia do estresse e suas implicagdes em espécies
nativas. In: Tavares-Dias, M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas
perspectivas. Sdo Carlos, Editora Pedro & Joao, 2015.
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de producdo, dando énfase aos avangos obtidos em aspectos
imunoldgicos e de comportamento do estresse.

O estresse é uma condi¢ao de quebra do equilibrio fisioldgico
por acao de um estimulo (intrinseco ou extrinseco) definido como
estressor (Wendelaar Bonga, 1997), quando ocorrem mudangas
fisioldgicas e comportamentais tipicas, que variam de acordo com o
grau e a extensdo da exposicio do peixe ao agente estressor. E um
fendmeno comum no ambiente de criagdo. O sucesso da
piscicultura, como todas as atividades que envolvem criagao animal,
depende da manutengao de condi¢des adequadas de satide e bem-
estar dos individuos. Estas condi¢des, por outro lado, sé sao
possiveis quando a homeostase biologica é preservada. Assim, o
conhecimento dos mecanismos que influenciam essa condigao deve
auxiliar o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas que
reduzem as perdas e aumentam a produtividade.

Ao longo da cadeia produtiva, a exposi¢ao dos peixes a
fatores estressores ocorre de forma rotineira e inevitavel, com
reflexos a curto, médio e longo prazos, e pode levar, ao final, a
redugao do desempenho biologico, aumento da susceptibilidade as
doencas e morte dos peixes, dependendo da intensidade e duracao
da exposi¢ao (Urbinati et al., 2014b). Os estressores, geradores destas
condi¢bes, podem ser fisicos, quimicos e/ou bioldgicos/sociais
(Barton, 2002). Entre os fisicos, destacam-se os procedimentos
comuns de manejo, entre os quimicos as mudangas de composi¢ao
do meio aquatico resultantes da propria criagao ou por agao do
homem, e entre os bioldgicos/sociais a densidade de estocagem,
presenca de predadores, o estabelecimento de hierarquia social e a
interacdo com macro ou micro-organismos.

O conjunto de respostas desencadeadas por um estressor ¢é
controlado por um complexo sistema neuro-endocrino, com dois
componentes principais: o sistema simpatico-cromafim e o eixo
hipotalamo-pituitaria-interrenal (Figura 1 A-B), embora o sistema
esteja sob influéncia de inimeros outros hormoénios (Urbinati et al.,
2014b). No primeiro componente, o sistema nervoso simpatico,
ativado pela percepcao da presenga do estressor, atua sobre as
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células cromafins do rim cefalico que secretam as catecolaminas,
adrenalina e noradrenalina (sistema simpatico-cromafim), e, no
segundo, os sinais do estressor ativam ntcleos do hipotalamo,
modulador central do estresse, que secretam o hormonio liberador
de corticotrofina, CRH, que induz a glandula pituitaria a produzir o
hormonio corticotropina, ACTH, o qual, por fim, estimula o tecido
interrenal, também no rim cefdlico, a produzir o cortisol (eixo
hipotalamo-pituitaria-interrenal - HPI), responsavel pela agao nas
células-alvo. O eixo HPI se desenvolve cedo em peixes. Por exemplo,
as células que compoem este tecido foram identificadas em matrinxa
Brycon amazonicus, 36 horas apos a eclosdo, sugerindo que esta
espécie ja estd apta a produzir o cortisol nesta fase da vida (Ganeco,
2007).

A Simpatico-Cromafins B Eixo HP1
Hipotalamo Hipotalamo
CRH
Simpatico - Fibras Pituitaria
(glandula)
ACTH
Cromafins - células ‘|' s
(i cefilics) Interrenais - células
l (rim cefélico)
Catecolaminas .
(adrenalina/noradremalina) Cortisol

Figura 1. Esquema representativo do sistema simpatico-células cromafins
(A) e do eixo hipotalamo-pituitaria-tecido interrenal (B) em peixes.

Diferentes componentes da resposta de estresse ocorrem se o
processo se prolonga no tempo (Figura 2). Os eixos e vias ativados,
de forma aguda, a partir das alteragdes hormonais (resposta
primaria) promovem altera¢des em fungdes metabdlicas e celulares,
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alteragdes osmorregulatérias e na fungao imunoldgica (resposta

secunddria), que caracterizam a capacidade adaptativa do animal
para enfrentar os estressores.

Entretanto, a medida que a
estimulagdo permanece sobre o animal, a resposta cronica se instala

(resposta tercidria). A manutencdo da secregao aumentada do
hormonio do estresse, o cortisol, promove uma redistribuicao de
energia para fungdes "prioritarias” de sobrevivéncia, o que afeta o

animal como um todo, prejudicando seu desempenho biologico, seu
padrao comportamental, e as fungdes normais do sistema
imunoldgico que facilitam a infestagdo dos peixes por patégenos.

A
*E Estresse cronico
o - T
.o i I
% tag‘&“‘bo i !
Q At : - Mudangas em todo i
e : o organismo i
\
o ¥, = Mudancas metabolicas ) - Funces immes i
ﬁb \ 't. prejudicadas !
o 1
L 1‘. - Alteracdesno ‘u‘ I
éf’ 1 sistema imune \ -Quedada resisténcia |
Qj: -Methora das 1 ! adoengas 1
fimgdes immes Y : ' ! ]
1 - Distirbios ! i
- Aumento dos \ osmorregulatérios 1 - Alteracées H
niveis de hormonio "'-l '.1 comportamentais i
1 1 1
1 \ 1
Resposta primiria I"I‘ Resposta secundaria | Resposta terciiria ;

>
Tempo
Figura 2. Percepcao dos agentes estressores pelo sistema nervoso central e

seus efeitos fisioldgicos, primarios, secundarios e terciarios. Adaptado de
Nardocci et al. (2014).

Os mecanismos e respostas que envolvem o quadro de
estresse, dos invertebrados até o homem, possuem relagdes

complexas e bem preservadas evolutivamente, que abrangem desde
uma variedade de estimulos e diferentes reagbes, variaveis entre
espécies e individuos, até a ligagdo destas respostas com o
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desenvolvimento de enfermidades. Existem evidéncias de que esta
interagdo entre os sistemas imunoldgico e endécrino deve-se a uma
origem evolutiva comum, e estd atualmente bem estabelecida
devido a pesquisas envolvendo respostas imunologicas em
diferentes situagOes estressantes, assim como a presenca de
hormonios relacionados a resposta de estresse em células do sistema
imunoldgico (Ottaviani & Francheshi, 1996; Tort, 2011).

Os peixes, um dos grupos de vertebrados mais antigos do
planeta, apesar de ndo possuirem neocdrtex, apresentam uma
grande capacidade de compreender, responder e se adaptar ao seu
ambiente, caracteristicas que se devem a plasticidade cerebral,
conquistada ao longo do processo evolutivo, e que garantem as
inimeras espécies a manutengao da homeostase e o bem estar
(Papoutsoglou, 2012). Sabe-se, ainda, que os peixes possuem um
sistema sensorial extremamente sensivel e sdao capazes nao apenas
de identificar o nivel de qualidade do ambiente, mas de comunicar-
se entre si (Harrison et al., 2011). Sao dotados também de percepgao
de dor, sentimento de medo, aprendizagem e memoria (Brown &
Laland, 2008). O importante papel do cérebro e de seus reflexos no
comportamento e fisiologia ainda ¢ pouco considerado no processo
produtivo na piscicultura, principalmente em sistemas intensivos e,
com o aumento de demanda, é grande o desafio para conciliar a
necessidade de lucro com as necessidades de bem estar de cada
espécie, sobretudo nas nativas, ainda pouco domesticadas.

AGENTES ESTRESSORES

Os agentes estressores na piscicultura podem ser desde
procedimentos rotineiros de manejo, como alimentacdo e nutrigao,
qualidade do meio aquético e condi¢des sutis de barulho,
iluminagao e vibragao (Urbinati et al., 2012b). Exemplos dos fatores
estressores na piscicultura e os efeitos nos peixes estdo
representados na Figura 3.

Os estressores de manejo sao as principais fontes de estresse
na piscicultura e sao provenientes de captura, biometria, transporte,
vacinagao, reproducao atificial, entre outros. Diferentes estudos com
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espécies nativas ja caracterizaram as respostas de estresse de
transporte (Carneiro & Urbinati, 2001; Urbinati et al, 2004;
Takahashi et al., 2006; Fagundes & Urbinati, 2008; Bendhack &
Urbinati, 2009; Gongalves et al., 2010; Serra et al., 2011; Zanuzzo et
al,, 2012; Abreu et al., 2014), de densidade de estocagem (Carneiro &
Urbinati, 2002a; Gomes et al., 2003a, b; Rocha et al., 2004; Montedor
et al., submetido), de exposigao aérea (Biller et al., 2008), de captura
(Barcellos et al., 2001; Abreu et al., 2009; Hoshiba et al., 2009), de
interacao social (Ferraz & Gomes, 2009; Wolkers et al., 2012; Wolkers
et al., 2014; Barreto et al., 2014; Serra et al., 2015) e da reproducao
induzida (Zanuzzo et al., 2015; Zanuzzo et al., submetido).

Por outro lado, alguns métodos ja foram testados como
redutores do estresse como o uso de sal (Carneiro & Urbinati, 2001;
Garcia et al., 2007), sulfato de calcio (Bendhack & Urbinati, 2009),
anestésico (Carneiro & Urbinati, 2002b; Facanha & Gomes, 2005;
Gomes et al., 2011), L-triptofano, precursor de serotonina (Hoshiba,
2011; Wolkers et al.,, 2012; Montedor et al., submetido) e de
imunoestimulantes como o 1,3-8 glucano (Biller-Takahashi et al.,
2014; Sabioni, 2014) e Aloe vera (Zanuzzo et al., 2012; Zanuzzo, 2014;
Zanuzzo et al., 2015).

Dentre os estressores, também destacamos o manejo
alimentar e nutricional, de natureza qualitativa e quantitativa.
Dietas desbalanceadas podem acarretar deformidades morfoldgicas
e anatomicas, reducdo do crescimento, estresse e reducdo da
resisténcia a doengas (Roberts, 2003). A fonte de proteinas,
composi¢ao de aminodcidos, quantidade de lipideos, carboidratos,
vitaminas e minerais, além da espécie cultivada, temperatura de
cultivo, granulometria e processamento da ra¢do, devem ser
considerados para a escolha da dieta que promova a saude dos
peixes.
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Estresse

Estressores de manejo
Estressores biologicos e
s0cs Condufocs ambientais
Mangjo alimentar ¢
nutricional

T v
\Q //\

Ativagdo neuro- hormona] ]munossupressﬁo

Mudangas metabolicas Deqempenho reduzido
e osmorregulatorias

Figura 3. Fonte de estressores e efeitos do estresse cronico em
peixes.

A definicdo da estratégia apropriada (quantidade e
frequéncia do arragoamento) contribue para evitar problemas com a
qualidade da agua e consequente estresse dos peixes, e evitar
subnutri¢do que gera estresse oxidativo e imunossupressao (Li et al.,
2014). Estratégias de restricao alimentar vém sendo usadas com
sucesso para diminuir o custo de produgao e melhorar a qualidade
da 4gua na criacdo de espécies nativas (Takahashi et al., 2011;
Takahashi et al., 2014; Urbinati et al, 2014a; Favero et al,
submetido). Estudo com o pacu Piaractus mesopotamicus (Gimbo et
al., 2015) mostrou, apds 30 dias de restri¢do, aumento do cortisol,
embora os peixes ndo tenham perdido a capacidade de responder a
desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila. Contudo, estudos
adicionais sao necessarios para melhor compreensao das repostas
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fisiologicas de estresse e imunoldgicas em peixes submetidos a
restricao alimentar.

As condi¢cdes do ambiente como temperatura, luz, som,
vibracao e qualidade de 4gua sao fundamentais para a saude e bem
estar do plantel. A qualidade de agua se caracteriza como a
principal delas e envolve concentracao de oxigénio, principal causa
de mortalidade (Boyd & Tucker, 1998), gas carbonico, residuos
nitrogenados e metabdlicos (amonia, fosforo e materia organica),
pH, salinidade, dureza e poluentes. Esses estressores ativam a
cascata do estresse e podem inviabilizar a produ¢ao. Mesmo com a
aplicagdo de algumas estratégias para mitigar os efeitos deletérios
do estresse, a preven¢ao com boas praticas de manejo ainda é
considerado ideal e fundamental para a reducao da quantidade de
estressores, e também do tempo de exposicao dos animais.

RESPOSTA IMUNOLOGICA AO ESTRESSE

Uma das condigdes mais graves da cronicidade do estresse é
a reducgao da resisténcia dos peixes a infestagao por patogenos do
meio. A perda da capacidade adaptativa na manutencao da
homeostase biologica desvia o uso da energia para agdes prioritarias
de sobrevivéncia e o sistema imunoldgico passa a ser deficitario.

O sistema imunoldgico se divide em dois componentes, o
inato (nado especifico) e o adaptativo (especifico ou de memdoria). O
inato € representado pelo conjunto de respostas que compde a
primeira barreira do organismo contra infecgdes, sem depender de
exposicao prévia a agentes etioldgicos (Magnadottir, 2006; Rauta et
al., 2012; Secombes & Wang, 2012). Este sistema, por sua vez, é
representado por células e fatores humorais. As principais células do
sistema inato de peixes sao células capazes de fagocitar e destruir
agentes infecciosos, como os neutrofilos, mondcitos e macréfagos.
Contudo, o papel dessas células vai além da fagocitose e morte dos
patogenos. Elas sao células essenciais para a imunidade, necessarias
para construir e modular as respostas inata e adaptativa (Kantari et
al., 2008). Os neutrdfilos e macrofagos tém grande importancia na
defesa do organismo, pois fagocitam e destroem os patdgenos
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invasores, principalmente por acao das espécies reativas de oxigénio
(EROs) produzidas durante a atividade respiratdria das células,
estimulada pela presenca de microrganismos (Secombes et al., 1996).
Durante a fagocitose, ocorre aumento do consumo do oxigénio
molecular, resultante da redugao do oxigénio em anion superdxido,
o qual, pela acdo da enzima superdxido dismutase (SOD), forma
peroxido de hidrogénio (H:02). O H20:, por agao da enzima
mieloperoxidase (MPO) liberada pelos leucocitos granulares, se
transforma em hipoclorito com consequente produgao de cloramina.
Os radicais reativos produzidos sdao agentes oxidantes que atuam
nas membranas de microrganismos e contribuem para sua
destruicao (Verlhac & Gabaudan, 1997; Verlhac et al., 1998).

Além de células, varias moléculas estio envolvidas nos
mecanismos de defesa inata, conhecidas como mediadores quimicos
soltiveis, estando presentes no soro, na forma inativa ou de
precursores, e suas concentragoes elevam-se rapidamente durante a
infeccao (Verlhac et al., 1996). Dentre esses mediadores, o sistema
complemento representa o principal efetor da resposta immune
inata, formado por um conjunto de proteinas envolvidas em uma
cascata de reagdes que, quando ativadas, participam de respostas
inespecificas (via alternativa) e/ou adquiridas (via cldssica). O
sistema complemento destrdi os patdgenos pela formagao de poros
na superficie da membrana celular do patégeno e desempenha um
importante papel nas reacgdes inflamatdrias, atraindo células
fagociticas para o local da lesao. As proteinas de complemento
podem estimular a fagocitose, um processo que é mediado por
receptores do complemento na superficie de células fagociticas
(Nikoskelainen et al., 2002; Boshra et al., 2006; Nakao et al., 2011).
Em peixes, a atividade da via alternativa é mais rapida e comum do
que em mamiferos, indicando a importancia da resposta inata nestes
animais (Yano, 1996).

A lisozima € outro importante componente do sistema
imunoldgico nao especifico, encontrado em vdrias espécies de peixes
(Grinde et al., 1988). Esta enzima apresenta atividade litica contra
bactérias gram-positiva e gram-negativa, e estd presente no muco
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(Fast et al., 2002; Palaksha et al., 2008), tecidos linfoides, plasma e
outros fluidos corporais de peixes. A atividade da lisozima varia de
acordo com a idade, sexo, estacdo do ano, temperatura e pH da
agua, infeccdo, grau de estresse, agentes quimicos e
imunoestimulantes (Saurabh & Sahoo, 2008).

Apesar da resposta de estresse ser geralmente associada a
diminuigao da fungao do sistema imunoldgico e da capacidade dos
peixes de se defenderem de patdgenos, sabe-se que, dependendo da
intensidade e duracdo do evento, ocorre tanto ativacdo como
inibi¢do das fung¢des imunoldgicas. Inicialmnente ocorre ativagao,
principalmente provocada por catecolaminas e pelo CRH e,
posteriormente, inibi¢do provocada pela liberagao do cortisol (Tort,
2011). Em caso de estresse agudo, observa-se aumento no niumero de
receptores de glicocorticoides nos leucécitos do rim cefalico (Maule
& Schreck, 1991; Verburg-Van Kemenade et al., 2009), assim como
aumento da resposta infamatoria, infiltracdo de leucocitos e
expressao génica de citocinas, moléculas que sdo as principais
reguladoras das respostas imunolodgicas (Dhabhar, 2002).

Alguns estudos abordaram a influéncia dos hormoénios do
estresse na distribuicao de células brancas entre os compartimentos
corporais de peixes, indicando altera¢gdes em nimero e padrao de
distribui¢do de leucdcitos em estresse agudo (Dhabhar, 2002),
provavelmente pela necessidade de mobilizagdao de células para
locais afetados, para maior eficiéncia da resposta. Com a cronicidade
do estresse e permanéncia da ativagao do eixo HPI, ocorre
diminuigao geral do ntimero de células brancas circulantes, reflexo
da agdo direta do cortisol e da possivel migracao e permanéncia das
mesmas nos Orgaos de maior demanda (Tort, 2011). Uma
caracteristica da dinamica das células de defesa durante o estresse, ja
bem estabelecida, é o quadro de linfopenia e neutrofilia. Varios
estudos associam situagdes de estresse agudo com o aumento do
namero de neutrdfilos e diminui¢do do nimero de linfdcitos
(Plytycz et al., 1989; Martins et al., 2004; Sabioni, 2014), o que torna a
andlise da quantidade e distribui¢ao destas células um dado
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complementar no estudo do estresse e suas implicagoes na fisiologia
de peixes.

Da mesma forma que os componentes celulares da
imunidade inata sao influenciados pelo estresse agudo e cronico, os
componentes humorais também podem sofrer alteragdes,
dependentes da origem e duragao dos estressores. Por se originar de
macrofagos e granuldcitos, a lisozima pode ter sua concentragao
elevada em estresse agudo e reduzida em estresse cronico (Demers
& Bayne, 1997; Ruane et al., 2000, Eslamloo et al., 2014). Igualmente,
as proteinas do sistema complemento apresentam maior atividade
em estresse agudo e redugdo em estresse cronico (Ruane et al., 2000;
Mauri et al., 2011; Eslamloo et al., 2014) ou severo, como hipoxia ou
choque térmico (Welker et al., 2007; Ndong et al., 2007).

Em espécies nativas, os estudos relacionando condigao de
estresse, imunidade e uso de substdncias com acgdo
imunoestimulantes vem se avolumando. Estes estudos tem testado o
uso das vitaminas C e E (Belo et al., 2005; Menezes et al., 2006;
Abreu & Urbinati, 2006; Garcia et al.,, 2009; Belo et al., 2012),
probidticos e prebidticos (Dias et al., 2012; Gomes et al., 2009;
Mourino et al., 2012) e imunoestimulantes como o 1,3 [-glucano
(Abreu, 2007; Biller-Takahashi et al., 2014; Sabioni, 2014; Chagas et
al., 2012, 2013; Abreu et al., 2014), levamisol (Sado et al., 2010; Biller-
Takahashi, 2013; Pahor Filho, 2015), saponina de quilaia (Fernandes,
2014), alho Allium sativum (Martins et al., 2002), carboquelato de
cromo (Castro et al., 2014) e a planta babosa Aloe vera (Zanuzzo et
al., 2012; Zanuzzo et al., 2015).

INTERAC@ES ENTRE ESTRESSE E COMPORTAMENTO DE
PEIXES

A intera¢ao entre comportamento e estresse ¢ uma via de mao
dupla. Interagcbes agressivas podem desencadear resposta de
estresse no peixe. Em contrapartida, os hormoénios liberados pelo
estresse, principalmente o cortisol, e seus efeitos fisioldgicos podem
modular alteragdes comportamentais (Serra et al., 2015). O
conhecimento dessas interagdes pode fornecer ferramentas uteis
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tanto para a deteccdo do estresse pela observagao do
comportamento, quanto na diminui¢ao do estresse na piscicultura
ao se reduzir interacOes estressantes.

InteragOes agressivas, como brigas para disputa de recursos
(alimento, territério, parceiros reprodutivos) ou a formagdo de
hierarquias de dominancia (com alguma posi¢do na escala que
promove estresse) podem ser estressores que desencadeiam o
estresse. Em situagdo aguda, como uma briga entre dois peixes,
ocorre liberagdo de catecolaminas e cortisol em todos os animais que
estdo interagindo, e o incremento metabdlico necessario para a
disputa (Dverli et al., 1999). Esse tipo de estresse agudo ndo ¢é tao
deletério para o animal, a ndo ser que ocorra com uma frequéncia
muito grande. Algumas espécies nativas sao bastante agressivas e
territoriais, e as condicoes de cativeiro agravam esse
comportamento. Em cativeiro, os animais ndo podem escolher os
companheiros de grupo, e ndao ha a possibilidade de migrar ou
formar territérios como fariam em vida livre. Esse aumento de
contato em espécies que nao viveriam em grupo naturalmente, e
muitas delas sendo carnivoras, pode resultar em alta frequéncia de
brigas. Brycon amazonicus ¢ um peixe com esse comportamento
agressivo. Desde a fase larval (Hoshiba, 2007; Hoshiba, 2011), se
estendendo pelo menos até a fase juvenil (Wolkers et al., 2012;
Wolkers et al., 2014; Serra et al., 2015), a espécie apresenta
comportamento agressivo intenso. Nesta espécie, essas interagOes
sao ainda mais preocupantes, pois, embora onivora, ela possui
varias fileiras de dentes (Howes, 1982; Santos et al., 2006) e as brigas
resultam ndo apenas em estresse como também em injarias que
podem levar os peixes a morte.

Outras espécies de interesse para a piscicultura, como o
dourado Salminus brasiliensis e a traira Hoplias malabaricus, sao
carnivoros e vivem de forma solitaria (ndo formam cardumes);
durante a fase larval e juvenil, hd grande perda de animais por
canibalismo (Vieira & Lopes, 2005, Weingartner & Zaniboni Filho,
2005). A despeito da agressividade, o comportamento dessas
espécies nao tem sido estudado; a pesquisa de técnicas que

392



minimizem a agressividade pode resultar em maior produtividade,
principalmente na larvicultura. Parra (2003) observou que dosagens
mais altas de triiodotironina adicionada a dgua de imersao dos ovos
de dourado aumentaram o crescimento, entretanto a taxa de
sobrevivéncia foi menor, provavelmente por aumento de
canibalismo; em dosagens mais baixas (0,05 e 0,1 ppm) do hormonio
houve reducao do canibalismo e aumento da sobrevivéncia das
larvas.

Outros grupos de interesse para a aquicultura, como bagres,
vém sendo estudados quanto ao comportamento agressivo tendo
como modelo espécies do hemisfério norte (bagre do canal, Ictalurus
punctatus; Lochmann et al., 1998; bagre europeu Silurus glanis, Slavik
et al,, 2012) e da Africa (bagre Africano, Clarias gariepinus, Almazan-
Rueda et al., 2004; Martins et al., 2008). Entretanto, embora diversas
espécies nativas de bagres (e.g., pintado Pseudoplatystoma coruscans,
cachara Pseudoplatystoma fasciatum, entre outros) sejam produzidas
pela piscicultura, o comportamento agressivo de juvenis e adultos
ndao vem sendo estudado, e o conhecimento sobre brigas e
canibalismo nessas fases ¢ apenas anedotico. Por se tratarem de
espécies carnivoras e que, em vida livre, nao vivem o ano todo em
cardumes, o adensamento na criacao pode deflagrar brigas e
canibalismo. O comportamento agressivo dessas espécies ¢,
portanto, um campo a ser explorado, principalmente técnicas que
reduzam a agressividade, o estresse e as perdas decorrentes dessas
interacgoOes.

Por outro lado, muitas espécies que vivem em grupos formam
hierarquias de dominancia, onde o status dos membros do grupo
fica estabelecido e as brigas, se ndo cessam, reduzem muito
(Huntingford & Chellappa, 2006). O individuo dominante é o
detentor prioritario dos recursos, e sua posigao é reconhecida pelos
outros membros do grupo (subordinados). Em algumas espécies, a
distincdo entre dominantes e subordinados é visualmente clara para
o produtor ou pesquisador, como no ciclideo pérola Geophagus
brasiliensis, em que o subordinado apresenta coloracdo mais escura
que o dominante (Miyai et al., 2011). Entretanto, em determinadas
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estruturas hierarquicas alguma posicao pode ser cronicamente
estressada. Dominantes (se sua posigao é constantemente desafiada)
ou subordinados (se o acesso a recursos € muito limitado ou se o
dominante reafirma sua posi¢do com ataques frequentes) podem
apresentar elevagao cronica de cortisol (Sapolsky, 2005), que é mais
deletéria. Assim, embora a formacao de hierarquias dentro do grupo
possa reduzir o nimero de ataques, também pode resultar em
estresse cronico para alguns individuos.

As alteragdes comportamentais estdo na linha de frente das
respostas dos peixes para lidarem com o estresse (Beitinger, 1990).
Por ocorrerem mais inicialmente durante a resposta e serem faceis
de acessar e ndo-invasivas (por observa¢ao), sao uma boa
ferramenta para detecgao do estado dos peixes (Huntingford et al.,
2006). Alteragdoes no padrao de movimentacao, coloragao e tomada
de comida podem ser indicativos de estresse em peixes. Além disso,
situagOes estressantes podem reduzir ou inibir completamente
comportamentos reprodutivos, enquanto o estresse materno e em
fases iniciais do desenvolvimento podem afetar o comportamento
exploratdrio dos peixes na fase adulta.

O estresse reduz o apetite (Wendelaar Bonga, 1997); portanto,
a redugao do comportamento alimentar (movimentagao dos animais
durante a alimentacdo, ou a ocorréncia de sobras de comida no
tanque) pode ser um indicativo de que os animais estao estressados.
Tanto a retomada da alimentacdo quanto a velocidade de
aproximagao do alimento apds um evento estressor sao utilizadas
como indicativos de recuperacdao em peixes (Dverli et al., 2006).
Entretanto, alguns fatores devem ser levados em consideracdo.
Diferentes espécies possuem diferentes habitos alimentares, e
primeiramente deve-se observar se esses habitos sao levados em
consideragdo. Por exemplo, espécies bentonicas preferem alimento
que afunda (Kristiansen & Fernd, 2007), e caso sejam alimentadas
com ragao extrusada pode haver sobras de alimento nao porque os
animais estao estressados, e sim porque a forma de alimenta¢ao nao
¢ adequada.
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Diversos estressores como alteragdes na qualidade da agua,
presenca de patdgenos e poluentes, densidade e manejos podem
alterar o padrao de movimentagao dos peixes (ver Martins et al.,
2012). Embora ainda no inicio, a detec¢ao de mudangas no padrao
de movimentagao, principalmente por telemetria actstica, parece ser
promissora nesse sentido. Em trutas arco iris, a alteragao na natacao
dos animais devido as diferencas na condigao de estocagem foi
detectada por esse método (Anras & Lagardere, 2004). Outras
técnicas, como o uso de cameras e andlise das imagens por softwares
especificos, sao mais problematicas devido a dificuldades como
luminosidade e turbidez da agua (Zion, 2012). Mesmo sem o uso
desse tipo de tecnologia, o produtor pode observar alteragdes no
padrao de movimento normalmente demonstrado pelos peixes e
ficar atento a algum estressor que possa ser a causa dessa mudanga.

O comportamento dos peixes também pode ser alterado devido
ao estresse materno pré-desova. O estresse da fémea pode resultar em
alteragdes no padrao de locomogdo, exploragao e proximidade de
outros individuos do grupo da prole (Epsmark et al., 2008; Giesing et
al., 2010). Essas alteragdes comportamentais, que podem se prolongar
em estagios posteriores da vida do animal, podem resultar em lotes
de peixes mais hesitantes na exploracdao do ambiente e captura do
alimento. A reproducado em cativeiro é especialmente mais estressante
para espécies que demandam inducdo hormonal, uma vez que as
fémeas passam por captura, exposicao aérea para injegao e também
extrusao dos ovos (Zanuzzo et al., 2015). Portanto, o cuidado no
manejo durante a reprodugao ¢ importante nao apenas pelo cuidado
com o bem estar dos reprodutores, como também para evitar
alteragdes comportamentais na prole.

BEM-ESTAR X DOR EM PEIXES

O aumento no uso de peixes na aquicultura e na pesquisa
cientifica traz a tona uma importante questdao em relagdo ao bem
estar e as questOes éticas envolvidas no uso destes animais.
Recentemente, a discussao acerca da capacidade dos peixes em
sentir dor tem atraido consideravel atencdo no meio cientifico. De
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um lado, alguns pesquisadores sugerem que a auséncia de
estruturas encefélicas, como o neocortex, impediria os peixes de
sentir dor (Rose, 2002; Rose, 2007; Arlinghaus et al., 2007; Rose et al.,
2012), enquanto, por outro lado, uma série de estudos vem
aumentando as evidéncias de percepg¢ao da dor nestes animais.

A presenca de nociceptores é a primeira caracteristica
essencial para a deteccao de um estimulo potencialmente doloroso.
Em peixes, a presenca de terminagOes nervosas livres na pele,
semelhantes aos nociceptores, foi descrita pela primeira vez na
década de 1970 (Whitear, 1971), mas apenas recentemente foram
demonstradas evidéncias funcionais da ativagao destes nociceptores.
Em truta arco-iris Oncorhynchus mykiss foram encontradas fibras do
tipo AP, Ad e C, que também presentes nos mamiferos (Sneddon,
2002; Sneddon, 2003b; Sneddon, 2003c), que respondem como
nociceptores aos estimulos nocivos, sendo ativadas pela aplicagao de
estimulos nocivos como pressao, calor e quimicos irritantes (dcido
acético) (Sneddon, 2002; Sneddon, 2003 a, b, Sneddon, 2004).

Outra caracteristica essencial para a percep¢ao de dor é o
processamento dos sinais nociceptivos na medula espinal e no
encéfalo. Os peixes apresentam uma organizagao das vias espinhais
semelhante a dos mamiferos, incluindo os tratos espinotalamicos,
espinomesencefalicos, espinoreticulares e espinolimbicos (Chandroo
et al., 2004a) e o trato trigeminal. Embora nao haja dados
experimentais demonstrando que as informagdes nociceptivas
trafegam por estes tratos, dados eletrofisiologicos demonstrando a
presenca de atividade, medida por meio dos potenciais evocados, no
telecéfalo (Dunlop & Laming, 2005; Nordgreen, 2007), medula
espinal, cerebelo e teto optico (Dunlop & Lamming, 2005) de peixes
apos estimulagdo nociva cutdnea, sugerem que o0s sinais
nociceptivos periféricos atingem o encéfalo para serem processados.
O encéfalo dos peixes, assim como de todos os vertebrados, obedece
a uma estrutura basica, com a presenga de telencéfalo, mesencéfalo,
diencéfalo e tronco cerebral (Striedter, 2005), incluindo a maior parte
das regides envolvidas no processamento da dor. Embora nao
possuam neocortex, o telencéfalo dos teledsteos se desenvolveu em
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uma estrutura altamente diferenciada com uma capacidade
altamente desenvolvida de processamento de informagoes
sensoriais, sendo intensamente interconectado com outras regides
encefalicas como o mesencéfalo e o diencéfalo (Rink & Wullimann,
2004), apresentando atividade apds a estimulagao nociva (Dunlop &
Laming, 2005), e contendo estruturas que guardam homologia com a
amigada (telencéfalo dorsomedial) e o hipocampo (telencéfalo
dorsolateral) de mamiferos (Portavella et al., 2002; Portavella et al.,
2004). Os peixes possuem, ainda, um hipotdlamo que esta envolvido
em fungdes sexuais e no comportamento social e integra sinais de
origem telencefdlica relacionadas a respostas de medo (Chandroo et
al, 2004). Ha, também, evidéncias da participacdo da regiao
dorsomedial do telencéfalo na modulagdo da analgesia induzida
pelo estresse no peixe nativo piaugu Leporinus macrocephalus
(Wolkers et al, 2015b), sugerindo que essa regidao pode
desempenhar um papel semelhante a amigdala dos mamiferos na
modulagao da nocicepgao.

Quando submetidos a estimulos nocivos, o0s peixes
demonstram uma ampla variedade de respostas fisioldgicas e
comportamentais espécie-especificas (Sneddon et al., 2003a; Newby
& Stevens, 2008; Reilly et al., 2008; Roques et al., 2010; Alves et al.,
2013).  Dentre estas respostas comportamentais, destacam-se
comportamentos atipicos (arrastar as partes do corpo afetadas nas
paredes ou substrato) (Sneddon, 2003a), aumento das taxas
ventilatdrias (Sneddon, 2003a; Newby & Stevens, 2008; Alves et al.,
2012), perda do equilibrio (Newby & Stevens, 2008) e aumento da
atividade natatoria (Roques et al., 2010, Alves et al., 2012; Wolkers et
al., 2013), além da liberagao de muco pelas células das branquias e
alteragdes nos transportadores de ions da membrana (Roques et al.,
2010). Os peixes também sao capazes de aprender a evitar os
estimulos nocivos, associando-os a uma area particular do aquario e
evitando retornar a esta drea apds o estimulo (Dunlop et al., 2006;
Millisopp & Laming, 2007). Além disso, esta aprendizagem de
esquiva é flexivel. A colocagao de um coespecifico ao lado da drea de
choque (Dunlop et al., 2006) e jejum (Millisopp & Laming, 2007)
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aumentam a probabilidade do peixe se manter na area para se
aproximar do coespecifico ou receber alimento, a despeito da
presenga do estimulo nocivo.

Os peixes possuem, ainda, um sistema opioide funcional
semelhante ao de outros vertebrados, com todos os principais tipos
de receptores opioides (delta, kappa e mu), com estrutura proteica
semelhante aos dos receptores de mamiferos (Buatti & Pasternak,
1981; Vellasco et al., 2009; Dreborg, 2011) e amplamente distribuidos
nas regides relacionadas ao processamento de informagoes
sensoriais (Gonzalez-Nunez & Rodriguez, 2009). Substancias
semelhantes a encefalina também foram encontradas em vérias
regides do encéfalo de varias espécies de peixes (Finger, 1981;
Schulman et al., 1981; Reiner & Northcutt, 1987; Vecino et al., 1992),
com padrao de distribuigao semelhante ao observado em mamiferos
(Vecino et al., 1992), além da presenca de neurdnios e fibras
contendo (-endorfina (Vallarino, 1985). A despeito da existéncia de
um sistema opioide funcional, pouco é conhecido a respeito da
analgesia em peixes. A aplicacao de substancias analgésicas opioides
como a morfina (Sneddon et al.,, 2003a; Newby et al., 2007) e o
tramadol (Chervova & Lapshin, 2000) reduz as respostas
comportamentais e fisiologicas desencadeadas pelo estimulo nocivo.
Além disso, situagdes estressantes sdo capazes de ativar um sistema
analgésico endogeno em peixes, de maneira similar ao observado
em mamiferos. Um longo periodo de subordinagao social (Ashley et
al., 2009), a presencga de substancia de alarme de coespecifico (Alves
et al., 2013) e a restricao de espago reduzem as respostas ao estimulo
nocivo, sendo este efeito bloqueado pelo pré-tratamento com
naloxona (antagonista nao seletivo de receptores opioides) em
alguns casos, sugerindo analgesia enddgena de origem opioide
induzida pelo estresse (substancia de alarme, Alves et al., 2012 e 5
min de restricao, Wolkers et al, 2013). Além disso, evidéncias
indicam que a analgesia induzida pelo estresse de restricao também
pode ter o envolvimento de substancias canabindides ja que o uso
do bloqueador do receptor CB1 (AM251) também inibe esta
analgesia (Wolkers et al., 2015a).
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Embora ainda nao seja possivel afirmar definitivamente que
0s peixes sao sensiveis a dor, a possibilidade de dor e sofrimento
deve ser levada em considera¢ao quando as praticas de manejo sao
definidas, tanto na aquicultura e pesca quanto na pesquisa cientifica,
principalmente se os procedimentos utilizados podem resultar em
lesdo tecidual potencialmente dolorosa, visando sempre o bem estar
dos animais.

METODOS UTILIZADOS COMO INDICADORES DE
ESTRESSE

Como mostra a Figura 2, a resposta de estresse é subdividida
em resposta primdria (liberagio de catecolaminas e cortisol),
resposta secundaria (aumento da glicemia, aumento da frequéncia
respiratoria, alteracdo do balan¢co hidromineral, reducdo da
imunidade, entre outros) e resposta tercidria (diminui¢do no
crescimento, falha reprodutiva, falha imunolégica, perda de apetite)
(Wendelaar Bonga, 1997). Qualquer uma destas alteragdes pode, em
tese, ser um indicativo de estresse em peixes; entretanto, alguns
parametros sdo mais confidveis que outros, uma vez que algumas
dessas alteragdes fisioldgicas podem ocorrer em situa¢des que nao a
resposta de estresse.

A elevacdo de catecolaminas e cortisol ¢ um indicador
confiavel de estresse. Entretanto, a concentracao de catecolaminas
raramente ¢ analisada, pois 0 aumento durante o estresse ¢ muito
rapido e sua meia vida é muito curta; assim, se a coleta ndo for
muito rdpida, o aumento de catecolaminas circulantes ndao é
detectado. As catecolaminas sdo armazenadas em granulos nas
células cromafins, e prontamente liberadas em qualquer situagao de
alerta (Wendelaar Bonga, 1997). Assim, se o peixe nao estiver
previamente canulado, a manipulacdao para coleta de sangue
promovera nova liberagao de catecolaminas, dificultando a distingao
entre a resposta ao estressor e a resposta a manipulagao da coleta. O
aumento do cortisol é, de longe, o indicador de estresse mais
utilizado. Sua liberagdo depende de sintese, uma vez que é um
esteroide, que atravessa membranas livremente, ndo sendo,
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portanto, estocado nas células que os sintetizam. Assim, o pico de
liberacao do cortisol pode levar de minutos a até uma hora para ser
atingido (Mommsen et al., 1999). O efeito da manipulagao para
coleta de sangue dos peixes dificilmente sera notado nesse
parametro se a coleta for feita dentro de poucos minutos. O cortisol
circulante pode ser medido a partir do sangue (plasma ou soro),
apos extragao de tecidos (em animais muito pequenos ou em pool
de larvas e ovos), ou mesmo por métodos nao invasivos, como na
agua ou nas fezes (Pottinger, 2008). O uso do cortisol como
parametro de estresse deve, no entanto, observar alguns fatores
importantes. A secre¢ao do cortisol segue um ritmo circadiano, com
aumentos naturais regulares ao longo do dia, que nao tém relagao
com o estresse, como ocorre no matrinxa B. amazonicus (Serra et al.,
2015) que apresenta dois picos de secrecao ao longo do dia. Além
disso, ocorrem variagdes sazonais e de espécie para espécie
(Mommsen et al, 1999). Ainda, diferentes espécies apresentam
diferentes niveis basais e pds-estresse de cortisol. Por exemplo, os
niveis basais de cortisol em pintado P. corruscans sao em torno de 10
ng/mL (Fagundes & Urbinati, 2008); do matrinxa em torno de 20
ng/mL (Bendhack & Urbinati, 2009), assim como o do pacu P.
mesopotamicus (Biller et al., 2008); enquanto no piau L. friderici o nivel
basal observado foi em torno de 100 ng/mL (Serra et al., 2011).

Os parametros que avaliam a resposta secunddria também sao
utilizados na andlise do estresse, embora usualmente sejam dados
que complementam os dados do cortisol. A resposta secundaria de
estresse inclui o aumento da glicemia, principalmente devido a
glicogenolise promovida pelas catecolaminas, e em parte por
gliconeogénese a partir de outros substratos, como aminoacidos, por
acgao do cortisol (Wendelaar Bonga, 1997). Vale ressaltar, no entanto,
que, assim como o cortisol, a glicemia pode ser afetada por fatores
outros que nao o estresse, como refeicao ou jejum. Outra resposta
secunddria, o aumento da frequéncia ventilatéria (nimero de
batimentos operculares do peixe), pode ser um indicativo inicial de
resposta de estresse. Entretanto, esse aumento ocorre em resposta as
catecolaminas (Wendelaar Bonga, 1997), por isso esse parametro
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pode apresentar redu¢do mesmo que os niveis de cortisol ainda
estejam aumentando (Barreto & Volpato, 2004). Portanto, a
frequéncia ventilatoria deve ser utilizada como um indicador da
resposta inicial, e como dado complementar, e ndo como unico
indicativo de estresse, uma vez que nem sempre pode ser
correlacionada ao cortisol. Outro parametro que vem sendo
estudado como indicador de estresse ¢ o aumento da sintese de
proteinas de choque térmico (HSPs), embora de forma limitada, em
funcao do alto custo da analise. A induc¢ao da sintese das HSPs, em
diferentes tecidos, ja foi correlacionada com o estresse em peixes
(Iwama et al., 1998). Em pacu, a elevagao do cortisol circulante apds
um implante intraperitoneal de hidrocortisona resultou em aumento
da expressao da HSP70, o que sugere que o aumento da expressao
dessa proteina possa ser utilizado como indicador de estresse na
espécie (Benavidez, 2013). Embora ainda pouco utilizado, esse
parametro pode ser uma alternativa futura em espécies nativas.

Embora o estresse auxilie o animal a lidar com uma situagao
desfavoravel, se essa resposta se sustentar por um periodo
prolongado efeitos deletérios comegam a surgir (resposta tercidria).
O estresse cronico pode resultar em falha na reproducao, menor
crescimento (Schreck, 2000), redugao do apetite (Beitinger, 1990) e
aparecimento de doengas (Davis et al., 2003). O aparecimento desses
sintomas indica que a resposta de estresse se instalou ha algum
tempo e a satide e o bem estar dos peixes estao em risco. Por esse
motivo, as respostas tercidrias geralmente ndo sao bons indicativos
de estresse, exceto em casos em que o estresse cronico € o foco do
estudo. Se essas respostas forem observadas, medidas imediatas
para identificar e reduzir o estressor devem ser tomadas, ou o
estresse cronico pode resultar na morte dos peixes.

IMPORTANCIA DAS CARACTERISTICAS BIOLOGICAS
ESPECIFICAS NA RESPOSTA DE ESTRESSE

A grande variedade de espécies nativas com potencial para
piscicultura resulta em uma vasta oferta de peixes para criagdo, mas
também traz consigo a necessidade de geracdo de tecnologia para a
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sua produgao. Infelizmente, a padronizacao de técnicas aplicada as
diferentes espécies, embora barateie a produ¢ao (mesmo tipo de
tanque, equipamentos e alimento sendo utilizados em diferentes
criagdes) nem sempre ird corresponder as necessidades bioldgicas
especificas a serem atendidas. Por exemplo, as respostas
encontradas em peixes submetidos a adensamento variam muito de
um estudo para outro, por causa da variabilidade entre espécies,
com algumas sendo mais tolerantes do que outras a reducao de
espaco (Huntington et al., 2006). Outros fatores como a nutri¢ao
requerida, comportamento, ciclo reprodutivo, qualidade da agua e
fatores ambientais potencialmente estressantes podem variar entre
diferentes espécies.

Espécies bem estabelecidas na producao ja foram estudadas
quanto a nutricdo, mas espécies de peixes com potencial para
aquicultura, cuja tecnologia ainda estd sendo estabelecida, podem
acabar recebendo dietas com falta de micronutrientes essenciais, por
exemplo (Huntingford et al., 2006). O regime de luz requerido
também ¢ diferente entre espécies. Nao apenas ha diferengas entre
animais de latitudes distintas (onde a duragao do periodo de luz é
diferente), como também o habito dos peixes e sua distribuicdo na
coluna d’dgua podem resultar em respostas diferentes a
luminosidade. Enquanto larvas de bacalhau do Atlantico Gadus
morhua, espécie que vive em zonas polares a temperadas, cresceram
mais quando mantidos em regime de luz constante e com iluminagao
de alta intensidade (Puvanendran & Brown, 2002), juvenis de pintado
tenderam a ter niveis mais altos de cortisol e hematocrito e niimero de
células vermelhas do sangue significativamente maiores apds 24 h em
luz continua, o que sugere um estresse prolongado nessa condi¢ao
(Fagundes & Urbinati, 2008).

Em relacdo aos parametros de qualidade de dgua, ha uma
grande variagdo nos niveis de tolerancia para oxigénio dissolvido,
temperatura, pH, niveis de compostos nitrogenados (amonia, nitrito
e nitrato) entre diferentes espécies nativas. Esses requerimentos
devem ser observados uma vez que as caracteristicas do solo de
viveiros escavados, da fonte de 4gua e da forma de aeragao e
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renovacao da agua dos tanques pode tornar mais propicia a criagao
de uma espécie em detrimento de outra.

Alguns parametros sao mais semelhantes entre espécies com
parentesco mais proximo, como por exemplo, o comportamento.
Ciclideos, tanto africanos quanto os nativos de nosso pais, por
exemplo, tendem a ser territoriais e viver em pequenos grupos com
hierarquia, mesmo vivendo em ambientes tao diferentes e distantes.
O apaiari (Astronotus ocellatus), nativo da bacia Amazonica (Silva,
2005), apresenta comportamento territorial e forma grupos com
hierarquias (Beeching, 1997). Da mesma forma, o acara-bandeira
(Pterophyllum scalare), outro ciclideo proveniente da bacia Amazonica,
também defende agressivamente territorios (Chellappa et al., 1999).
Esse comportamento ¢ muito semelhante ao comportamento
territorial dos ciclideos africanos, como por exemplo, a tilapia
mossambica (Oreochromis mossambicus) (Turner, 1986).

A resposta de estresse de diferentes espécies também pode ser
distinta, mesmo em manejos semelhantes. Juvenis de piau L. friderici
recuperaram os niveis basais de cortisol 2 h ap6s um transporte de 4
h (Serra et al., 2011). Em outras espécies como o matrinxa (Carneiro
et al.,, 2002), o tambaqui (Gomes et al., 2003) e o pacu (Takahashi et
al., 2006) os niveis basais de cortisol foram normalizados 24 h apds o
transporte. J4 em bagres, enquanto pintados retornaram aos niveis
basais de cortisol 1 h apds o estressor de captura e exposi¢ao aérea
(Fagundes & Urbinati, 2008), jundias Rhamdia quelem nao tiveram
essa recuperacao 24 h apos captura e transferéncia de tanques
(Barcellos et al., 2001). A diferenca na amplitude de resposta de
estresse e tempo de recuperagao faz de algumas espécies boas
candidatas ao cultivo por sua resisténcia, enquanto outras inspiram
maiores cuidados no manejo.

Nao apenas as diferencas entre espécies pode modular a
resposta a estressores, como a magnitude da resposta de estresse
depende da percepgao daquela situacao pelo individuo (Galhardo et
al., 2011). A percepgao de um estressor depende das experiéncias
prévias do animal e de como ele avalia a nova situacao
considerando a memoria de eventos passados e as possiveis

403



estratégias disponiveis para lidar com esse disturbio (Ursin &
Eriksen, 2004). Portanto, o que é estressante para um individuo pode
se mostrar um estimulo indécuo para outro, dependendo das
experiéncias passadas; além disso, um mesmo animal pode
responder diferentemente a um mesmo estressor em estagios e
contextos distintos ao longo da vida (Galhardo & Oliveira, 2009).

CONSIDERACOES FINAIS

Embora nao seja vidvel a reestruturacdo da producdo para
cada espécie, a adequacao relativa a necessidade, pelo menos de
grupos de espécies com caracteristicas biologicas semelhantes, pode
auxiliar na redugao do estresse para os peixes. Entretanto, essas
adaptagoes terdo melhores resultados uma vez que estudos mais
aprofundados estabelecam pacotes tecnoldgicos para as espécies
nativas de interesse para aquicultura.
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