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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas fisioldgicas de estresse de tambaquis (Colossoma
macropomum) alimentados com dietas suplementadas com B-glucano e submetidos ao transporte em sistema
fechado. Para isso, tambaquis (35,06+£0,80g; 11,8+0,09cm) foram alimentados com dieta suplementada com
B-glucano (0; 0,1; 0,2; 0,4; ¢ 0,8%.kg") por 60 dias. Apds esse periodo, os peixes foram transportados em
rodovia por 3h em sistema fechado. Foram avaliadas as respostas de estresse por meio de indicadores hormonais,
bioquimicos e hematologicos nos seguintes periodos: antes do transporte, imediatamente apds o transporte, e
24 ¢ 48h depois do transporte. Houve, imediatamente ap6s o transporte, aumento significativo da concentragdo
plasmatica de cortisol e de glicose em todos os tratamentos comparados a concentragdo antes do transporte; houve
elevagdo da concentra¢do de hemoglobina nos peixes que receberam dieta ndo suplementada com [-glucano;
¢ houve elevagdo da hemoglobina corpuscular média nos peixes que receberam dietas ndo suplementada ou
suplementada com 0,1 ¢ 0,2% de B-glucano. Os resultados permitiram estabelecer que as alteragdes hormonais,
bioquimicas e hematologicas ocorreram imediatamente ap6s o transporte, com retorno as concentragdes basais
apos 24h. A suplementagdo de B-glucano na dieta do tambaqui néo foi eficiente para mitigar as respostas ao
estresse por transporte.
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Abstract

Tambaqui responses to stress due to transport after feeding with p-glucan supplemented diets. This
study aimed to evaluate the physiological responses to stress of tambaquis (Colossoma macropomum) fed with
B-glucan supplemented diet undergoing transportation in a closed system. To do so, tambaquis (35.06+0.80g;
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11.8+0.09cm) were fed with a B-glucan supplemented diet (0; 0.1; 0.2; 0.4; and 0.8%.kg™') for 60 days. After this
period, fishes were transported on road for 3h in a closed system. Responses to stress were evaluated through
hormonal, biochemical, and hematological indicators within the following periods: before transportation,
immediately after transportation, and 24 and 48h after transportation. Immediately after transportation, there
was a significant increase in the plasma concentrations of cortisol and glucose in all treatments when compared
to the concentration before transportation; there was an increase in the hemoglobin concentration in fishes fed
without a -glucan supplementation diet; and there was an increase in the mean corpuscular hemoglobin in
fishes fed without supplementation or supplemented with 0.1 and 0.2% of B-glucan. The results allowed us to
establish that the hormonal, biochemical, and hematological changes occurred immediately after transportation,
with return to the basal concentrations after 24h. B-glucan supplementation in the tambaqui diet wasn’t effective

to relieve the responses to stress due to transport.
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Introducao

O crescimento da aquicultura mundial tem sido
constante e estimulado pela crescente demanda por
produtos de alta qualidade, alcangando 55.701.859
toneladas em 2009 (FAO, 2011). No Brasil, a produgao
total aquicola foi de 365.367 toneladas no ano de 2008 e de
415.649 toneladas em 2009, representando um acréscimo
de 13,8% (BRASIL, 2010). O tambaqui (Colossoma
macropomum) atingiu uma produgao de 46 mil toneladas
em 2009, o que representa 14% do total de pescado
proveniente da piscicultura continental (BRASIL, 2010),
sendo a espécie mais criada na regido Norte do Brasil
em diferentes sistemas de criagao intensiva (GOMES et
al., 2010).

Nos sistemas de criagdo uma das praticas de manejo
mais comuns ¢ o transporte de peixes vivos, que vem
crescendo pelo aumento das atividades de producdo
e de comercializacdo. O transporte ¢ considerado um
procedimento traumatico por expor os peixes a uma série
de procedimentos como captura, confinamento, manuseio,
adensamento e o transporte propriamente dito, que
culminam em altera¢des hormonais, metabolicas, idnicas
e hematologicas (ACERETE et al., 2004; BRANDAO et
al., 2006).

Nesse contexto varios estudos tém sido realizados
com a avaliagdo de substancias com caracteristicas
imunoestimulantes no sentido de minimizar o efeito de
agentes estressores e melhorar a condigao fisiologica dos
peixes, sendo o B-glucano um dos imunoestimulantes
mais estudados para fins de aquicultura (SAKAI, 1999;
DALMO; BOGWALD, 2008; GOPALAKANNAN;
ARUL, 2010).
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Os p-glucanos sdo macromoléculas formadas por
blocos de glicose unidos por ligacdes B (1-3) e B (1-6),
encontrados na parede celular de levedura e fungos,
funcionando como imunoestimulante em peixes (SAKAL
1999; DALMO; BOGWALD, 2008; GOPALAKANNAN;
ARUL, 2010). Sua administragdo mostrou-se benéfica na
prevencao dos efeitos negativos do estresse em peixes,
ressaltando a importancia do seu emprego como medida
profilatica (ANDERSON, 1992; SELVARAJ et al., 2005).
Em Oncorhynchus mykiss houve supressao das respostas
primarias e secundarias do estresse de transporte, sugerindo
que baixos niveis de B-glucano poderiam ser administrados
na dieta antes do transporte para prevenir esses efeitos
negativos (JENEY et al., 1997).

O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas
fisiologicas de estresse de tambaquis alimentados com
dietas suplementadas com f-glucano apds transporte em
sistema fechado.

Material e Métodos

Juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum, n =
225) pesando 35,06+0,80g e com comprimento total de
11,8+0,09cm foram aclimatados em viveiro de 200m?,
durante 30 dias, onde receberam racdo comercial para
peixes onivoros com 28% de proteina bruta (PB). Apos
esse periodo, foram distribuidos em quinze tanques (n =
15), perfazendo cinco tratamentos com trés repetigdes,
num delineamento inteiramente casualizado.

Os peixes foram alimentados com dieta (28%
PB) suplementada com a preparacdo comercial de
B-glucano (Betamune®, Biorigin, Sdo Paulo, Brasil)
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nas concentrag¢des de 0; 0,1; 0,2; 0,4 ¢ 0,8%.kg™! da
dieta. A alimentacao foi fornecida duas vezes ao dia até
a saciedade aparente, durante 60 dias. Nesse periodo,
os parametros de qualidade de 4gua como temperatura
(25,22 +£0,02°C) e oxigénio dissolvido (7,25 £0,02mg.L-
1 foram monitorados trés vezes por semana, por meio de
um monitor YSI 55, e quinzenalmente, foram avaliados
alcalinidade por titulagdo (0,54 £ 0,02mg.L"), pH (7,00
+ 0,92) com pHmetro Quimis Q400M2 e amdnia total
(0,60 + 0,02mg.L") pelo método de endofenol.

Antes do inicio do protocolo de transporte, os juvenis
de tambaqui passaram por um periodo de 24h de privacao
alimentar para depuracdo dos animais em caixas com
capacidade para 2.000L, com fluxo de agua constante.
O transporte foi realizado em sistema fechado utilizando
sacos plasticos com capacidade para 60L, nos quais foram
adicionados 20L de agua e, posteriormente, oxigénio
puro. Foram transportados 15 peixes de cada tratamento
com [-glucano em cada saco plastico (trés repeti¢des).
O transporte foi realizado por rodovia durante 3h. Apos
o transporte os peixes foram distribuidos igualmente
em quinze tanques (um tanque por repeti¢do), onde
permaneceram por 48h, para amostragens periodicas.

Para avaliagdo das respostas de estresse, por
meio de indicadores hormonais, bioquimicos e
hematologicos, foram colhidas amostras de sangue
dos peixes pertencentes aos diferentes tratamentos
com B-glucano antes do transporte (AT; na caixa de
depuragdo); depois do transporte (DT; logo apds a
abertura do saco de transporte) e 24, 48h depois do
transporte (24DT e 48DT; no tanque onde os peixes
foram colocados apoés o transporte). Em cada momento
foram coletados trés peixes de cada repeticao, totalizando
nove por amostragem; sendo estes peixes retirados das
caixas para evitar estresse adicional.

A coleta de sangue foi realizada com os peixes
previamente anestesiados (100mg.L! de benzocaina),
mediante pun¢do de vasos caudais com o auxilio de
seringas contendo heparina (5.000 Ul), sendo o plasma
obtido por centrifugagdo (3.000rpm, 10min).

O cortisol (ng.mL™") foi determinado pela técnica
de imunoensaio enzimatico por competi¢ao (EIA, Kit
55050, Human®) com leitura realizada em leitor de placa
Biotrack II. A glicose sanguinea (mg.dL") foi medida em
leitor digital (Advantage™), cujo método foi validado para
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uso com tambaquis (GOMES et al., 2005). Os parametros
hematologicos determinados foram o hematocrito (Ht,
%), depois da centrifugagdo do sangue (12.000 rpm, 10
min), em tubos microcapilares heparinizados, e leitura em
escala padronizada; a concentragao de hemoglobina (Hb,
g.dL™"), segundo o método da cianometahemoglobina; e
a contagem do ntimero de eritrocitos (RBC, 10°.mm™),
realizada em camara de Neubauer, depois da diluicao
do sangue em solug¢do de formol citrato. Equacdes
hematimétricas (WINTROBE, 1934) foram utilizadas
para determinagao das constantes corpusculares, como o
volume corpuscular médio (VCM, pum?), a hemoglobina
corpuscular média (HCM, pg) e a concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM, %).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Resultados

Nao foi observada mortalidade dos tambaquis
durante o periodo experimental.

Os valores de cortisol plasmatico nao diferiram
entre os tratamentos com B-glucano (Figura 1A).
Entretanto, imediatamente apds o transporte (DT),
observou-se aumento significativo nos valores de cortisol
em comparagdo ao tempo inicial (AT), sendo os maiores
valores observados nos peixes alimentados com dieta
nao suplementada com B-glucano. Apos 24h, os valores
retornaram as concentra¢des proximas das registradas
em AT (Figura 1A).

Houve um aumento significativo nos valores de
glicose sanguinea em todos os tratamentos com B-glucano
apos o transporte (DT) quando comparado ao momento
AT, com retorno a valores proximos aos observados antes
do procedimento de transporte (AT) apds 24h (Figura 1B).
Entretanto, ap6s 48h observou-se redugdo significativa
nos valores de glicose dos peixes que nao receberam a
suplementacdo e nos que receberam 0,8% de B-glucano
em relac@o aos peixes que receberam 0,2% de B-glucano,
além desta diferenca entre os tratamentos verificou-se a
ocorréncia de diferenca significativa dos tratamentos em
relacdo ao tempo inicial (Figura 1B).
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FIGURA 1: Cortisol plasmatico (A) e glicemia (B) de tambaquis
alimentados com B-glucano (0; 0,1; 0,2; 0,4 ¢ 0,8%.
kg'), nos momentos antes do transporte (AT), depois
do transporte (DT), 24 e 48h apos o transporte (24DT

e 48DT).
120
A AT
- I 0,0 % fg-glucano
100 a [ 0,1% #-glucano
R . 0,2 % -glucano
a9 0,4 % f-glucano
I 0,8 % f-glucano
= 80 .
= E:
£ a2 a
2 2 a a
£ 604
E T
- & 2
5 a
8 40
20 4
0
AT DT 24 h DT 48h DT
Tempo de amostragem
180 -
B :
160 - g T
a
140 - =
= A:
T 120 x|
T
o
E 100 |
@
]
8 80 -
(4]
60 -
a s8
40 - aZada LR
b b
N I ]I
0 ' T

AT DT 24hDT 48 h DT

Tempo de amostragem

Letras diferentes demonstram diferenca significativa (P < 0,05)
entre os tratamentos dentro de cada tempo de amostragem. * indica
diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos e os valores
iniciais (AT).

Os valores de hematdcrito nas diferentes
concentragdes de B-glucano nao indicaram diferenca
significativa, assim como em relagdo ao tempo inicial
(Figura 2A). Para os valores de hemoglobina ndao houve
diferenca significativa entre os tratamentos com [3-glucano
nos tempos DT, 24h DT e 48h DT. Contudo, observou-se
aumento significativo nos valores desse indicador nos
peixes alimentados com a dieta ndo suplementada com
B-glucano nos tempos DT e 24h DT comparado aos valores
registrados em AT (Figura 2B). A contagem de eritrocitos
nao mostrou diferencga significativa entre os tratamentos
nos tempos DT, 24h DT e 48h DT. Entretanto, observou-se
uma reduc¢do significativa no nimero de eritrocitos nos
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grupos alimentados com dieta suplementada com 0,1 e
0,2% de B-glucano no momento DT bem como nos grupos
que receberam 0,1 e 0,4% de B-glucano no momento 24h
DT, ambos em comparagdo ao momento AT. Apds 48h,
o numero de eritrocitos retornou a niveis proximos aos
observados na condi¢do inicial (Figura 2C).

FIGURA 2: Valores médios de hematdcrito (A), concentragdo
de hemoglobina (B) e niimero de eritrocitos (C) de
tambaquis alimentados com f-glucano (0; 0,1; 0,2;
0,4 e 0,8%.kg™"), nos momentos antes do transporte
(AT), depois do transporte (DT), 24 e 48h apds o

transporte (24DT e 48DT).
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Letras diferentes demonstram diferenca significativa (P < 0,05)
entre os tratamentos dentro de cada tempo de amostragem. * indica
diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos e os valores
iniciais (AT).

Nao foi observada diferenca significativa para o
VCM, HCM e CHCM comparando-se os tratamentos
com B-glucano nos tempos DT, 24h DT e 48h DT (Figura
3A). Entretanto, observou-se aumento nos valores de
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HCM no tratamento ndo suplementado com -glucano
e naqueles suplementados com 0,1 ¢ 0,2% de B-glucano
no tempo DT, no tratamento ndo suplementado com
B-glucano e nos tratamentos 0,1; 0,2 ¢ 0,4 % de
B-glucano no tempo 24h DT e no tratamento 0,1% de
B-glucano no tempo 48h DT, todos em comparacdo
ao tempo AT (Figura 3B). A CHCM aumentou no
tratamento nao suplementado com (-glucano no tempo
24h DT em relagdo ao tempo AT (Figura 3C).

FIGURA 3: Volume corpuscular médio (VCM) (A), hemoglobina
corpuscular média (HCM) (B) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) (C) de
tambaquis alimentados com dietas com B-glucano
(0; 0,1; 0,2; 0,4 ¢ 0,8%.kg™"), nos momentos antes do
transporte (AT), depois do transporte (DT), 24 ¢ 48h
apos o transporte (24DT ¢ 48DT).
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diferenga significativa (P < 0,05) entre os tratamentos e os valores
iniciais (AT).
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Discussao

O transporte de peixes ¢ considerado um
procedimento traumatico que induz respostas de
estresse em fun¢ao da sucessdo de estimulos adversos.
Em espécies nativas como o tambaqui (Colossoma
macropomum), o pirarucu (Arapaima gigas), a matrinxa
(Brycon amazonicus), o pacu (Piaractus mesopotamicus),
o pintado (Pseudoplatystoma corruscans) ¢ o jundia
(Rhamdia quelen) varias alteragdes hormonais,
metabolicas, i6nicas e hematologicas, em decorréncia
do estresse de transporte, foram registradas (GOMES
et al., 2003; 2006; URBINATI; CARNEIRO, 2006;
TAKAHASHI et al., 2006; FAGUNDES; URBINATI,
2008; CARNEIRO et al., 2009).

O cortisol ¢ um dos indicadores primarios mais
utilizados para a caracterizagdo do estresse em peixes
(BARTON; IWAMA, 1991; WENDELAAR BONGA,
1997; ACERETE et al., 2004; GOMES et al., 2006).
No experimento com B-glucano, os niveis de cortisol
aumentaram significativamente imediatamente apods
o transporte para todos os tratamentos, refletindo a
resposta primaria descrita por Iwama et al. (2004),
sendo este resultado semelhante aos obtidos por Gomes
et al. (2003) com tambaquis e por Urbinati e Carneiro
(2006) com matrinxas, que apresentaram elevacdo do
cortisol imediatamente ap6s o transporte. Ja em espécies
como o pirarucu (Arapaima gigas), ha grande laténcia
nas respostas do cortisol, onde apos o transporte este
indicador permanece sem alteracdo e somente 24h
apos o transporte ¢ que ocorre a elevacao dos niveis
de cortisol, o que ¢ atribuido, em parte, ao seu estilo
de vida (BRANDAO et al., 2006; GOMES et al.,
2006). No presente estudo, os tambaquis de todos os
tratamentos com [3-glucano apresentaram um retorno aos
niveis iniciais de cortisol plasmatico nas primeiras 24h
apo6s o transporte, demonstrando que o tambaqui pode
restabelecer sua condi¢cdo normal relativamente rapido
uma vez que o estresse agudo ¢ removido.

Uma das respostas secundarias mais utilizadas para
quantificagdo de estresse em peixes ¢ o nivel elevado
da concentragdo de glicose sanguinea (BARTON;
IWAMA, 1991; McDONALD; MILLIGAN, 1997,
WENDELAAR BONGA, 1997). Neste estudo, a
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glicose sanguinea apresentou aumento significativo
em todos os tratamentos com [3-glucano no tempo de
amostragem DT, retornando para valores semelhantes
aos registrados antes do transporte apos 24h. Em
resposta ao estresse, a mobilizacdo da glicose ocorre
como meio para fornecer energia extra ao animal, para
que este possa superar o distarbio imposto (BARTON;
IWAMA, 1991; WENDELAAR BONGA, 1997). Apos
48h, nos tratamentos com B-glucano, com excecao do
grupo alimentado com dieta suplementada com 0,2%,
houve reducdo significativa nos valores de glicose em
relacdo a condigdo inicial, o que pode ser decorrente do
jejum imposto aos animais nesse periodo de avaliagao.
No experimento com B-glucano pode ser comprovado
que a hiperglicemia observada foi mantida pelos
altos niveis de cortisol registrados no momento DT, a
qual pode ser originada pela glicogenolise no figado
(MOMMSEN et al., 1999). A analise em conjunto do
perfil de cortisol e glicose nos permite a compreensao da
condigao fisioldgica dos peixes frente a uma situagdo de
estresse, como o procedimento de transporte empregado
neste estudo.

As analises hematologicas sdo utilizadas largamente
na avalia¢do do estado de satide de peixes (TAVARES-
DIAS et al., 2009), sendo uma ferramenta complementar
para quantificag¢@o do estresse ocasionado por praticas de
manejo como o protocolo de transporte. No experimento
com [B-glucano as alteragdes hematologicas observadas
incluem eleva¢ao da concentracdo de hemoglobina nos
peixes isentos da suplementagdo de B-glucano e da
HCM nos tratamentos de 0; 0,1 ¢ 0,2% de B-glucano.
O aumento da concentragdo de hemoglobina, por sua
vez, sugere aumento da necessidade de transporte de
oxigénio pelo sangue, na tentativa de suprir o aumento
da demanda energética do organismo em condi¢ao de
estresse (MONTERO et al., 1999; WOJTASZEK et al.,
2002).

Alguns estudos mostram que a administracdo de
dietas suplementadas com B-glucano é benéfica na
prevencao dos efeitos negativos do estresse em peixes
(ANDERSON, 1992; VOLPATT et al., 1998; SELVARAJ
et al., 2005), apresentando supressdo das respostas
primarias e secundarias do estresse de transporte
em Oncorhynchus mykiss (JENEY et al., 1997). Por
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outro lado, em pacus expostos ao estresse de captura,
observou-se que a administragdo do B-glucano, por
injecdo intraperitoneal ou adicionado a ragdo, nao afetou
os parametros hematoldgicos do pacu e ndo minimizou
as altera¢des provocadas pelo estresse (ABREU, 2007).
Neste estudo, a suplementagao de B-glucano na dieta do
tambaqui, da mesma forma que o observado com pacus,
ndo minimizou as respostas de estresse na espécie.
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