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RESUMO

INDICADORES HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DO ESTRESSE EM
TILAPIAS (Oreochromis niloticus) SUPLEMENTADAS COM RACTOPAMINA

Ana Paula Pereira Mundim * - 1 Faculdade de Agronomia e Veterinaria (UNB), DF
Francisco Ernesto Moreno Bernal 2— 2 Faculdade de Agronomia e Veterinaria (UnB), DF
Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da ingestdo de ractopamina nas concentracfes
0 ppm (controle), 10 ppm, 20 ppm e 40 ppm na racdo, sobre os parametros fisiologicos e
imunoldgicos, por meio da analise dos parametros hematoldgicos e da concentracdo sérica de
cortisol e lactato, em 80 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem GIFT, com peso
médio de 500 gramas, distribuidas aleatoriamente em 16 caixas d'dgua, com capacidade para
500 litros, com a densidade de 5 animais. Retirando-se ao dia O 1 animal de cada caixa e cada
20 dias, 2 peixes por caixa, totalizando 8 peixes de cada tratamento. Coletaram-se amostras de
sangue para dosagem de cortisol, lactato e parametros hematoldgicos (contagem de hemacias,
leucdcitos, proteinas totais - PPT, volume globular — VG, hemoglobina. O lactato apresentou
uma diminuicdo significativa (p<0,05) nos dois tempos de coleta com 10 ppm (3,79 mmol/L
aos 20 dias e 1,58 mmol/L aos 40 dias) e quando comparado ao controle (4,61 mmol/L ao dia
0, 4,78 mmol/L aos 20 dias e 4,54 aos 40 dias) e a mesma concentracdo diferiu quando
comparada com 40 ppm de ractopamina aos 40 dias (3,15 mmol/L). Os parametros avaliados,
cortisol, contagem de hemacias, leucocitos, volume globular — VG, hemoglobina, néo
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre tratamentos e tempos de coleta. Os
resultados obtidos neste trabalho ndo demonstraram um estresse fisioldgico produzido pela
ingestdo de ractopamina nas concentragdes de 10, 20 e 40 ppm pelos animais. Entretanto,
mais estudos acerca do tema devem ser realizados, para que o uso do aditivo seja

recomendado de forma segura, quanto ao bem-estar dos peixes.

Palavras chave: Piscicultura, Tilapia do Nilo, bem-estar animal, Beta-adrenérgico.
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ABSTRACT

HEMATOLOGICAL AND BIOCHEMICAL INDICATORS OF STRESS IN TILAPIA
(OREOCHROMIIS NILOTICUS) SUPPLEMENTED WITH RACTOPAMINE

Ana Paula Pereira Mundim -1 - School of Agronomy and Veterinary Medicine (UNB), DF
Francisco Ernesto Moreno Bernal 2 - School of Agronomy and Veterinary Medicine (UNB),
Brasilia— DF

The objective of this work to evaluate the effect of the ingestion of Ractopamine in 0 ppm
concentrations (control), 10 ppm 20 ppm and 40 ppm, in the feed, on the physiological and
immunological parameters, through the analysis of hematological parameters and serum
cortisol and lactate, in 80 Nile tilapias (Oreochromis niloticus) of the GIFT, with an average
weight of 500 grams, randomly distributed in 16 water tanks with a capacity of 500 liters,
with the density of 5 animals. By removing the day 0 1 animal of each box and every 20 days,
fish 2 per box, total of 8 fish from each treatment. Collected blood samples for levels of
cortisol, lactate and haematological parameters (red blood cells, leukocyte count, total
protein-PPT, globular volume-VG, hemoglobin. Lactate showed a significant decrease (p <
0.05) in both times of collection with 10 ppm (3.79 mmol/L to 20 days and 1.58 mmol/L to 40
days) and when compared to the control (4.61 mmol/L to 0 day, 4.78 mmol/L to 20 days and
4.54 to 40 days) and the same concentration differed when compared with 40 ppm of
Ractopamine to 40 days (3.15 mmol/L). The parameters evaluated, cortisol, count of red
blood cells, white blood cells, packed cell volume-VG, hemoglobin, showed no significant
difference (p < 0.05) between treatments and collection times. The results obtained in this
study did not demonstrate a physiological stress produced by the ingestion of Ractopamine in
concentrations of 10, 20 and 40 ppm for animals. However, more studies on the subject

should be carried out so that the additive use is recommended securely on the welfare of fish.

Keywords: Fish farm, Nile tilapia, animal welfare, Beta-adrenergic.
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CAPITULO I



1- INTRODUCAO

Na ultima década a aquicultura passou por um intenso processo de
desenvolvimento. No Brasil, a atividade cresceu 56% nos ultimos 12 anos e tem se firmado
cada vez mais em decorréncia dos recursos hidricos disponiveis, clima favoravel, mao de obra
relativamente barata e crescente mercado interno, além de possuir cerca de 5,5 milhdes de
hectares de agua, aproximadamente 208 reservatdrios potenciais para a atividade e uma costa
maritima de 8.000 (Bueno, 2015). Nesta década (MPA, 2010), o pais chegou ao sexto lugar
como produtor de tilapia cultivada no mundo, e a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
representou aproximadamente 47% da producdo total de pescados em aquicultura de &gua
doce.

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie de peixe precoce, que
apresenta excelente desempenho em diferentes regimes de cria¢do. Sua producédo tem crescido
acentuadamente, sendo hoje uma das espécies mais indicadas para o cultivo intensivo, devido
as qualidades para a producdo, bem como a excelente textura da carne (Furuya et al., 2010).

Apesar de inOmeras pesquisas na area de aquicultura, o conhecimento
relacionado a nutricdo de peixes ainda é escasso, quando comparado a outras espécies de
importancia zootécnica, onde a tecnologia é amplamente empregada nos estagios de
formulacdo e manipulacdo de ragfes nutricionalmente eficientes (Pezzato et al., 2004). Um
exemplo de tecnologia amplamente utilizado na producdo de algumas espécies animais é o
emprego de aditivos na ragdo (entre eles, antioxidantes, flavorizantes, modificadores
metabolicos, promotores de crescimento, entre outros). Entre esses, esta a ractopamina, um
repartidor de energia, agonista B-adrenérgico (ABA), caracterizado como uma catecolamina
sintética, conhecida por melhorar a eficiéncia alimentar, reduzir o contedo de gordura
corporal e incrementar o crescimento muscular em animais. Uma substancia exdgena que

altera a maneira como 0s nutrientes sdo particionados para deposito muscular ou de gordura



(Mills; Spurlock; Smith, 2003).

Segundo Marchant-Forde et al. (2003), a suplementagdo com ractopamina pode
ter efeito negativo sobre o bem-estar animal, gerando alteracdes fisioldgicas tipicas de
estresse, que podem refletir na qualidade do produto final.

A maioria dos trabalhos realizados com ractopamina restringe-se a avaliagoes
de desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade de carne. No entanto, existem poucas
informacdes na literatura demonstrando os efeitos deste aditivo sobre a susceptibilidade ao
estresse dos animais, sobretudo em peixes, nos quais este aditivo ndo é usualmente utilizado,

fazendo-se necessario um maior conhecimento para sua utilizagdo segura.

1.1- OBJETIVOS

O presente experimento tem o objetivo avaliar o efeito da ingestdo de racéo
contendo ractopamina nas concentracfes de 10 ppm, 20 ppm e 40 ppm , sobre 0s parametros
fisiolégicos e imunoldgicos em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) cultivadas em sistema
de recirculacdo fechado. Como objetivos especificos tém-se:

1. Avaliar os parametros hematoldgicos em tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) submetidas a ragdes suplementadas com diferentes niveis de ractopamina.

2. Avaliar as concentracdes séricas de cortisol e lactato em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) submetidas a racBes suplementadas com diferentes niveis de

ractopamina.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1- Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é considerada uma espécie de peixe
exotica no Brasil. Proveniente da Costa de Marfim foi introduzida inicialmente no pais, pelo
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas em 1971, visando o povoamento dos
reservatorios publicos da regido Nordeste (MPA 2010). Atualmente esta entre o grupo das
espécies mais cultivadas no mundo, se destacando principalmente em sistemas intensivos de
producdo (Furuya et al., 2010).

Trata-se de uma espécie onivora que se adapta a varios tipos de alimento, docil
ao manejo em todas as fases de cultivo, possui boa rusticidade, é prolifica, apresenta
reproducdo precoce e possui alta qualidade de carne (Tavares-Dias et al., 1999). Algumas
habilidades adaptativas dessa espécie merecem destaque, como a resisténcia a enfermidades
causadas por patdgenos e a tolerancia a baixos teores de oxigénio dissolvido na agua (minimo
de 3 mg/l) (Furuya et al., 2008).

O melhor desempenho produtivo é obtido em temperatura aquatica entre 26°C
e 28°C, atingindo de 600 a 800 gramas entre 6 a 8 meses de cultivo. Possui filés de excelente
qualidade, que correspondem a 30% da carcaca e tem como peculiaridade a auséncia de
espinhos em Y, apresentando ainda, sabor bastante atrativo ao paladar (Furuya et al., 2008).

2.2 — Aditivos modificadores do metabolismo animal
Frente a exigéncia dos consumidores modernos, referentes a mudancas nas

preferéncias e nos habitos alimentares, seja por maiores quantidades de cortes nobres ou por

melhorias na qualidade da carne, tém-se adotado novas tecnologias na area de nutri¢do



animal. Dentre essas tecnologias se destacam os aditivos alimentares (Mcgraw & Liggett,
2005).

Aditivos sdo substancias com propriedades funcionais digestivas ou
equilibradoras da microbiota do trato digestério, que séo adicionadas aos produtos ou agua de
consumo dos animais ou administrados diretamente por via oral (Heo et al., 2000). Os
aditivos podem ainda ser referenciados como substancias ou microrganismos adicionados
intencionalmente aos alimentos com a finalidade de conservar, intensificar ou modificar suas
propriedades. Dentre os aditivos, os modificadores metabdlicos tém utilidade na producéo
animal, uma vez que possuem a capacidade de alterar o crescimento animal (Bridi et al.,
2006).

Neste contexto, os aditivos modificadores do metabolismo animal podem
alterar as taxas de sintese proteica, modificar a proporcdo da proteina em relacdo a gordura,
alterar o perfil de &cidos graxos na carne ou alterar o metabolismo post mortem. Alguns
modificadores metabdlicos sdo compostos por vitaminas, metabo6litos vitaminicos e
compostos semelhantes a vitamina, que fornecem beneficios adicionais a carcaca quando
adicionados além da exigéncia dos animais (Heo et al., 2000; Lawrence & Coppack, 2000).

Apesar de as melhorias causadas pelos aditivos, alguns paises, principalmente
da Unido Europeia, ndo aceitam o uso destes produtos na criacdo animal. Os aditivos
conhecidos como modificadores de carcaga séo de grande interesse na producgao animal, uma
vez gque possuem caracteristicas capazes de alterarem o metabolismo, como a promocao de
respostas celulares que resultam no aumento da deposicdo proteica e diminuicdo da
quantidade de gordura (See; Armstrong; Weldon, 2008), entre eles, destaca-se a ractopamina.
Este aditivo redireciona os nutrientes para o anabolismo proteico em detrimento do lipidico,

contribuindo para a producdo de carcacas com menor teor de gordura (Schinckel et al., 2003).

2.3 - Ractopamina

A ractopamina é um agonista beta-adrenérgico do grupo das fenetanolaminas,
com estrutura andloga as catecolaminas epinefrina e norepinefrina. As fenetanolaminas fazem
parte de uma classe de compostos que se ligam aos receptores o e B- adrenérgicos e sao
caracterizados pela presenca de um anel aromatico, uma cadeia lateral da etanolamina e o

nitrogénio alifatico (Bridi et al., 2006).
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Figura 1 - Estrutura da ractopamina HCI; * Carbonos quirais (Mills; Spurlock;
Smith, 2003).

Classificada como um promotor de crescimento, por agir modificando o
metabolismo animal, melhorando os indices de desempenho e as caracteristicas de carcaga,
ela foi amplamente pesquisada nos ultimos 20 anos, e aprovada para uso em producédo animal
nos Estados Unidos e em Vvarios outros paises, como por exemplo, no Brasil, em 1999, como
relatado pela FDA (Food And Drug Administration (2000)), (Schinckel et al., 2003; Bridi et
al., 2006).

A ractopamina liga-se a receptores especificos existentes na superficie tanto de
células musculares quanto adiposas no organismo, desencadeando uma cascata bioquimica de
sinais no interior destas células (Bridi et al., 2006). O efeito priméario da ractopamina é uma
ativagdo muito especifica da sintese de proteinas no tecido muscular, sem efeito sobre a taxa
de degradacgdo de proteinas. Segundo Dunshea et al. (1993), a taxa de sintese muscular pode
ser aumentada em cerca de 30% com o uso da ractopamina, resultando também em uma
pequena reducdo da sintese de gordura aliada a um pequeno aumento na degradacdo de
gorduras, ocasionando uma reducdo da deposicdo de gordura em cerca de 6%. Isto é
observado em diversas espécies de animais de produgdo, como suinos e ovinos (Bridi et al.,
2006) e bovinos (Quinn et al., 2008 e Allen et al., 2009), e algumas espécies de peixes, como
a truta arco-iris (Vandenberg & Moccia, 1998). Nessa ultima, tem-se observado efeitos menos
significativos em relacdo a mamiferos (Salem et al., 2006; Haji-Abadi, 2010).

Em geral a ractopamina é adicionada a ragdo e fornecida aos animais na fase de
terminacdo, idade a qual ja tenham atingido a maturidade, ou seja, quando a capacidade de
retencdo das proteinas comeca a ser menor. Neste momento associa-se que os efeitos dos beta-
adrenérgicos sejam mais evidentes (Bridi et al., 2006).

Em peixes, a ractopamina tem sido pouco estudada, mas os resultados obtidos
em sua maioria sdo condizentes com os efeitos observados em outras espécies, ou seja, €
observado um aumento na taxa de crescimento, reducdo da gordura na carne e aumento da

sintese proteica. Sendo observadas variacdes em funcdo da dose, da espécie e do tempo de



tratamento (Haji-Abadi, 2010).
Segundo Marchant-Forde et al. (2003), a suplementagdo com ractopamina pode
ter efeito negativo sobre o bem-estar animal, como o aumento da concentracdo do cortisol,

refletindo na qualidade do produto final.

2.4 — Bem-estar animal e estresse

De acordo com Hurnik (1992), o bem-estar animal é o estado de harmonia
entre 0 animal e seu ambiente, caracterizado por condicdes fisicas e fisioldgicas dtimas e alta
qualidade de vida do animal. Na &rea de producdo animal, o termo esta atrelado a outros
conceitos como necessidades, liberdades, felicidade, adaptacdo, controle, capacidade de
previsdo, sentimentos, sofrimento, dor, ansiedade, medo, tédio, estresse, salude e possibilidade
de expressao do comportamento natural (Broom & Molento, 2004).

Os fatores inerentes ao estresse estdo entre os principais indicadores utilizados
para avaliacdo do bem-estar animal. Varios autores descrevem que, animais sob estresse tém
sua homeostasia ameacada e em resposta a isso, desenvolvem mecanismos de adaptacao
(Pezzato et al., 2004). Esses mecanismos envolvem uma série de respostas neuroenddécrinas e
comportamentais, que visam manter o equilibrio das fungdes vitais (Mon-Borell, 1995).

As respostas ao estresse sdo divididas em primarias (neural e neuro-
enddcrinas), secundarias (consequéncias fisioldgicas resultantes das primarias) e terciarias
(alteragbes comportamentais, diminuicdo de crescimento e aumento da suscetibilidade a
doencas) (Bendhack, 2008). Entre os efeitos primarios, encontra-se o aumento de
catecolaminas (epinefrina e noradrenalina) e do cortisol no plasma. Entre as secundarias,
estdo as alteracbes da glicemia, do glicogénio hepatico, glicogénio muscular, acumulo de
acido latico muscular, alteracbes no hematdcrito, nimero de linfécitos, efeitos eletroliticos
(alteragcBes nas concentragdes plasmaticas de cloro, sodio, potéssio, proteinas) e na
osmolaridade do plasma. Os efeitos tercidrios principais sdo a reducdo de desempenho
produtivo e reprodutivo e a diminuicao da resisténcia as doencas (Wendelaar Bonga, 1997).

Silva et al. (2010) dividiram a reagdo aos estressores nos peixes em dois
momentos: primeiro os efeitos que ameagam ou perturbam o equilibrio homeostatico e, em
seguida, o desencadeamento de diversas respostas fisiologicas compensatorias e adaptativas,
visando a superagao das ameagas.

Pode-se considerar que qualquer resposta ndo especifica, ou 0 conjunto dessas,

que ameacem o equilibrio organico pode ser considerado estresse. Ou seja, 0 estresse pode ser



referido como o somatorio das mudancgas que ocorrem no organismo de um peixe frente a um
desafio, junto com a tentativa fisioldgica de reestabelecer a homeostase (Barton, 1997;
Wenderlaar Bonga, 1997).

A exposicdo aos agentes estressores pode se apresentar em diferentes
intensidades, dependendo de fatores como espécie, condi¢cbes ambientais, carga genética e
também pode ter duracdo variavel (Oliveira & Galhardo, 2007). Desta forma, a exposi¢do
moderada a fatores estressantes costuma gerar nos peixes uma resposta adaptativa, restituindo
o0 equilibrio da homeostase. No entanto, caso seja um estresse intenso ou prolongado, o peixe
ndo consegue se reestabelecer, podendo ocasionar consequéncias negativas para o seu estado
de saude (Barton, 2002).

Segundo Salonius & Iwana (1993), o estresse pode ser diferenciado entre o
estresse agudo e o estresse cronico. O primeiro, geralmente ocorre durante 0 manejo dos
animais ou pela ocorréncia de contatos repentinos com situagdes estressantes que levem os
peixes a um estresse rapido. Este, geralmente cessa com o final do estimulo e os peixes se
reestabelecem. O estresse cronico manifesta-se em condicdes as quais 0s peixes mantém-se
estressados permanentemente e, como consequéncia, geralmente hd queda no rendimento
produtivo e diminuicdo da resisténcia imunolégica, podendo inclusive gerar doencas e
mortalidade (Sanches, 2013).

Na piscicultura, as causas predisponentes do estresse incluem os fatores
ambientais no sistema de criacdo, como as estacdes do ano, a idade do animal, condicdes
fisioldgicas, fatores sociais, caracteristicas individuais, mudangas extremas no ambiente
fisico, captura, manejo e transporte (Wendelaar Bonga, 1997). Tais fatores, individualmente
ou juntos, podem impor consideravel estresse no sistema fisiologico do peixe, podendo causar
manifestacdes em varios niveis de organizacao biolégica (Barton, 1997).

Nos peixes, as aces dos agentes estressores causam distirbios homeostaticos,
desencadeando um conjunto coordenado de respostas fisiolégicas e comportamentais,
compensatdrias ou adaptativas, possibilitando ao animal minimizar os efeitos impostos (Val et
al. 2006). Entretanto, quando os mecanismos de respostas sdo forcados além de seus limites
normais, a resposta pode ser deletéria a saude dos animais, inclusive, com alteragdes a niveis
populacionais, ocasionando severa mortalidade (Barton & Iwana, 1997). Os peixes
respondem ao estresse de forma a refletir a severidade e a duracdo do agente estressor
(Barton, 1997).



2.5 - Parametros fisioldgicos do estresse

2.5.1 — Cortisol

Em peixes, o cortisol sanguineo é o indicador de estresse mais utilizado, sendo
0 tamanho da resposta ao estresse, descrita como a elevacdo deste indicador em relagdo aos
niveis basais. Assim, a severidade e duracdo da resposta primaria ao estresse podem ser
estimadas pelo monitoramento da flutuacdo da concentracdo deste horménio no plasma
(Barton et al., 2002).

A acdo do cortisol no organismo dos peixes gera alteracGes bioquimicas e
fisioldgicas, por meio de suas funcGes mineralocorticoide e glicocorticoide. Atuando como
mineralocorticoide, o cortisol altera a regulacdo osmdtica e idnica causando um desequilibrio
ibnico em peixes estressados. Este desequilibrio é gerado pela captacdo de ions pelas
branquias induzida pelo cortisol, alterando o balanco hidromineral dos peixes. Este processo
ocorre por meio da diferenciacdo de células de cloreto nas branquias dos peixes e pela
atividade da enzima sodio potassio adenosinatrifosfatase (Na+/K+ - ATPase) que participa no
transporte ativo de ions sddio e cloreto (Pickering, 1993; Laurent & Perry, 1989; Wendelaar
Bonga, 1997; Silva et al., 2012).

Atuando como glicocorticoide, o cortisol induz ao aumento dos niveis de
glicose no sangue (hiperglicemia), e isto ocorre pela atividade de dois mecanismos: o
estimulo da hidrdlise das reservas de glicogénio no figado (glicogendlise) e a inducdo do
organismo a sintetizar glicose a partir de precursores nao-carboidratos (gliconeogénese)
(Pickering, 1993; Vijayan et al., 1991; Wendelaar Bonga, 1997).

Uma importante consequéncia da acdo do cortisol como glicocorticoide € a
lipolise, que degrada lipideos, aumentando os niveis de acidos graxos livres no sangue. Esta
ocorréncia, juntamente com a gliconeogénese, pode contribuir para a perda de peso durante
um estresse crénico. Além disso, esta mobilizagdo energética também pode resultar em efeitos
deletérios na reproducdo e reducao no crescimento dos peixes (Sheridan, 1994).

O cortisol atua no sistema imunolégico e na reacdo inflamatdria em peixes. O
sistema imunolégico é deprimido pela acdo do cortisol, pois este diminui a producdo de
interleucinas e reduz a mobilizacdo de leucdcitos e linfécitos circulantes (Oba et al., 2009).
Quanto a resposta inflamatoria em peixes, o cortisol inibe a formacéo de acido araquidénico
diminuindo a sintese de prostaglandinas pela via das ciclooxigenases, suprimindo a inducgéo

de inflamagé&o (Bizarro, 2013).
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As branquias, o intestino e o figado sdo alvos importantes para o cortisol em
peixes, os quais refletem as duas maiores a¢es desse hormdnio, isto é, o controle do balango
hidromineral e do metabolismo energético. Assim, o cortisol em peixes combina acdes
comparaveis aquelas da aldosterona e de glicocorticoides em vertebrados terrestres. Outras
acoes do cortisol incluem reducdo na taxa de crescimento e supressédo das fungfes imune e
reprodutiva (Shaw & Tume, 1992).

Grandin (1994) observou em seu estudo que em situacdes de extremo estresse,
os valores de cortisol podem dobrar ou quadruplicar. Shaw & Tume (1992), sugeriram que, na
comparacdo de dois tratamentos, em relacdo ao estresse, 0 grupo que produzir cortisol em
valores médios mais baixos deve ser adotado como 0 menos estressado.

Concentragbes sanguineas de cortisol em diferentes espécies de peixes
geralmente se elevam alguns minutos ap0s a exposi¢cdo a um estressor agudo moderado,
atingem um pico e retornam a valores basais dentro de, aproximadamente, 6 horas. Entre
esses estressores estdo as mudangas bruscas de temperatura, manejo, dentre outros fatores.
Quando o agente estressor € crbnico, a concentracdo de cortisol pode permanecer elevada,
embora bem abaixo dos niveis mais altos (Shaw & Tume, 1992).

Conforme relatado por Grandin et al. (1993), em salmonideos, doses pequenas,
mas cronicamente elevadas de cortisol tém implicacdes na depressdo do sistema imunoldgico

e na resisténcia a doengas.

2.5.2 — Lactato

Todas as células do organismo necessitam de energia para realizar 0s processos
metabolicos basicos a sua sobrevivéncia (tipicamente sob a forma de adenosina-trifosfato,
ATP). Esta energia celular é produzida por trés grandes processos: a glicolise, o ciclo de
Krebs e a fosforilagdo oxidativa (Guyton & Hall, 2003; Acierno & Mitchell, 2007). O lactato
é um produto final da glic6lise anaerdbica que ocorre em tecidos hipdxicos (Poli et al., 2005).

O lactato produzido pelos eritrocitos, difunde-se para fora das células e é
transportado a outros tecidos que sdo capazes de o utilizar na producdo de energia. Nos rins,
coracdo e figado, o lactato é convertido em piruvato, que segue 0 seu percurso metabdlico,
sendo transportado para o interior das mitocondrias para produzir energia. No figado e nos
rins, 0 mesmo lactato pode ser convertido em glicose através de um processo designado por
neoglicogénese. A glicose produzida pode entdo ser armazenada sob a forma de glicogénio ou

lancada na corrente sanguinea para uma posterior utilizacdo por outras células e tecidos
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(Guyton & Hall, 2003; Bolton, 2007).

Se a conversdo de piruvato em lactato ocorre de forma mais ou menos continua
em situacdes de hipoxia tecidual, a concentracdo de lactato aumenta e a relacdo
lactato/piruvato tende a aumentar (Bolton, 2007). O aumento da concentracdo intracelular de
lactato faz com que este se deslogue para a corrente sanguinea. Caso as condi¢des anaerdbias
persistam, ocorre uma sobrecarga generalizada e os tecidos que anteriormente eram capazes
de reciclar este mesmo lactato deixam de ser. SituacGes de estresse intenso podem levar a
exaustdo muscular. Neste caso, havera degradacédo intensa do glicogénio muscular, formando
grandes quantidades de acido latico que serd liberado na corrente sanguinea, por isso, 0
lactato € um bom indicador de estresse por hipdxia (Barton et al., 2002).

Alteracbes nos parametros sanguineos relacionados aos niveis de hemoglobina,
lactato e glicose podem estar relacionados a adaptagdes fisiologicas ao estresse ou andxia,
demonstrando a salde e situacao fisiolégica do animal (Grandin et al., 1994; Barton et al.,
2002).

O inicio e desenvolvimento do rigor mortis estd diretamente relacionado a
diminuicdo do indice de frescor do peixe. Uma estreita relacdo observada entre resposta aguda
ao estresse e processos bioquimicos post mortem dos peixes sugere o0 uso concomitante dos
indicadores hematoldgicos de estresse, como cortisol do plasma, lactato e glicose, com o0s
indicadores de estresse no tecido, tais como pH muscular, lactato e ATP e seus catabdlitos

para uma completa avaliacdo dos efeitos do estresse (Poli et al., 2005).

2.6 — Parametros Hematologicos

A hematologia estuda a morfologia, bioquimica e funcdo das células
sanguineas, bem como os 6rgdos que as produzem e o efeito de doencgas em tais parametros.
Ocorrem variagdes morfoldgicas e quantitativas dos elementos sanguineos frente a condi¢des
enddgenas e exdgenas. Em peixes, a hematologia contribui para a compreensédo da fisiologia
comparativa, relacdo filogenética, condicGes alimentares e outros parametros ecoldgicos
(Campbell, 1990).

O meio-ambiente influencia o perfil sanguineo do peixe, sendo utilizado para
monitorar a resposta frente a uma situacdo de estresse (Wells et al. 2005). Indices
hematologicos sdo importantes parametros para a avaliacdo do estado fisiologico e no
controle de patologias do estresse em peixes, e as variacOes destes dependem da espécie,

idade e condi¢cdes de saude, sendo também influenciadas pelo sexo (Tavares-Dias et al.,
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1999).

Os peixes apresentam eritrocitos ovais ou elipticos, com nucleo central
acompanhando o formato da célula, com cromatina compactada e sem nucléolos (Campbell,
1990). Os eritrécitos podem variar entre as espécies, ocorrendo padrdes de atividades
diferentes de acordo com seus habitos de vida (Wells et al. 2005; Tavares-Dias et al. 2008). A
quantificacdo dos eritrocitos pode indicar a existéncia de anemia ou policitemia provenientes
do estresse e indicar respostas a estimulos externos (Tavares-Dias & Moraes, 2004; Pedro et
al. 2005).

O hematdcrito corresponde ao volume ocupado pelos eritrocitos em uma
quantidade de sangue total. Em geral o VG de peixes apresenta menor valor que em
mamiferos e aves, com variacdo entre espécies (Campbell, 1988). E o indice do eritrograma
com menor coeficiente de variacdo, sendo assim, bom indicador de efeitos para os diversos
fatores ambientais a que os peixes estdo submetidos (Tavares-Dias & Moraes, 2004).

A hemoglobina, pigmento respiratorio dos eritrocitos, tem por fungdo
transportar o O e parte do CO2 no sangue (Ranzani et al. 2004). A hemoglobina apresenta
diferencas ainda em relacdo a sua capacidade de tamponamento e varia¢6es da afinidade pelo
oxigénio (Val et al. 1996). As atividades eritropoiéticas relacionadas ao nimero de eritrocitos,
concentracdo de hemoglobina e VG séo indicadores da capacidade do transporte de oxigénio,
hipoxia, exercicio, estresse induzido, estagio reprodutivo e variagfes sazonais (Tavares-Dias
& Moraes, 2004; Wells et al. 2005).

Em relacdo as células da série branca dos peixes, de acordo com \osyliené
(1999), a variacdo do numero de leucdcitos circulantes pode ser atribuida a uma resposta
generalizada do sistema imune, acionado pelo estresse fisioldgico e consequente estado de
salde afetado. O aumento de leucdcitos pode ser observado no inicio de um estresse na
maioria das espécies de peixes, sendo considerado como uma tentativa de recuperar a
homeostase em desequilibrio, a0 mesmo tempo em que o decréscimo na contagem de

leucdcitos pode ser atribuido ao enfraquecimento do sistema imunoldgico (Wells et al. 2005).
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AVALIACAO DOS INDICADORES HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DO
ESTRESSE EM TILAPIAS (Oreochromis niloticus), SUPLEMENTADAS COM
RACTOPAMINA

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da ingestdo de ractopamina nas concentracfes
0 ppm (controle), 10 ppm, 20 ppm e 40 ppm na ragdo, sobre os parametros fisioldgicos e
imunoldgicos, por meio da analise dos parametros hematoldgicos e da concentracdo sérica de
cortisol e lactato, em 80 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem GIFT, com peso
médio de 500 gramas, distribuidas aleatoriamente em 16 caixas d'agua, com capacidade para
500 litros, com a densidade de 5 animais. Retirando-se ao dia O 1 animal de cada caixa e cada
20 dias, 2 peixes por caixa, totalizando 8 peixes de cada tratamento. Coletaram-se amostras de
sangue para dosagem de cortisol, lactato e parametros hematoldgicos (contagem de hemacias,
leucdcitos, proteinas totais - PPT, volume globular — VG, hemoglobina. O lactato apresentou
uma diminuicdo significativa (p<0,05) nos dois tempos de coleta com 10 ppm (3,79 mmol/L
aos 20 dias e 1,58 mmol/L aos 40 dias) e quando comparado ao controle (4,61 mmol/L ao dia
0, 4,78 mmol/L aos 20 dias e 4,54 aos 40 dias) e a mesma concentracdo diferiu quando
comparada com 40 ppm de ractopamina aos 40 dias (3,15 mmol/L). Os parametros avaliados,
cortisol, contagem de hemacias, leucocitos, volume globular — VG, hemoglobina, néo
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre tratamentos e tempos de coleta. Os
resultados obtidos neste trabalho ndo demonstraram um estresse fisioldgico produzido pela
ingestdo de ractopamina nas concentracfes de 10, 20 e 40 ppm pelos animais. Entretanto,
mais estudos acerca do tema devem ser realizados, para que o uso do aditivo seja

recomendado de forma segura, quanto ao bem-estar dos peixes.

Palavras chave: Piscicultura, Tilapia do Nilo, bem-estar animal, Beta-adrenérgico.
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ABSTRACT

HEMATOLOGICAL AND BIOCHEMICAL INDICATORS OF STRESS IN TILAPIA
(OREOCHROMIS NILOTICUS) SUPPLEMENTED WITH RACTOPAMINE

The objective of this work to evaluate the effect of the ingestion of Ractopamine in 0 ppm
concentrations (control), 10 ppm 20 ppm and 40 ppm, in the feed, on the physiological and
immunological parameters, through the analysis of hematological parameters and serum
cortisol and lactate, in 80 Nile tilapias (Oreochromis niloticus) of the GIFT, with an average
weight of 500 grams, randomly distributed in 16 water tanks with a capacity of 500 liters,
with the density of 5 animals. By removing the day 0 1 animal of each box and every 20 days,
fish 2 per box, total of 8 fish from each treatment. Collected blood samples for levels of
cortisol, lactate and haematological parameters (red blood cells, leukocyte count, total
protein-PPT, globular volume-VG, hemoglobin. Lactate showed a significant decrease (p <
0.05) in both times of collection with 10 ppm (3.79 mmol/L to 20 days and 1.58 mmol/L to 40
days) and when compared to the control (4.61 mmol/L to 0 day, 4.78 mmol/L to 20 days and
4.54 to 40 days) and the same concentration differed when compared with 40 ppm of
Ractopamine to 40 days (3.15 mmol/L). The parameters evaluated, cortisol, count of red
blood cells, white blood cells, packed cell volume-VG, hemoglobin, showed no significant
difference (p < 0.05) between treatments and collection times. The results obtained in this
study did not demonstrate a physiological stress produced by the ingestion of Ractopamine in
concentrations of 10, 20 and 40 ppm for animals. However, more studies on the subject

should be carried out so that the additive use is recommended securely on the welfare of fish.

Keywords: Fish farm, Nile tilapia, animal welfare, Beta-adrenergic.
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1 - INTRODUCAO

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) esta entre os peixes mais cultivados
mundialmente, fato devido a sua rusticidade, precocidade sexual, rapido crescimento e,
principalmente, por sua carne ser tdo apreciada pelo consumidor, devido ao sabor suave e a
facil remocdo de espinhas.

O mercado de peixes vem se tornando cada vez mais exigente e crescente, 0
peso médio de abate comercial de tilapias vem aumentando, 0 que consequentemente
ocasiona em um maior teor de gordura depositada na carcaca, a qual é indesejada por esse
novo mercado consumidor, que € mais informado e busca uma alimentagdo mais saudavel. A
procura por carnes magras e com pouca gordura aumentou nos Ultimos anos, fazendo com que
novas opcOes sejam estudadas e avaliadas durante a producdo de animais. Dentre elas 0s
aditivos alimentares, principalmente os modificadores de carcaca que se destacam por
conferir melhorias ao produto final.

A utilizacdo do [B-agonista ractopamina como promotor de crescimento em
dietas para animais melhora o desempenho da producéo e as caracteristicas da carcaca de
diversas espécies domésticas. Esses agonistas por meio da aceleracdo e modificacdo de vias
metabolicas especificas, principalmente as relacionadas com o metabolismo das proteinas e
dos lipideos.

Em granjas de suinos a utilizagdo do cloridrato de ractopamina na dieta,
tornou-se indispensavel para praticamente toda producdo comercial nacional, exceto em
animais destinados a exportagdo para paises especificos como os da Unido Europeia.

Ja para animais aquaticos, como 0s peixes, existem poucos estudos sobre 0s
efeitos e niveis adequados de ractopamina na dieta. Em geral a ractopamina é adicionada a
racdo e fornecida aos animais na fase de terminacdo, idade a qual j& tenham atingido a
maturidade, ou seja, quando a capacidade de retencdo das proteinas comeca a ser menor.

Neste momento associa-se que 0s efeitos dos beta-adrenérgicos sejam mais evidentes.
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O estresse em piscicultura intensiva pode ser proveniente de vérias fontes, das
quais sdo praticas comumente utilizadas, como por exemplo, a manipulacdo dos animais, 0
emprego de alta densidade de estocagem, o transporte, interacdes biologicas, qualidade da
agua, manejo de alimentacdo, incluindo a utilizacdo de aditivos nutricionais. a suplementacéo
com ractopamina pode ter efeito negativo sobre o bem-estar animal, gerando alteracdes
fisiolGgicas tipicas de estresse, que podem refletir na qualidade do produto final.

A maioria dos trabalhos realizados com ractopamina restringe-se a avaliacfes
de desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade de carne. No entanto, existem poucas
informagdes na literatura demonstrando os efeitos deste aditivo sobre a susceptibilidade ao
estresse dos animais, sobretudo em peixes, nos quais este aditivo ndo é usualmente utilizado,
fazendo-se necessario um maior conhecimento para sua utilizacdo segura. Portanto, o presente
trabalho objetivou-se avaliar o efeito da ingestdo de ractopamina na ragdo, sobre os
pardmetros fisioldgicos e imunoldgicos em tilapias do Nilo da linhagem GIFT, avaliando os
parametros hematoldgicos e a concentracdo sanguinea de cortisol e lactato.
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2 - MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Nucleo de Tecnologia em Piscicultura e Pecuaria
da Secretaria de Estado da Agricultura, Abastecimento e Desenvolvimento Rural do Distrito
Federal, localizado em Brasilia-DF. As andlises bioquimicas e hematoldgicas foram
realizadas no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria e Laboratério de Bem-estar Animal

da Universidade de Brasilia.

Figura 2 . Local do experimento Nucleo de Tecnologia em Piscicultura e Pecuaria da Secretaria de Estado da

Agricultura, Abastecimento e Desenvolvimento Rural do Distrito Federal, localizado em Brasilia-DF.
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Figura 3. Local do experimento Nicleo de Tecnologia em Piscicultura e Pecudria da Secretaria de Estado da

Agricultura, Abastecimento e Desenvolvimento Rural do Distrito Federal, localizado em Brasilia-DF.

Foram utilizados 64 peixes, til&pias do Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem
GIFT, machos revertidos, com peso médio de 500 gramas, distribuidos aleatoriamente em 16
caixas d'agua de amianto, com capacidade de 500 litros, totalizando 4 animais por caixa
durante 40 dias. Os animais foram identificados individualmente utilizando-se microchips da
marca Allflex®. A temperatura do sistema foi mantida a 27°C por termostatos individuais em
cada caixa.

As racdes recebidas pelos peixes foram preparadas na Universidade Federal de
Vicosa, extrusada e com diametro de 5mm, utilizando a formulacdo que cumpre com as

exigéncias nutricionais para a espécie, segundo Boscolo (2009), como mostra a tabela 1.
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Tabela 1- Niveis de garantia das ra¢des utilizadas para alimentagdo dos machos revertidos de de tilapia
do Nilo durante o periodo experimental.

Mutrientes (%) Fase de

Nutrients crescimento
Crrowing
phase

Energia digestivel (keal/kg) 3000,00

Digestible energy

Proteina bruta {minimo) 28.00

Crude profein {mimnimim)

Gordura (mimmao) 4.00

Fai {minimum)

Fibra bruta 12,00

(minimo=-maximao)

Crude fiber (minimum- maxinm)

Calcio {mimimo) 1,20
Caletum (mibnimim)

Fosforo (maximo) 0,90
Phosphoras (maximum)

Antes do periodo experimental, os peixes foram submetidos a um periodo de
aclimatacdo de 15 dias. Nesse periodo os animais foram alocados em 2 tanques de alvenaria
revestidos com azulejos com capacidade de 15.000 litros cada e receberam a mesma racao
destinada ao grupo controle do experimento, ou seja, sem adi¢do de ractopamina, porém com
a mesma formulacdo basica. Durante o periodo experimental os peixes foram alimentados
diariamente com as ragdes (duas vezes por dia) ad-libitum, sendo uma vez pela manhad e uma
a tarde.

A densidade de peixes manteve-se constante em torno de 10kg/m?, havendo um
controle do volume de &gua de cada caixa apds as eutanasias. Foram realizados
monitoramentos diérios, individuais em cada caixa, dos parametros fisico-quimicos da agua,
como temperatura, pH, oxigénio dissolvido, aménia, nitrito e nitrato por meio de kit digital
portatil (ALFAKIT — AT300).

Utilizou-se o sistema de cultivo de recirculagdo fechada, composto por um sistema
de filtro mecénico e bioldgico, havendo um retorno da agua para os tanques de 100% a cada 2
horas e uma renovacdo de no maximo 10% de agua por dia.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por 4
tratamentos com ractopamina incorporada na ragdo em diferentes concentragfes (0 ppm de
ractopaminha, 10 ppm de ractopamina, 20 ppm de ractopamina e 40 ppm de ractopamina) de
acordo com o seguinte:

Os animais foram distribuidos em 16 caixas, totalizando 4 caixas por tratamento

(4 repeticdes).
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Foram realizadas coletas em 2 tempos distintos, sendo: T1 - 20 dias de tratamento
e T2 - 40 dias de tratamento. A cada tempo de coleta, 2 peixes de cada caixa foram escolhidos
aleatoriamente para a coleta e anestesiados com eugenol na dosagem de 2,35mg/L. Foram
coletados aproximadamente 3 mL de sangue de cada animal, por meio de puncdo da veia
caudal, utilizando-se seringas descartaveis de 5 mL com agulhas 25x7, sendo estes animais
posteriormente eutanasiados por sec¢do da artéria branquial. Do volume total de sangue
retirado de cada animal, 1 mL foi acondicionado e homogeneizado em tubos plasticos
previamente identificados, contendo EDTA (0,1mL) como anticoagulante para a preservacao
das amostras destinadas a ensaios hematoldgicos (Tavares-Dias et al., 2001), 1 mL de sangue
foi armazenado em tubos plésticos sem anticoagulante para a obtencdo de soro para a
dosagem de cortisol e 1 mL em tubos contendo anticoagulante EDTA (0,1mL) e fluoreto de
sodio (0,1 mL) para a determinacdo da concentracdo plasmatica de lactato.

Ap0s a obtencdo, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Patologia
Clinica Veterinaria da Universidade de Brasilia, para 0 armazenamento e processamento das
analises.

Além das dosagens bioquimicas de cortisol e lactato, foram avaliados parametros
hematoldgicos (contagem de eritrdcitos, leucocitos, proteinas totais, volume globular,
hemoglobina, hematdcrito.

O hematocrito (em %) foi determinado por meio da técnica de micro hematdcrito
com capilares heparinizados, segundo a técnica de Goldenfarb et al. (1971). A concentracao
de hemoglobina total ([Hb]= g/dL) foi determinada a partir da técnica do cianeto
hemoglobina, proposta por Collier (1944). Para a contagem de eritrdcitos e leucocitos foi
empregada a solucdo de formol citrato, em que a contagem dos leucdécitos totais e eritrocitos
foi realizada de forma direta em camara de Neubauer.

Para a determinacdo plasmatica da concentracdo de lactato, as amostras foram
centrifugadas para retirada do plasma, e posteriormente utilizando um kit comercial da marca
Kovalent® (MS/ANVISA 80115310042). Para a determinagdo da concentracdo de cortisol,
foram utilizadas as fracGes de soro obtidas por centrifugacdo das amostras sem o uso de
anticoagulante, utilizando-se o kit Cortisol - Elisa — Biochem®.

A analise dos dados foi realizada utilizando-se o Programa Statistical Analysis
System (SAS® v.9.3 Cary, North Carolina), sendo os resultados hematoldgicos e bioquimicos
submetidos a analise de variancia com posterior comparacao de médias pelo teste de Tukey a

5% de significancia. Para se determinar as correlagdes entre os resultados hematoldgicos e
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bioquimicos, foi aplicada a Correlacdo de Pearson. Em todas as anélises realizadas, valores de
p<0,05 indicaram significancia estatistica.

Este experimento foi submetido a avaliacio pelo Comité de Etica no Uso Animal
do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia e aprovado sob protocolo —

CEUA/UnB (70411/2014).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Parémetros Bioquimicos

No presente estudo, ndo houve diferenca estatistica significativa nas
concentracdes de cortisol nos diferentes niveis de ractopamina, em nenhum dos tempos de
coleta, de acordo com a tabela 2. Corroborando com Marchant-Forde et al. (2003), que
trabalhando com outras espécies de animais, avaliaram a concentracao de cortisol em suinos
na fase de terminacdo em animais que receberam racdo suplementada com ractopamina, e
concluiram que ndo houve diferenca deste pardmetro entre os tratamentos.

Os resultados obtidos neste experimento, mesmo que ndo significativos entre
0s tratamentos e tempos de coleta, indicam que as concentragdes de cortisol apresentaram-se
elevadas inclusive no tempo 0 e nos animais controle, indicando um possivel estresse gerado
talvez pelo manejo ou pela mudanca de ambiente. Tais valores quando comparados aos
valores de referéncia descritos por Wedemeyer et al. (1990), que determinam que
concentragdes basais de cortisol de peixes em repouso devem ser inferiores a 40 ng/mL, o que
coincide com valores encontrados por diversos autores (16,43 a 46,32 ng/mL) (Barcellos et
al., 1999; Sanches, 2013). Segundo Summers et al., (2005), quando estressados, 0S peixes
podem apresentar um aumento de cerca de 4 vezes nos valores do cortisol.

Os resultados encontrados para concentragdo de lactato e cortisol estdo descritos

na Tabela 2.
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Tabela 2 - Médias e desvios padrdo das concentracdes de lactato e cortisol sanguineos em
tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) suplementadas com diferentes niveis de ractopamina
na dieta, Brasilia, 2014.

Variavel Tecr)np Tratamento
(Dias) (ppm)
0 10 20 40
0 461 +236A ; - -
(r';]";‘r‘]’g’l‘/tﬁ) 20 4,68+ 3,654 3794226/  276+124B  313+241%
40 454 + 2874 279+189%  206+1,638B 3,15+ 1,36 A
0 109,55+ 35,66 A ; ; ;
gl‘;;;'ff; 20  10498+53074 11505+50,05% 12182+5584% 9949 + 66014

40 88,01 +47,63/% 149,27 +78,034% 122,85+52,74/% 88,12 + 46,41"

Médias + desvio-padrdo seguidas por letras diferentes (maitsculas em coluna e minusculas em linha) indicam

diferenga significativa pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os niveis de lactato apresentaram uma diminuicdo significativa no tempo de
coleta (20 e 40 dias) no grupo suplementado com 20 ppm de ractopamina (2,76+1,24 e
2,96+1,63, respectivamente), quando comparado ao controle e a tempo 0 (zero) (Tabela 2).
Tais resultados diferem dos encontrados por Athayde, (2010), ao testar o estresse em suinos
alimentados com ractopamina, onde ndo observaram efeito para esse parametro.

Em trabalho realizado por Branddo et al., (2006) o lactato apresentou uma
diminuicdo significativa logo apds o transporte quando comparado ao controle decorrentes da
intensa natacdo do cardume no tanque de criacdo e as disputas territoriais que podem ter
havido, sendo a tilapia um peixe de comportamento territorialista.

As concentragdes de cortisol e de lactato ndo apresentaram correlacdo no estudo
do coeficiente da correlacdo linear de Pearson com nenhuma outra varidvel analisada neste
trabalho.

3.2 — Parametros Hematoldgicos

No presente trabalho, os diferentes tratamentos avaliados nao influenciaram
(p<0,05) a contagem total de hemacias, o percentual do hematdcrito, o teor de hemoglobina,

os valores de leucécitos, assim como demonstrado na Tabela 3. Estes resultados sdo
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semelhantes ao descrito por Barros et al. (2002) e Silva et al. (2012), ao avaliarem parametros
hematologicos de alevinos de Tilapias do Nilo submetidos a situacfes de estresse, também
ndo observaram alteracdes nestes parametros. E também corroboram com Bicudo et al., 2012,
ao analisar pacus criados em sistema de recirculacdo, alimentados com racdo contendo
ractopamina, onde ndo houveram diferencas significativas no hematdcrito, Hemoglobina e

hemadcias entre os peixes alimentados com e sem o promotor de crescimento.

Tabelas 3 - Médias e desvios padrdo das concentracbes dos parametros
hematoldgicos de tilapias (Oreochromis niloticus) suplementadas com diferentes niveis de
ractopamina na dieta, Brasilia, 2014.

variavel Temp Tratamento
0 (ppm)
0 10 20 40
0 7,75+ 1,02 A - - -
H:”ggfo:ol_t)"” 20  748+016°%  781+079%  737+090%  735+068°%
40 706+071%  678+157*  673+103*  676+1,06%
0 2,58 + 0,33~ - - -
Hemacias aA aA aA aA
ALy 2 2,64 + 149 2,69+ 0,34 2,64 +0,42 2,73+0,45
40 285+057°  289+031*  276+056*  281+041%
0 3312 +378A - - -
HTO (%) 20  30,04+7,04%* 3185+209° 3628+570% 32,50+ 7,36%
40 31,38+10,86% 3220+7,78* 3705+823%  3675+4,73%
0 48857 +21100 A - - -
Le‘(’/ﬁ’gtos 20 46600 + 14537%A 64428 + 21048~ 44857 + 20330 A 57750 + 39212 A

40

59312 + 174443A

59900 + 11315

54562 + 201572 60000 + 23800 *

Médias + desvio-padrdo seguidas por letras diferentes (maitsculas em coluna e mindsculas em linha) indicam
diferenga significativa pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Apesar de ndo terem apresentado diferencas significativos (p<0,05) entre os

tratamentos e tempos, os valores de hemécias e 0o hematdcrito apresentam-se ligeiramente
elevados em relacdo aos valores de referéncia (2,15 + 0,12 e 27,85 + 1,65, respectivamente)
descritos por Ueda, (1997), diferindo de Brandao et al., 2006, que ao testarem a resposta ao
estresse de Pirarucus submetidos a praticas de rotina em piscicultura.

De acordo com McDonald e Milligan, (1997), a diminui¢do de oxigénio no

ambiente estimula a eritropoiese, aumentando o Hematdcrito e as hemécias em peixes de agua
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doce. Isso ocorre devido a liberacdo de catecolaminas, que causam mobiliza¢do das hemécias
do bago aumentando sua quantidade no sangue e consequentemente, aumentando o HTO
(Mcdonald & Milligan, 1992). O aumento de HTO também pode representar alteracfes
eletroliticas e influxo de agua na célula (Mcdonald & Milligan, 1997).

De acordo com Tavares & Moraes (2004) o estresse leva ainda a acdo dos
glicocorticoides no organismo dos peixes, cujos niveis de cortisol no sangue sao elevados e
com isso ocorrem as modificacOes fisiometabolicas, observadas por meio do aumento do
namero de eritrdcitos.

Possiveis hipdteses quando a ndo ocorréncia de estresse, segundo Mills;
Spurlock; Smith, (2003) a utilizacdo continua de Ractopamina torna o receptor inativo e
desacopla o complexo receptor-Gs-adenilato ciclase. O efetor ndo acoplado migra para o
espaco intracitoplasmatico, levando a diminuicdo de receptores disponiveis na membrana.
Essa reducdo na quantidade de receptores é denominada dessensibilizacdo, causando a
diminuicdo da resposta a estimulacdo betaadrenérgica da RAC. Da mesma forma, no espaco
intracitoplasmatico, o receptor betaadrenérgico pode ser consumido, conhecido como
sequestro, 0 gque acarreta a diminuicdo de receptores celulares. Esta variagdo no nimero de
receptores por unidade de sarcolema ¢ denominada “down-regulation”.

De acordo com a anélise do coeficiente da correlagdo linear de Pearson ndo
foram encontradas correlagdes significativas entre as médias das concentra¢des de hemaécias,

hemoglobina, leucocitos e proteinas totais com nenhuma das variaveis analisadas.
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4 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos pelos indicadores hematolégicos e bioquimicos neste
trabalho ndo apontaram para um estresse fisioldgico produzido pela ingestdo de ractopamina
nas concentracfes de 10, 20 e 40 ppm pelos animais, entretanto, mais estudos acerca do tema

devem ser realizados, para que o uso do aditivo seja recomendado de forma segura, quanto ao
bem-estar dos peixes.
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