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CAPITULO 1

USO DA Aloe vera L. E ESTRESSE EM PEIXES



INTRODUCAO GERAL

O estresse e seus efeitos nos peixes

O crescimento populacional acelerado dos dltimos anos demanda
desenvolvimento e aprimoramento de técnicas que incrementem a producdo de
alimento. A piscicultura se destaca como um setor com grande potencial, ainda pouco
aproveitado na producdo de alimentos (OSTRENSKY et al., 2008). Entre as técnicas
que podem maximizar a producdo na piscicultura estd o manejo controlado. Porém,
durante esse processo produtivo, os peixes sdo submetidos a diferentes agentes
estressores entre os quais, a captura, confinamento, transporte, manejo da reproducao,
entre outros, os quais devem receber uma atengdo especial, pois podem prejudicar a
produtividade (URBINATI e CARNEIRO, 2004).

A resposta de estresse representa a reacdo a um estimulo adverso que pode
alterar o estado de homeostase fisioldgica do peixe (BARTON e IWAMA, 1991).
Segundo Wendeelar-Bonga (1997), o estresse pode ser definido como uma condi¢do em
que o equilibrio dindmico do organismo, ou homeostase, ¢ ameagado ou perturbado em
decorréncia da acdo de estimulos intrinsecos e extrinsicos denominados estressores.
Gracas ao processo de adaptagdo que ocorre durante a resposta de estresse, os peixes,
ao longo da evolucdo, conseguiram transpor obstdculos, como fugir do predador, lutar,
ou viver em condicdes ndo adequadas. Porém, se um animal estd submetido a estresse
intenso e constante, a resposta fisioldgica pode perder seu valor adaptativo e tornar-se
disfuncional, acarretando danos permanentes a sua saide e bem-estar (WENDEELAR-
BONGA, 1997, CARMICHAEL, 1984).

Durante o estresse, ocorrem alteragdes fisiologicas primdrias, secunddrias e

tercidrias tipicas, que indicam o grau de alteragdo provocada pelo fator estressor. Esse



conjunto de respostas desencadeadas pela a¢do do agente estressor € controlado por um
complexo sistema neuro-enddcrino, com dois componentes principais: 0 sistema
simpatico-cromafim e o eixo hipotdlamo-pitudria-interrenal. No primeiro, o sistema
nervoso central estimula as células cromafins a produzirem as catecolaminas, adrenalina
e noradrenalina (sistema simpdtico-cromafim) e no segundo o sistema nervoso central
estimula o hipotdlamo a produzir o hormonio liberador de corticotrofina, CRH, que
induz a glandula pituitdria a produzir a corticotropina, ACTH, e, por fim, esta estimula
as células interrenais a produzirem o cortisol (eixo hipotdlamo-pituitdria-interrenal).
Este hormonio é considerado um dos principais indicadores de estresse em peixes
(BARTON e IWAMA, 1991). Os efeitos causados por estes dois componentes sdo
chamados de efeitos primdrios do estresse (BARTON e IWAMA, 1991; SUMPTER,
1997.) A ag@o dos corticosterdides e das catecolaminas no organismo do animal
provoca os chamados efeitos secundarios do estresse que sdo metabdlicos,
hematolégicos, osmorregulatérios e cardiorespiratorios.

Em condi¢do de estresse, a glicose, fonte de energia priméria do corpo, €
mobilizada dos locais de armazenamento (figado e musculos). O sangue, que transporta
0 oxigénio e a glicose, é desviado dos 6rgdos que ndo sdo essenciais para o esforco
fisico, como a pele e intestinos, e é enviado rapidamente para 6rgdos que sdo cruciais,
tais como o coracdo, os musculos esqueléticos e o cérebro (BARTON e IWAMA, 1991;
SAPOLSKY, 1990; WENDELAAR BONGA, 1997).

Em conseqiiéncia da acdo crdnica do cortisol, ocorrem prejuizos na resposta
imunoldgica, crescimento e reproducdo, caracterizando os efeitos tercidrios do estresse
(MAZEAUD et al., 1977, MOMMSEN et al., 1999; URBINATI e CARNEIRO, 2004)

(Figura 1).
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Uma importante alteracdo ocorre no sistema imunoldgico ndo especifico
representado pelo conjunto de respostas que compdem o mecanismo de defesa que
protege o organismo contra infec¢des, sem depender de uma prévia exposi¢do a nenhum
tipo especifico de agente etioldgico. Fazem parte desse mecanismo os leucdcitos,
mondcitos, macréfagos e neutréfilos (VERLHAC e GABAUDAN, 1997). O cortisol
suprime as fungdes dessas células e conseqiientemente aumentam a susceptibilidade dos

peixes a doencas (PICKERING et al., 1981; BURRELLS et al., 2001).

O sistema imunologico em peixes

O sistema imunolégico dos peixes apresenta certa similaridade com o de outros
vertebrados, porém sua resposta inata ¢ mais importante em relacio a adquirida quanto
comparado aos mamiferos (SAURABH e SAHOO, 2008). Os peixes nao possuem
linfonodos nem medula éssea, sendo o timo, rim cefélico, baco e tecidos associados
com o intestino, seus tecidos linféides (ZAPATA et al., 1996; PASTORET et al., 1998).

A imunidade inata, natural ou ndo especifica é a primeira linha de defesa do
corpo. E definida como um conjunto de mecanismos que protege o organismo contra
infecgdes, sem uma prévia exposicio ao agente causador (BOLS et al., 2001). Parte das
respostas inatas inclui os leucdécitos, que apds diapedese e quimiotaxia até o foco lesado,
sdo capazes de reconhecer patdgenos, fagocitd-los e degradéd-los. O processo de
fagocitose tem inicio com o englobamento do patégeno por meio de pseuddpodos,
internalizacdo com formagdo de fagossoma, fagolisossoma com fnicio de eventos
microbicidas e degradagcdo (ROITT et al., 1998). Quando a fagocitose € iniciada, ocorre
um aumento no consumo de oxigénio molecular, conhecido como “explosdo” oxidativa
(do inglés oxidative burst). O oxigénio € reduzido, via sistema NADPH oxidase, a dnion

super6xido que, por sua vez, € precursor de varias espécies reativas de oxigénio (EROs),



como peréxido de hidrogénio (H,0,), radicais hidroxila (OH") e anions oxigénio (1 0,).
As EROs sdo altamente oxidantes e contribuem ativamente com a destruicdo dos
microorganismos (VERLHAC e GABAUDAN, 1997).

Além de células, existem varias moléculas envolvidas nos mecanismos de
defesa inata, conhecidas como mediadores quimicos soltiveis. Estdo presentes no soro,
na forma inativa ou de precursores, e suas concentragdes elevam-se rapidamente durante
infeccdo (VERLHAC e GABAUDAN, 1997). Dentre esses mediadores, o sistema
complemento representa uma cascata de reagdes enzimdticas que, quando ativadas,
participam de respostas inespecificas e/ou adquiridas. Em peixes, a ativa¢do de uma das
vias do sistema complemento, a via alternativa, ¢ bem mais comum do que em
mamiferos, indicando a importincia desta resposta inata neste grupo de animais.

A lisozima, por sua vez, € outro importante agente do sistema imunoldgico,
como componente ndo especifico, encontrado em varias espécies de peixes (LIE et al.,
1989). Esta enzima apresenta atividade litica contra bactérias gram-positiva e gram-
negativa, e estd presente no muco, tecidos linfoides, plasma e outros fluidos do corpo,
tanto em peixes marinho como de dgua doce. A atividade da lisozima, juntamente com
outros indicadores da atividade imunoldgica como complemento, varia de acordo com
muitos fatores como: a idade, sexo, estacdo, temperatura e pH da dgua, infeccdo, grau
de estresse, agentes quimicos e imunoestimulantes (SAURABH e SAHOO, 2008).

Um imunoestimulante pode ser uma droga, um quadro de estresse ou qualquer
acdo que promova ativagdo dos mecanismos de defesas especificos ou ndo especificos
(SAURABH e SAHOO, 2008). Recentemente, uma larga escala de imunoestimulantes
tem sido usada na aquicultura, e alguns deles t€ém promovido aumento da lisozima no
soro (ENGSTAD et al., 1992; KUMARI e SAHOO 2006), e consequentemente uma

maior protecdo contra uma variedade de doengas em peixes.



Uso da Aloe vera L. na aquicultura

O mercado de produtos naturais cresceu vertiginosamente nos dltimos anos, e
estima-se que, nos Estados Unidos, esse mercado movimente quatro bilhdes de délares.
Nesse contexto, tem-se focado muito o uso de ervas como potencial terapé€utico para a
modulacgdo de respostas imunes, especialmente o uso de plantas medicinais para previnir
e controlar doencas em peixes (GALINA et al., 2009).

O uso de imunoestimulantes é uma alternativa as drogas, antibidticos e outros
quimicos, no controle de doencas e aumento da resposta imune (GALEOTTI, 1998;
SAKAI, 1999). Estas substincias podem ser administradas por inje¢cdo, banho ou via
oral, sendo a dltima maneira a mais utilizada (JENEY e ANDERSON, 1993; SAKAI,
1999; YIN et al., 2006). Os mais conhecidos imunoestimulantes sdo proteinas da
membrana de bactérias, como os lipopolissacarideos (GOETZ et al., 2004) e os
glucanos. Entretanto, componentes sintéticos, vitaminas e extratos de plantas também
podem aumentar a reposta ndo especifica (ANDERSON, 1992, RAA et al., 1992;
JENEY e ANDERSON, 1993; SAKAI 1999; RAA, 2000).

As plantas medicinais também estdo sendo muito usadas na aquicultura
(CITARASU, 2009), como agente antimicrobiano, nutricional, e seus efeitos no sistema
imune estdo sendo estudados, tendo como exemplo algumas ervas chinesas, como:
Astragalus membranaceus, Scutelaria baicalensis, Ganoderma lucidium, Lonicera
japonica, e indianas: Ocimum sanctum, Phyllanthus emblica, Azadirachta indica,
Solanum trilobatum (GALINA et al., 2009). Entre as plantas medicinais, a Aloe vera,
vulgarmente conhecida como babosa, tem significativa presenca tanto na pesquisa
quanto no uso popular (HABEEB et al., 2007). Tem sido amplamente utilizada em
comidas, cosméticos e na medicina (GRINDLAY e REYNOLDS, 1986). Estudos tém

revelado que a Aloe vera possui muitas substincias com propriedades farmacéuticas,



como: antinflamatéria (YAGI et al.,, 2002), antioxidante (YAGI et al., 2003),
rejuvenescedora (LIM et al., 2003), anticancerigena (SU et al., 2005; DESAI et al.,
1996), imunoestimulante (IM et al., 2005; KARACA et al., 1995; SJERABA e QUERE,
2000; LEE et al., 2001), além de atividade fungicida (SAKS e BARKAI-GOLAN,
1995), especificamente contra Botrytis gladiolorum, Fusarium oxysporum,

Heterosporium pruneti e Penicillium gladioli (CASIAN et al., 2007) (Tabelal).

Tabela 1. Atividades farmacoldgicas dos componentes da Aloe vera (adaptado de CHOI

e CHUNG, 2003).

Componentes Atividades Farmacoléogicas
glicoproteinas cicatrizante, proliferacio celular e anti-alérgica
aloe-emodina purificadora, proliferacao celular, anticancerigena,
(antraquinona) antiprotozodria, antibacteriana, e antioxidante
manose-6-fosfato cicatrizante e anti-inflamatdria

polissacarideos imuno-moduladora e anticancerigena

acemanano imuno-moduladora, anticancerigena, e efeito antimicrobiano
aloesina proliferacdo celular, inibidora da sintese de melanina
B-sitosterol anti-inflamatdria e angiogénese

outras substincias  anticancerigena e imuno-moduladora

A Aloe vera é nativa do sudeste da India, mas foram os chineses os primeiros a
usarem suas propriedades medicinais (WALLER et al., 1978). Essa planta pertence a
familia Liliaceae, com mais de 360 espécies, embora somente tré€s delas tenham
propriedades medicinais. Mais de 75 ingredientes ativos foram encontrados na Aloe
vera, entre eles enzimas, vitaminas, liginina, agicares, aminodcidos e dcido salicilico

(HABEEB et al., 2007). Também contém acemanano e acetilato de glucomanano, que



sdo imuno-estimulantes, e estdo sendo usados inclusive no combate ao virus da AIDS.
O acemanano tem suposta habilidade de ativar macréfagos e estimular o sistema
complemento (CHOW et al., 2005). Embora a A. vera tenha muitos efeitos ja
comprovados, pouco se tem pesquisado sobre seu efeito na piscicultura (KIM et al.,
1999) e pesquisas sdo necessdrias tendo em vista as intimeras possibilidades de uso, por
ser um produto de origem vegetal, ndo causar danos ao meio ambiente quando
comparados a outros produtos, além de ser um produto de facil acesso e possuir muitas

propriedades de interesse para a produgdo animal.

Matrinxa

Pesquisas visando maior conhecimento sobre espécies nativas sdo muito
importantes no cendrio da aquicultura brasileira, pois hé varias espécies excelentes para
produgdo, porém hd um déficit de conhecimento para sucesso da cadeia produtiva
(BALDISSEROTTO e GOMES, 2005).

Em recente revisdo, Lima (2003) verificou que a espécie Brycon cephalus que
ocorre na Amazodnia brasileira, e que tem sido criada em varias regides do Brasil, é na
verdade a espécie Brycon amazonicus (Spix & Agassiz, 1829), genericamente
conhecida como matrinxd. A distribuicdo de B. cephalus restringe-se ao alto rio
Amazonas no Peru e na Bolivia (Lima, 2003).

O B. amazonicus apresenta importincia econdmica para a piscicultura onde
tem sido criado, principalmente na regido Norte, onde é o terceiro peixe mais
consumido e sua produ¢do na aquicultura nacional em 2006 foi de 701 toneladas

(HOWES, 1982; GRAEF et al., 1987; GOMES e URBINATI, 2005; OSTRENSKY et

al., 2008). A criacdo do matrinxad é motivada por caracteristicas favoraveis como 6tima



taxa de conversdo alimentar, crescimento rapido, habito alimentar onivoro, carne nobre
(WERDER e SAINT PAUL, 1978), e ainda por seu valor na pesca esportiva.

Entretanto, a espécie, assim como outros peixes, tem problemas no manejo, de
cardter estressante, que levam a perdas econOmicas. O matrinxd tem sido estudado
quanto a sua resposta a diversos agentes estressores comuns na criagdo de peixes, como
transporte, densidade de estocagem, alimentacdo e reproducdo (CARNEIRO e
URBINATI, 2001; GOMES e URBINATI, 2005). Entretanto, ndo ha informagcdes
disponiveis sobre as respostas imunoldgicas da espécie, frente ao estresse causado pelos
diversos agentes relacionados ao manejo.

Diante do exposto acima, a presente pesquisa se propde a testar um produto de
origem natural, de comercializacdo facil e a baixo custo, com propriedades ja
destacadas, em praticas de manejo comuns a todos produtores, visando diminuir os
prejuizos causando pelo estresse na producdo de matrinxd. O estudo enfoca duas
praticas de manejo: o transporte de peixes juvenis e o processo de indugdo hormonal de

desova em reprodutores.
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CAPITULO 2

A Aloe vera L. NA AGUA DE TRANSPORTE: RESPOSTAS METABOLICAS,

HEMATOLOGICAS E IMUNOLOGICAS DO MATRINXA (Brycon amazonicus)



17

ABSTRACT

Aloe vera has many substances with pharmaceutical properties such as wound
healer, immunostimulant, fungicide and others. The use of its extract can be effective in
the treatment of problems caused by the handling of fish, such as in the transport, when
injuries occur, and the stress can reduce immune responses of fish. This study evaluated
the effects of Aloe vera added to the water in the transport of juvenile matrinxa (Brycon
amazonicus) in hematological, metabolic and immune indicators. After 48 hours of
fasting, fish were transported in different concentrations of Aloe vera (0%, 0.002%,
0.02% and 0.2%) and sampled before transport (initial - n = 8) at 2 hours of transport (n
= 10), and 4 hours (arrival - n = 8), 24 and 96 hours after the procedure (recovery - n =
8). At arrival, fish were distributed, according to the treatment, in four tanks of 1.000 I,
with a continuous water flow. Fish blood was drawn and hematocrit, number and
volume of erythrocytes, hemoglobin, respiratory activity of leukocytes, and glucose
concentration were determined. The results did not show any consistent pattern in
hematological indicators. Plasma glucose concentration increased after 2 and 4 hours of
transport in fish of all treatments, without difference among them, and returned to basal
amount in 24 and 96 hours after transport. The respiratory activity of macrophages
increased within 2 hours of transport in fish exposed to Aloe vera. Aloe vera also
increased the respiratory activity of macrophages in vitro, reinforcing its stimulanting
effect. The results indicate that the addition of Aloe vera in water transport did not affect
the metabolic and hematological indicators, but enhanced the nonspecific immune
response tested.

Keywords: Aloe vera, matrinxa, immune response, transport.
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RESUMO

Estudos t€m revelado que a planta Aloe vera possui muitas substidncias com
propriedades farmacéuticas tais como agfo cicatrizante, imuno-estimulante, fungicida
entre outras. O uso de seu extrato pode ser eficiente no tratamento de problemas
advindos do manejo na piscicultura, como no transporte, onde ocorrem injuirias e quadro
de estresse com imunossupressdo. O presente trabalho avaliou os efeitos da Aloe vera
adicionada na 4gua no transporte de juvenis de matrinxd (Brycon amazonicus) em
indicadores hematoldgicos, metabdlico e imunolégico. Apds 48 horas de jejum, peixes
foram transportados em diferentes concentragcdes de Aloe vera (0%; 0,002%; 0,02% e
0,2%) e amostrados antes do transporte (nivel inicial — n=8), as 2 horas de transporte
(n=10), apds 4 horas (na chegada — n=8), 24 e 96 horas depois do transporte (periodo de
recuperacdo — n=8). Apds o transporte, os peixes foram distribuidos, conforme o
tratamento, em quatro caixas de 1.000 litros, com fluxo continuo de dgua. No sangue
total foram determinados o hematdcrito, niimero e volume de eritrdcitos, concentracio
de hemoglobina e atividade respiratdria de leucécitos, e no plasma a concentragcdo de
glicose. Os resultados hematoldgicos ndo apresentaram padrio consistente. A glicemia
aumentou apds duas e quatro horas de transporte nos peixes de todos os tratamentos,
sem diferenca entre eles, e voltou aos valores iniciais (pré-transporte) 24 e 96 horas pds
transporte. Na atividade respiratdria dos macréfagos houve um aumento em duas horas
de transporte nos peixes expostos a Aloe vera. A Aloe vera também aumentou a
atividade respiratéria dos macréfagos in vitro, provando assim sua acdo
imunoestimulante. Os resultados indicam que a adicdo de Aloe vera na agua de
transporte nao afetou as respostas metabdlica e hematoldgicas, mas potenciou a resposta
imunolégica nio especifica.

Palavras-chaves: Aloe vera, matrinxd, resposta imunolégica, transporte.
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INTRODUCAO

O matrinxa (Brycon amazonicus) é um peixe nativo da América do Sul, que
apresenta importancia econdmica para a piscicultura em vdarias regides do Brasil
(HOWES, 1982; GRAEEF et al., 1987; GOMES e URBINATI, 2005; OSTRENSKY et
al., 2008), sendo principalmente encontrado em pesqueiros. Por sua natureza agressiva é
muito apreciado pelos pescadores esportivos, além do seu alto valor comercial devido
sua carne de excelente qualidade. Individuos jovens da espécie apresentam forte
comportamento territorialista e agressividade entre individuos (SERRA et al., 2008;
FERRAZ E GOMES, 2009), e este comportamento dificulta praticas de manejo como é
o caso do transporte em que ocorre agrupamento dos peixes. Perdas por mortalidade
costumam ser comuns apds o transporte em decorréncia direta ou indireta do estresse
(KUBITZA, 1997).

O transporte € considerado um processo traumatico que expde o peixe a uma
série de estimulos adversos, responsaveis por varias respostas fisiolégicas (URBINATI
et al., 2004). Os estimulos relacionados ao transporte incluem a captura nos tanques,
exposicdo aérea, biometria, manejo para embalar os animais, concentracio alterada de
amonia na 4gua, alta densidade de estocagem, contato entre 0os peixes e com a estrutura
de transporte, 0 movimento irregular e soltura pés transporte (SPECKER e SCHRECK,
1980; BARTON e PETER, 1982; JOHNSON e METCALF, 1982; CARMICHAEL et
al., 1983; ROBERTSON et al., 1987; McDONALD et al., 1993; STAURNES et al.,
1994; IVERSEN et al., 1998; URBINATI et al., 2004), tornando necessario algumas
medidas mitigadoras.

Ja na captura, ocorre gasto excessivo de energia, seguida de exposicdo aérea

para contagem e transferéncia para o meio de transporte e nesses procedimentos, hd um
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aumento da demanda fisioldgica devido ao estresse do manejo (CARMICHAEL et al.,
1983; URBINATI et al., 2004; HOSHIBA et al., 2009).

Para reduzir o estresse no transporte, Tucker (1985) e Grottum et al. (1997)
observaram que o jejum dos peixes reduziu o consumo de oxigénio, a excre¢do de
amonia e gas carbonico. O objetivo deste procedimento € melhorar a qualidade de dgua,
permitindo o aumento da densidade dos peixes e o tempo de transporte.

A adicdo de substancias na dgua de transporte € muito discutida, incluindo o sal
de cozinha (NaCl) (CARNEIRO e URBINATI, 2001; GOMES et al., 2003), solucdes
tamponantes (AMEND et al., 1982), sais de calcio (MAZIK et al., 1991; BENDHACK
e URBINATI, 2009) e principalmente anestésicos (URBINATI e CARNEIRO, 2001;
SANDODDEN e IVERSEN, 2001; PAVLIDIS et al., 2003; ROSS e ROSS, 2008). O
uso de anestésicos no transporte de peixes é muito discutido, pois existem resultados
contraditérios sobre os efeitos de diferentes anestésicos diluidos na dgua de transporte,
em diferentes espécies de peixes (WURTS, 1995; CARNEIRO e URBINATI, 2001;
URBINATI e CARNEIRO 2001).

Virias substincias tem sido testadas no transporte, porém a adi¢do de
imunoestimulantes na dgua de transporte surge como uma possibilidade recente para
reduzir o estresse e melhorar a condicdo fisiolégica dos peixes. Muitos
imunoestimulantes estdo sendo usados na aquicultura, como substincias quimicas
sintéticas (levamisole, FK-565 — isolado de culturas de Streptomyces olivaceogriseus),
substancias bioldgicas (derivados de bactérias, polissacarideos, extrato animal e vegetal)
como Saccharomyces cerevisiae (HE et al., 2009), fatores nutricionais (vitaminas C e
E), hormdnios (prolactina e hormdnio do crescimento) e citocinas (polipeptidios e

glicoproteinas) (RAA, 1996, SAKAI 1999).
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Estudos em mamiferos indicam que a Aloe vera, possui importantes
propriedades terapéuticas como anti-inflamatéria (YAGI et al, 2002), imuno-
estimulante (IM et al.,, 2005; SJERABA e QUERE, 2000), além de atividade
cicatrizante (DAVIS et al., 2001: CHOI et al., 2001), porém pouco se sabe sobre seu
uso na piscicultura, embora o uso do extrato para reparar danos em tecidos de peixes
tenha sido patenteado em 1985 (PATENT STORM, 1985). Kim et al. (1999) usando
suplementacdo de A. vera na ragdo mostraram seu efeito positivo no controle da
infestacdo de Sebastes schlegeli com Vibrio alginolyticus.

Nesse contexto, o uso da Aloe vera pode ser uma alternativa a antibidticos e
outros produtos, por ser natural e ainda possuir propriedades anti-inflamatéria (YAGI et
al., 2002), anti-oxidante (YAGI et al., 2003), imuno-estimulante (IM et al., 2005;
SJIERABA e QUERE, 2000), além de atividade fungicida (SAKS e BARKAI-GOLAN,
1995), podendo ser muito ttil no transporte de peixes. O objetivo desse trabalho foi
avaliar os efeitos da Aloe vera adicionado na dgua no transporte de matrinxd em

indicadores hematolégicos, metabdlico e imunolégico.

MATERIAL E METODOS

Solucio da Aloe vera

Os tratamentos foram definidos ap6s a realizacdo de um experimento piloto que
estabeleceu as concentragdes 0,002%, 0,02% e 0,2%. A Aloe vera PO 200:1 SPRAY
DRIED (Jungconsult do Brasil Produtos Naturais Ltda) foi obtida a partir do gel claro e
cristalino de folhas frescas de Aloe vera obtido por um processo de extragado, purificacdo
e concentragdo. Este concentrado € seco pelo sistema “spray dried”. Cada parte de pé é

produzido a partir de 200 partes de gel interno de Aloe vera.
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Protocolo experimental

O estudo foi desenvolvido no Centro de Aqiiicultura da Universidade Estadual
Paulista (CAUNESP), Jaboticabal-SP. Os peixes (n=144; 84,7 + 16,3 g) foram
estocados em 4 caixas de 1.000L com renovagdo de dgua e aeragc@o, permanecendo em
jejum durante 48 horas. Apés este periodo, foram embalados 12 peixes em cada saco
plastico com capacidade para 20L (5L de dgua e 15L de oxigénio), com densidade de
200 g L' e colocados dentro de caixas de papeldo para evitar perfuracdes, aumento da
temperatura e luminosidade. Utilizou-se 6 sacos para cada tratamento (réplicas). Os
tratamentos foram trés concentragdes de Aloe vera e um controle (0% - controle;
0,002% - tratamentol; 0,02% - tratamento 2 e 0,2% - tratamento 3) dissolvido na dgua
de transporte. Os peixes foram amostrados (n=8) antes do transporte (nivel inicial), apos
duas horas de transporte (n=10), apds quatro horas (n=8, na chegada), 24 e 96 horas
depois (n=8, recuperacdo). Na amostragem de duas horas de transporte, foram utilizadas
duas repeticdes de cada tratamento (cinco peixes de cada), e a seguir essas repeticdes
foram eliminadas para evitar manuseio repetido.

O transporte foi realizado em uma caminhonete na qual foi instalada uma lona
sobre a carroceria para evitar a exposicdo dos peixes ao sol durante as 4 horas de
viagem. Na chegada, os peixes foram amostrados e o restante devolvido para as caixas
de 1000L em que estavam antes do transporte (uma caixa por tratamento) para avaliacdo

da recuperagao.

Coletas e analises laboratoriais
Foram coletadas amostras de dgua antes do experimento (basal) € no momento
das amostragens dos peixes para determinar o pH (peagadmetro YSI 63), temperatura e

concentracdo de oxigénio dissolvido (oximetro digital YSI 55) e amdnia total (Reagente
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de Nessler). Para célculo da amdnia ndo-ionizada (NH3) foi utilizada a férmula descrita

por Emerson et al. (1975):

2729,92
. 8 d ————
pK = 0, 09018 0732+ 1)
1

(1 + 10MPK—pHl)

[-NEI_; =

pK = constante
T = temperatura em Kelvin
pH = potencial hidrogenidnico

fams = fracdo de NH;3

Em todas as amostragens, os peixes foram rapidamente anestesiados em dgua
com benzocaina (0,1 g L. 0 sangue foi coletado por puncao de vasos caudais, com
seringa sem anticoagulante, e separado em trés baterias de microtubos. Para a obtencdo
de sangue total, utilizou-se o anticoagulante heparina nos microtubos. Este sangue foi
utilizado para a determinacio do eritrograma e para a dosagem das espécies reativas de
oxigénio (EROs). Em outra bateria de tubos, foi adicionado o anticoagulante Glistab-
Labtest (EDTA 6 g/dL e fluoreto de potdssio 12 g/dL) para a andlise de glicose
plasmatica (Kit Labtest). Para a obtencdo de soro, o sangue sem anticoagulante
permaneceu em temperatura ambiente para coagulacdo, e apds duas horas foi
centrifugado em 3000rpm, por 5 min, a 10°C e, apds separagdo, foi armazenado a 70°C
negativos.

Ap6s a retirada do sangue, os animais foram pesados e medidos em balanga de

precisdo e ictidmetro, respectivamente.
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Osmolaridade e pH das solucoes de Aloe vera
A osmolaridade e o pH das solugdes de Aloe vera utilizadas foram mensurados
(n=4). Para determinar a osmolaridade foi utilizado o aparelho 5500 Vapor Pressure

Osmometer, e para o pH o aparelho HI 9321 Microprocessor pH Meter.

Indicadores Hematolégicos

O hematdcrito, nimero de eritrécitos e a concentracdo de hemoglobina foram
determinados no sangue total em contador automdtico de células sanguineas (Celm
CC550) de uso veterindrio. Para cdlculo de volume corpuscular médio (VCM) foram
utilizados os valores de hematdcrito e a contagem de eritrécitos (RBC) (LIMA et al.,

1969), segundo a expressao:

s o
VCM _ hematocrito (%) <10

pnm13 BREBC (1111'].11665.-"'1111113]

Para o cédlculo de concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
foram utilizados os valores de hemoglobina total (Hb) e de hematdcrito (Htc) (LIMA et

al., 1969):

Hb total (g%)

CHCM (%)= == o

x 100

Ensaio da atividade respiratoria de leucocitos

Uma aliquota de sangue heparinizado foi utilizada para determinac¢do da
atividade respiratdria dos leucdcitos. A andlise da atividade respiratéria de leucdcitos
seguiu o protocolo de Anderson e Siwicki (1995), modificado por Biller (2008). O
método consiste na determinagdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas
pelo “burst” oxidativo por ensaio colorimétrico baseado na redug@o do corante nitroblue

tetrazolium (NBT) que forma precipitados de material insolivel com colora¢do azul
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escuro no interior do fagdcito, denominados granulos de formazan (KLEIN, 1990). A
densidade 6ptica da solucdo foi determinada em espectrofotdmetro (Metrolab 1700) em

compriento de onda de 540nm.

Ensaio da atividade respiratoria de leucocitos com A. vera in vitro

Um exemplar de pacu (Piaractus mesopotamicus) foi anestesiado em dgua com
benzocaina (0,1 g L), para coleta de sangue por puncio de vasos caudais. O sangue foi
coletado com seringa e utilizou-se o anticoagulante heparina. Foi usado 5 repeti¢des
para cada tratamento, sendo o tratamento controle o tampao PBS, e a seguir usado
0,01%, 0,02%, 0,05% e 0,1% de Aloe vera. Para a diluicdo dos tratamentos foi utilizado
o mesmo tampdo PBS. Foi colocado 100uL de sangue total em microtubos e acrescidos
mais 100 puL dos tratamentos e incubados durante uma hora. Para cada tratamento
utilizado foi feita uma amostra como branco sendo utilizado a dgua destilada ao invés
do sangue e a seguir feito os mesmos procedimentos. Essa medida foi tomada para
isolar qualquer leitura no espectrofotometro que nao fosse da atividade respiratéria de
leucdcitos.

Ap6s o periodo de incubagdo foi retirado 100 pL de cada amostra e utilizado a
andlise da atividade respiratéria de leucdcitos segundo o protocolo de Anderson e
Siwicki (1995), modificado por Biller (2008). O método consiste na determinacdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelo “burst” oxidativo por ensaio
colorimétrico baseado na reducdo do corante nitroblue tetrazolium (NBT) que forma
precipitados de material insolivel com coloragdo azul escuro no interior do fagdcito,
denominados granulos de formazan (KLEIN, 1990). A densidade 6ptica da solucdo foi
determinada em espectrofotdmetro (Metrolab 1700) em comprimento de onda de

540nm.
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Esses resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), sendo as

médias comparadas por teste de Duncan (5%) no programa estatistico SAS 9.2.

Andlise Estatistica

O experimento foi montado em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 4 x 4 + testemunha (nivel inicial), tendo como fatores as
concentragdes de Aloe vera e os tempos de coleta. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas por teste de Tukey (5%)

no programa estatistico SAS 9.2.

RESULTADOS

Nenhum peixe morreu durante o experimento e todos voltaram a se alimentar 24
horas ap6s o transporte, sendo arracoados duas vezes ao dia. A dgua utilizada, tanto no
transporte como nas caixas de recuperacio, apresentou valores médios de temperatura
27,74 £ 2,02°C, pH 7,25 + 0,54 e concentracdo de oxigénio dissolvido 6,92 + 1,03
mg/L. No periodo de recuperacdo a amdnia ndo-ionizada se manteve baixa devido ao
sistema de renovacdo aberto (0,03 mg/L). A concentracio de amonia ndo-ionizada
(NH3) se manteve constante entre os tempos de 2 e 4 horas, porém nesse periodo no

tratamento controle ocorreu uma maior excrecao da amonia. (Figura 2).
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Figura 2. Concentra¢do de NHj antes (basal), durante e apds o transporte nos tratamenos
de Aloe vera. Testemunha (M), controle (O), T1(E), T2 (B) e T3 (B). Barras

verticais representam desvio padrdo da média.

Na figura 3 observa-se que a osmolaridade aumentou significativamente com o
aumento da concentracdo de Aloe vera, enquanto o pH mostrou perfil oposto ao da

osmolaridade, diminuindo conforme aumentou a concentracdo de Aloe vera.
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Figura 3. Osmolaridade (@) e potencial hidrogenidnico (m) das concentrancdes de Aloe
vera. Letras indicam diferenga entre as concentragcdes e barras verticais representam

desvio padrdo da média.

Os valores de glicemia ndo foram significativamente diferentes entre os
tratamentos, apenas entre os tempos de coleta, apresentando um aumento diretamente
relacionado ao tempo de transporte, com o maior valor em 4 horas de transporte, e

retorno aos valores iniciais apds 24 e 96 horas de recuperacio (Figura 4).
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Figura 4. Glicemia de matrinxa antes, durante e apds o transporte. Letras indicam
diferenca entre os tempos e barras verticais representam desvio padrdo da média. Na

auséncia de diferenca entre os tratamentos os valores foram agrupados.

O hematdécrito (Figura 5) ndo diferiu significativamente entre os tratamentos,
nem entre os tempos de coleta. O niimero de eritrécitos também nao diferiu entre os
tratamentos, mas foi maior na chegada e menor em 96 horas de recuperacio (Figura 5).
Do mesmo modo, o volume corpuscular médio (VCM) nao diferiu entre os tratamentos,
mas apresentou o maior valor em 96 horas, que diferiu de todos os demais, inclusive da
testemunha. Na chegada do transporte, verificou-se o menor valor, que nao diferiu
apenas dos valores iniciais. Os valores do VCM em 2 horas de transporte e 24 horas de
recuperacdo foram intermedidrios e diferiram do tempo de chegada e de 96 horas de
recuperagdo, sendo esse o maior valor VCM registrado (Figura 5).

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) ndo diferiu

significativamente entre os tratamentos, apenas entre os tempos de coleta analisados,
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sendo maior apenas na chegada do transporte, quando comparada com os outros tempos
(Figura 5). A concentragdo de hemoglobina em 4 horas de transporte apresentou um
aumento em todos os tratamentos. O controle, juntamente com o tratamento 1 e 3 ndo
diferiu entre os tempos, e somente o tratamento 2 foi menor em 96 horas de recuperacéo

em relacdo ao tempo da chegada (Figura 6).
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Figura 5. Hematdcrito, nimero de eritrécito, volume corpuscular médio (VCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) de matrinxa antes, durante e
ap6s o transporte. Barras verticais representam desvio padrao da média. Na auséncia de

diferenca entre os tratamentos os valores foram agrupados.
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Figura 6. Concentracdo de hemoglobina de matrinxa durante e apds o transporte nos
tratamentos com Aloe vera. Testemunha (B ), C (8), T1 (B), T2 (B) e T3 (R). Letras
maiusculas indicam diferenca entre os tratamentos no mesmo tempo e minusculas entre
os tempo no mesmo tratamento. Condigdo inicial (testemunha); todos os tratamentos
compartilham a mesma testemunha e as barras verticais representam desvio padrdo da

média.

A atividade respiratéria de leucdcitos, em 4 horas de transporte, mostrou uma
reducdo em todos os tratamentos, € apds esse tempo houve uma pequena recuperagdo. O
controle ndo diferiu entre os tempos, porém verificou-se diferenca entre os tempos de 2
e 4 horas para os tratamentos 2 e 3. Observou-se também, em 2 horas de transporte, que
o tratamento 3 apresentou o maior valor de atividade respiratéria sendo

significativamente maior que no tratamento controle (Figura 7).
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Figura 7. Atividade respiratéria de leucécitos de matrinxd antes, durante e apds o
transporte nos tratamentos com Aloe vera. Testemunha (B ), C (&), T1 (B), T2 (B) e
T3 (H). Letras maidsculas indicam diferenca entre os tratamentos no mesmo tempo e
mindsculas entre os tempo no mesmo tratamento. Asteriscos simples e duplo indicam
diferencas (P<0,05 e P<0,01, respectivamente) entre cada tratamento e a condicio
inicial (testemunha); todos os tratamentos compartilham a mesma testemunha e as

barras verticais representam desvio padrao da média.
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Todos os tratamentos demonstraram aumento da atividade respiratéria de
leucécitos testada in vitro com Aloe vera, em relagdo ao controle, porém somente o
tratamento mais concentrado ndo diferiu significativamente. A maior atividade ocorreu
com 0,02%, sendo significativamente maior que todas. As concentracdes de 0,01% e
0,05% tiveram valores intermedidrios sendo maiores que o controle, porém menor que a

concentragdo de 0,02% (Figura 8).

0,18 A A
E 0,17

A7 B
S B
'S 0.16 A
g > BC
O C
2 0,15 -
]
=
s 0,14
i~
(P4
=
e 0,13 -
1~

0,12 : : : :

PBS 0,01 0,02 0,05 0,1

Concentragdo Aloe vera (%)

Figura 8. Atividade respiratéria de leucécitos com tratamentos de 0,01%, 0,02%, 0,05%
e 0,1% de Aloe vera in vitro, controle (PBS). Letras indicam diferenca entre os

tratamentos e barras verticais representam desvio padrao da média.

DISCUSSAO

A qualidade da 4gua no transporte de peixes vivos € um dos fatores que
influenciam o estado fisioldgico dos animais. Provavelmente devido a grande
quantidade de substancias encontradas na Aloe vera (CHOI e CHUNG, 2003), a dgua

dos tratamentos teve sua osmolaridade alterada, podendo estar relacionada a alteracdo

na excre¢do de amonia nos diferentes tratamentos. Alteracdo na excrecdo de amonia foi
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descrita no transporte de matrinxd com uso de NaCl na 4gua (CARNEIRO e
URBINATI, 2001).

A redugdo do pH nas solugdes de Aloe vera diminui diretamente a fracdo da
amonia ndo-ionizada na dgua, segundo Emerson et al. (1975), ou seja quanto mais baixo
o pH, menor ¢ a fragdo da amodnia ndo-ionizada na 4gua, fazendo com que isso colabore,
juntamente com a osmolaridade para uma menor concetracdo da amdnia ndo-ionizada
na dgua encontrada nos tratamentos.

A elevagdo dos niveis glicémicos durante o transporte confirma a condi¢do de
estresse desencadeada pelo transporte e a necessidade de energia para suportar a
situacdo adversa. Este aumento, nos casos de estresse, tem origem glicogenolitica
proveniente da acdo das catecolaminas e corticosteréides (MOMMSEN et al., 1999),
sendo indicador confidvel de estresse em peixes (WENDELAAR BONGA 1997). Neste
trabalho, ndo houve diferenca nesta varidvel fisioldgica entre os tratamentos, porém os
peixes de todos os tratamentos apresentaram hiperglicemia apés a chegada. A reducdo
dos niveis de glicose 24 e 96 horas apds o término do transporte indica recuperacio
fisiologica. Resultado semelhante foi observado na mesma espécie em procedimento de
transporte (CARNEIRO e URBINATI, 2001; URBINATI et at., 2004).

O estresse de transporte, de captura e a superpopulagcdo pode alterar o padrio
caracteristico do eritrograma em teledsteos duciaquicolas e marinhos (TAVARES-DIAS
e MORAES, 2004) e as varidveis hematoldgicas podem ser indicadoras de distdrbios
fisicos e processos fisioldgicos em peixes (FABBRI et al., 1998). No presente estudo, as
alteracdes decorrentes do estresse ndo foram consistentes, tornando complexa a
interpretacdo dos resultados.

No estresse agudo, por acdo adrenérgica, ocorre aumento do nimero de células

vermelhas e concentracdo de hemoglobina (WEDEMEYER, 1996) e sua afinidade pelo
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oxigénio (AOTA et al., 1990), outro tipo de resposta secunddria de estresse mais severa
¢ a dilatagdo dos vasos sanguineos branquiais, por aumento da pressdo sanguinea, para
aumentar a perfusdo das lamelas e captagdo de oxigénio. Esse aumento da perfusdo das
lamelas leva a permeabilidade do epitélio branquial, que possibilita perda de fons sédio
e cloreto do sangue para o meio externo, esse gradiente também faz com que ocorra
influxo de dgua por osmose, promovendo uma hemodilui¢do, resultando em menor
hematdcrito, ndmero de eritrécitos e concentracio de hemoglobina (URBINATI e
CARNEIRO, 2004).

Mesmo sem diferenca entre os tratamentos houve um aumento numérico no
ndmero de eritrécitos na chegada, provavelmente devido aos efeitos do estresse. Injecdo
de cortisol aumentou o consumo de oxigénio em trutas (MORGAN e IWAMA, 1996) e
em carpas elevou o volume e ndmero de eritrécitos, hematdcrito e hemoglobina
(WOJTASZEK et al., 2002). O ndmero elevado de eritrécitos na circulacio sugere
liberagdo dessas células pelo bagco (PULSFORD et al., 1994), um dos principais sitios
eritopoiéticos em teledsteos. Caneiro e Urbinati (2001) encontraram resultados similares
no transporte de Brycon cephalus, onde a hemoglobina e o CHCM elevaram-se com o
transporte, mas o nimero de eritrcito decresceu 24 horas apods esse procedimento.

Nao foi observado diferenca entre os tratamentos na concentracdo de
hemoglobina, porém apresentou diferencga entre os tempos. Assim, durante o estresse, o
aumento da hemoglobina sugere maior capacidade de transporte de oxigénio pelo
sangue, na tentativa de suprir o aumento da demanda energética (NIKINMAA et al,,
1983).

Os macréfagos desempenham um papel importante no mecanismo de defesa do
hospedeiro. Quando ativados, inibem o crescimento de uma ampla variedade de células

tumorais e de microorganismos. Macréfagos geram grandes quantidades de EROS,
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em resposta a um variedade de estimulos na membrana, por uma sequéncia coordenada
de reacdes bioquimicas conhecidas como o burst oxidativo (ZHANG et al., 2006).

Na atividade respiratéria de leucécitos nota-se que no tempo de 4 horas de
transporte houve uma queda geral em todos os tratamentos, sugerindo uma menor
atividade dos macréfagos, e apds esse tempo observou-se uma pequena recuperacio.
Como na chegada temos o pico do agente estressor, o cortisol liberado causa uma
imunossupressio (WENDELAAR BONGA 1997). Contudo, nota-se em 2 horas de
transporte que a atividade aumenta com o aumento da concentracdo de Aloe vera,
sugerindo efeito da A. vera na atividade respiratéria de leucdcitos. Isso indica que a
Aloe vera pode ter interagido com receptores de membranas de neutréfilos, mondcitos e
macréfagos, como as bactérias também o fazem, estimulando a produg@o e aumento de
EROs produzidos por essas células. O aumento na producido de EROs ¢ um indicador da
ativacdo do sistema imune ndo especifico em peixes (JENEY e ANDERSON, 1993;
JORGENSEN e ROBERTSEN, 1995).

O presente estudo testou a acdo da Aloe vera in vitro, com células no sangue
total, em pacu, e observou-se o mesmo efeito verificado in vivo. Houve aumento da
atividade respiratéria dos leucdcitos, demonstrando assim sua agdo imunoestimulante.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Zhang et al. (2006), quando
isolaram duas hidrocumarina presentes na Aloe vera e testaram na atividade respiratdria
dos macréfagos de rato, aumentando assim sua producdo de EROs. Sjeraba e Quere
(2000) também encontraram resultados semelhantes, utilizando um composto isolado da
Aloe vera, 0 acemanano, para aumentar a ativagdo dos macréfagos.

Esse aumento gradativo da atividade respiratéria de leucécito, seguindo a
concentragcdo de Aloe vera, indica que o produto entrou em contado com os leucécitos

na circulacdo. Esse processo pode ter ocorrido pelo mesmo mecanismo em que oS
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anestésicos sdo abosorvidos pelos peixes. Segundo Ross e Ross (2008) a solucdo é
ventilada, pelo peixe e moléculas da droga difundem rapidamente nos espagos de
sangue nas lamelas secunddrias, que drenam o sangue arterial eferente. Outra forma de
absrocio € direta pela ingestdo das particulas suspensas na solucao.

Os resultados encontrados neste estudo confirmam que o manejo do transporte
foi estressante, e que o momento critico foi na chegada quando ocorre a maior glicemia,
menor atividade respiratéria de leucécito e menor concentragdo de hemoglobina. A
adi¢do de Aloe vera na dgua de transporte ndo alterou a resposta metabdlica de estresse
investigada, mas potencializou a resposta imunolédgica néo especifica, pois o acréscimo
na atividade dos macréfagos aumenta a chance do peixe ter sucesso contra um

patégeno.
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CAPITULO 3

A Aloe vera NA RECUPERACAO DE MATRINXA (Brycon amazonicus) APOS A

REPRODUCAO INDUZIDA
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ABSTRACT

The study evaluated the effect of Aloe vera on metabolic (glucose),
immunological (respiratory activity of leukocytes and lysozyme) and hematological
(hematocrit, hemoglobin, total count and volume of erythrocytes) response of matrinxa
(Brycon amazonicus) breeders after the handling of of hormonal spawning induction .
After the induction procedure, breeders were exposed to three treatments with Aloe vera
(0% - C, 0.01% - T1, 0.02% - T2) and were observed for 72 hours. The fish exposure to
A. vera solutions lasted 36 hours. Blood samples were collected before (Test), after
hormonal induction (AP), and 72 hours after spawning. Blood hematocrit, erythrocyte
count, hemoglobin concentration and respiratory activity of leukocytes, plasma glucose
and serum concentration of lysozyme were determined. After spawning, fish liver
showed an accumulation of lipid that might originated from the visceral fat normally
stored as a energy source for the reproduction migration process. The females showed
higher amount of liver lipid probably due to the oocytes resorption. The high mortality
of fish that lost mucus cells after spawning handling suggests the importance of
preserving the epithelial layer in the fish skin. Plasma glucose increased significantly
after spawning, without difference among treatments. The respiratory activity of
leukocytes decreased after spawning induction compared to the basal condition but Aloe
vera treatments improved the leukocytes response although the values of repiratory
burst did not reach the basal levels.

Keywords: Aloe vera, matrinxa, immune response, induced spawning.
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RESUMO

O trabalho verificou o efeito da Aloe vera nas respostas metabdlica (glicose),
imunolégicas (atividade respiratéria de leucécitos e da lisozima) e hematoldgicas
(hematdcrito, hemoglobina, contagem total e volume de eritrécitos) de reprodutores de
matrinxa (Brycon amazonicus) ap6s o manejo de indu¢do hormonal da desova. Ap6s o
procedimento da inducdo de desova, os reprodutores foram submetidos a trés
tratamentos de Aloe vera (0% - C; 0,01% - T1; 0,02% - T2) e foram observados durante
72 horas, sendo que os banhos com o extrato de A. vera duraram 36 horas. Amostras de
sangue foram coletadas antes (Test), depois da indu¢do hormonal (AP), e 72 horas
depois da desova. No sangue total foram determinados hematdcrito, ndmero de
eritrécitos, concentracdo de hemoglobina e atividade respiratéria de leucdcitos, no
plasma a glicose e no soro a concentra¢ao da lisozima. Apds a reprodugio, o figado dos
peixes apresentaram um acumulo de gordura provavelmente proveniente de gordura
visceral depositada como reserva de energia ndo utilizada para a migracdo da
reproducdo. As fémeas apresentaram uma pequena diferenca nesse acimulo devido a
reabsorcdo dos vitelos. A alta mortalidade dos peixes que tiveram perda das células de
muco apds reprodugdo sugere a importdncia de se preservar a camada epitelial no
manejo da reproducdo. A glicemia aumentou significativamente apds a desova, devido
ao manejo da reproducdo, sem diferenca entre os tratamentos. A atividade respiratdria
de leucdcitos foi mais elevada na coleta basal, e diminuiu apds a indu¢do hormonal
devido a imunossupressdo causada pelo estresse. Os peixes tratados com Aloe vera
tiveram significativo aumento na atividade respiratéria de leucdcitos em relacdo ao
controle, esse aumento também foi observado na atividade respiratéria de leucdcitos in
vitro, em sangue total de pacu.

Palavras-chaves: Aloe vera, matrinxa, resposta imunolégica, reprodugdo induzida.
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INTRODUCAO

A reproducgdo representa uma etapa muito importante da tecnologia da producao
de peixes em sistemas de criagdo. Entretanto os fatores envolvidos na regulacdo da
reproducdo em peixes sdo extremamente complexos e ainda faltam informagdes a
respeito dos fatores bidticos e abidticos que interferem no sucesso do processo
(LEATHERLAND et al., 1998; MYLONAS et al., 2009).

Como a maioria das espécies brasileiras com potencial para producéo € reofilica,
sua reproducdo ¢ dificultada em condicdes de criagdo (MYLONAS et al., 2009), sendo
necessdrio a utilizacdo de hormdnios estimulantes para a maturag@o final dos gametas
(NARAHARA et al., 1994).

O evento natural da reproducdo € bastante estressante para o peixe (SCHRECK,
2009), e na reproducdo artificial, com indu¢@o hormonal da desova, somam-se o manejo
de selecdo e captura, pesagem, soltura nas caixas, aplicagdo de hormdnios, extrusdo dos
odcitos e espermiagdo, o que faz com que essa etapa esteja sempre associada a quadro
tipico de estresse em que ocorre imunossupressdo (PICKERING, 1986), aumento da
susceptibilidade a doengas (PICKERING e CHRISTIE, 1980), e alta mortalidade apds
desova, principalmente de fémeas (MILLS, 1971; SCHRECK et al., 2001).

Pesquisadores brasileiros tém mostrado interesse pela reproducdo induzida de
espécies nativas (BERNARDINO et al., 1993; ANDRADE-TALMELLI et al., 2002;
NARAHARA et al., 2002; LEONARDO et al., 2004; BATLOUNI et al., 2006;
ZANIBONI-FILHO e WEINGARTNER, 2007), e, embora haja trabalhos sendo
desenvolvidos, ainda sdo necessdrios estudos para o aprimoramento das técnicas de
inducdo da reprodugdo e recuperacdo das matrizes que morrem em grande ndmero apds

o processo de inducdo hormonal. Segundo Senhorini (comunicagdo pessoal), a
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formagdo da matriz de matrinxd demora em torno de 2 a 3 anos e custa ao produtor
cerca de R$ 150,00.
A reproducdo inicia-se a partir da estimulagdo do hipotidlamo, por fatores

externos, fazendo com que tenha inicio o processo de desenvolvimento gonadal

(Figura 9).
hipotalamo —l hipdfise génadas—l gametas
estimulosdo J hormémio J j TV
ambiente liberadorda horménio horménios maturacdo final
gonatropina gonadotrépico sexuais eliberacdo

Figura 9. Produ¢do de hormdnios e sua atuag@o nas diferentes estruturas reprodutivas de

peixes migradores brasileiros (adaptado de Cyrino et al., 2004).

Esse processo desenvolve nos peixes as caracteristicas sexuais secunddrias, que
tornam possivel a diferenciacdo entre machos e fémeas. A fémea apresenta abddémen
dilatado e macio com papila genital intumescida e avermelhada e a sele¢do do macho é
feita através de pressdo abdominal, de modo que os peixes maduros eliminam pequenos
volumes de sémen e aspereza nas nadadeiras ventrais (WOYNAROVICH e
HORVATH, 1983; ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2004, ZANIBONI-FILHO e
WEINGARTNER, 2007).

O completo desenvolvimento dos gdmetas nas fémeas em sistema de criagdo s
é possivel se forem aplicadas substincias que irdo desencadear estimulos na hipdfise
desses animais ou em nivel gonadal, j4 para os machos a aplicacdo de horménio
aumenta o volume de sémen. A utilizagc@o do extrato bruto da hipofise de peixes adultos

continua sendo a técnica mais utilizada para a indugdo hormonal da maturacdo final



49

(HARVEY e CAROSFELD, 1993; ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2004, GOMES e
URBINATI, 2005; ZANIBONI-FILHO e WEINGARTNER, 2007).

Durante o manejo da reproducdo artificial, ocorrem danos no peixe como lesdes
na pele e perda de muco, em decorréncia do contato do animal com a rede, com outros
peixes e principalmente com as maos do técnico, no momento da extrusdo dos ovos nas
fémeas, e espermiacdo nos machos.

A pele é uma estrutura muito importante por ser, juntamente com O muco € as
escamas, a barreira natural que o peixe dispde contra a invasdo de patégenos. Sua
estrutura varia entre as espécies, mas basicamente € dividida em duas camadas, uma
externa, a epiderme e outra interna a derme (HIBIYA, 1984). A epiderme de peixes é
uma camada multifuncional, constituida de vérios tipos celulares, com diferentes formas
e posic¢oes, e presumidamente funcdes (ZACCONE et al., 2001). Ha discussdes sobre
nomenclatura e fungdes dos tipos de células presente na epiderme e seus produtos, como
muco, secregdes serosas, e venenosas. Whitear (1986) classificou vérios tipos de células
em peixes, como: epiteliais, sensoriais, células de Merkel, transportadoras de {ons,
granulares, venenosas e células de muco, os quais tem sido alvo de estudos da histologia
e histoquimica.

A epiderme pode ser dividida em duas camadas, a basal e a celular. As células
de muco estdo presentes na epiderme, e tem vdrias fungdes, como: comunicagdo,
locomogdo, regulacdo osmotica, idnica, e ela também cria uma camada escorregadia em
volta do corpo do peixe, fazendo com que essa camada proteja o peixe da invasdo de
patégenos, sendo a primeira linha de defesa do corpo. Além de ser uma barreira fisica, o
muco produzido por estas células também possui imunoglobulinas, toxinas e enzimas

como a lisozima, que atua contra os patégenos (FAST et al., 2002).
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As células de muco podem ser de trés tipos e variam de espécie para espécie,
podendo também variar a composicdo do muco de acordo com as mudangas fisiologicas
e ambientais (ZACCONE et al., 2001). A exposi¢do a detergente, pesticidas, dguas
dcidas ou salgadas, aumenta a produgdo de muco, como também sua composicio
quimica (ZACCONE et al., 1989; IGER e WENDELAAR-BONGA, 1994; IGER et al.,
1994a, b).

A derme € espessa e consiste principalmente de coldgeno (SOUZA et al., 2003).
Nessa camada, estdo presentes as escamas e células de pigmento que podem ser de
cinco tipos diferentes: melanéforo, eritréforo, xantéforo, leucéforo e iridéforo
(HIBIYA, 1984).

De acordo com observacdes de rotina na criagdo do matrinxd, a espécie perde
escama mais facilmente quando comparada com outras espécies, provavelmente devido
ao fato da sua derme ser menos expessa, local onde € fixada a escama (ZAIDEN, S. F.
comunicagdo pessoal).

Além da pele, o figado € outro 6rgio afetado na reprodugdo, tendo em vista que
uma das suas fungdes € metabolizar e degradar hormonios, entre os quais os hormonios
atuantes no processo da reproducdo (HIBIYA, 1984). Outra importante fungdo é
armazenar glicogénio como fonte de energia, principalmente na reprodu¢do, quando
ocorre uma alta demanda energética. O figado é composto pelas células conhecidas
como hepatdcitos e uma matriz de fibras que funciona como suporte para a rede celular.
E muito importante no metabolismo de proteina, lipideos e carboidratos, além de
armazenar energia e ser responsavel pela desintoxicacao.

Alguns estudos em mamiferos mostram que a Aloe vera, possui importantes

propriedades terap€uticas como anti-inflamatéria (YAGI et al., 2002), imuno-

estimulante (IM et al.,, 2005; SJERABA e QUERE, 2000), além de atividade
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cicatrizante (DAVIS et al., 2001: CHOI et al., 2001), entretanto muito pouco se sabe
sobre o uso desta planta em peixes, embora o uso do extrato como método para reparar
danos em tecidos de peixes tenha sido patenteado em 1985 (PATENT STORM, 1985).
Estudo mostrou efeito positivo da suplementagdo dietdria com A. vera no controle da
infestacdo de Sebastes schlegeli com Vibrio alginolyticus (KIM et al., 1999).
Considerando as propriedades da A. vera, seu uso pode ser util na recuperagcdo das
matrizes de matrinxd apds a reproducdo. O presente trabalho verificou o efeito de
tratamento com a Aloe vera, na forma de banhos, na recuperacdo de respostas
estressantes e das injdrias causadas pelo manejo de indu¢do hormonal em reprodutores
de matrinxd (Brycon amazonicus), por meio de respostas metabdlica, imunoldgicas,
hematolédgicas e na recuperacdo das lesdes teciduais da pele, bem como seu efeito no

figado.

MATERIAL E METODOS

Local, animais e inducao hormonal

O experimento foi realizado no Centro de Agqiiicultura da UNESP, no
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterindrias, campus de Jaboticabal, e no CEPTA/Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade — Pirassununga - SP.

Os peixes (860,86 + 87,84g, 41,28 + 1,38cm) utilizados eram provenientes de
plantel do Instituto Chico Mendes, selecionados pelos caracteres sexuais secundarios
evidentes no periodo de maturacdo (volume e flacidez ventral das fémeas e espermiacéo
dos machos). Os peixes foram transportados para dois tanques de contencdo, em

laboratério, com 4gua corrente, sendo 18 machos e 21 fémeas separados por sexo. As
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fémeas receberam extrato de pituitdria de carpa (EPC), em duas aplicacdes, sendo a
primeira de 0,5 mg/kg, (dose preparatdria) e, apds intervalo de 8 horas, a segunda de 5,0
mg/kg (dose decisiva). Os machos receberam uma tnica dose de EPC (1,0 mg/kg), logo
apés a segunda aplicacdo do extrato nas fémeas. As injecdes de EPC foram
administradas intraperitonialmente, tendo como veiculo solugio salina (0,5-1,0 mL/kg).
Foi registrada a temperatura da dgua para determinacdo da unidade térmica acumulada
(UTA) e o momento exato para a extrusdo dos gametas a qual foi realizada por

massagem na regido ventral dos reprodutores.

Solucio da Aloe vera

Os tratamentos foram definidos apds a realizacdo de um experimento piloto que
estabeleceu as concentracdes 0,01%, e 0,02%. A Aloe vera PO 200:1 SPRAY DRIED
(Jungconsult do Brasil Produtos Naturais Ltda) foi obtida a partir do gel claro e
cristalino de folhas frescas de Aloe vera obtido por um processo de extragao, purificacdo
e concentragdo. Este concentrado € seco pelo sistema “spray dried”. Cada parte de p6 é

produzido a partir de 200 partes de gel interno de Aloe vera.

Delineamento Experimental

Ap6s o procedimento de induc@o hormonal de desova, teve inicio o experimento
propriamente dito com o uso do extrato de A. vera. Foram utilizados 39 peixes no total.
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com um
controle e dois tratamentos de Aloe vera (0% - C; 0,01% - T1; 0,02% - T2), e trés
repeticdes por tratamento. Foram utilizadas nove caixas de polietileno com capacidade
de 500 litros dispostas em sistema de circulagdo fechada, para que a Aloe vera diluida

na dgua continuasse no sistema.
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Ap6s o manejo da desova induzida, os peixes foram colocados nas caixas para
aplicagdo dos diferentes tratamentos (quatro machos e cinco fémeas para cada
tratamento), e foram observados durante 72 horas, sendo que os banhos com o extrato
de A. vera duraram 36 horas, quando a circulagdo de dgua foi ligada, para minimizar as
alteracdes na qualidade da 4gua.

As amostragens ocorreram como descrito a seguir: seis peixes foram capturados
no viveiro - grupo Test (trés machos e trés fémeas); outros seis peixes foram amostrados
depois do manejo da reproducgdo - grupo AP (trés machos e trés fémeas); nove peixes do
tratamento controle, nove peixes do T1 e nove peixes do T2 foram amostrados no
periodo de 72 horas a partir da desova. Neste periodo, os peixes foram observados para
que, em caso de ocorréncia de animais prestes a morrer (abdome para cima), estes
fossem amostrados para extracdo de sangue e tecidos. Ao completar o periodo de 72

horas apds a desova, os peixes restantes passaram pelo mesmo procedimento.

Coletas e analises laboratoriais

Ap6s biometria (peso e comprimento total), os exemplares foram fotografados,
e mortos com sobre dosagem de benzocaina (1,0g/10mL de dlcool/15L de dgua), para
retirada de amostras de fragmentos da pele da regido lateral direita e do tecido hepético,
para andlise histolégica e histoquimica. A coleta do sangue foi por pun¢do dos vasos
caudais.

Amostras de dgua foram coletadas antes do experimento (basal), logo no inicio
(inicial), ap6s 12 horas da montagem do sistema (12 horas) e a seguir a cada 24 horas
(36 e 60 horas), para determinagdo da concentracdo de amonia total (reagente de

Nessler), concentragdo de oxigénio dissolvido, pH (peagdmetro YSI 63), e temperatura
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(oximetro digital YSI 55). Para célculo do NHj foi utilizada a férmula abaixo (Emerson

et al., 1975).

2729,92

— C 4 el TE
pK 0, 09018 5732+ T)

1
(1 + 10MPK—pHl)

[-NEI_; =

pK = constante
T = temperatura em Kelvin
pH = potencial hidrogenidnico

fams = fracdo de NH;3

Osmolaridade e pH das solucoes de Aloe vera
A osmolaridade e o pH das solucdes de A. vera utilizadas foram mensurados
(n=4). Para determina¢do da osmolaridade foi utilizado o aparelho 5500 Vapor Pressure

Osmometer e para medicdo do pH o aparelho HI 9321 Microprocessor pH Meter

Parametros hematologicos

Em uma aliquota de sangue total heparinizado foram determinados o
hematdcrito, nimero de eritrocitos (NE) e concentracdo de hemoglobina (Kit Labtest -
hemoglobina). Para a determinacdo do hematdcrito, capilares de vidro foram
preenchidos com sangue e centrifugados a 3000 rpm por cinco minutos. Os valores
foram determinados a partir de um cartdo de leitura padronizado de hematdcrito e
expresso em %.

A contagem de eritrécitos foi determinada utilizando-se 10uL de sangue em
2mL de solugdo de citrato formol (isotdnica). Dessa mistura, utilizou-se um volume de

10uL para a contagem em microscopio 6ptico, em Camara de Neubauer de acordo com
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LIMA et al. (1969). A contagem de eritrécito apds a reproducdo nao foi feita por
problemas técnicos.

O célculo do volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpouscular média (CHCM) foram

realizados de acordo com LIMA et al. (1969), segundo as seguintes férmulas:

e o,
VEM _ hematéerito (%) %10

L111U113 RBC (mu ].11Ere'-:..-"'n].m3 )

ﬂ,a
HCM (pg/célula) = Hb total (g%) 3 <10
RBC (milhées/mm™)
‘ . Hb total (g%)
CHCM (%) = g 100
(%) Htc (%)

Parametro metabdlico

De uma aliquota do sangue, extraiu-se plasma e através de um sistema
enzimdtico e método estatico, a glicose oxidase catalisa a reacdo da glicose formando o
peréxido de hidrogénio, que reage com 4-aminoantipirina e fenol, resultando uma

intensidade de cor proporcional a concentragdo de glicose na amostra (Kit Labtest).

Parametros do sistema imunolégico nao especifico

Andlise da atividade respiratdria de leucocitos

Uma aliquota de sangue heparinizado foi utilizada para determinacdo da
atividade respiratdria dos leucdcitos.

A andlise da atividade respiratdria de leucdcitos seguiu o protocolo de Anderson
e Siwicki (1995), modificado por Biller (2008). O método consiste na determinagdo das

espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelo “burst” oxidativo por ensaio
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colorimétrico baseado na reducdo do corante nitroblue tetrazolium (NBT) que forma
precipitados de material insolivel com coloragdo azul escuro no interior do fagdcito,
denominados granulos de formazan (KLEIN, 1990). A densidade 6ptica da solucio foi
determinada em espectrofotometro (Femto 600 plus) em compriento de onda de 540nm.

Andlise da atividade respiratéria de leucdcitos com Aloe vera in vitro

Um exemplar de pacu (Piaractus mesopotamicus) foi anestesiado em dgua com
benzocaina (0,1 g L™, para coleta de sangue por puncio de vasos caudais. O sangue foi
coletado com seringa e utilizou-se o anticoagulante heparina. Foi usado 5 repeti¢des
para cada tratamento, sendo o tratamento controle o tampao PBS, e a seguir usado
0,01%, 0,02%, 0,05% e 0,1% de Aloe vera. Para a diluicdo dos tratamentos foi utilizado
o mesmo tampdo PBS. Foi colocado 100uL de sangue total em microtubos e acrescidos
mais 100 puL dos tratamentos e incubados durante uma hora. Para cada tratamento
utilizado foi feita uma amostra como branco sendo utilizado a dgua destilada ao invés
do sangue e a seguir feito os mesmos procedimentos. Essa medida foi tomada para
isolar qualquer leitura no espectrofotometro que nao fosse da atividade respiratéria de
leucdcitos.

Ap6s o periodo de incubagdo foi retirado 100 uL de cada amostra e utilizado a
andlise da atividade respiratéria de leucdcitos segundo o protocolo de Anderson e
Siwicki (1995), modificado por Biller (2008). O método consiste na determinacdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelo “burst” oxidativo por ensaio
colorimétrico baseado na reducdo do corante nitroblue tetrazolium (NBT) que forma
precipitados de material insolivel com coloragdo azul escuro no interior do fagdcito,
denominados granulos de formazan (KLEIN, 1990). A densidade 6ptica da solucdo foi
determinada em espectrofotdmetro (Metrolab 1700) em comprimento de onda de

540nm.
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Andlise da concentracdo e atividade de lisozima sérica

Uma aliquota de sangue sem anticoagulante foi deixado em repouso por duas
horas em temperatura ambiente e centrifugado a 3000rpm por cinco minutos, a 10°C,
para extracdo de soro que foi armazenado a -20°C até determinagdo da concentracdo da
lisozima.

A concentragdo de lisozima sérica foi determinada com base no método de
Smolelis e Hartsell (1949), no qual uma suspensdo de Micrococcus lysodeikticus é
usada como substrato para a lise, que € medida pela reducdo da densidade Sptica por
meio de espectrofotometria. A andlise foi realizada no Laboratério de Bioquimica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP/USP) por ensaio
turbidimétrico, segundo Ellis (1990) e adaptado por Marzocchi-Machado et al. (1999) e
Abreu et al. (2009). A curva padrio foi estabelecida com seis concentrac¢des de lisozima
(50, 80, 100, 150, 200 e 300 ng em 300 puL de tampao fosfato de sédio — NaH,POy; 0,05
M; pH 7,4). Um volume de 300 puL de cada concentracio foi pipetado em uma cubeta
de 1 mL seguido da adi¢do de 300 pL de suspensdo de Micrococcus lysodeikticus (10
mg de bactéria em S0mL de tamp@o fosfato de sédio). A densidade 6ptica foi medida
imediatamente por espectrofotometria cinética, durante 10 minutos, com leituras
realizadas a cada 20 segundos em comprimento de onda de 450 nm. A diferenca entre a
densidade dptica inicial e final (ADO) de cada concentracio foi calculada em 5 minutos

de leitura e a curva representada graficamente (Figura 10).
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Figura 10. Curva padrdo de lisozima. Os pontos representam os valores de ADO para

cada concentragdo de lisozima testada.

As amostras de soro mantidas a — 20 °C foram submetidas a tratamento térmico
de 56 °C por 30 minutos, para inativacdo das proteinas do sistema complemento e
garantia de que a lise foi provocada pela lisozima. O mesmo procedimento que
determinou a curva padrao foi realizado com as amostras, utilizando-se volumes de 150
pL de soro e 150 pL de tampao fosfato de sddio.

A concentracio da lisozima de cada amostra foi quantificada pela curva padrao

determinada, utilizando-se a equacéo da reta e as respectivas ADOs (WON et al., 2004).

Parametros histologicos

Microscopia de luz

Amostras de pele da regido lateral direita e de figado foram fixadas em solugéo
de formol tamponado a 10% por 24 horas, desidratadas em série alcodlica crescente,

diafanizadas em série de xilois, incluidas em histosec, microtomia de Sum e coloracdo
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por hematoxilina de Harris - eosina (HE). Os cortes foram analisados e
fotodocumentados em fotomicroscépio Leica DM 2500.
Histoquimica

Os cortes de pele foram submetidos a técnica histoquimica para identificacdo de
mucinas neutras, utilizando-se o reativo acido periddico de Schiff (PAS). Os cortes
foram tratados com é&cido peridédico a 1% por 5 minutos, lavados e posteriormente
corados com reativo de Schiff por 15 min. Em seguida passaram por banho em 4gua
sulfurosa, desidratagdo em série alcodlica crescente, diafanizagdo e montagem em
laminas de vidro.

Morfometria de hepatocitos

Medidas das dreas de citoplasma e niicleo dos hepatécitos foram obtidas por
meio do programa Leica QWin V3. Foram feitas 60 medi¢des do nicleo e do
citoplasma dos hepatdcitos de cada peixe.

Contagem das células de muco

Foi feita a contagem de todas as células de muco quando observadas,

distribuidas em 6 cortes por peixe em fotomicroscépio Leica DM 2500.

Anadlise estatistica
O experimento foi montado em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC) e os resultados tratados por andlise de varidncia (ANOVA), sendo as médias

comparadas por teste de Duncan (5%) no programa estatistico SAS 9.2.

RESULTADOS
Os valores médios de pH 7,03 + 0,33; temperatura 25,85 + 0,8°C e oxigénio

dissolvido 6,21 + 0,91mg/LL da 4gua das caixas experimentais se manteve dentro dos
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padrdes recomendados para a espécie (GOMES e URBINATI, 2005). O nivel médio
inicial da amonia ndo-ionizada foi de 0,004 mg/L. No tratamento controle notou-se uma
maior excrecdo da amdnia, chegando a valores de 0,05 mg/L, no tempo de 36 horas.
Apés o sistema de renovacdo de dgua ser ligado os niveis de amdnia retonaram aos

valores proximos do basal, em torno de 0,003 mg/L (Figura 11).
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0,02 - T Aa
0,01 -
0,00 I

NH3 (mg/L)
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Basal Inicial 12 horas 36 horas

Figura 11. Concentracdo de NH; na 4gua nos tratamento com Aloe vera apos a
reproducdo. Basal - antes do experimento, Inicial — logo apds soltura dos peixes nas
caixas, 12 e 36 horas—tempo percorrido depois da montagem do experimento.Basal (H),
C (O), T1 (B) e T2 (B). Letras maidsculas indicam diferenga entre os tratamentos no

mesmo tempo e mindsculas entre os tempos no mesmo tratamento.

Na Figura 12 observa-se que a osmolaridade aumentou significativamente com o
aumento da concentragcdo de Aloe vera, enquanto o pH mostrou perfil oposto ao da

osmolaridade, diminuindo conforme aumentou a concentragdo de Aloe vera.
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Figura 12. Osmolaridade (@) e potencial hidrogenionico (m) das concentrangdes de Aloe
vera. Letras indicam diferenca entre as concentragcdes e barras verticais representam

desvio padrdo da média.

Todas as fémeas desovaram. A glicemia apresentou um valor de pico logo apds
o manejo da reprodugdo, voltando a valores préximos do basal no controle e tratamento
2. O tratamento 1 ndo diferiu do controle e do tratamento 2 embora tenha apresentado

um valor de glicemia maior, porém diferiu da testemunha (Figura 13).
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Figura 13. Glicemia de matrinxa antes (Test), apés reprodugdo (AP) e tratamentos com
Aloe vera (C, T1 e T2). Letras indicam diferenca entre os tratamentos e barras verticais

representam desvio padrao da média.

De acordo com a Figura 14, o hematdcrito ndo apresentou diferenca entre os
tratamentos (Figura 14), juntamente com o volume corpuscular médio (VCM) (Figura
14) e a concentracio de hemoglobina corpuscular média (CHCM). O numero de
eritrocito foi maior na testemunha diferindo de todos os tratamentos, € ndao houve
diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 14). J4 a hemoglobina corpuscular
média (HCM) apresentou valores inversos, sendo a testemunha o menor valor diferindo
de todos os tratamentos, e os tratamentos também nao apresentaram diferenca
significativa entre si (Figura 14). A concentracdo de hemoglobina aumentou apds o
manejo da reproducdo, diferendo dos tratamentos 1 e 2. As menores médias foram dos
tratamentos 1 e 2 respectivamente. O controle e a testemunha ndo diferiram de nemhum

tratamento (Figura 14).
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Figura 14. Hematdcrito, nimero de eritrdcito, concentracdo de hemoglobina, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) de matrinxa antes (Test), apés reproducdo
(AP) e tratamentos com Aloe vera (C, T1 e T2). Barras verticais representam desvio
padrio da média. Letras indicam diferenga entre os tratamentos e barras verticais

representam desvio padrao da média

De acordo com a Figura 15, houve uma queda significativa na atividade
respiratéria de leucécitosnos peixes amostrados apds o manejo da reproducdo, bem
como no grupo controle. Os peixes dos tratamentos com A. vera apresentaram médias

significativamente maiores que o controle, mas inferiores aos peixes testemunhas. A
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maior atividade respiratdria foi registrada nos peixes testemunhas, diferente de todos os

tratamentos.
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Figura 15. Atividade respiratéria de leucécitos de matrinxd antes (Test), apds
reproducdo (AP) e tratamentos com Aloe vera (C, T1 e T2). Letras indicam diferencga

entre os tratamentos e barras verticais representam desvio padrao da média.

Todos os tratamentos demonstraram aumento da atividade respiratéria de
leucdcitos testada in vitro com Aloe vera, em relagdo ao controle, porém somente 0 mais
concentrado ndo diferiu significativamente. A maior atividade ocorreu com 0,02%,
sendo significativamente maior que todas. As concentracdes de 0,01% e 0,05% tiveram
valores intermedidrios sendo maiores que o controle, mas menor que a concentracio de

0,02% (Figura 16).
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Figura 16. Atividade respiratéria de leucécitos com tratamentos de 0,01%, 0,02%,
0,05% e 0,1% de Aloe vera in vitro, controle (PBS). Letras indicam diferencga entre os
tratamentos e barras verticais representam desvio padrao da média.

Com relacdo a concentragdo da lisozima no soro (Figura 17) ndo se
observou diferenca entre os tratamentos, embora os valores sejam mais reduzidos nos

peixes amostrados logo apds o manejo da desova.
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Figura 17. Concentragdo de lisozima em soro de matrinxa antes (Test), apds reproducio
(AP) e tratamentos com Aloe vera (C, T1 e T2). Barras verticais representam desvio

padrao da média.
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Figura 18. Fotomicrografia de cortes transversais de figado de matrinxas antes, apds
reproducdo e tratamentos com Aloe vera. Basal - (A), apés reprodugdo — (B), controle
coleta final - (C), tratamento 1 coleta final - (D), e tratamento 2 coleta final — (E).
Citoplasma (c), vactolo (v), e hepatdcito vacuolizado ().

No figado dos peixes testemunhas, o Orgdo se apresentou com hepatdcitos
normais, porém apdés o manejo da reproducido observou-se um acimulo de gordura
evidenciado por hepatdcitos vacuolizados, o que também foi demostrando pela relagdo
da édrea entre o nicleo e o citoplasma, na Figura 19. Na coleta final, apés 72 horas da
reproducdo observou-se recuperagdo parcial das células do figado, em relagdo aos

vacuolos e drea do citoplasma (Figura 18).
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A andlise morfométrica mostrou que a drea do nicleo dos hepatdcitos
aumentou apds a reproducdo, porém ndo se verificou diferenca entre os tratamentos
(Figura 19).

A drea do citoplasma dos hepatdcitos era maior apdés o manejo da reproducio,
diferindo de todos as outras coletas. O tratamento 1 apresentou o menor valor, diferente
do controle e da testemunha, enquanto a testemunha e tratamento 2 tiveram valores

intermediarios. (Figura 19).
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Figura 19. Area do citoplasma (m) e do nicleo () de hepatécitos de matrinxa antes
(Test), apds reproducao (AP) e tratamentos com Aloe vera (C, T1 e T2). Letras indicam

diferenca entre os tratamentos e barras verticais representam desvio padrdao da média.
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Figura 20. Fotomicrografia de cortes transversais de figado de matrinxds apds

reproducao. Fémea - (A), Macho - (B). Vacuolo (v) e hepatécito vacuolizado (©).

Apds a reproducdo observa-se que as fémeas tiveram um hepatdcito mais
vacuolizado em relagdo ao macho (Figura 20).

Na andlise histoldgica, nota-se que na pele da testemunha (Figura 21 - A) estdo
presentes todas as camadas e estruturas, como membrana basal, célula de muco,
epiderme e melanéforo. Apés a reproducdo (Figura 21 - B), observou-se perda da
camada epitelial, juntamente com as células de muco e a membrana basal. O estroma
também € visivel somente nesse momento.

Entre 24 e 48 horas apés a reprodugdo observou-se no tratamento 2 uma
recuperacdo da pele, pois ja foi possivel encontrar algumas células de muco, o que
também se verificou no controle entre 48 e 72 horas ap6s a reproducdo. Apds 72 horas
da reproducdo na coleta final, a estrutura da pele estava completa em todos os

tratamentos, apresentando inclusive as células de muco (Figura 21).



69

Figura 21. Fotomicrografia de cortes transversais de pele de matrinxds antes, apds
reproducdo e tratamentos com Aloe vera. Basal (A), apds reproducdo (B), tratamento 2
entre 24 e 48 horas ap6s reproducio (C), controle entre 48 e 72 horas apds reproducio
(D), controle coleta final (E), tratamento 1 coleta final (F), e tratamento 2 coleta final
(G). Escama (e), epiderme (ep), melanéforo (m), estroma (et), célula de muco (¥), e

membrana basal ( 1 ).

Os peixes que morreram, independentemente dos tratamentos, quase nio tinham
ou mesmo ndo apresentavam células de muco na regido do corpo onde foram coletadas
as amostras de tecido, sendo observadas em maior nimero somente na coleta final apds
72 horas da reproducdo, quando os peixe restantes foram os sobreviventes e

aparentemente apresentavam as melhores condi¢des. Os peixes do tratamento 1
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mostraram a maior quantidade de células de muco e o menor nimero de peixes mortos

ao longo do experimento (Figura 22).
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Figura 22. Numero de células de muco relacionado com o tempo de mortes de matrinxa

apods a reproducdo em tratamentos com Aloe vera. A coleta final representa os peixes

sobreviventes (*).

DISCUSSAO

A qualidade da dgua é um fator muito importante pois influéncia no estado
fisiologico do peixe. A presenca de intimeras substincias na composi¢do da Aloe vera
(CHOI e CHUNG, 2003) promoveu a alteragdo na osmolaridade da dgua, resultando
em uma alteracdo na excrecdo de amodnia nos diferentes tratamentos. A diminuicdo do
pH também diminui a fracdo da amdnia ndo-ionizada na dgua, fazendo com que isso
colabore, também para uma menor concetracio da amonia ndo-ionizada na Aagua
encontrada nos tratamentos. Resultado semelhante foi encontrado no experimento de
transporte com Aloe vera, apresentado no capitulo 2 desta dissertacdo, no qual os peixes

do grupo controle apresentaram maior excre¢ao de amdnia, indicando efeito semelhante
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ao observado quando se adicionou sal na 4gua de transporte da mesma espécie
(CARNEIRO e URBINATI, 2001).

Os peixes ap6s a reprodugdo apresentaram hiperglicemia, com valores em torno
de 250 mg/dL de glicose no sangue. Isso € decorrente da liberagcdo aumentada de
catecolaminas e cortisol, que induzem incremento da gliconeogénese hepditica
(MOMMSEN et al., 1999). A hiperglicemia indica o quanto o manejo da reproducdo
induzida foi estressante para os peixes, sendo uma das causas da alta mortalidade
encontrada apds o manejo (MILLS, 1971; SCHRECK et al., 2001). A diminui¢do dos
niveis de glicose, nos peixes apds a reproducdo pode ser explicada pela auséncia do
agente estressor, e pela falta de apetite do peixe devido ao estresse decorrido na
reproducao.

Nos peixes estressados, a hiperglicemia precede as altera¢des hematoldgicas
(TAVARES-DIAS et al., 2001; URBINATI e CARNEIRO, 2001), porém depende da
intensidade e tempo do agente estressor. Mudangas no hematdcrito, nimero de eritrécito
ou na concentragdo de hemoglobina, apds estimulos estressantes, podem indicar a
ocorréncia de hemoconcentracio ou hemodiluicdo causadas por disfuncdo
osmorregulatéria (HOUSTON et al., 1996). O aumento nestes indicadores
hematolégicos durante a resposta de estresse indica aumento da capacidade de
transporte de oxigénio pelo sangue para suprir a demanda aumentada dos tecidos
(NIKINMAA et al., 1983), por isso observamos a hemoglobina corpuscular média
aumentada depois da reproducio.

O numero elevado de eritrcito na circulagdo sugere liberagdo dessas células
pelo baco (PULSFORD et al.,, 1994), um dos principais sitios eritropoiéticos em
teledsteos. Carneiro (2001) demonstrou diferentemente, no transporte de Brycon

cephalus, que 24 horas ap6s o transporte houve um acréscimo no nimero de eritrocitos,
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mas a avaliacdo deste parametros nos reprodutores do presente estudo ocorreu logo apds
a exposi¢do dos animais a condi¢do estressante, indicando uma resposta aguda de
compensacdo energética pelo organismo.

Alguns estudos tém investigado a acdo de substincias com atividade
estimuladora do sistema imune inato de peixes brasileiros (BELO et al., 2005; ABREU
et al., 2006 a, b; AFFONSO, 2006; ABREU et al., 2009; BILLER et al., submetido).

Durante a reproducéo, os peixes ficam expostos a um conjunto de estressores,
levando o peixe a forgcar os mecanismos de ajuste fisoldgico, como foi visto em relagdo
a glicemia. Entre as respostas de ajuste ao quadro se estresse, algumas respostas
imunoldgicas sdo afetadas entre elas as respostas inatas (WEENDELAR BONGA,
1997). No presente estudo, a avaliacdo da atividade respiratdria dos leucécitos mostrou
que ocorreu uma severa queda na atividade respiratéria de leucdcitos dos peixes apds o
manejo da reproducio, que foi parcialmente revertida nos peixes tratados com A. vera,
mas ndo nos peixes do grupo que nio foi exposto ao extrato da planta. Este resultado
sugere que a Aloe vera pode ter interagido com receptores de membranas de neutréfilos,
mondcitos e macréfagos, estimulando a produgdo e conseqiiente aumento de EROs
produzidos por essas células. O aumento na produgdo de EROs por esses granuldcitos é
considerado um dos indicadores da ativacdo do sistema imune nio especifico em peixes
(JENEY e ANDERSON, 1993; JORGENSEN e ROBERTSEN, 1995).

Para provar que esse aumento na atividade respiratéria de leucdcitos foi devido a
acdo da Aloe vera, um experimento in vitro com células do sangue total, de pacu, foi
realizado e também observou-se esse efeito in vitro nos tratamentos com Aloe vera.
Resultados semelhantes foram encontrados por Zhang et al. (2006), porém em
marcrofagos de rato, onde duas hidrocumarinas presentes na Aloe vera aumentaram a

atividade respiratéria dos macréfagos. Sjeraba e Quere (2000) também encontraram
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resultados semelhantes quando isolaram o acemanano da Aloe vera e testaram em
frangos, aumentando a ativacdo dos macréfagos. Os macréfagos desempenham um
papel importante no mecanismo de defesa. Quando ativados, inibem o crescimento de
uma ampla variedade de células tumorais e de microorganismos. Macréfagos geram
grandes quantidades de EROS, em resposta a uma variedade de estimulos na membrana,
por uma sequéncia coordenada de reacdes bioquimicas conhecidas como o burst
oxidativo (ZHANG et al., 2006).

O aumento da atividade respiratéria de leucdcitos, juntamente com a
concentracdo de Aloe vera, indica que o produto entrou em contado com os leucdcitos
na circulacdo. Esse processo pode ter ocorrido pelo mesmo mecanismo em que oS
anestésicos sdo abosorvidos pelos peixes. Segundo Ross e Ross (2008) a solucdo é
ventilada, pelo peixe e moléculas da droga difundem rapidamente nos espagos de
sangue nas lamelas secunddrias, que drenam o sangue arterial eferente. Outra forma de
absrocdo € direta pela ingestdo das particulas suspensas na solucao.

A determinacdo da concentracdo de lisozima € um pardmetro importante para a
avaliacdo da imunidade inata nos peixes. Esta proteina tem capacidade de lisar bactérias
gram-negativas e gram-positivas, além de possuir funcio de opsonizacdo, ativagdo do
sistema complemento e da fagocitose (SHAILESH e SAHOO, 2008). Diversos autores
relatam que os imunoestimulantes aumentam a concentracdo e atividade de lisozima
devido ao aumento no nimero de leucdcitos que secretam esta enzima ou ainda pelo
aumento de lisozima secretada por cada célula (ENGSTAD et al., 1992; KUMARI e
SAHOO, 2006). Em situacdo de estresse, ocorre alteracdo nas células brancas e
linfopenia (WENDEELAR BONGA, 1997; MARTINS et al., 2000).

No presente estudo, ndo se quantificou o nimero de células brancas, mas a

concentragdo de lisozima foi numericamente menor apés a reproducio, que poderia ser
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explicada por uma redu¢do do nimero de leucdcitos ja que a lisozima se encontra em
maior quantidade em neutréfilos, mondcitos e em macréfagos (MURRAY e
FLETCHER, 1976; LIE et al., 1989). Essa resposta seguiu o mesmo perfil observado na
producdo de EROs. Apesar do teste estatistico ndo apontar diferenca significativa, a
resposta biolégica demonstra diferenga na resposta dos peixes antes e depois da
reproducdo.

A manipulacio dos peixes para extrusdo de ovdcitos e espermiagdo por pressao
abdominal € um processo bastante abrasivo e naturalmente desgasta a camada epitelial
da pele do peixe juntamente com as células de muco, como pode ser observado nos
reprodutores de matrinxa, de acordo com as Figuras 21 e 22.

Os peixes que recuperaram a camada da epiderme mais rapidamente tiveram
menor mortalidade, como observado na Figura 22, salientando a importancia de se
evitar a perda das camadas de cobertura da pele durante o manejo da reprodugio,
principalmente na extrusdo das fémeas e espermiacdo dos machos. A auséncia dessa
camada, somado ao quadro de imunossupressdo causado pelo cortisol (WENDELAAR
BONGA, 1997), facilita a entrada de patdgenos, sendo isso um fator importante
envolvido na mortalidade dos peixes apds a reprodugao.

No grupo testemunha (Figura 21 - A) estdo presentes todas as camadas e
estruturas, segundo Whitear (1986), porém apds a reprodugdo (Figura 21 - B) houve
perda da camada epitelial, sendo o estroma visivel somente nesse momento devido ao
manejo da extrusio e espermiagdo causar a retirada total da epiderme.

A participagdo do figado foi avaliada por morfometria e histologia dos
hepatdcitos. A figura 19 mostra que a drea do citoplasma do hepatdcito aumentou
devido a um acimulo de gordura, nos peixes amostrados apds o manejo da reproducio.

Essa gordura hepética pode ser proveniente de gordura visceral depositada como reserva
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de energia para a reproducdo, pois em ambiente natural os peixes reofilicos tropicais ao
longo da migra¢do usam essa gordura visceral como energia, porém em sistema de
criacdo essa perda de gordura visceral ndo ocorre com a mesma intensidade. Observa-se
que nas fémeas o estoque é maior (Figura 20), devido a quantidade de gordura
correspondente ao vitelo, pois segundo Speare (2000), as fémeas quando nao desovam
reabsorvem os odcitos e redistribuem o lipideo do saco vitelinico no figado, sendo
comum encontrar excesso de gordura no figado apds a reproducgio de fémeas que ou ndo
desovaram ou tiveram sobra de odcitos. Como na extrusdo € praticamente impossivel
retirar todos os 0dcitos, esse acimulo de gordura é provocado também pelos odcitos que
restaram.

Na coleta final, observou-se uma redugdo dos vactolos indicando recuperacao
do o6rgdo. Também € necessdrio salientar os efeitos dos hormdnios na reproducio
induzida, pois injeta-se uma grande quantidade de diferentes hormonios, sem
informagdes e estudos sobre o efeito destes no metabolismo energético do peixe.

Os lipideos, além de comporem as membranas bioldgicas, sdo importantes nos
processos fisioldgicos, por serem utilizados na sintese de hormdnios (SHERIDAN,
1994), além da funcdo importante como compostos orginicos de armazenamento de
energia (HOAR et al., 1979). Essa func¢do faz com que os lipideos tenham um papel
fundamental no metabolismo e manutenc¢io do equilibrio da homeostase (SHERIDAN,
1994), sendo caro ecologicamente perder essa reserva (ARTS et al., 2009). Isso poderia
explicar porque as fémeas procuram reabsorver os lipideos do saco vitelinico.

A drea do nicleo aumentada nos peixes apds a reprodugdo, tanto naqueles
tratados com A. vera como nos controles, indica uma maior atividade dos hepatdcitos,
que pode estar ligada ao processo de metabolizagdo dos hormonios, e da reabsorcdo de

lipideos. A andlise histolégica confirma essas alteracoes.
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Os resultados encontrados neste estudo demonstram o quanto € estressante o
manejo da reprodugdo levando o peixe ao extremo da sua capacidade fisioldgica, e
também indicam que a adi¢@o de Aloe vera na dgua nio alterou a resposta metabdlica de
estresse investigada, mas potenciou a resposta imunoldgica ndo especifica melhorando
as condi¢cdes fisiologicas dos peixes apds a reproducdo induzida. Contudo mais
pesquisas deverdo ser feitas com espécies nativas no sentido de diminuir os efeitos do

estresse na reproducdo e melhorar as respostas imunoldgicas.
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Com os recursos pesqueiros cada vez mais escassos, 0 aprimoramento das
técnicas de manejo se tornam necessdrias para otimizar o crescimento e incremento da
produgdo de organismos aquaticos. Nesse contexto, as espécies nativas se destacam por
apresentar boas condi¢des de cultivo, porém ndo se tem informagdes necessarias sobre
todas as etapas de criacdo para formar uma cadeia produtiva sélida e consistente,
quando comparado com paises desenvolvidos.

Na tentativa de minimizar as perdas causadas pelo estresse e melhorar a
producg@o muitos imunoestimulantes estdo sendo testados, mas a viabilidade econdmica
precisa ser considerada, ji4 que estamos em um pais em desenvolvimento e o preco da
carne de peixe se torna um entrave para a produg@o. Portanto um melhor entendimento
do sistema imunoldgico se faz fundamental, juntamente com o desenvolvimento e
padronizacdo das técnicas para avaliar o sistema imunolégico dos peixes nativos,
ferramentas importantes para uma futura e desenvolvida produgéo de peixes.

Diante do encontrado neste trabalho, verificamos que outros estudos com a
mesma abordagem metodolégica usando a Aloe vera se fazem necessarios para um
melhor entendimento dos resultados obtidos nesse estudo, porém o uso da Aloe vera na
racdo em um periodo anterior do transporte ou da reproducdo pode ser uma outra

alternativa para o uso da babosa na piscicultura.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	CERTIFICADO DE APROVAÇÃO
	Agradecimentos
	Oferecimento/Dedicatória
	ÍNDICE
	LISTA DE FIGURAS
	CAPÍTULO 1 - USO DA Aloe vera L. E ESTRESSE EM PEIXES
	INTRODUÇÃO GERAL
	REFERÊNCIAS

	CAPÍTULO 2 - A Aloe vera L. NA ÁGUA DE TRANSPORTE: RESPOSTAS METABÓLICAS,HEMATOLÓGICAS E IMUNOLÓGICAS DO MATRINXÃ (Brycon amazonicus)
	ABSTRACT
	RESUMO
	INTRODUÇÃO
	MATERIAL E MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSSÃO
	REFERÊNCIAS

	CAPÍTULO 3 - A Aloe vera NA RECUPERAÇÃO DE MATRINXÃ (Brycon amazonicus) APÓS AREPRODUÇÃO INDUZIDA
	ABSTRACT
	RESUMO
	INTRODUÇÃO
	MATERIAL E MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSSÃO
	REFERÊNCIAS

	CAPÍTULO 4 - CONSIDERAÇÕES FINAIS IMPLICAÇÕES

