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RESUMO

A aquicultura é uma atividade que vem se intensificando nos ultimos anos e, por
conseguinte a producdo mundial de pescado. Neste contexto, manejos inerentes
da piscicultura intensiva afetam a homeostasia dos peixes, desencadeiam
respostas de estresse, imunossupressdo e suscetibilidade as infeccdes
parasitarias e bacterianas. O presente estudo avaliou a acao do cloridrato de
levamisol (CL) no estresse e imunidade inata do tambaqui (Colossoma
macropomum), e também como anti-helmintico, em dois experimentos. No Exp.
1, os peixes tinham 131,9 + 4258 g e 15,48 =+ 1,37 cm, com alta infeccao
parasitaria por Neoechornhynchus buttnerae (Acanthocephala). No Exp. 2, os
peixes tinham 188,56 + 70,92 g e 17,00 £ 2,07 cm e baixa infeccdo parasitaria
do mesmo parasito. Os peixes foram alimentados durante 15 e 30 dias com
dietas suplementadas com 100 (T1), 300 (T2) e 500 (T3) mg kg* de CL e um
grupo controle (TO) sem adicdo de CL. No Exp. 2, os peixes alimentados por 30
dias foram submetidos a exposicao aérea. Os peixes de ambos experimentos
foram eutanasiados com dose excessiva de anestésico ap6s as amostragens de
sangue e os intestinos removidos para analise parasitolégica, no inicio e final do
experimento, para determinacdo do grau de infeccdo. Foram determinados
indicadores de estresse (cortisol e glicose plasmaticos) e do sistema imune inato
(atividade hemolitica de proteinas do sistema complemento - via alternativa -
ACHso no soro). Observamos que os peixes do Exp. 1 estavam com carga
parasitaria maior. O CL néo influenciou o perfil da concentracdo plasmatica de
glicose ao longo das amostragens em ambos os experimentos. Em relacéo ao
cortisol, no Exp. 1, o CL, nas 3 concentra¢des testadas, reduziu os niveis do
horménio apds 15 dias de administracdo. JA no Exp. 2, com peixes menos
infectados, apds 15 e 30 dias, ndo observamos efeito do CL nos niveis de cortisol
circulante. Uma hora ap0s a exposicao aérea dos peixes, as concentracdes de
cortisol aumentaram, de modo geral, mas o aumento maior foi observado nos
peixes que receberam 500 mg kg de CL. O CL néo interferiu na ACHso do Exp.
1, no entanto, no Exp. 2, 24 horas ap0s a exposi¢cao aérea dos peixes, todas as
concentracbes de CL foram eficientes para ativar a ACHso. Adicionalmente, a
utilizacdo de CL na dieta reduziu a intensidade da infeccéo pelo parasita, nos
Exp. 1 e 2 (15 dias de alimentacdo com CL), mas nao interferiu na prevaléncia
do parasito. Ap6s 30 dias de alimentacdo (Exp. 2), os peixes alimentados com
500 mg kg de CL apresentaram reducdo da intensidade média de infeccéo.
Concluindo, a administragdo oral de CL reduziu a resposta de estresse nos
peixes com maior carga parasitaria, ativou o sistema complemento apés
presenca de um estressor, potenciou a resposta de estresse ap0s exposicao
aérea dos peixes e como anti-helmintico, promoveu reducao na intensidade de
infeccdo administrado por 15 dias para o tambaqui.

PALAVRAS- CHAVE:

Colossoma macropomum, Cloridrato de levamisol, estressor, imunestimulante

e parasito.



ABSTRACT

Aquaculture is an activity that has intensified in recent years and, consequently,
the world fish production. In this context, the unavoidable management in fish
farming threatens fish homeostasis, triggering stress responses,
iImmunosupression and susceptibility to parasitic or bacterial infections. The
present study evaluated the effect of levamisole hydrochloride (LHC) on the
stress and innate immunity of tambaqui (Colossoma macropomum), as well as
anthhelminthic, in two experiments. In experiment 1, the fishes presented 131.9
+ 42.58 g and 15.48 £ 1.37 cm, with a high parasitic rate by Neoechornhynchus
buttnerae (Acanthocephala). The experiment 2, contained fish with 188.56 *
70.92 gand 17.00 = 2.07 cm and low parasite infection of the same parasite. The
fish were fed for 15 and 30 days with diets supplemented with 100 (T1), 300 (T2)
and 500 (T3) mg kg-1 of LHC and a control group T (0) without addition of LHC.
In the second experiment, fish fed for 30 days were aerial exposed. Fish from
both experiments were euthanized with excessive doses of anesthetics after
blood samplings and intestines removed for parasitological analysis, at the
beginning and end of the experiment to determine the degree of infestation.
Indicators of stress (plasma cortisol and glucose) and of the innate immune
system (serum hemolytic activity of proteins of the complement system -
alternative pathway - ACH50) were determined. We observed that the fish in
experiment 1 had a higher parasitic load. The LHC did not influence the plasma
glucose concentration profile during the samplings in both experiments.
Regarding cortisol, in the experiment 1, in which the fish had a higher parasitic
load, he 3 concentrations of LHC reduced the levels of the hormone after 15 days
of feeding. In experiment 2, with fish less infected, after 15 and 30 days, we did
not observe effect of LHC on circulating cortisol levels. One hour after fish aerial
exposure, cortisol concentrations increased overall but the higher increase was
observed in fish that received 500 mg kg of LHC. LHC did not interfere with the
ACH50 of experiment 1, however, in experiment 2, 24 hours after fish aerial
exposure, all LHC concentrations were efficient to activate the ACH50. In
addition, the use of LHC in the dietary reduced the intensity of infection by the
parasite in experiments 1 and 2 (15 days of LHC feeding) but did not interfere in
the prevalence of the parasite. After 30 feeding days (experiment 2), the fish fed
with 500 mg kg? of CL showed reduction of mean infection intensity. In
conclusion, the oral administration of CL reduced the stress response in fish with
higher parasite load, activated the complement system, potentiated the stress
response after aerial fish exposition and promoted a reduction in the intensity of
infection administered for 15 days to tambaqui.

KEYWORDS:
Colossoma macropomum, immune stimulant, levamisole hydrochloride

parasites and stressor.
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1. Aquicultura - cenério atual

A aquicultura € uma atividade agropecuaria que vem se intensificando em
todo o mundo, nos ultimos anos, devido a grande demanda da populacao
humana por alimentos. Além desse fato, de acordo com a FAO (2018), a
producdo da aquicultura ja ultrapassou a producéo de pescado proveniente da
pesca extrativa, e ha indicativos de que o setor produtivo continue a crescer,
principalmente em razao da grande demanda de proteina de alta qualidade que
0 pescado oferece. Ainda, segundo a FAO (2018), o consumo de peixe per capita
mundial alcancou recorde de 20 kg. Neste cenario, conferéncias internacionais
de nutricdo tém destacado a relevancia do consumo de peixes e frutos do mar
para saude e nutricdo da populacéo, principalmente para criancas e mulheres
em idade fértil. Seguindo o crescimento da aquicultura mundial, no Brasil, a
producédo de pescado também tem sido crescente. Em 2016, todas as unidades
federativas apresentaram informacdes sobre produtos oriundos da aquicultura e
o valor da producéo de pescado foi de R$ 4,61 bilhdes. Dentre as espécies mais
produzidas, destacam-se a tilapia (Oreochromis niloticus) como espécie exotica,
representando 47,1% da producédo, e o tambaqui (Colossoma macropomum)
como espécie nativa, com producéo de 136.991.478 kg, representando 27% da

producao de piscicultura do pais (IBGE, 2016).

2. Tambaqui (Colossoma macropomum)

Trata-se de uma espécie da regido Amazbnica, sendo o segundo maior
peixe de escamas de agua doce da América do Sul, com bom potencial de
crescimento, alta produtividade e rusticidade (BALDISSEROTO et al., 2013). Em
sua regido de origem, € 0 peixe mais comercializado e estudado por
pesquisadores (DAIRIKI e SILVA, 2011; BALDISSEROTO et al., 2013). Sua
inclusdo nas pisciculturas do sudeste do pais iniciou-se na década de 70.
Todavia, a principal restricdo a criacdo do tambaqui nesta regido tem sido a
temperatura, pois a espécie apresenta problemas de adaptacdo durante o
inverno e, além disso, a taxa de crescimento € reduzida (ZANIBONI-FILHO E
MEURER, 1997; BALDISSEROTTO et al.,, 2013). Em sua regido natural, a
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espécie apresenta boa adaptacdo ao cativeiro, além de algumas vantagens da
regido para criacdo, tais como grande quantidade de agua doce disponivel,
suprimento continuo de formas jovens, grandes areas disponiveis para
pisciculturas e alta demanda da espécie, devido ao seu grande consumo pela
populacdo (ARIDE et al., 2004). Em relacdo a disseminacdo de patdégenos no
setor aquicola, poucos estudos relataram problemas com doencas nha
piscicultura do tambaqui. Contudo, no Norte do Brasil, produtores tém enfrentado
problemas econdmicos em razao de altas infecgbes por Neoechinorhynchus
buttnerae (Acanthocephala), um endoparasito intestinal (CHAGAS et al., 2015;
SILVA-GOMES et al., 2017).

3. Sistemas intensivos e agentes estressores na criacao de
tambaqui

Na aquicultura, para se obter maior produtividade, comumente emprega-
se o sistema de criacdo intensiva. Neste sistema de criacdo, destaca-se a alta
densidade de estocagem, maior frequéncia de praticas de manejo, variagées de
temperatura, entre outras condicbes adversas e desafiadoras para o0s
organismos em criacdo (CHAGAS et al., 2015). Neste contexto, as praticas de
manejo rotineiramente realizadas em pisciculturas, e que sao inevitaveis, sao
agentes estressores e afetam a homeostasia dos peixes (WENDELAAR
BONGA, 1997), levando-os a um quadro de estresse, de imunossupressao e
resisténcia reduzida a infec¢Bes parasitarias e infecciosas (URBINATI et al.,
2014). O tambaqui, por seus atributos para intensificacdo da criacdo (ARIDE et
al., 2004), tornou-se alvo da disseminacdo de parasitoses causadas por N.
buttnerae como relatado por numerosos casos na regiao Norte do Brasil (MALTA
et al., 2001; JERONIMO et al., 2017; MATOS et al., 2017; SILVA-GOMES et al.,
2017; PEREIRA E MOREY et al., 2018).

14



3.1. Infeccdes parasitolégicas por Neoechinorhynchus
buttnerae

O N. buttnerae Golvan, 1956, € um acantocéfalo, do grupo dos helmintos,
gue chama a atencao dos piscicultores do Norte do Brasil, em razao das altas
infeccoes em tambaquis (CHAGAS et al., 2015). Estes parasitos possuem o
corpo cilindrico, sdo dotados de uma estrutura na extremidade anterior
denominada propdscide invaginavel e retratil, rodeada de numerosos espinhos
e ganchos utilizados para fixagdo na parede do intestino do hospedeiro
(THATCHER, 1991). Os adultos normalmente possuem coloracéo
esbranquicada o tamanho pode variar entre 1,0 mm e 60,0 cm, de acordo com a
espécie de acantocéfalo (BUSH et al., 2001). Possuem ciclo de vida indireto,
com base na cadeia tréfica, na qual o consumo de um artrépode (hospedeiro
intermediario) é necessario para completar seu ciclo de vida. Os peixes sao 0s
hospedeiros definitivos, em cujos intestinos os parasitos ingeridos alojam-se e
vivem em meédia, até um ano (SANTOS et al., 2013; CHAGAS et al., 2015).

A continuidade deste ciclo se d4 através da liberacao das fezes dos peixes
contendo os ovos fertilizados de acantocéfalos, e assim permanecem no
ambiente até serem ingeridos pelo hospedeiro intermediario. Os ovos liberados
no ambiente abrigam a fase infectante para o hospedeiro intermediario,
denominada de acantor. Para os peixes, a fase infectante € denominada de
cistacanto, quando a probdscide ja esta formada e invaginada (SANTOS et al.,
2013; CHAGAS et al., 2015).

Devido a insercéo da proboscide do acantocéfalo no tecido intestinal dos
peixes, ocorrem alteracdes patolégicas e na saude dos animais (MELO et al.,
2014). Jer6nimo et al. (2017) relataram em tambaquis juvenis e adultos, com
infeccdo moderada a grave por N. buttnerae, enrijecimento e espessamento do
tecido intestinal. Estes efeitos podem ser intensificados devido ao deslocamento
dos acantocéfalos nos locais de infeccao (SANTOS et al., 2013). A intensidade
da patogenia dos acantocéfalos depende da espécie, tamanho e quantidade de
parasitos, tamanho dos hospedeiros e do grau de penetracdo da probdscide,
podendo perfurar o intestino ou debilitar o hospedeiro. Além das lesdes no
intestino, o N. buttnerae pode causar obstrucéo intestinal interferindo na

absorcdo de nutrientes do alimento (MALTA et al.,, 2001), prejudicando o

15



crescimento dos peixes e, consequentemente, gerando perdas econdmicas para
os produtores (SILVA-GOMES et al., 2017).

4. Estresse e seus efeitos nos peixes

O estresse pode ser entendido como um conjunto de respostas
fisiologicas e comportamentais frente a estimulos ameacadores que, se
prolongados, podem afetar a homeostasia dos peixes, causando-lhes prejuizos
no crescimento, reproducdo e um quadro de imunossupressao, além de
suscetibilidade a infec¢cbes parasitarias e bacterianas (WENDELAAR BONGA,
1997; URBINATI et al., 2014).

O conceito de estresse foi definido por Selye (1950), como uma série de
respostas, denominadas Sindrome de Adaptacdo Geral (SAG) que, de acordo
com o nivel de organizacdo, podem ser classificadas como primarias,
secundarias e terciarias (BARTON et al.,, 1991). As primarias iniciam-se logo
apos percepcao da presenca do estressor e ocorrem em nivel neuro-endocrino,
com a ativacdo dos eixos hipotalamo - sistema nervoso simpatico - células
cromafins (HSC) e hipotalamo - hipdfise - interrenal (HHI), resultando na
liberagdo dos produtos finais: catecolaminas e cortisol, respectivamente. As
secundarias ocorrem de forma aguda e estdo relacionadas a alteracoes
fisiologicas, metabdlicas e osmorregulatorias, resultantes da acdo dos
hormonios liberados nas respostas primarias e sdo responsaveis pela adaptacao
e resisténcia dos animais a nova condi¢cao causada pelo estressor. As terciarias
ocorrem de forma crénica quando a exposicao do animal a condicdo estressante
se estende, os sistemas biolégicos falham por exaustdo e ha prejuizo no
crescimento, processo reprodutivo e nas fun¢des imunoldgicas, podendo causar
inclusive a morte (WENDELAAR BONGA, 2011; URBINATI et al., 2014).

5. Sistema Imunolégico

O sistema imune é composto por estruturas e processos biolégicos que
protegem o organismo contra infecgbes bacterianas, fungicas, virais e

parasitérias. Nos peixes, € constituido por componentes cuja fungéo é intervir
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contra substancias estranhas. Diante de desafios, este sistema € estimulado e,
por conseguinte, desencadeiam-se processos de defesa de diferentes
naturezas. E dividido em sistema inato (n&o especifico) e adaptativo (especifico)
(ELLIS, 1999).

O sistema inato (ndo especifico) € comum a todos 0s organismos
multicelulares e atua sem a exposicdo prévia a qualquer microrganismo
particular. Ele € composto por um conjunto de mecanismos de defesa que
protegem um organismo contra infecgdes (BOLS et al., 2001, MAGNADOTTIR,
2006). Como componentes do sistema inato (ndo especifico) podem ser
mencionados o tegumento (pele e muco), as células de defesa organica
(granulécitos, mondécitos, macréfagos e células natural killer) e os componentes
humorais (sistema complemento, sistema de enzimas antimicrobianas e
mediadores ndo especificos (interferon e as interleucinas) (ELLIS, 1999,
URBINATI et al., 2014). Em contrapartida ao sistema inato (ndo especifico), o
sistema adaptativo (especifico) € acionado na presenca do antigeno. Ele é
composto por linfécitos T e B, células imunocompetentes, responsaveis pelo
reconhecimento e destruicdo de microrganismos invasores (bactérias, fungos,
virus e parasitos). As células T apresentam a capacidade de reconhecer o
antigeno na presenca de moléculas de histocompatibilidade (receptores
glicoproteicos). Neste processo de reconhecimento, as células T secretam sinais
guimicos (citocinas) que ativam as células B, responséaveis pela producdo dos
anticorpos que irdo atuar na destruicdo dos microrganismos invasores (ABBAS
E LICHTMAN, 2004, URBINATI et al., 2014).

6. Sistema Imunoldgico x estresse

Os peixes quando expostos cronicamente aos agentes estressores,
podem sofrer uma série de alteracdes patologicas, devido a diminuicdo da
capacidade de resisténcia a doencas. Diversos estudos tém mostrado o efeito
do estresse sobre a funcdo imunolégica (ANDERSON E SIWICK, 1995;
DEMERS E BAYNE, 1997; FAST et al., 2008). As respostas agudas durante a
fase inicial da resposta ao estresse aparentam aumentar a imunidade inata e em

contrapartida, condi¢cdes prolongadas reduzem a imunocompeténcia dos peixes
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(DHABHAR, 2000; TORT, 2011). Assim, o estresse crbnico pode impor
sobrecarga aos peixes e comprometer sua funcdo imunoldgica. Entre os
moduladores do sistema neuroenddcrino, pode-se mencionar o cortisol, um
corticosteroide do eixo hipotalamo-hipoéfise-interrenal comumente associado aos
efeitos imunossupressores em peixes (URBINATI et al., 2014). Deste modo,
alguns trabalhos tém discutido a relacdo da imunossupressao de peixes com
elevados niveis de cortisol circulante (WENDELAAR BONGA et al., 1997;
WEYTS et al.,1998; VERBURG-VAN KEMENADE et al., 2009).

7. Imunestimulantes na Aquicultura

Problemas com parasitoses em peixes da aquicultura tornaram-se uma
realidade a ser enfrentada nos sistemas de producdo, e com iSso aumentou 0
interesse nos mecanismos de defesa contra essas infecgbes/infestagdes
(ALVAREZ-PELLITERO, 2008). Neste sentido, a aquicultura tem utilizado, cada
vez mais, substancias para melhorar as fun¢des imunologicas e a resisténcia
dos organismos produzidos contra doencas. Tais substancias séo os
imunestimulantes, agrupados como compostos quimicos sintéticos ou
biolégicos, gue modulam o sistema imune e melhoram a imunocompeténcia dos
animais, através dos mecanismos de defesa especificos e nao especificos
(SAURABH e SAHOO, 2008; URBINATI et al., 2014; BILLER-TAKAHASHI et al.,
2016; PAHOR-FILHO, 2017a). Os imunestimulantes interagem diretamente com
as células do sistema imune e as ativam (SAKAI, 1999; ALVAREZ-PELLITERO,
2008), além de promoverem a recuperacdo da condicdo de imunossupressao
causada por qualquer forma de estressor (BARMAN et al., 2013). Logo, o0 uso de
imunestimulantes na aquicultura pode proteger os peixes de varias doencas
infecciosas e evitar mortalidade (SAKAI, 1999). No Brasil, alguns estudos com
diferentes imunestimulantes em peixes nativos mostraram resultados positivos
destes compostos (URBINATI et al., 2014), como por exemplo em pacu (ABREU,
2007; BILLER-TAKAHASHI et al.,, 2014; BILLER-TAKAHASHI et al., 2016;
PAHOR-FILHO et al., 2017b; ZANUZZO et al., 2017), tambaqui (CHAGAS et al.,
2013) e matrinxa (ZANUZZO et al., 2012; FRANCO MONTOYA et al., 2017).
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8. Cloridrato de levamisol

Dentre as substancias usadas em peixes que mostraram acgao
imunestimulante o cloridrato de levamisol apresenta efeitos promissores em
diferentes parametros imunes (SIWICKI, 1989; CUESTA et al.,, 2002;
GOPALAKANNAN e ARUL, 2006; BILLER-TAKAHASHI et al., 2016; PAHOR
FILHO et al., 2017a), além de ser conhecido por sua acdo antiparasitaria. O
cloridrato de levamisol € um composto sintético amplamente utilizado como anti-
helmintico em animais (GEETS et al., 1992; MARTIN et al.; 2012; PAHOR-FILHO
et al., 2017b). Apesar de ndo estar na lista de farmacos registrados para uso na
aquicultura pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
estudos tém apresentado a grande atividade deste medicamento contra
nematoides estrongilideos e tricostrongilideos de mamiferos (MARTINS et al.,
2017).

Como antiparasitario, Xavier (2015) verificou 100% de eficacia do
levamisol em banhos terapéuticos contra Gyrodactylus sp. nas dosagens igual
ou superior a 15 mg/L, no entanto, na vermifugagéo de Ligophorus uruguayense
ndo foram verificados resultados satisfatorios. Tarachewsk et al. (1988),
observaram a eficiéncia de banhos terapéuticos com 1 mg/L de levamisol
durante 24 horas no controle do nematoide Anguillicola crassus. Schalch et al.
(1987), também observaram a eficiéncia de banhos terapéuticos para
monogenas parasitando Gasterosteus aculeatus, o antiparasitario foi eficaz num
intervalo de concentraces de 20-50 microgramas/ml durante 120 minutos. Guz
et al. (2015), verificaram eficacia ao combinar levamisol e triclorfon para o
controle da capilariose intestinal em peixe zebra, foram realizados banhos de
levamisol em diferentes concentragdes (2, 5 e 10 mg) por 72 horas mais

administracéo de triclorfon pela dieta 3 vezes ao dia (0,2 mg/100 g de dieta).

Os estudos com levamisol que verificaram efeito imunestimulante utilizam
diferentes protocolos, com diferentes concentracdes e formas de administragéo,
como por via oral (suplementacéo de ragao), por banhos ou como coadjuvantes
em vacinas (KAJITA et al.,1990; BABA et al., 1993; HANG et al., 2014; BILLER-
TAKAHASHI et al., 2016; PAHOR FILHO et al., 2017b).
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Segundo Siwicki (1989), a administracdo oral de levamisol em carpa,
Cyprinus carpio, melhorou a atividade metabdlica e fagocitaria dos neutrofilos,
aumentou o numero de células fagociticas e leucécitos e os niveis de lisozima
no soro. Baba et al. (1993) também avaliaram a ativacdo de mecanismos de
defesa inespecificos em carpa, apdés a administracao por imersdo em solucéo de
levamisol. A resposta positiva foi observada 1 dia apos a exposicao dos peixes,
a ativacao da atividade fagocitaria pode ter fornecido protecao reforcada ao
desafio de Aeromonas hydrophila. Kajita et al. (1990) verificaram que 5 dias apés
injecdo intraperitoneal de levamisol em truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, os

animais mostraram protecao contra Vibrio anguillarum.

Além disso, os animais tratados com levamisol apresentaram atividade
fagocitica e atividade de células natural killer aumentadas, e a via alternativa do
sistema complemento ativada. Sado et al. (2010) relataram que a suplementacéo
de dietas para pacu com 100 mg/kg de levamisol durante 15 dias estimulou a
producado de leucocitos. Recentemente, Pahor-Filho et al. (2017b) avaliaram a
eficacia do cloridrato de levamisol como imunestimulante, redutor de estresse e
antiparasitario no pacu e observaram que a suplementacdo da dieta com o
composto reduziu as respostas de estresse, promoveu melhora no sistema
imune inato dos peixes, com aumento da atividade respiratoria de leucocitos e
do sistema complemento durante infecgdo por A. hydrophila. Apos alimentar
pacus por sete dias com CL, Biller-Takahashi et al. (2016) observaram que houve
melhora nos sistemas imune inato e adquirido dos peixes e sugeriram que 0
composto pode ser usado como adjuvante durante imunizacdo com A.

hydrophila.
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6. Conclusao

Nesse contexto, sugerimos o uso do CL em menores concentragdes como

anti-helmintico para tambaqui e por periodo de 15 dias.
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