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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar um protocolo de aclimatacéo e quarentena para o peixe
tambaqui Colossoma macropomum. Para tanto, juvenis de tambaqui (4~5g) foram submetidos
a estresse por transporte e entdo conduzidos a diferentes experimentos de aclimatacéo e
guarentena. Os experimentos de aclimatacdo foram delineados para avaliar: EXP1 —
aclimatacdo padrdo dos animais, EXP2 — susceptibilidade infecciosa dos peixes pos
aclimatagédo, EXP3 — Efeito da intensidade do estresse por transporte na aclimatacédo, EXP4
— Influencia dos parametros de agua no procedimento de aclimatacéo. ApGs a determinacao
dos procedimentos adequados de aclimatacdo, seguiu-se 0s experimentos de quarentena que
avaliaram: EXP5 — Influencia da densidade de estocagem e tempo de permanéncia em uma
quarentena; e EXP6 —Medidas mitigadoras da presenca de patégenos na quarentena. Para
os experimentos EXP2, EXP5 e EXP6 os animais foram desafiados com bactéria Aeromonas
hydrophila e fungo Saprolegnia parasitica. Em todos os experimentos, 0os animais foram
submetidos a coleta de sangue para avaliacdo de parametros bioquimicos, eritrocitarios,
leucocitérios e gasométrico em tempos pré-determinados. Nos experimentos de aclimatacéo
EXP1 e EXP2, o procedimento de aclimatacéo longa (60 minutos) se mostrou inadequada
pois provocou maior elevacdo da glicemia, lactato, cortisol, reducdo de células de defesa
como linfécitos e trombdacitos, infecgdo bacteriana e fungica, e maior taxa de mortalidade. Ja
a aclimatacdo de 30 min promoveu retorno aos valores normais em 52% dos parametros
analisados em até 96h. No EXP 3, observou-se que a intensidade do estresse influencia no
método de aclimatagdo a ser utilizado, mas a aclimatacdo de 30 minutos proporciona
melhores condi¢bes fisiolégicas para os peixes no novo ambiente de confinamento. Pelo
EXP4, os tambaquis devem ser monitorados principalmente quando aclimatados em tanques
com agua acida e fria pois este ambiente causou respostas negativas nos parametros
bioquimicos, eritrocitarios e maior perda de sais no sangue comparados a outras condi¢des
ambientais. Durante o0 EXP5, a maior densidade (2g/L) e na presenca de patdgenos, resultou
em ocorréncia sinais clinicos por infeccao bacteriana e consequente mortalidade dos animais
em 34 dias de quarentena. Os diferentes modelos de quarentena com processos de mitigacao
(EXP 6) ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados ao controle. Em
conclusédo, os peixes devem ser submetidos ao procedimento de aclimatacdo curta (30
minutos) em &gua quente e alcalina, e posteriormente mantidos em quarentena por no minimo

34 dias com densidade de estocagem 1g/L.

PALAVRAS CHAVES: Aquicultura, boas praticas de manejo, profilaxia.
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ABSTRACT

This study aimed to determine a protocol of acclimation and quarantine for round fish tambaqui
Colossoma macropomum. Therefore, juveniles of tambaqui (4~5g) were submitted to transport
stress and then conducted for different experiments of acclimation and quarantine. For
acclimation experiments: EXP1 — Standard acclimation for tambaqui juveniles, EXP2 —
infectious susceptibility of the fish after acclimation, EXP3 — Effect of the intensity by stress
transport in the acclimation, EXP4 — influence of the water quality parameters on acclimation
procedure. After determined the adequate procedures for acclimation, quarantine experiments
were carried out such as: EXP5 — influence of the time and stocking density in quarantine,
EXP6 — mitigate measures for pathogens prophylaxis in quarantine. For experiments EXP2,
EXP3 and EXP4, the animals were challenged by Aeromonas hydrophila and Saprolegnia
parasitica. In all experiments, the animals were submitted to the blood collect to determine
biochemical parameters, red blood cells, white blood cells, ions and gas. In the first and second
experiments (acclimation), the long procedure (60min) were inadequate to tambaqui causing
higher glucose, lactate, cortisol, and reduction of defense cells such as lymphocytes and
thrombocytes, as well as promote bacterial and fungal infection and higher mortality rate.
Whereas the short acclimation (30min) promoted return to the normal values (approximately
52%) for blood parameters at least in 96 hours. In the EXP3, the intensity of stress influenced
the acclimation procedure, but the short acclimation ensured better fish physiological
conditions to adapt to the new rearing enviroment. According to EXP4, tambaqui must be
monitored mainly when acclimated in cold and acid water, because the negative responses for
biochemical parameters, red blood cells and the higher loss of sodium. In quarantine
experiment, higher stocking density (2g/L) in EXP5, due to presence of pathogens, caused
clinical signs by bacterial infection and consequently mortality in 34 days of quarantine.
Different quarantine measures to mitigate stress and pathogen infection (EXP6) did not
showed statistical difference compared to the control. In conclusion, fish must be submitted to
the short acclimation procedure (30min) in warm and alkaline water, and then remain in

quarantine at least 34 days at stocking density 1g/L.

KEY WORDS: Aguaculture, best management practices, prophylaxis.



1. INTRODUCAO
A producdo de organismos aquéticos destaca-se como uma das principais

cadeias produtivas de proteina animal. Nos ultimos 20 anos, o volume produzido pela
aquicultura triplicou atingindo aproximadamente 112 milhdes de toneladas gerando 250
bilhGes de délares (TACON et al., 2020; NALYOR et al., 2021). No Brasil, esta atividade
movimenta aproximadamente 1 bilhdo de délares com uma producdo de 800 mil
toneladas ao ano (VALENTI et al., 2021).

No cenério nacional, destaca-se o tambaqui Colossoma macropomum como a
espécie nativa mais produzida devido a sua rusticidade, facilidade de cultivo e boa
aceitacdo de mercado (IBGE et al., 2021). No entanto, essa alta producao de cativeiro
ja registra problemas com enfermidades gerando perdas econémicas aos produtores
(BOUWMEESTER et al., 2021). Outro grande problema esta relacionado a transmissao
dessas doencas dos animais confinados para o meio ambiente ou diretamente para o
homem (BEHRINGER et al., 2020).

Alguns patégenos (em especial as bactérias) classificados como “oportunistas”
sdo os principais responsaveis pelas mortalidades nos sistemas de criagdo em cativeiro
(VILLAMIL et al., 2021). Normalmente, essas doengas estédo relacionadas a fatores
estressantes como o manejo inadequado. O primeiro e principal manejo realizado em
uma producdo de cativeiro aquicola é a aclimatacdo e quarentena no momento de
recebimento dos peixes sejam larvas ou juvenis. Quando néo realizada, ou realizado de
forma inadequada, pode ser um fator estressante e causa alteracdes fisiolégicas como
a imunossupressao (WINBERG et al., 2016) tornando os animais mais susceptiveis a
doencas.

Diversos estudos cientificos, antes da execugéo dos seus experimentos, citam o
procedimento de aclimatagio e quarentena dos peixes (KERETZ et al., 2018; CORREA
et al., 2018; RAJAN et al., 2018; OH & MARAN, 2018; AZMAT et al., 2018; GUY &
ALLEN, 2018; CABILLON & LAZADO, 2019; YAU et al., 2019). Manuais de boas
praticas de manejo também recomendam e destacam a importancia do manejo de
aclimatagéo e quarentena, porém ainda ndo se tem um protocolo padronizado para esse
manejo profilatico. Perguntas ainda continuam sem resposta como: qual tempo de
aclimatac&o ideal? quais os parametros de agua mais importantes? E mais perigoso
para os peixes, o patégeno que chega ou o patdgeno ja presente na criacdo? O tempo
de transporte e o estresse gerado, muda a forma como deve-se realizar a aclimatacao?

A profilaxia é a melhor alternativa para evitar custos onerosos com remediacao
por quimiotergpicos. Algumas alternativas ecologicamente corretas como o uso de
probitticos (REYES-BECERRIL et al., 2021) ou fitoterapicos (TIAMIYU et al., 2021),

apesar de eficientes precisam de tempo para promover seus beneficios. Dessa forma,



mitigar o estresse de transporte com um manejo de aclimatacdo e quarentena
apropriado, para reduzir o estresse e promover a adaptacdo do animal ao novo
ambiente, é fundamental para a reducdo de mortalidades e disseminacao de doencas
de forma facil, rapida e menos onerosa. Assim, 0 objetivo do presente estudo é
determinar um protocolo de manejo adequado para aclimatacdo e quarentena de

alevinos de tambaqui Colossoma macropomum.



2. OBJETIVOS
2.1 Geral
o Desenvolver protocolo de aclimatacdo e quarentena para alevinos de tambaqui

Colossoma macropomum.

2.2 Objetivos especificos
o Avaliar a influéncia do tempo e manejo de aclimatagdo nos parametros
sanguineos do peixe.
o Auvaliar suscetibilidade a agente infeccioso pés aclimatacao.
o Determinar os parametros essenciais de qualidade de agua para aclimatacgéo.
o Avaliar a influéncia do tempo e densidade de estocagem em uma quarentena.
o Avaliar o efeito de medidas mitigadoras de estresse (sal, formol e

nanocompa@sito) ha quarentena em respostas imuno-fisiolégicas dos peixes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aquicultura
A aquicultura é uma das areas de maior importancia entre os setores de

producado de alimento. Na Ultima década (2001 a 2019) foi observado um crescimento
médio anual de 5,8%. Este crescimento pode ser atribuido ao constante aumento
populacional, sua maior busca por alimentos mais saudaveis e reducéo da exploracéo
de estoques pesqueiros. De acordo com dados oficiais mais recentes, 20% do consumo
médio de proteina animal € oriundo do setor aquicola. Tal consumo é resultado de sua
producdo que atingiu aproximadamente 110 milhdes de toneladas em 2016
representando 47% da produgdo mundial de pescado. Esta produgdo aquicola
movimentou 232 bilhées de dolares americanos neste mesmo ano (FAO, 2020; SOFIA,
2018).

Dentre os diversos organismos aquaticos produzidos pela aquicultura, os peixes
apresentam o maior destaque com mais de 47 milhdes de toneladas entre 2015 e 2016.
Algumas das principais espécies cultivadas no mundo sdo carpa capim
Ctenopharyngodon idellus, carpa prateada Hypophthalmichthys molitrix, carpa comum
Cyprinus carpio, tilapia do nilo Oreochromis niloticus, Salmao do atlantico Salmo solar,
truta arco-iris Oncorhynchus mykiss, pangas Pangasius spp. (FAO, 2018).

Em termos de produtividade, a regido asiatica agrega 89,4% do mercado
produtivo sendo a China o lider do rank mundial com 60% da produgdo aquicola
comercializando espécies como tilapia Oreochromis niloticus, carpa Cyprinus carpio e
pangas Pangasius spp. (FAO, 2013; FAO, 2018; SOFIA, 2016; SOFIA, 2018). A América
do Sul representa pouco mais de 4.4% da aquicultura mundial, porém com
representatividade maior em relagdo a outras regides como América do Norte 0,8%,
Africa 2,4%, Europa 3,3% e Oceania 0,3% (FAO, 2018).

Dentre os paises da América do Sul, o Brasil permanece em segundo lugar na
rank de producdo aquicola atras apenas do Chile. Contudo, estima-se para 0s proximos
10 anos um crescimento de 89% para o Brasil em comparacdo ao Chile com 26%. Este
potencial de crescimento esta ligado as caracteristicas hidrograficas do pais e sua
variedade de organismos aquaticos produzidos (Crustaceos, moluscos, anfibios e
microalgas) bem como algumas espécies de forte apelo comercial a exemplo dos peixes
redondos como tambaqui ou pacu (VALLADAO et al., 2016; FAO, 2018).

Espécies exoticas como tilapia Oreochromis niléticos e carpa comum Cyprinus
carpio ocupam as posicdes mais altas da cadeia produtiva e comercial brasileira
seguindo uma tendéncia mundial. No entanto, algumas espécies de peixes redondos

nativos como pacu Piaractus mesopotamicus, pirapitinga Piaractus brachypomus e
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tambaqui Colossoma macropomum apresentam destaque no setor aquicola. As regides
norte e nordeste representam quase toda producdo nacional aquicola de peixes
redondos, comumente cultivados em viveiros escavados ou barragens (KUBITZA et al.,
2015; SOFIA, 2016; IBGE, 2016).

A regido nordeste do Brasil apresenta pouco mais de 8% da producao de peixes
redondos com aproximadamente 35 toneladas comercializadas em 2017,
movimentando mais de R$ 30 milhdes de reais. Apenas o tambaqui Colossoma
macropomum gerou R$ 3,6 milhdes de reais com produgéo 22 toneladas. Os principais
produtores sdo o estado do Maranhdo com 10 toneladas, Piaui com 4 toneladas e o
estado de Sergipe com 1,7 toneladas (PEDROZA-FILHO et al., 2016 SIDRA, 2018).

A producdo sergipana de Tambaqui é comumente realizada em tanque
escavado com sistema semi-intensivo abrangendo as regides leste e agreste do estado.
Destaca-se como umas das principais fontes de renda para ribeirinhos e produtores
piscicolas devido a grande aceitacdo de mercado, facilidade de cultivo da espécie em
cativeiro e incentivos governamentais por parte da CODEVASF (IBGE, 2018; Sidra,
2018). Com todas estas caracteristicas, o tambaqui Colossoma macropomum mostra-

se como uma das espécies de maior importancia para aquicultura sergipana.

3.2. Tambaqui

O tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1816) € uma espécie de peixe
redonda reofilica, nativa da bacia amazobnica, considerada a segunda maior espécie de
escamas da América do Sul. Possui habito alimentar diversificado, classificado como
onivoro e frugivoro por se alimentar de pequenos peixes e frutos caidos no rio durante
as estacdes de chuva (CORREA et al., 2007; GOMES et al., 2010; LOPERA-BARRERO
et al., 2012).

Quando adulto, apresenta uma cor verde-oliva na regido dorsal com manchas
escuras nas partes laterais e ventrais podendo atingir até 30kg e 100cm (Figura 1)
(GOULDING e CARVALHO et al., 1982;).




Figura 1. Peixe amazénico tambaqui Colossoma macropomum em fase adulta, fonte:

Daniel J. Tregigdo, Proceedings of the National Academy of Sciencies.

Seu comportamento reprodutivo € complexo com maturidade sexual a partir do
terceiro ano de vida tendo alta fecundidade e desova total. No entanto em cultivo de
cativeiro sua desova é realizada por inducdo hormonal com fertilizacdo artificial
(GOULDING e CARVALHO et al., 1982, WOOD et al., 1998; VARELLA JUNIOR, 2011).

A expanséo de seu cultivo em cativeiro ocorreu a partir dos anos 2000 com a
padronizacdo de protocolos para sua reproducédo induzida, estudos sobre manejo e
alimentacédo industrializada. De acordo com o Ministério da Pesca e Aquicultura, em
2011 o tambaqui tornou-se a espécie nativa de maior importancia econémica nacional.
Em 2013, segundo dados do IBGE passou a ser produzido em 96% dos estados do
Brasil. Atualmente € a espécie nativa mais produzida devido a sua rusticidade de cultivo
como adaptacgdo ao confinamento, resisténcia a baixas taxas de oxigénio, facil manejo,
aceitacdo de alimento industrializado, rapido crescimento e alto valor de mercado
(GOMES et al., 2005; IBAMA, 2007; IBGE, 2016).

Contudo, a intensificacdo de sua producdo, apesar dos ganhos no setor
econdmico, promoveu o0 aumento de enfermidades causando altas taxas de mortalidade
e elevacdo dos custos ao piscicultor (Pavanelli et al., 2008). Diversos fatores
estressantes sdo comumente observados em uma producao de cativeiro tais como altas
densidades de estocagem, nutricdo inadequada para a espécie cultivada, qualidade de
agua e transporte inadequado favorecem os surtos de patégenos (BARCELLOS et al.,
2000; LEIRA et al. 20186).

3.3. Estresse e patologia

A concepgdo de estresse em peixes foi descrita primariamente como “uma
resposta nédo especifica do corpo a qualquer demanda”. Esta defini¢ao inicial, conhecida
como a Sindrome da Adaptacdo Geral (SAG) proposta por Selyes (1950) determina que
a auséncia de estresse seria a morte. Contudo, ao passar dos anos, descartando a
teoria que o peixe estd sempre em estado de estresse, novas definicbes foram
formuladas baseadas na quebra da homeostase por um agente estressor (BRETT,
1958; BAYNE, 1985; BARTON & IWANA, 1991; BARTON, 1997).

A definicdo atual mais aceita foi proposta por Schreck (2000) o qual determina
gue o estresse em peixes seria uma numerosa quantidade de respostas fisioldgicas que
ocorrem no organismo que tenta resistir a morte ou reestabelecer sua homeostase. A

capacidade adaptativa de cada organismo também é um importante fator a se



considerar para retomada da normalidade frente a duragcdo e magnitude de um agente
estressor (KOOLHAAS et al., 2011; WINBERG & COLLEGUES, 2016).

O estresse em peixes pode ser classificado como “agudo”, algo de curta duragéo
como ser capturado por uma rede, ou “crénico” como um procedimento de transporte
por mais de 24 horas ou a permanéncia em tanque com alta densidade de estocagem
(BARCELLOS et al, 2000; WINBERG et al, 2016; Leira et al. 2016).
Independentemente da sua durac¢ao (Agudo ou Crbnico), a magnitude do estresse pode
definir se o organismo consegue superar e promover uma adaptacao para reestabelecer
sua homeostase, ou se inevitavelmente serd levado a morte (WINBERG et al., 2016).

O processo de estresse no organismo é definido em trés fases distintas de
alteracdes fisioldgicas: A fase primaria € iniciada pelo sistema endécrino em resposta a
um agente estressor com a liberacdo corticosteroides (Cortisol) e catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina) (PUNKHURST et al.,, 2011; WINBERG et al.,, 2016)
Diversos tipos de corticosteroides sado liberados neste momento, contudo o cortisol é
descrito como o principal horménio relacionado ao estresse em peixes (GORISSEN &
FLIK, 2016; PETERSON et al., 2019; SADOUL & GEFFROY, 2019; KULCZYKOWSKA,
2019; TEA et al., 2019).

A segunda fase € responsavel pelo aumento da respiragcdo e batimentos
cardiacos (atribuidos a liberacdo de corticosteroides e catecolaminas), alteracdes
metabdlicas ligadas ao aumento de glicemia e acido latico, consumo do glicogénio
hepatico, desregulacdo osmaética e mudancgas no sistema hematologico relacionados as
células eritrocitarias e leucocitarias (PUNKHURST et al., 2011; WINBERG et al., 2016).
A terceira e ultima fase esté relacionada a reducdo do desempenho produtivo e menor
resisténcia a patégenos (YADA & NAKANISHI, 2002; YADA & TORT, 2016) (Figura 2).

1*FASE

Agente astrassor

Corticosteroidas
Catzcolaminas

S

Radugio em parformancs
Menor rasistencia 2 doencas
2* FASE
+ Glicamia
= Acido Litico
= Glicozznio Hepatico
Imunossupresio



Figura 2. Processo de resposta ao estresse em peixes dividido em trés fases de

alterac0es fisioldgicas.

A alteracdo do sistema imunolégico ocorrida na segunda fase de resposta ao
estresse é o principal fator para a menor resisténcia a doencas observada na terceira
fase (Figura 2). Com isso, patégenos descritos como “oportunistas” (fungos, parasitas e
bactérias) sdo os principais causadores de mortalidades (PAVANELLI et al., 2009;
TAVARES-DIAS & MARTINS, 2017; FIORAVANTE & FLORIO, 2017). Bactérias como
Aeromonas hydrophila ou Streptococcus agalactiae sdo conhecidas por manifestarem
sinais de infec¢do em peixes sob estado de estresse com sistema imunologico debilitado
(ALYAHYA et al.,, 2018; SIRIMANAPONG et al., 2018). O oomiceto Saprolegnia
parasitica, um “fungus-like” patogénico para peixes, também demonstra oportunismo em
situacGes de estresse (FIROUZBAKHSH et al., 2014; SAHA et al., 2016). Nestas
situacBes, 0 exame de sangue é comumente reportado na literatura como uma
ferramenta eficiente para avaliacdo de estresse e determinacdo do quadro clinico dos
peixes frente a uma infestacdo ou infeccdo (RANZANI-PAIVA et al., 2013; FAZIO, 2018).

De acordo com Aboagye & Allen (2017) foi observado o aumento de glicose,
lactato e hematdcrito em peixes submetidos a estresse agudo por hipdxia moderada.
Alteracbes hematoldgicas similares como o aumento de cortisol, glicemia, lactato e
triglicerideo sao observadas em peixes submetidos ao estresse de transporte como o
Curimbata Prochilodus lineatus (DURIGON et al., 2019), o pirarucu Arapaima gigas
(Brand&o et al., 2006) e o tambaqui Colossoma macropomum (BRANDAO et al., 2003).

Essas mudancas causadas por esse tipo de estresse (transporte) podem
permanecer por horas, como observado por Santos et al. (2020) que demonstram
elevados niveis de glicose, lactato e hemoglobina em tambaqui apés 36 horas do
transporte. Dependendo do nivel do estresse, além das alterag6es hematoldgicas, pode
ocorrer mortalidade em até 96 horas aps o manejo de transporte (GOMES et al., 2003).
Portanto, com base em um rapido diagnostico de exame de sangue é possivel
determinar sinais de estresse e planejar medidas profilaticas para evitar problemas de

desempenho zootécnico, susceptibilidade a doencas ou mortalidade.

3.4 Profilaxia
A profilaxia € amplamente usada na aquicultura para evitar custos onerosos com
remediacdo seja por quimioterapicos ou antibiéticos (LEAL et al., 2018; MAFTUCH et
al., 2018). Alternativas ambientalmente amigaveis como uso de probiéticos (Jatoba et
al., 2018; LIU et al., 2018) acidos organicos (ROMANO et al., 2015; KATYA et al., 2018;
Bal, 2018) e Oleos essenciais (AL-SAGHEER et al., 2018; SUTILI et al., 2018) sao
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comumente reportadas na literatura como manejo profilatico para evitar problemas com
enfermidades.

Contudo, apesar da eficiéncia profilatica proferida por esta melhora imunolégica,
muitos destes imunoestimulantes precisam de tempo para promover seus beneficios
(DIAS et al., 2018; FERREIRA et al., 2018). Surtos de doencas e mortalidades ocorridas
no inicio do cultivo, decorrente de fatores estressantes como o transporte dos peixes
ainda permanecem como um problema na aquicultura. Alguns estudos ja relatam
algumas alternativas para minimizar o estresse durante o transporte como o uso de sal,
plantas medicinais e microrganismos administrados como probidtico ou
biorremediadores (BARBAS et al., 2017; SANTOS et al., 2020; CARVALHO et al., 2009;
GOMES et al., 2003). No entanto, estudos com o propdésito de mitigar o estresse apos
o transporte (no momento da chegada) ainda séo inexistentes.

Nesse contexto, 0s manejos de aclimatagcdo e quarentena seriam capazes de
minimizar o efeito do estresse de transporte e reduzir possiveis infestagcfes ou infeccbes
por patdgenos, além de evitar disseminacdes (PAVANELLI et al., 2008; TAVARES-DIAS
& MARTINS, 2017; FIORAVANTE & FLORIO, 2017). O procedimento de aclimatagéo &
um manejo realizado na aquicultura com objetivo de inserir de forma adequada um
organismo aquatico em um novo ambiente. Durante este procedimento, € importante
observar que os parametros de qualidade de 4gua podem ser considerados fatores
estressantes (SANTOS AMANCIO, 2013). De acordo com Noga (2010), a variacdo de
dois pontos (2) de temperatura e um ponto (1) em pH séo suficientes para causar
estresse em peixes.

Diversos artigos relataram o procedimento de aclimatacdo no inicio de seus
estudos (KERETZ et al., 2018; CORREA et al., 2018; RAJAN et al., 2018; Oh & MARAN,
2018; AZMAT et al., 2018; GUY & ALLEN, 2018; CABILLON & LAZADO, 2019; YAU et
al., 2019), porém poucos estudos demonstram efeitos desse manejo no comportamento,
alteracdes fisiologicas e metabdlicas, influéncia na infeccdo por patdogenos e relacao
com estresse (MAKARAS et al., 2021; FAGGIO et al., 2014; AKINROTIMI et al., 2010;
LAHNSTEINER et al., 2019; BAUER, 1991; JONSSONN et al., 1999; HARMON, 2009;
MADUREIRA et al., 2019). E até o presente momento ndo existe um protocolo
padronizado para este manejo profilatico com espécies nativas.

Algumas perguntas continuam sem respostas como: Qual tempo ideal de
aclimatacdo, quais parametros de 4gua sdo mais importantes, a falta de protocolos
padronizados pode aumentar a suscetibilidade a doencas? O que seria mais perigoso,
0 patégeno que chega ou o patégeno endémico da criacdo? O tempo de transporte e 0

estresse gerado muda a forma como deve-se realizar a aclimatagdo?
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Além da falta de dados cientificos para padronizagdo de um processo de

aclimatacdo e quarentena, diversos documentos técnicos (tabela 1), especificos para a

criacdo de peixes com boas préaticas de manejo, ndo mencionam ou mencionam de

forma empirica o processo de aclimatacdo, provocando diferentes interpretacdes sobre

o procedimento.

Tabela 1. Manejo do procedimento de aclimatagéo oriundas de artigos cientificos ou documentos

técnicos.
Qual L.
Qual Tempo Qual o arametro Qual a Espécie
Autor do estudo de Manejo de Ee Aqua 6 influéncia na usada no
aclimatacao? aclimatagdo? . g fisiologia? estudo
importante?
Oncorhynchus
mykiss; Salmo
Néao Nao Nao salar; Perca
Makaras et al., 2021 2 horas relatado relatado relatado fluviatilis;
Gasterosteus
aculeatus
Alteracdo
sanguinea
(reducéo de
= x células I
. . . N&o Nao Tilapia
Akinrotimi et al., 2010 7 dias relatado relatado vermeltlas e guineensis
elevagéo de
células
brancas)
Alteracéo
sanguinea
. . N&o Nao (reducéo de Mugil
Faggio etal., 2014 15 dias relatado relatado células cephalus
brancas e
vermelhas)
Alteracdo
sanguinea
Madureira et al.. 2019 28 dias Nao N&ao (Aumento de Salmo trout f.
relatado relatado glicose, fario
cortisol e
hemoglobina)
Alteracdo
~ ~ ~ sanguinea
Santos Améancio, 2013 Nao Ndo Ndo (Aumento de Colossoma
relatado relatado relatado . - macropomum
glicose apos
o0 transporte)
https://www.todopez.es/ N&o Troca 50% da N&o N&o Qualquer
protocolo-aclimatacion relatado agua de relatado relatado peixe
transporte,
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https://www.masterfisch.de/i
mg/cms/acclimatation_ES.pdf

Centro Internacional de

aquicultura do Alabama,

Universidade de Auburn,
editor Alex Bocek

Aclimatag&o, como tornar
simples uma complexa e
delicada operacéo (Kubitza,
2009)

Boas praticas de transporte
(Kubitza, 2009)

https://central3.to.gov.br/
arquivo/199427/

45 a 60
minutos

Nao
relatado

1°C acada 5
a 10 minutos

Nao
relatado

Nao
relatado

trés ou quatro
vezes, depois
libera apenas
0S peixes no
novo tanque

Adiciona 4gua
por
gotejamento
(N&o existem
trocas), em
seguida libera
0s peixes
com a dgua
do transporte
dentro do
novo tanque.

N&o existe
troca ou
adicdo de
mais agua,
apenas
mantem os
sacos de
transporte
com peixes
dentro do
novo tanque
para
equilibrar
temperatura,
em seguida
libera peixes
com agua
dentro do
novo tanque

Adicéo
gradativa de
agua (volume
nao
especificado)

Adicdo
gradativa de
agua (volume
nao
especificado)

Nao relatado

Nao
relatado

Nao
relatado

Temperatura

Temperatura
e pH

Equalizar
parametros
de agua
(sem

Nao
relatado

N&ao
relatado

Nao
relatado

N&o
relatado

Nao
relatado

Qualquer
peixe

Qualquer
peixe

Qualquer
peixe

Qualquer
peixe

Qualquer
peixe
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especificar
qual ou
como

equalizar)

Além do estresse por transporte, uma aclimatacdo inadequada para a espécie
pode resultar em alteracBes hematologicas que podem ser o ponto inicial para uma
imunossupressao, favorecendo a manifestacdo de agentes patogénicos oportunistas e
resultando em mortalidade (SCHRECK, 2000; FAZIO, 2018 TAVARES-DIAS &
MARTINS, 2017; FIORAVANTE & FLORIO, 2017). Para camarado marinho, ja existem
dados cientificos mais padronizados para o procedimento de aclimatacdo que pode
variar de 24 a 48 horas com trocas parciais de agua monitorando principalmente a
salinidade (BORGES, 2003; PAULA MENDES et al., 2006; VALENCA & MENDES,
2009).

Em relacdo ao procedimento de quarentena, este manejo visa manter os animais
confinados sob observacdo para avaliacdo do estado de saude apos o transporte e
aclimatacéo. De acordo com ICES (2005), um protocolo de quarentena é recomendado
depois de qualquer transporte para que posteriormente possa haver a introdugédo do
organismo aquético em um novo local afim de reduzir a disseminacdo de patégenos.
Durante esse processo, algumas medidas para o controle de patégenos séo comumente
adotadas como a aplicacdo de medicamentos: praziquantel, formalina, sulfato de cobre,
cloroquina, febendazol ou metronidazol (HADFIELD et al., 2011)

Contudo, o uso de alternativas ambientalmente amigaveis (fitoterapicos ou 6leos
essenciais) também vem sendo agregadas a um manejo de quarentena para
potencializar a reducéo de agentes infecciosos (CARNEIRO et al., 2003; GARCIA et al.,
2013). Com isso, problemas de saude publica gerados por bactérias ou parasitas de
carater zoono6tico podem ser controlados.

No entanto, assim como o procedimento aclimatagéo, este também n&o tem uma
padronizagdo de procedimentos. Diversos estudos cientificos descrevem tal manejo
ap6s um prévio procedimento de aclimatacdo, mas com informagdes variadas sem
qualquer respaldo técnico ou cientifico (tabela 2). Algumas perguntas ainda precisam
de resposta como qual tempo ideal de uma quarentena? Qual a densidade ideal? O
tempo e densidade na quarentena podem ser afetados se os animais estiverem com

algum patégeno?

Tabela 2. Dados e forma de manejo do procedimento de quarentena oriundas de artigos
cientificos ou documentos técnicos
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Qual Tempo Qual o ar%umiltro inﬁﬁgrl]ga Espécie
Autor do estudo de Manejo de g ! . usada no
e agua é na
guarentena? quarentena? . - . estudo
importante? fisiologia?
Jaetal,2017  15a90 dias Nao Nao Nao — Qualquer
relatado relatado relatado peixe
Hadfield et al., 2011 30 a 90 dias Nao Nao Ndo — Qualquer
relatado relatado relatado peixe
- . Nao Nao Nao Tilapia do
Vieira et al., 2019 7 dias relatado relatado relatado Nilo
. . Nao Nao Nao Tilapia do
Tachibana et al., 2021 14 dias relatado relatado relatado Nilo
. . Nao Nao Nao Tilapia do
Naliato et al., 2021 40 dias relatado relatado relatado Nilo

No Brasil, o primeiro marco regulatério para prote¢cdo da saude dos animais

aquéaticos e que abordou as acdes profilaticas dos estabelecimentos de aquicultura foi
regulamentado pela Instrucdo Normativa N° 53, de 2 de julho de 2003, aprovando o
Regulamento Técnico do Programa Nacional de Sanidade de Animais Aquaticos. Nesse
instrumento normativo, foram regulamentados os critérios sanitarios de estabelecimento
e o0s procedimentos a serem praticados na atividade dos animais aquéticos (BRASIL,
2003).

No entanto, esse instrumento apenas regulamentou como medida profilatica a
notificacéo, tratamento e destruicdo dos lotes positivos de doencas listadas como de
notificagdo obrigatdria, com foco voltado a importacdo e exportacdo de animais
aguaticos. Nesse instrumento, o procedimento profilatico de quarentena é abordado,
mas apenas como forma de espera para 0s resultados laboratoriais, sem nenhum
mecanismo mitigador ou de tratamento das doengas que ndo sejam de notificagdo
obrigatdria e sem maiores detalhes de sua execucgéo (BRASIL, 2003).

Em busca de prevenir, controlar e erradicar doencgas nos sistemas de producao
de animais aquaticos, no ano de 2015, por meio da Instrugdo Normativa N° 04, 04 de
fevereiro de 2015, foi instituido o Programa Aquicultura com Sanidade, estabelecendo-
se normas de boas préticas de aquicultura, profilaxia e biosseguranca. No que concerne
0 manejo profilatico, hd orientagdo nesse instrumento normativo de adocdo de
guarentena prévia (tabela 3), para a importacdo, exportacdo e transito nacional de
animais aquaticos (BRASIL, 2015, 2019).

Tabela 3. Procedimentos descritos na Instrucdo Normativa n® 04 (04 de fevereiro de 2015) sobre

a quarentena e ocorréncia de doencas de organismos aquaticos.

Quarentena | Permissao de entrada de novos lotes com reinicio da contagem.
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Separacdo de lotes importados, para ser possivel isolamento,
desinfec¢do ou tratamento separado.
Descrever informagdes: nimero, procedéncia, familia, quantidade

alojados e de mortalidade.

Com suspeita de doencas ou com altas mortalidades o Servico

Veterinario Oficial devera ser comunicado.

Ocorréncia de | O Servico Veterinario Oficial devera iniciar investigacdo 24h apos
doencgas notificagao.

As despesas de investigacdo ao monitoramento serdo

responsabilidade do proprietario, importador ou exportador.

Fonte: Brasil, 2015.

A normativa que regulamentou o Programa Aquicultura com Sanidade foi
modificada pela Instru¢do Normativa N° 04 MAPA n° 4, de 28 de fevereiro de 2019. No
entanto, as modificacdes no instrumento de 2015, no ambito sanitario, mencionou
apenas a necessidade de autorizagdo para uso de atividade terapéutica e profilatica
durante o periodo de quarentena, mas qualquer outra especificagdo sobre tempo e
quimicos utilizados néo séo descritos (BRASIL, 2019).

Para descrever os procedimentos necessarios para a quarentena foi publicado
pelo governo federal um manual de “Procedimento para Credenciamento e Controle de
Quarentenarios de Animais Aquaticos”. Nesse manual fica a cargo do estabelecimento
interessado a descrever o Manual de Procedimentos Operacionais Padrao, que devera
conter: protocolo de manejo e de eutanasia de animais, procedimentos de desinfeccao,
tratamentos fisicos, quimicos ou bioldgicos com detalhamento sobre produtos e doses
ou concentracdes utilizadas (com a referéncia técnica ou cientifica aplicada), lavagem
dos uniformes, destinacdo de residuos organicos e inorganicos, tratamento da agua de
abastecimento e da agua de descarte e programa de pragas e roedores. De acordo com
o manual de “Procedimento para Credenciamento e Controle de Quarentendrios de
Animais Aquaticos” o periodo minimo de quarentena deve obedecer aos estabelecidos
nos Requisitos de Importacdo Gerais (BRASIL, 2023).

A auséncia de procedimentos para realizagdo da quarentena pelos principais
documentos regulamentares emitidos pelo governo federal torna essa etapa sanitaria
despadronizada e pouco eficaz na prevencéo, controle e erradicacdo de doencas nos
sistemas de producdo aquicola, previstos no Programa Aquicultura com Sanidade
(BRASIL, 2015).

Para orientar as atividades dos servidores dos Orgdos Executores de Sanidade

Agropecuéria para o funcionamento pratico do Programa Aquicultura com Sanidade, o
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Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou um manual de
orientacdo, apenas com instrucdes de preenchimento de formularios referentes a
Instrucao normativa N° 04 de 04 de fevereiro de 2015. Apenas no documento “Manual
de Boas Praticas no Transporte de Peixes, também disponibilizado pelo MAPA em 2022,
foram apresentadas recomendac8es sobre técnicas de manejo durante a despesca e

transporte, incluindo medidas sanitarias (tabela 4).

Tabela 4: Procedimentos descritos no Manual de Boas Praticas no Transporte de Peixe sobre

critérios sanitarios dos peixes no momento do transporte animal.

Exigéncias
sanitarias para o Atestado sanitario aliado a um boletim de producéo.

transporte

_ Taxa de carregamento ou capacidade de carga espécie-
Densidade -
especifico.

Valores de qualidade adequados para a manutencdo da
Qualidade da agua qualidade da 4gua satisfatoria (oxigénio, diéxido de carbono e
niveis de amodnia, pH e temperatura).

Medidas mitigadoras Utilizacao de sal, uso de gesso, 6leos essenciais,
de estresse suplementos dietéticos, anestésicos e tranquilizantes.

Bem-estar animal, mortalidade, padrdo de natacdo e reacao

dos peixes, frequéncia ventilatéria, comportamento alimentar,

Indicadores de bem- agressividade, agrupamentos. No entanto, 0s niveis
estar plasmaticos sdo descritos pelo documento como ndo sendo

bons indicadores, uma vez que mesmo um transporte

adequado ocasiona alteracdes nesses parametros.

Fonte: MAPA (2022).

Desta forma, a profilaxia inicial (aclimatacdo e quarentena) pode reduzir custos
onerosos com remediacdo, bem como assegurar a saude do animal, a satde do homem
e reduzir impactos ao meio ambiente. Porém, observa-se que tanto a aclimatagcdo
guanto a quarentena sdo manejos que embora conhecidos, tanto pelo meio académico
guanto o produtivo, sdo negligenciados, devido a falta de padronizacdo e estudos

cientificos.
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CAPITULO 2
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos
Este estudo aprovado no CEUA (0019/2018) e SISGEN (AA94832; AA040B2)

conforme regulamentam as leis 11.794 e 13.123.

4.2 Estresse por transporte

Os juvenis de tambaqui Colossoma macropomum foram mantidos em tanques
de polietileno com capacidade para 500L (densidade de 0,59 de peixe por Litro) em
sistema de recirculacdo de agua com filtro mecénico e biolégico (denominados de
tanques originais). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (09 e 16 horas) até
a saciedade aparente e os parametros de qualidade de agua foram adequados para a
espécie (temperatura 28°.C, pH 6, condutividade 400-1000 uS/cm, oxigénio dissolvido
5 mg/L e amdnia NH3 0,0 mg/L) e monitorados com auxilio de uma sonda multiparametro
YSI profissional plus. Os animais permaneceram nessas condi¢des por 60 dias até o
inicio de cada experimento.

Para os experimentos descritos a seguir, 0os peixes (4 a 5g) foram alocados em
bolsas plasticas (Figura 3) na proporcdo de 1/3 de agua para 2/3 de oxigénio (injetado
a partir de cilindros de oxigénio) com densidade de 1g de peixe/L seguindo as
recomendacdes de Sampaio e Freire (2016) e Gomes et al. (2003) e entdo submetidos

ao estresse de transporte (real ou simulado).

Y,

Bolsa plastica
para o transporte —
de peixes

— 2/3 de oxigénio (O2)

R

} 1/3 de oxigénio (H20)

Figura 3. Esquema didatico da bolsa plastica usada para o transporte dos peixes

contendo as propor¢des recomendadas de agua e oxigénio
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Para o primeiro (EXP1) e segundo (EXP2) experimento de aclimatagdo, foi
realizado um transporte real como agente estressor, constituido de uma viagem em
automovel de ida e volta entre a Embrapa Tabuleiros Costeiros (SE) e Jeremoabo (BA)

totalizando 08 horas de transporte em um percurso aproximado de 400km (Figura 4).

NovaiSoure

N\
"/r'

Figura 4. Trajeto do transporte dos peixes realizado da Embrapa Tabuleiros Costeiros
(SE) até Jeremoabo (BA) com distancia aproximada de 400km e tempo de 08 horas

(este trajeto foi realizado para os dois primeiros experimentos). Fonte: GoogleMaps

Para os demais experimentos (EXP3, 4, 5 e 6), foi construido um simulador de
transporte com objetivo de obter maior controle do estresse causado nos animais em
laboratorio, evitando assim fatores externos como clima, transito e condi¢des da estrada
gue impediriam assim possiveis inferéncias entre os experimentos.

O simulador foi construido com uma placa de madeira (1x2m) posicionada acima
de um eixo de metal com sistema virabrequim. Este eixo foi plugado a um motor elétrico
com poténcia de dois cavalos de forca e com auxilio de um inversor de frequéncia que
foi programado para rotacionar em 60rpm. A rotacdo do eixo conectado ao motor
promove a movimentacdo da placa de madeira para cima e para baixo de forma

constante simulando o movimento da agua do saco quando usado um automoével (Figura
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5). Em testes preliminares o estresse simulado resultou em valores glicémicos

semelhantes ao provocado pelo transporte real, validando o simulador de transporte.

Figura 5. (A) Visédo real do simulador de transporte contendo os sacos plasticos (1/3 de
agua e 2/3 de ar) usados para alocagéo dos peixes durante a simulacéo de transporte.

(B) Modelo 3D do simulador de transporte feito no Google Sketchup.

Apobs o estresse (transporte real ou simulado), os animais foram aclimatados (de
acordo com cada experimento) em tanques receptores (500L em sistema estatico) com
parametros de qualidade de agua diferentes dos tanques originais (Tabela 1). A
gualidade de &gua dos tanques receptores foi modificada com auxilio de termostato,
acido acético e/ou hidroxido de soédio de forma que os tanques originais
apresentassem parametros de qualidade de agua diferente dos tanques receptores
(de acordo com cada experimento) para retratar o que ocorre em condigdes normais de

transporte entre diferentes pisciculturas.
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Tabela 5. Parametros de qualidade de &gua referente aos tanques usados nos
experimentos de aclimatacéo.

Tanque Recipiente de  Recipiente Tanque VARIACAO
original transporte contendo sal receptor*
EXP1
Temp. 28,47+0,29 29,27+0,16 25,80+0,24 -3
Od. 7,87+0,49 1,98+0,11 4,45+0,29 -2
Cond. 1025,00+44,0 1103,0+£38,47 1370,00+14 -300
pH 6,16+0,13 6,24+0,01 7,80%0,08 +1
NH4 1,31+0,05 1,39+0,03 0,04+0,00 -1
NH3 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0
EXP2
Temp. 28,53+0,19 28,40+0,37 25,80+0,19 -3
Od. 5,83+0,30 1,18+0,07 4,55+0,34 -1
Cond. 429,43+3,35 437,13+0,05 132,7+8,84 -300
pH 6,48+0,07 6,44+0,03 7,60+0,04 +1
NH4 1,43+0,14 1,55+0,05 0,02+0,00 -1,4
NH3 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0
EXP3 (04 h)

Temp. 28,15+0,22 28,73+£0,07 25,70+0,27 -3
Od. 6,18+0,47 2,77+0,07 4,02+0,06 -2
Cond. 735,75+£1,00 751,23+£3,47 352,20+97,42 -400
pH 6,52+0,10 6,38+0,06 7,54+0,09 +1
NH4 1,10+0,06 0,99+0,08 0,19+0,09 -0,90
NH3 0,01+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 0,01

EXP3 (08 h)

Temp. 28,15+0,22 28,80+0,33 25,70+0,27 -3
Od. 6,18+0,47 2,84+0,14 4,02+0,06 -2
Cond. 735,75+1,00 754,70+£1,22 352,20+97,42 -400
pH 6,52+0,10 6,45+0,09 7,54+0,09 +1
NH4 1,10+0,06 0,97+0,13 0,19+0,09 -0,90
NH3 0,01+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 0,01

EXP4
Reducéo Elevacéo
Temp. 26,82+0,27 28,23+0,29 25,07+0,45 27,92+0,32 +1,5
Od. 4,80+0,93 0,93+0,12 3,59+0,87 -1
Cond. 404,08+57,33 458,37+7,85 17144+88,79 1810,30+113,74 218.66+19,178 -1406/+186
pH 6,52+0,07 6,56%0,05 4,60+0,12 8,41+0,12 +15
NH4 0,71%0,07 0,73+0,03 0,17+0,14 -0,60
NH3 0,09+0,06 0,10£0,01 0,00£0,00 0,08

*indica diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste-t entre os pardmetros de agua dos tanques antes e depois
da aclimatacdo; temperatura (°C), oxigénio (mg/L), condutividade (uS/cm), NH4* e NH3 (mg/L).

4.3 Preparo dos tanques receptores contaminados com patégenos

Os tanques receptores que precisavam estar livres de patdgenos foram

previamente higienizados com lavagem (agua e sabdo) e posteriormente sua agua foi

desinfectada com uso de cloro (Concentracdo 4~6% 500 pL/L), e este eliminado dos



tanques apos 48h com agitacdo da agua por aeracdo. Os tanques receptores que
precisavam estar contaminados foram preparados antes do inicio dos experimentos. Os
patdgenos usados nesses tanques vieram do banco de cepas do laboratério de
aguicultura na Embrapa Tabuleiros Costeiros.

A bactéria Aeromonas hydrophila foi previamente crescida em tubos de ensaio
contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI). Esses tubos de ensaio permaneceram em
estufa microbiol6gica durante 24 horas a 30°C. Apds o crescimento bacteriano, os tubos
foram centrifugados, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em solucéo
salina estéril (NaCl 0,65%).

O fungo Saprolegnia parasitica foi crescido em placa petri contendo meio Batata
Dextrose Agar (BDA) e sementes de gergelim. Apds o crescimento em estufa
microbioldgica (96 horas a 25°C), as sementes foram alocadas em béqueres de vidro
contendo meio de indugcdo (PEREIRA-TORRES et al., 2016) e permanecendo sob
aeracao constante durante 24 horas para formacao dos zoGsporos.

ApOs o prévio preparo em laboratério, os patégenos foram inseridos diretamente
na agua dos tanques com as seguintes concentracées: 10°UFC/mL Aeromonas
hydrophila segundo PEATMAN et al. (2018) e 1x10°® de Zodsporo/100L do fungo
Saprolegnia parasitica segundo FIROUZBAKHSH et al. (2014).

4.4, Experimentos de aclimatacao
4.4.1 Experimento 1. Protocolo de aclimatagéo padréo

Nesse experimento foram avaliados tempos de aclimatagdo apos o estresse de
transporte. Este experimento ocorreu em delineamento inteiramente casualizado com
arranjo de parcelas subdivididas ao tempo (3 fatores principais X 5 subparcelas). Os
fatores principais foram trés diferentes manejos de aclimatacéo: (NOAC) ndo aclimatar
0s animais, liberando diretamente na dgua dos tanques receptores; (AC30) aclimatagéo
por 30 minutos com trocas parciais de agua equalizando parametros de temperatura,
pH, amobnia e condutividade; e (AC60) aclimatagéo por 60 minutos com trocas parciais
de agua equalizando parametros; e as subparcelas corresponderam aos tempos de
coletas sanguineas (01, 24, 48, 72 e 96 horas). Durante todo tempo experimental de 96
horas, os animais foram monitorados determinando eventuais mortalidades.

O processo de aclimatacado consistiu em alocar o saco de transporte nos tanques
receptores para inicio da equalizacao da temperatura, posteriormente o saco foi aberto
e visualizado as condicfes dos peixes. Nesse momento os parametros de qualidade de
agua de temperatura, pH, condutividade, oxigénio dissolvido e aménia foram analisados

com auxilio de uma sonda multiparametro YSI profissional plus.
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A equalizacao dos parametros de agua foi realizada utilizando um pote plastico,
sendo entdo retirado 1 litro de agua do saco do transporte e colocado 1L de agua do
tanque receptor no saco de transporte, até a equalizacdo dos parametros dentro dos
tempos estipulados para cada tratamento (30 min ou 60 min). Essas trocas de agua
(retirada 1L e adicdo de 1L) foram realizadas por minuto para aclimatacdo de 30
minutos, e a cada 2 minutos para aclimatacdo de 60 minutos, totalizando o mesmo
volume de agua trocada para cada procedimento. ApGs a equalizacdo dos parametros
dentro dos tempos estipulados, os peixes foram capturados com auxilio de puca de
malha fechada, para ndo causar danos a pele dos peixes, e entdo soltos nos tanques
receptores.

Para coleta sanguinea 15 peixes antes do estresse de transporte bem como 9
peixes por tratamento nos horéarios pré-definidos de 01, 24, 48, 72 e 96 horas foram
submetidos a coleta de sangue, por puncao dos vasos caudais pOs anestesia com
eugenol (60mg/L) (INOUE et al., 2011) para avaliagdo dos parametros sanguineos.

4.4.2 Experimento 2. Protocolos de aclimatacéo e suscetibilidade infecciosa

Nesse experimento, em complemento ao experimento anterior, foi avaliado a
influéncia da presenca de patdégenos nos tanques receptores em relacao ao processo
de aclimatacdo. Este experimento ocorreu em delineamento inteiramente casualizado
com arranjo de parcelas sub-subdivididas ao tempo (3 fatores principais X 2 subparcelas
X 5 sub-subparcelas). Os fatores principais foram trés diferentes manejos de
aclimatagcdo (NOAC, AC30 e ACG60); a parcela subdividida foi representada pela
presenca ou ndo dos patdgenos: Grupo 1. tanques previamente contaminados com
patdégenos, Grupo 2. tanques previamente esterilizados com adigdo de cloro 4~6%
(60mg/mL); e a sub-subparcela correspondeu aos tempos de coletas sanguineas (01,
24, 48, 72 e 96 horas) (Figura 6).

Apos os diferentes procedimentos de aclimatacdo (NOAC, AC30 e AC60), os
animais foram alocados em caixas de 500L (270 peixes distribuidos em 18 caixas) em
sistema estatico (sem recirculacdo de agua) com aeracdo forcada, distribuidos
aleatoriamente entre os tanques (figura 2). Este experimento teve duracéo de 96 horas,
onde foram observados os sinais clinicos, e avaliada a mortalidade e as alteracdes
hematolégicas. Como o experimento anterior, 15 peixes antes do estresse de transporte
bem como 9 peixes por tratamento nos horarios pré-definidos de 01, 24, 48, 72 e 96
horas foram submetidos a coleta de sangue para avaliacdo dos parametros sanguineos.

Estes mesmos peixes também foram submetidos ao procedimento de coleta de
amostra com swab estéril (quando demonstraram sinal clinico de doenca e mortalidade)

para analise microbiol6gica. Os cotonetes de swab foram esgotados em placas petri
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contendo meio de cultura Brain Heart Infusion Agar (BHI Agar). Apds incubacao e
crescimento bacteriano em estufa (35°C por 24 horas), as colbnias crescidas foram

identificadas pelo método de MALDI-TOF para confirmacéo do postulado de Koch.

CAIXAS DE 5001

Grupo contaminado

Grupo estéril

ACGO AC30 NOAC

Figura 6. Layout do delineamento inteiramente casualizado com parcelas sub
subdivididos ao tempo do experimento Protocolos de aclimatagéo e suscetibilidade
infecciosa. Neste layout, cada circulo representa uma caixa de 500L (visdo de topo),
aleatoriamente distribuidas de trés em trés para definir os tratamentos. NOAC: animais
ndo aclimatados, AC30: animais aclimatados em 30 minutos, ACG60: animais
aclimatados em 60 minutos, Grupo contaminado: peixes aclimatados em caixas
contaminadas com o0s patdgenos, Grupo estéril: peixes aclimatados em caixas

previamente esterilizadas.

4.4.3 Experimento 3. Influéncia do manejo e intensidade de estresse

No terceiro experimento foi avaliado a influéncia da intensidade de estresse
sobre o processo de aclimatagéo, sendo que os agentes sdo o tempo de transporte e a
uma simulacdo de aclimatacdo. Esse experimento ocorreu em delineamento
inteiramente casualizado com parcelas sub-subdivididas ao tempo com triplicatas
constituido de Fator 1: peixes submetidos ao estresse de transporte por quatro horas
(04h); Fator 2: peixes submetidos ao estresse de transporte por 8 horas (08h). Dentro
de cada fator os peixes foram submetidos as trés formas de aclimatagdo: NOAC, AC30
e SIMU, sendo esse ultimo, uma simulagéo do procedimento de aclimatacdo, onde ndo
houve trocas de agua e realizou-se apenas o manejo de retirada e devolucdo da agua
nos sacos de transporte (Figura 2); e as sub-subparcelas corresponderam as analises
sanguineas nos periodos de 01, 24, 48, 72 e 96 horas.

A substituicdo do tratamento AC60 pelo tratamento SIMU foi esquematizada para
responder se o manejo de aclimatacdo poderia causar algum estresse adicional. Essa

alteracdo foi baseada nos resultados dos experimentos anteriores. Os peixes, ap0s o
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procedimento de manejo de aclimatagdo (NOAC, AC30 e SIMU), foram alocados em
caixas de 500L (270 peixes distribuidos em 18 caixas) em sistema estatico (sem
recirculacdo de agua) com aeracdo forcada. Os animais foram entdo monitorados
durante 96 horas e o0 sangue coletado de nove animais por tratamento nos horarios pré

estabelecidos para avaliacdo hematolégica.

CAIXAS DE 500L

_ FATOR1

FATORZ,

NOAC AC30 SIMU

Figura 4. Layout do delineamento inteiramente casualizado com parcelas sub-
subdivididas ao tempo referente ao experimento “Intensidade de estresse e manejo de
aclimatacéo”. (Fator 1): peixes submetidos a quatro horas de simulagdo de transporte;

(Fator 2): peixes submetidos a oito horas de simulacdo de transporte.

4.4.4 Experimento 4. Gradientes de variagéo e uso do sal no transporte

Nesse experimento avaliou-se a presenca de sal no transporte e o quanto as
diferencas entre a qualidade de agua do tanque original e dos tanques receptores
influencia no processo de aclimatacdo. Este experimento foi em delineamento em
parcelas sub-subdivididas com trés fatores principais, duas subparcelas e 5 tempos de
coleta de sangue, em triplicata. Os fatores foram baseados na equalizacdo dos
parametros temperatura (°C) e valores de pH (tabela 3) simulando ambientes quente,
frio, acido e basico. As subparcelas foram constituidos da seguinte forma: COM SAL-
Peixes submetidos ao estresse de transporte por oito horas com uso de sal (8g/L
GOMES et al., 2003); SEM SAL- Peixes submetidos ao estresse de transporte por oito
horas sem uso de sal. Ao final do estresse, os peixes foram aclimatados com o
procedimento de manejo rapido (AC30) e alocados nos tanques receptores conforme
os tratamentos estipulados. Este experimento utilizou 270 peixes aclimatados em caixas
de 500 litros com sistema estatico e aeragdo forcada. O ensaio durou 96 horas
determinando altera¢cdes hematoldgicas em horéarios pré-definidos (01, 24, 48, 72 e 96

horas), sendo realizado da mesma forma que no experimento anterior.
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Tabela 6. Delineamento inteiramente casualizado com variagdes de temperatura e pH

do experimento Gradientes de variacdo e uso do sal.

Transporte Fator principal Temperatura (°C) pH
(tratamentos)
T1 (Frio e acido) 25,07+0,45 4,60+0,12
Com Sal T2 (Quente e alcalino) 27,92+0,32 8,41+0,12
T3 (Quente e acido) 27,92+0,32 4,60+0,12
T4 (Frio e acido) 25,07+0,45 4,60+0,12
Sem Sal T5 (Quente e alcalino) 27,92+0,32 8,41+0,12
T6 (Quente e &cido) 27,92+0,32 4,60+0,12

COM SAL: Peixes submetidos a estresse por transporte com adigdo de sal na agua, SEM SAL: Peixes submetidos a

estresse por transporte sem adicdo de sal na 4gua, Temp.: temperatura com variagdo em °C.

4.5. Experimentos de quarentena
4.5.1 Experimento 5: Tempo e densidade ideal de quarentena

O primeiro experimento da etapa de quarentena avaliou a densidade de
estocagem e a presencga de patdgenos nos tanques receptores, considerando o tempo
de monitoramento minimo adequado para realizagcdo do processo de quarentena. Foi
realizado um experimento em delineamento inteiramente casualizado em parcelas sub-
subdivididas ao tempo, avaliando: presenca ou auséncia de patdégenos na quarentena
(tanques contaminados e tanques estéreis) e diferentes densidades de estocagem (1g/L
e 2¢g/L de densidade) por 45 dias. Um total de 480 peixes foram usados neste
experimento. Os animais foram aclimatados de forma rapida (30 minutos de
aclimatagéo), de acordo com os resultados descritos nos experimentos anteriores. Apos
o procedimento de aclimatacdo, os peixes foram divididos em caixas de agua de 500L
de acordo com o delineamento proposto, e alimentados com racdo comercial 32%PB,
duas vezes ao dia na taxa de alimentacéo de 10% PV. Em momentos pré-determinados
(1, 15 e 45 dias apoés estresse por transporte), 12 peixes por tratamento foram

submetidos a coleta de sangue para realizacao das andlises hematoldgicas.

4.5.2 Experimento 6: Medidas mitigadoras da presenca de patdégeno na quarentena
No experimento 6, utilizou-se 240 peixes para avaliar diferentes produtos para
mitigar o efeito da presenca dos agentes patogénicos no processo de quarentena. Este
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado avaliando quatro
diferentes manejos na quarentena para observar possivel efeito mitigador de estresse
causado pela presenca dos patdégenos na agua. Os peixes ap0s simulagéo de transporte

de 8 horas, foram submetidos a aclimatacdo de 30minutos conforme experimentos
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prévios e mantidos na quarentena na densidade de 1g/L e alimentados apds o 4°.dia de
quarentena, com racdo comercial 32% de proteina bruta duas vezes ao dia na taxa de
alimentacdo de 10% do peso vivo.

Os modelos de quarentena testados foram (CONTROLE: quarentena sem
qualquer mitigacdo; T1: quarentena contendo sal a 0,1% de acordo com Kumar et al.,
2018; T2: quarentena contendo formalina 15mg/L Francis-Floyd, 1996; e T3: quarentena
contendo nanocompadsito de prata e cobre adaptado de Meneses et al., 2019). Além
disso, foi incluido no experimento um tratamento controle negativo constituido por
peixes que ndo foram submetidos a procedimentos de aclimatacdo (liberados
imediatamente apds transporte) e foram alocados em quarentena contendo patdégeno
sem qualquer medida mitigadora. Em diferentes momentos (1, 15 e 45 dias apds
estresse por transporte), 12 peixes por tratamento foram submetidos a coleta de sangue
para realizacdo das andlises hematoldgicas.

A inoculacéo dos patégenos Aeromonas hydrophila e Saprolegnia parasitica nos
tanques da quarentena seguiu 0s mesmos procedimentos e concentracdes
mencionadas no item “Preparo dos tanques receptores contaminados com patégenos”.
Os patdgenos eram reinoculados a cada semana para garantir a presenca dos
patégenos na agua.

4.6 Andlise hematolo6gica

As coletas de sangue foram realizadas em diferentes momentos de acordo com
a proposta de cada experimento (aclimatacéo: 01, 24, 48, 72 e 96h; quarentena: 1, 15
e 45 dias). Para tanto, os animais foram submetidos a anestesia com eugenol (60mg/L)
(INOUE et al., 2011) e entéo foi realizada coleta de sangue em vasos caldais utilizando
seringas umedecidas em EDTA 3%.

As amostras sanguineas foram conduzidas a analises de cortisol (g/dL) usando
reagentes do kit “Human Cortisol Elisa Kit”, glicose (mg/dL) e lactato (g/dL) com
analisador automatico Accuchek Active®, niveis de sédio (Na), potassio (K), calcio
ionizado (iCa), pressado parcial de oxigénio (pO2 mmHg), pressao parcial de gas
carbbnico (pCO2 mmHg) e pH sanguineo com i-STAT® system test cartridge. O nimero
de eritrécitos totais (uL) foi aferido em camara de Neubauer, porcentagem de
hematécrito pelo método de micro hematdcrito (GOLDENFARB et al., 1971),
hemoglobina (g/dL) em analisador bioquimico.

Os indices hematimétricos (VCM - volume corpuscular médio, HCM -
hemoglobina corpuscular média, CHCM - concentracdo de hemoglobina corpuscular

média) calculados de acordo com Vallada (1999). Também foram confeccionadas
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extensdes sanguineas (coradas com kit pandético) em lamina de vidro para contagem de
trombacitos totais e diferencial de leucocitos (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

4.7 Estatistica dos dados

Todos o0s dados foram submetidos aos testes de normalidade e
homoscedasticidade de Shapiro-wilk e Bartlett. Em seguida foram conduzidos a andlise
de variancia seguido pelo teste de Tukey (0=5%) para comparag¢ao de média. Os dados
de qualidade de agua entre os tanques antes e depois da viagem, bem como os dados
hematoldgicos (basal e cada hora individual de andlise) foram conduzidos a teste-t para
comparacao de médias, com auxilio do software Past e BioEstat. Os dados do segundo
experimento de aclimatagdo (todos os dados hematoldgicos) foram também conduzidos
a analise de componentes principais (PC1+PC2 > 80%) para determinacgéo de possiveis

agrupamentos.
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6. RESULTADOS
6.1 Experimento 1. protocolo de aclimatacao padrao

Apbs o estresse de transporte, os valores de glicose na primeira hora de anélise
foram elevados (tabela 7), sendo que os animais do AC60 apresentaram 0s maiores
valores glicémicos (107,83 mg/L). Com 48 horas ap6s os procedimentos de aclimatacao,
os tratamentos dos peixes nao aclimatados e aclimatados em 30 minutos (NOAC e
AC30, respectivamente) mostraram reducdo dos valores glicémicos com retorno a
normalidade (semelhante aos valores basais) as 48 e 72h, respectivamente. No entanto,
para o tratamento de aclimatagao lenta (AC60), com 24 horas apds procedimento, houve
reducéo significativa na glicemia comparado aos demais tratamentos, permanecendo
essa hipoglicemia até o final do periodo de andlise, ndo retornando a normalidade.

Mais tardiamente que a glicose, o pico de lactato no sangue foi observado em
24 horas ap0s os procedimentos de aclimatacdo para todos os tratamentos. Mas
ressalta-se que o lactato para o tratamento (AC60) foi maior (p<0,05) comparado aos
demais tratamentos em todos as horas de andlise. Ao final das 96 horas de andlise,

nenhum dos tratamentos obteve valores de retorno a normalidade.

Tabela 7. Parametros bioquimicos do sangue de tambaqui Colossoma macropomum referente

ao primeiro experimento referente a avaliacdo dos procedimentos de aclimatagéo

NOAC 30AC 60AC
Glicose (mg/dL)

Basal 32,00+2,96 32,00£2,96 32,00£2,96
01h 71,67+6,18Ab 69,50+3,59Ab 107,83+25,60Aa
24h 40,67+3,99Ba 30,17+4,30Bb 20.50+8,50Bc
48h 32,33+£10,93Ba 37,50+5,56Ba 24,83+4,37Bb
72h 30,17+3,37Ba 33,83+8,47Ba 24,6745,73Bb
96h 36,67+9,29Ca 35,00+8,64Ca 23,8316,23Bb

Retorno 48h 72h NO<
p-value p>0,05 p>0,05 p<0,05
Lactato (mg/dL)

Basal 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
01lh 0,00+0,00Bb 0,00+0,00Bb 1,28+0,17Ba
24h 1,80+1,09Ab 1,73+0,59Ab 3,28+0,34Aa
48h 1,13+0,16Ab 1,15+0,19Ab 2,83+0,72Aa
72h 1,02+0,19Ab 1,17+0,24Ab 2,60+£0,90Aa
96h 1,08+0,07Ab 1,08+0,07Ab 2,70+0,57Aa

Retorno NO> NO> NO>
p-value p<0,05 p<0,05 p<0,05

Diferentes letras mailsculas nas colunas, mindsculas nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de analise de
variancia em parcelas subdivididas ao tempo; NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas; NO< - valores abaixo
do basal ao final das 96 horas

Em relacdo a parte vermelha do sangue, na primeira hora de analise, a contagem

total de eritrécitos foi igual entre todos os tratamentos, mas houve reducédo acentuada
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desse valor a partir das 48h no tratamento AC60. Para o percentual de hematdcrito, o
tratamento AC60 diferiu dos demais com menores valores, na primeira hora e
posteriormente nas horas de 48 a 96 h, corroborando a menor quantidade de eritrécitos
observada. Com o parametro de hemoglobina, houve diferenca entre todos os
tratamentos com maiores valores para AC60 e menores para NOAC no tempo de 1 hora,
porém observou-se reducdo de hemoglobina no decorrer do tempo para todos o0s

tratamentos, finalizando com valores abaixo da normalidade (tabela 8).

Tabela 8. Parametros eritrocitarios do sangue de tambaqui Colossoma macropomum referente
ao primeiro experimento de avaliacdo do protocolo de aclimatacéo

NOAC 30AC 60AC
Eritrocitos (cel/pL x 10°)

Basal 0,72+0,12 0,72+0,12 0,72+0,12
01h 1,26+5,99Aa 1,14+5,33Aa 1,30+48,08Aa
24h 1,19+3,19Ab 1,03+4,75Ab 1,89+24,28Aa
48h 1,54+6,47Aa 1,88+6,11Aa 0,74+3,40Bb
72h 1,63£8,71Aa 1,92+7,18Aa 0,74+5,21Bb
96h 1,17+2,87Aa 1,76+1,71Aa 0,7245,34Bb

Retorno NO> NO> 48h
p-value p<0,05 p<0,05 p<0,05
Hematdcrito (%)

Basal 21,42+2,07 21,42+2,07 21,42+2,07
01h 31,84+4,80Aa 33,73+6,08Aa 23,43+2,80Ab
24h 23,62+7,91Ba 27,50+4,80Aa 23,21+4,41Aa
48h 27,13+3,31Aa 24,80+4,68Ba 21,31+1,38Aa
72h 27,56+2,69Aa 24,31+3,83Ba 18,81+2,78Ab
96h 23,25+3,87Ba 25,29+3,05Ba 19,41+2,35Ab

Retorno 96h NO> 01h
p-value p>0,05 p<0,05 p<0,05
Hemoglobina (g/dL)

Basal 3,85+0,56 3,85+0,56 3,85+0,56
01lh 11,79+2,57Ac 14,97+1,95Ab 18,47+1,91Aa
24h 6,00+1,80Aa 6,26+1,78Ba 4,72+1,54Ba
48h 3,23+0,70Aa 3,91+0,68Ca 3,28+0,88Ba
72h 3,27+0,72Aa 3,81+0,75Ca 3,81+1,28Ba
96h 2,76+0,69Aa 2,69+0,68Ca 2,43+0,63Ba

Retorno NO< NO< NO<
p-value p<0,05 p<0,05 p<0,05

Diferentes letras mailsculas nas colunas, mindsculas nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de analise de
variancia em parcelas subdivididas ao tempo; Retorno: Indica houve ou nao retorno dos valores aos niveis basais pelo
teste-t; NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas; NO< - valores abaixo do basal ao final das 96 horas

O volume corpuscular médio foi maior nos tratamentos NOAC e AC30 quando
comparados ao AC60 nas 24 primeiras horas. A partir das 48 horas, os valores de VCM
retornaram ao basal para o tratamento AC30, enquanto os demais tratamentos

permaneceram com seus valores alterados (tabela 9), sendo os maiores valores de
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VCM para os peixes do tratamento AC60. Em relacdo ao HCM, houve aumento
acentuado na primeira hora em todos os tratamentos comparado ao valor basal e
apenas os peixes ndo submetidos a aclimatacao (NOAC) mostraram retorno aos valores
basais em 48 horas para este parametro. Para o tratamento AC60, este hovamente ndo
retornou a normalidade ao final das 96 horas de andlise. Para o CHCM, a maior elevacao
de valores ocorreu no tratamento AC60, mas com reduc¢ao apos 24 h, sendo semelhante

aos demais tratamentos, mas abaixo dos valores basais.

Tabela 9. indices hematimétricos do sangue de tambaqui Colossoma macropomum referente ao

primeiro experimento de avaliagdo do protocolo de aclimatacéo

NOAC 30AC 60AC
VCM (fL)

Basal 281,13+48,91 281,13+48,91 281,13+48,91
01lh 612,8+295,6Aa 726,7+377,8Aa 418,8+188,8Ch
24h 419,0+196,4Ba 614,8+220,9Aa 258,0+72,5Bb
48h 406,2+162,2Ba 277,7+103,5Bb 572,6+35,9Aa
72h 413,2+189,3Ba 289,1+137,8Bb 507,1+£72,7Aa
96h 431,1+175,8Ba 290,3+54,5Bb 537,7+86,3Aa

Retorno NO> 48h NO>
p-value p<0,05 p>0,05 p<0,05
HCM (pg)

Basal 53,71+6,99 53,71+6,99 53,71+6,99
01lh 237,14+147,66Aa 325,05+168,34Aa 340,34+179,91Aa
24h 108,90+50,83Ba 152,47+96,94Aa 52,02+22,64Bb
48h 49,15+22,28Ca 28,84+23,08Bb 87,35+22,51Ba
72h 50,31+26,50Cb 37,84+29,74Cb 94,82+32,41Ba
96h 48,02+10,01Cb 30,16+6,29Cc 66,93+18,33Ba

Retorno 48h NO< NO>
p-value p>0,05 p<0,05 p<0,05
CHCM (%)

Basal 18,30+3,69 18,30+3,69 18,30+3,69
01h 38,12+11,59Ab 46,80+15,58Ab 79,96x13,91Aa
24h 31,93+21,71Aa 23,42+8,25Aa 21,59+11,40Ba
48h 11,85+1,87Ab 16,20+4,12Aa 15,34+4,26Ba
72h 11,80+2,14Ab 15,72+2,19Aa 19,53+9,07Ba
96h 12,85+7,04Aa 10,95+3,82Aa 13,04+5,03Ba

Retorno* NO< NO< NO<
p-value p<0,05 p<0,05 p<0,05

Diferentes letras mailsculas nas colunas, mindsculas nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de analise de
variancia em parcelas subdivididas ao tempo; NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas; NO< - valores abaixo
do basal ao final das 96 horas

Para as células de defesa, na primeira hora de analise sanguinea, houve
aumento significativo em neutrdéfilos, linfocitos e baséfilos para o tratamento sem
aclimatacdo (NOAC) em comparacdo aos demais (AC30 e AC60). Em particular o

tratamento AC60 apresentou os menores valores de linfécitos tanto na primeira hora
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quanto ao passar das horas (1~96h). Além da linfocitopenia, este mesmo tratamento
também mostrou reducdo de basofilos diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos (NOAC e AC30) a partir das 48 horas. O tratamento AC60 também
apresentou o maior nimero de células imatura em relacdo aos demais tratamentos a
partir das 24h (tabela 10).

Tabela 10. Leucdcitos e trombdécitos do sangue de tambaqui Colossoma macropomum referente

ao primeiro experimento de avaliacdo do protocolo de aclimatacéo.

NOAC 30AC 60AC NOAC 30AC 60AC
Trombdcitos Neutrdfilo
Basal 1,59+0,13 1,59+0,13 1,59+0,13 1,45+0,12 1,45+0,12 1,45+0,12
01h 0,70+0,28Ab 0,54+0,17Cc 0,77+0,52Ba 3,40+1,30Aa 1,98+0,54Bb 1,96+0,35Ab
24h 0,30+0,07Cc 0,47+0,06Bb 1,78+0,60Aa 1,60+0,52Ba 1,36+0,74Ba 1,59+0,25Aa
48h 0,19+0,04Cc 0,94+0,27Aa 0,70+0,20Bb 2,76+0,44Bb 4,25+1,04Aa 0,58+0,13Bc
72h 0,27+0,07Cc 0,7140,13Aa 0,52+0,02Cb 2,16+0,53Bb 3,99+1,12Aa 0,93+0,38Bc
96h 0,38+0,07Bc 0,84+0,35Aa 0,52+0,06Ch 2,67+0,42Ba 3,50+0,51Aa 0,91+0,24Bb
Retorno NO< NO< NO< NO> NO> NO<
p-value p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Linfécitos Basdfilo
Basal 1,32+0,14 1,32+0,14 1,32+0,14 0,19+0,04 0,19+0,04 0,19+0,04
01lh 3,04+1,65Aa 2,50+0,01Aa 0,11+0,04Bb 0,46+0,33Aa 0,17+0,05Bb 0,23+0,06Ab
24h 2,48+0,60Aa 1,51+0,63Aa 0,13+0,04Bb 0,47+0,23Aa 0,34+0,13Ba 0,22+0,14Aa
48h 2,81+0,55Aa 2,29+0,19Aa 0,18+0,05Bb 0,50+0,12Ab 0,93+0,06Aa 0,05+0,02Bc
72h 2,58+0,56Aa 3,54+0,21Aa 0,44+0,05Ab 0,61+0,16Ab 0,81+0,27Aa 0,06+0,02Bc
96h 3,06+0,11Aa 3,00+0,80Aa 0,44+0,02Ab 0,66+0,06Ab 0,85+0,31Aa 0,06+0,01Bc
Retorno NO> NO> NO< NO> NO> NO<
p-value p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Mondcitos Célula imatura
Basal 0,11+0,01 0,11+0,01 0,11+0,01 0,07+0,01 0,07+0,01 0,07+0,01
01lh 0,35+0.27Aa 0,25+0,11Aa 0,38+0,10Aa 0,31+0,18Bc 1,95+0,28Aa 1,11+0,38Cb
24h 0,17+0,06Bb 0,25+0,13Ab 0,46+0,19Aa 2,13+0,57Ab 1,91+0,11Ab 8,51+0,74Aa
48h 0,20+0,03Bb 0,31+0,08Aa 0,18+0,05Bb 0,29+0,09Bc 1,65+0,45Ab 2,74+0,16Ba
72h 0,18+0,04Bb 0,3040,05Aa 0,18+0,02Bb 0,58+0,13Bc 1,07+0,46Bb 2,08+0,34Ca
96h 0,16+0,02Bb 0,26+0,03Aa 0,17+0,01Bb 0,68+0,02Bb 0,98+0,46Bb 2,22+0,51Ca
Retorno* NO> NO> NO> NO> NO> NO>
p-value p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Diferentes letras mailsculas nas colunas, mindsculas nas linhas indicam diferencga estatistica pelo teste de andlise de
variancia em parcelas subdivididas ao tempo; NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas; NO< - valores abaixo
do basal ao final das 96 horas, todos os leucdcitos foram expressos em quantidade de células/microlitro vezes 10*

Analisando os dados em conjunto desse experimento, o procedimento lento de
aclimatacdo (AC60) mostrou maiores alteracdes impedindo a mitigacdo do efeito do
estresse de transporte, ja a aclimatagdo rapida apresentou resultados semelhantes a
manejo de ndo aclimatar, levantando dudvidas quanto sua utilizacdo como manejo

profilatico.
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6.2 Experimento 2. protocolos de aclimatac&o e Suscetibilidade infecciosa
Considerando que no experimento anterior, a aclimatacdo em 30 minutos se
comportou semelhante ao ndo aclimatado, optou-se por desafiar os peixes quanto a
presenca de patégenos na agua para avaliar se realmente ndo aclimatar seria uma
opcao pds o estresse de transporte. Como resultado, observou-se que na primeira hora
apos a aclimatacao, a glicose aumentou em todos 0s peixes, no entanto, os peixes dos
tanques contaminados apresentaram maiores valores se comparado aos animais dos
tanques estéreis (Figura 5). Ndo foram observadas diferencas entre os diferentes
procedimentos de aclimatacao (rapida, lenta ou ndo aclimatar), com valores variando de
89 a 99 mg/dL. Ao longo do periodo experimental, houve reducdo da glicose em 72 h

para valores proximos ao basal.
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Figura 5. Valores de glicose (média + desvio padrdo, mg/dL) de Colossoma
macropomum de tanques contaminados e estéreis ao longo das horas (01 a 96 horas).
O simbolo (*) significa diferenca estatistica entre tanques contaminados e estéreis ao

longo do tempo.

Assim como a glicose, houve um aumento no cortisol, em especial no
procedimento de aclimatacdo lenta (60AC), aproximadamente 300% em comparacao
com o valor basal. Nenhum dos tratamentos promoveu o retorno dos niveis de cortisol
aos valores antes do estresse. Além disso, os peixes dos tanques contaminados

apresentaram niveis de cortisol mais elevados do que os do grupo estéril (tabela 11).
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Tabela 11. Valores de cortisol (ug/dL) apés procedimentos de aclimatacdo ao longo das horas

em tanques contaminados ou estéreis.

Aclimatacéo Tanques
NOAC 30AC 60AC Contaminado Estéril
Basal 26.00+3.26 26.00+3.26
01h 33.21+9.37Bb 33.21+9.37Bb 103.64+21.66Ab 64.46+26.20a 51.32+12.94b
24h 38.51+9.01Bb 38.514+9.01Bb 69.27+5.53Bb
48h 62.88+8.77Ab 62.88+8.77Ab 80.88+13.85Ab
72h 52.88+2.62Ab 52.88+2.62Ab 95.31+3.83Ab
96h 46.34+6.09Bb 46.34+6.09Bb 74.01+24.52Bb
Return NO> NO> NO>
p-value p<0.05 p<0.05 p<0.05

Letras diferentes na linha (minlUsculas) e na coluna (mailsculas) significam diferenga estatistica pelo teste de Tukey
(p<0,05), Basal: Valores basais antes do procedimento de aclimatacdo, NAO (>): n&o retornou e terminou acima dos

valores basais, NAO (<): n&o retornou e terminou abaixo dos valores basais.

Todos o0s peixes, independentemente do procedimento de aclimatacéo,
mostraram niveis de lactato acima do valor basal (0,0 g/dL) na primeira hora de analise.
No entanto, observando longo do tempo, a presenca do patégeno influenciou no efeito
da aclimatacdo para os parametros de lactato (p<0,01) e na proteina plasmética total
(p<0,01). Em especial, o grupo de peixes expostos aos patdégenos apresentaram niveis
mais elevados de lactato e proteina plasmatica total (PPT), principalmente para o
procedimento de aclimatacdo lenta (AC60 em 48 h; Figura 6A e B).

Para o grupo de animais ndo aclimatados, essa resposta do lactato foi observada
apenas em 72 h. Os peixes ndo expostos ao patdgeno, a partir da 1 h de analise,
mostrou gradativa reducdo no valor de lactato ao longo do tempo, embora ndo tenham
retornado ao valor basal. Destaca-se o procedimento de aclimatagdo por 30 minutos,
que mesmo em tanques contaminados, 0s animais mostraram valores de lactato
semelhantes aos peixes dentro dos tanques livre de patégeno.

Observou-se reducdo da proteina plasmatica total ao longo do tempo, no
entanto, a reducdo mais acentuada foi observada em peixes expostos a patdgenos,
principalmente para os animais aclimatados por 60 minutos, seguido pelos peixes ndo
aclimatados. Os peixes que ndo foram expostos ao patégeno apresentaram reducao
gradual, atingindo valores basais em 72 h. Ressalta-se que peixes em 30AC que foram
expostos a patdégenos apresentaram valores de proteina plasmatica total semelhantes

aos encontrados em peixes ndo expostos a patégenos.

38



4.5 Lactato A

by 3
S \
8 2 ——s
g Contar--ado
B
o 1 Tstér
0.5 T
" Valor basal
0
14 24h 48h 72h 96h
Horas
s A wn HOA( e NOAL JOAL 60/ NOAL
L J L J
Tanque contaminado Tanque estéril
Proteina plasmatica total B
g 51
iy
(=]
@ 4.¢ '\'alor basal — Tontav-<ado
g - —_—
8 41 .
(>
8 Zutér
O 3¢ .
.
1
241 48h 9%t
Horas
w— A s HUOAL e NOA( OAL S0AL NOA
L L
Tanque contaminado Tanque estéril

Figura 6. A: Valores de lactato (mg/dL) entre os tratamentos em dois tipos diferentes de
tanques (contaminados e estéreis) ao longo do tempo; B: Valores de proteina plasmatica
total (g/dL) entre os tratamentos em dois tipos diferentes de tanques (contaminados e
estéreis) ao longo do tempo.

Eritrocitos, hematdcrito e hemoglobina dos peixes submetidos ao procedimento
lento (60AC) ndo retornaram aos valores basais mesmo apés 96 h pos estresse por
transporte, independentemente se exposto ou ndo ao patdgeno. A presenca dos
patégenos alterou os valores desses trés parametros a partir de 48 h. Nos tanques
contaminados, independente do procedimento de aclimatacdo (NOAC, 30AC, 60AC), os
valores de eritrocitos ndo retornaram aos valores basais e 0os parametros de hematocrito

e hemoglobina so retornaram aos valores basais em 96 h (tabela 12).
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Tabela 12. Concentragdo de eritrocitos, hematécrito e hemoglobina do sangue de tambaqui
Colossoma macropomum apos diferentes procedimentos de aclimatacdo ao longo das horas

entre tanques contaminados e estéreis.

Basal
01h
24h
48h
72h
96h

Retorno

p-valor

Basal
01h
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-valor

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno

p-valor

Tanques contaminados Tanques estéreis

NOAC 30AC 60AC NOAC 30AC 60AC
Eritrocitos (Cel/uL x 10)
1.20+0.10 1.20+0.10 1.20+0.10 1.20+0.10 1.20+0.10 1.20+0.10

1.58+0.20AbX
1.57+0.11AaX
1.30+0.19BaX
1.25+0.35Bax
1.30£0.13BaxX

1.60+0.36AaX
1.50+0.33AaX
1.35+0.18BaX
1.29+0.37Bax
1.34+0.23BaxX

1.82+0.29AaX
1.29+0.28BbX
1.06+0.22BbX
1.08+0.30Bax
0.98+0.19BbX

1.48+0.19AbX
1.47+0.28AaX
1.41+0.17AaX
1.17+0.22BaxX
1.21+0.22BaxX

1.68+0.23AaX
1.43+0.29BaX
1.32+0.26CaxX
1.15+0.37CaX
1.19+0.35CaX

1.86+0.30AaX
1.39+0.35BaX
1.33+0.27BaY
1.37+0.11BaY
1.40+0.17BaY

NO(>) NO(>) NO(<) 72h 72h NO(>)
p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05
Hematocrit (%)
30.60+3.00 30.60+3.00 30.60+3.00 30.60+3.00 30.60+3.00 30.60+3.00

33.67+1.94Aax
34.15+1.74AaxX
34.96+1.88Aax
33.64+1.63AbX
30.71+2.02BbX

32.35+£1.90Bax
34.07+1.76AaxX
34.13+1.79AaxX
29.43+1.31CbX
30.27+1.60CbX

33.44+1.74AaX
33.97+1.83Aax
35.09+2.10Aax
34.93+1.39Aax
35.08+1.73Aax

32.59+1.77BaxX
33.89+1.69AaxX
32.04+1.54BaY
30.00+1.73CbY
30.92+1.27CaX

32.89+1.62Bax
34.00+£1.87Aax
30.59+1.47CaY
29.22+1.48CbX
29.77+1.31CaX

32.89+1.76Aax
33.15+1.90Aax
32.21+1.26AaY
32.59+1.54AaY
30.33+1.12BayY

96h 72h NO(>) 72h 48h 96h
p>0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Hemoglobin (g/dL)
10.01+2.40 10.01+2.40 10.01+2.40 10.01+2.40 10.01+2.40 10.01+2.40

12.93+1.55AbX
12.07+1.67AbX
12.82+1.45AbX
12.69+0.71AbX
11.42+1.33AbX
96h
p>0,05

13.89+1.61AaX
13.18+1.33AbX
12.77+1.65AbX
12.08+1.02AbX
10.14+1.42BbX
96h
p>0,05

14.17+1.54CaX
16.78+1.71BaX
16.74+1.99BaX
18.26+1.74AaX
18.87+1.53AaX
NO(>)
p<0,05

12.79+1.25AbX
12.60+1.94AaX
11.03+1.50BbY
10.27+1.63BbY
11.43+1.30BbX
48h
p>0,05

14.56+1.39AaX
10.48+1.52BbY
9.90+1.53BbY
11.78+1.02BbX
10.97+1.18BbX
24h
p>0,05

14.70+1.40AaX
14.26+1.49AaY
14.89+1.63AaY
15.06+0.74AaY
13.77+1.02AaY
NO(>)
p<0,05

Letras diferentes na linha (mindscula), coluna (mailscula) e entre os grupos contaminado e estéril (igual - XX; diferente
- XY) diferenca estatistica média pelo teste de Tukey, NO(>): ndo retornou e terminou acima dos valores basais , NO(<):

ndo retornou e terminou abaixo dos valores basais

Os peixes submetidos a aclimatagdo rapida ou ndo aclimatados (30AC ou
NOAC) nos tanques estéreis nao diferiram significativamente entre os trés parametros
citados anteriormente (eritrdcitos, hematoécrito e hemoglobina). No entanto, o grupo
30AC apresentou o retorno mais precoce aos valores basais entre 24 e 48 h. A analise
dos indices hematimétricos revelou que os peixes do tratamento 60AC em tanques
contaminados apresentaram altos valores de VCM, HCM e CHCM a partir de 24 h, mas

nao retornaram aos valores basais ao final do experimento (96 h) (tabela 13).
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Tabela 13. indices hematimétricos do sangue de tambaqui Colossoma macropomum apos

diferentes procedimentos de aclimatacdo ao longo das horas entre tanques contaminados e

estéreis.

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-valor

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-valor

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-valor

Tanques contaminados

Tangues estéreis

NOAC

30AC

60AC

NOAC

30AC

60AC

VCM (fL)

267,12+44,34
216,23+36,18Bax
219,35+20,28Bax
276,55+52,57AbX
287,70+85,24AbX
237,91+23,79BbX
48h

267,12+44,34
212,23+36,18Aax
235,21+44,86AaX
256,87+38,65AbX
230,58+27,97AcX
235,01+56,82AbX

267,12+44,34
186,44+21,83CaX
274,60+58,47Bax
344,26+67,51AaxX
357,28+45,32AaX
369,46+79,35AaxX

267,12+44,34
222,06+23,45AaX
239,20+53,34AaxX
231,32+34,01AaxX
266,00+£59,52AaX
262,05+45,52AaxX

267,12+44,34
195,05+32,39BaxX
246,87+54,17AaxX
239,91+48,38Aax
247,12+38,62AaY
269,97+79,39Aax

267,12+44,34
180,34+27,51BaxX
252,68+71,20AaxX
249,15+37,23AaY
239,35+27,38AaY
219,41+25,91AaY

24h NO(>) 24h 24h NO(<)
p>0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05
HCM (pg)
85,65£20,73 85,65+20,73 85,65+20,73 85,65+20,73 85,65+20,73 85,65+20,73

77,15+17,95BaX
77,33+11,32BbX
101,53+22,30AbX
109,17+34,50AbX
88,65+13,47BbX
0lh

92,88+33,92AaX
91,13+19,08AbX
95,13+12,18AbX
95,25+28,86AbX
78,57+20,91AbX

79,62+15,83DaxX
135,66+31,21CaX
163,68+34,19Bax
182,91+62,57AaxX
197,03+36,07Aax

87,20,11,20AaX
89,69+25,79AbX
79,33+13,23AbX
91,24+25,03AaX
97,88+25,38AaX

88,54+17,97BaX
75,67+16,99BbX
77,44+17,47BbX
99,17+16,90AaX
101,32+36,98AaX

80,76+15,93BaX

110,27+39,30AaY
116,43+25,61AaY
110,51+11,56AaY
100,00+16,30AaY

01h NO(>) 01h 01h 96h
p>0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
CHCM (%)
33,56+9,71 33,569,71 33,56+9,71 33,56+9,71 33,56+9,71 33,56+9,71

35,67+6,09BaX
35,46+5,53BbX
36,63+3,01AbX
37,76x1,74AbX
37,1743,20AbX
01lh
p>0,05

43,09+5,79AaX
38,7524,15AbX
37,39+4,32AbX
41,01%2,72AbX
33,61%5,19BbX
96h
p>0,05

42,45+4,92DaX
49,38+4,21BaxX
47,88+6,84CaX
52,38+5,68AaX
53,97+5,81AaX
NO(>)
p<0,05

39,29+3,59AaX
37,1745,17AbX
34,47+4,79AbX
34,38+6,29AaX
37,09+5,12AaX
01h
p>0,05

45,36+4,06AaX
30,81+3,92BbX
32,38+4,89BbX
40,32+2,72AaX
36,98+4,79AaX
96h
p>0,05

44,72+3,81AaX
43,12+5,12AaY
46,34+5,76AaY
46,24+1,78AaY
45,40+3,04AaY
NO(>)
p<0,05

Letras diferentes na linha (mindscula), coluna (mailscula) e entre os grupos contaminado e estéril (igual - XX; diferente

- XY) diferenca estatistica média pelo teste de Tukey, NO(>): ndo retornou e terminou acima dos valores basais , NO(<):
nao retornou e terminou abaixo dos valores basais.

Para os leucdcitos, na primeira hora apés o procedimento de aclimatagéo,

independentemente do procedimento usado, os trombdcitos, linfécitos e baséfilos

apresentaram valores reduzidos em relagéo aos valores basais. Apesar dessa reducao,

0s peixes aclimatados rapidamente (30AC) em tanques contaminados ou estéreis

apresentaram os maiores valores de trombdcitos em 96 h em comparagédo aos demais

condi¢Bes estéreis apresentaram os maiores valores desta célula em 96 h.

tratamentos. Um efeito semelhante foi observado em linfécitos, onde 30AC e NOAC em

Nos animais aclimatados lentamente (60AC), a reducdo destas células foi

acentuada a partir das 48 h ndo retornando aos valores basais (tabela 14). Outras
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apresentaram comportamento oposto, aumentando na primeira hora, mas reduzindo ao

longo do tempo.

Tabela 14. Valores de leucécitos do tambaqui Colossoma macropomum apos diferentes

procedimentos de aclimatagéo ao longo das horas entre tanques contaminados e estéreis.

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-valor

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-valor

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-valor

Basal
01h
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-valor

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-valor

Basal

Tangues contaminados

Tanques estéreis

NOAC 30AC 60AC NOAC 30AC 60AC
Trombdcitos
1.67+0.41 1.67+0.41 1.67+0.41 1.67+0.41 1.67+0.41 1.67+0.41
1.28+0.46AaX 1.41+0.33CaX 1.53+£0.49AaX 1.32+0.22AaX 1.42+0.28BaX 1.55+0.16AaX
0.97+0.13AaX 1.15+0.30CaX 0.6310.22BbX 1.20£0.14AY 1.11+0.60BX 0.54+0.13CbX

0.48+0.08CbX
0.65+0.19BbX
1.26+0.37AbX

1.17+0.25Cax
1.45+0.18BaX
1.69+0.26Aax

0.21+0.05CcX
0.37+0.11CcX
0.60+0.11BcX

0.53+0.08BcX
0.51+0.11BcX
1.03+0.19AbX

1.30+0.26BaX
1.64+0.50AaX
1.75+0.57Aax

0.82+0.20BbY
0.94+0.14BbY
1.34+0.15AbY

96h 72h NO< NO< 48h 96h
p>0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05
Linfocitos
8.35%£1.24 8.35+1.24 8.35+£1.24 8.35%£1.24 8.35+1.24 8.35+1.24

4.70+1.79AaX
3.24+0.77BaX
2.40£0.52BbX

4.09+1.53BaX
3.76+0.83BaX
3.09+0.63BaX

2.71+1.76BbX
2.06+0.71BbX
1.07+0.20CcX

3.52+1.56BbX
1.70+0.57CbY
1.39+0.16CbY

7.89+1.74AaY
3.75+1.90BaX
7.77+1.76AaY

3.60+0.91BbY
1.59+0.44CbY
2.49+0.70CbY

4.50£1.05AX 5.41+0.59AaX 2.40+0.74BX 3.1740.69BbX 7.92+2.45AaY 1.98+0.47CcX
5.02+0.96AX 6.82+1.16AX 7.51+0.96AX 8.74+0.16AaY 8.70+2.61AaY 5.26+0.98AbY
NO< 96h 96h 96h 48h NO<
p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05
Mondcitos
0.84+0.36 0.84+0.36 0.84+0.36 0.84+0.36 0.84+0.36 0.84+0.36
1.50+0.64AbX 1.96+1.23AbX 2.96+1.34AaX 1.65+0.44AbX 1.08+0.60AbY 2.25+0.90AaX
1.64+0.09AbX 1.16+0.28AcX 2.54+0.45AaX 1.36+0.31AbX 0.47+£0.42BcY 2.12+0.69AaX

1.96+0.31AbX
0.21+0.19BcX
0.59+0.36BbX

1.48+0.21AbX
0.75+0.18BbX
0.45+0.11BbX

2.75+0.48AaX
2.36+0.58AaX
1.38+0.27BaxX

1.98+0.32Aax
1.27+0.28AaY
0.43+0.17BbX

1.11+0.20AbY
0.69+0.22BaX
0.51+0.19BbX

1.63+0.59BaY
0.92+0.18BaY
0.90+0.31BaY

NO< NO< NO> NO< NO< 72h
p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05
Neutrdfilos
2.41+1.06 2.41+1.06 2.41+1.06 2.41+1.06 2.41+1.06 2.41+1.06

10.99+2.22AaX
9.34+1.49AaX
7.22+1.42BaX
9.56+2.91AaX
4.62+0.59Cax

9.67+2.89AaX
9.04+2.40AaX
8.14+1.10AaX
6.38+0.62BaX
5.64+1.05BaX

12.11+1.38AaxX
7.46+1.66BbX
4.85+0.90CbX
4.29+1.13CbX
5.12+0.92CaX

9.22+1.28AaX
10.13+2.03AaX
8.15+1.04AaX
6.26+1.19BbY
2.04+0.65CbY

7.57+2.29AbY
9.40+2.75AaX
3.84+0.76BbY
2.40+0.73BcY
2.33£0.56BbY

12.43+2.83AaxX
7.49+1.67CbX
7.55+1.19CaY
9.87+0.93BaY
6.33+0.51CaX

NO> NO> NO> 96h 72h NO>
p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05
Basofilos
0.33+0.39 0.33%0.39 0.33+0.39 0.33+0.39 0.33+0.39 0.33+0.39

0.12+0.23BaX
1.58+0.22AaX
1.93+0.53Aax
0.24+0.20BbX
0.10+0.14BbX

0.02+0.06CaxX
0.60+0.15AbX
0.43+0.11AbX
0.22+0.03BbX
0.20+0.08BbX

0.01+0.02CaxX
1.46+0.45BaxX
1.78+0.62Bax
2.44+0.65AaX
0.95+0.17BaX

0.00+0.00Dax
1.25+0.24BbX
2.07+0.26AaX
0.69+0.13CaY
0.64+0.25CbY

0.00+0.00BaxX
0.10+0.09BcY
0.32+0.09AcX
0.24+0.12AbX
0.16+0.04AcX

0.05+0.07DaxX
2.25+0.52AaY
1.24+0.15BbX
0.52+0.15CayY
1.12+0.35BaxX

72h 48h NO> NO> 48h NO>
p>0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
LG PAS +
0.02+0.03 0.02+0.03 0.02+0.03 0.02+0.03 0.02+0.03 0.02+0.03
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01h 0.25+0.23A 0.30+0.17A 0.20+0.21A 0.31+0.16A 0.07+0.07A 0.11+0.17A
24h 0.33+0.11A 0.33+0.09A 0.23+0.11A 0.04+0.02B 0.12+0.17A 0.07+0.01A
48h 0.15+0.07A 0.12+0.06B 0.15+0.05A 0.09+0.04B 0.00+0.00A 0.07+0.01A
72h 0.07+0.07B 0.00+0.00B 0.12+0.02A 0.15+0.03A 0.00+0.00A 0.06+0.04A
96h 0.11+0.06A 0.11+0.04B 0.02+0.01A 0.14+0.06A 0.01+0.01A 0.17+0.16A
Retorno NO> NO> 96h NO> 01h 01lh
p-valor p<0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05
Células imaturas
Basal 0.16+0.14 0.16+0.14 0.16+0.14 0.16+0.14 0.16+0.14 0.16+0.14
01h 0.22+0.23 0.19+0.17 0.19+0.22 0.12+0.14 0.17+0.16 0.16+0.24
24h 0.72+0.17 0.14+0.08 0.42+0.10 0.00+0.00 0.48+0.96 0.40+0.09
48h 0.63+0.30 0.25+0.17 0.48+0.08 0.38+0.05 0.16+0.09 0.31+0.04
72h 0.06+0.09 0.12+0.04 0.47+0.18 0.14+0.02 0.14+0.08 0.37+0.04
96h 0.06+0.05 0.14+0.13 0.25+0.08 0.16+0.08 0.12+0.03 0.21+0.02
Retorno NO< 72h NO> 72h 48h NO>
p-valor p<0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05

Letras diferentes na linha (mindscula), coluna (mailscula) e entre os grupos contaminado e estéril (igual - XX; diferente
- XY) diferenga estatistica média pelo teste de Tukey, NO(>): ndo retornou e terminou acima dos valores basais , NO(<):

n&o retornou e terminou abaixo dos valores basais, todos os glébulos brancos foram expressos na “célula/uL x 10*”

As concentracdes de sodio, potassio e cloro foram significativamente reduzidas
na primeira hora, independentemente do procedimento de aclimatacéo (30AC, 60AC e
NOAC) ou da presenca dos patdégenos. No entanto, os peixes dos tanques
contaminados mostraram menos sédio e potassio no sangue. Em 96 h, destaca-se que
apenas os peixes submetidos a aclimatagdo por 30 minutos demonstraram o retorno
dos sais no sangue aos valores basais. Em relacdo a pressao de diéxido de carbono e
0 pH, estes pardmetros apresentaram comportamentos opostos a partir da primeira
hora, com aumento da press@o CO: e reducéo do pH sanguineo. Apés todo periodo de
andlise, apenas o0s animais submetidos a aclimatacdo por 30 minutos dentro dos

tanques estéreis obtiveram o retorno da normalidade para o pH sanguineo (tabela 15).

Tabela 15. Gas e ions do sangue do tambaqui Colossoma macropomum apos diferentes

procedimentos de aclimatagdo ao longo das horas entre tanques contaminados e estéreis.

Tanques contaminados

Tangues estéreis

NOAC 30AC 60AC NOAC 30AC 60AC

Basal Na (mEg/L)

141,00+0,82 141,00+0,82 141,00+0,82 141,00+0,82 141,00+0,82 141,00+0,82
01lh 115,00+1,73CaX 105,10£2,18DcX 111,00+2,60BbX 119,67+3,04EaY 120,33+£3,04CaY 121,00+0,87CaY
24h 131,00+3,46BaX 130,00+1,73CaxX 109,3345,63BbX 135,33+2,18DaY 121,33+6,50CcY 133,00+0,87BbY
48h 139,67+0,50AaX 133,00+0,87BbX 110,67+7,86BcX 139,67+1,32CaX 138,33+0,50BaY 135,00+2,60AbY
72h 139,00+0,50AaX 140,33+4,36AaX 110,33+2,18BbX 142,33+1,80BaY 137,33+4,36BbY 136,33+0,50AbY
96h 140,00+0,87AaX 141,33+2,78AaxX 113,00+1,73AbX 148,33+6,50AaY 141,33+0,50AbX 137,00+2,60AcY

Return NO(<) 96h NO(<) NO(>) 96h NO(<)

p- p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05
value
K (mL/mm3)

Basal 3,50+0,42 3,50+0,42 3,50+0,42 3,50+0,42 3,50+0,42 3,50+0,42
01lh 2,02+0,02DbX 3,564+0,37BaX 2,25+0,22DbX 2,50+0,52CbX 2,70+£3,90CaX 2,33+0,50DbX
24h 3,25+0,56BcX 4,00+0,09AbX 4,65+0,30BaX 4,07+0,44BbX 3,90+0,09BbX 4,30+0,77AaX
48h 3,77+0,49AbX 3,95+0,04AbX 7,15+0,82AaX 4,20+0,09AbX 4,23+0,56AaX 3,87+0,13BbX
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72h 4,40%0,43AaX 3,30£0,23BbX 4,50+0,09BaX 4,35%0,39AaX 4,20%0,23AaX 3,30£0,43CbX
96h 3,65+0,04CbX 3,40£0,40BbX 4,25+0,04CaX 3,90+0,09BaX 3,50+0,09BbX 3,05+0,39CcX

Return NO(>) 96h NO(>) NO(>) 96h NO(<)

p- p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05
value
Cl (mEg/L)

Basal 121,67+2,87 121,67+2,87 121,67+2,87 121,67+2,87 121,67+2,87 121,67+2,87
0lh 85,00+0,87CbX 86,00+4,33CaX 85,00+3,46BbX 85,00+2,60CbY 87,00+1,73CaY 86,00+1,73CbX
24h 100,33+4,77BcX 102,50+1,32BbX 88,11+9,84AaX 106,00+2,59BbY 91,67+6,61BbX 103,33+3,50BaY
48h 111,67+7,37AbX 106,00+0,87BbX 85,00+6,76AaX 114,00+0,87AaY 108,33+8,54AaY 103,33+8,67BbY
72h 112,00+2,60AaX 113,33+8,23AbX 82,33+0,58CaX 114,00+4,82AaX 112,33+8,23AaY 113,67+1,73AbY
96h 114,00+2,29AbX 113,67+2,18AbX 88,00+1,73AaX 113,00+0,50AaX 114,33+3,04AbX 109,00+1,73BcY

Return NO(<) NO(<) NO(<) NO(<) NO(<) NO(<)

p- p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
value
pH

Basal 6,82+0,05 6,82+0,05 6,82+0,05 6,82+0,05 6,82+0,05 6,82+0,05
01lh 6,50+0,01CbX 6,50+0,01CaxX 6,50+0,01CbX 6,50+0,01DbY 6,50+0,01DaY 6,50+0,01DbX
24h 6,50+0,01CcX 6,57+0,07BbX 6,62+0,02AaX 6,56+0,05CbY 6,56+0,05CbX 6,53+0,05CayY
48h 6,54+0,06BbX 6,63+0,19AbX 6,55+0,08BaX 6,65+0,07BaY 6,59+0,10BaY 6,54+0,05CbY
72h 6,67+0,13Aax 6,63+0,29AbX 6,56+0,42BaX 6,62+0,10BaX 6,60+0,09BaY 6,71+0,10AbY
96h 6,68+0,04AbX 6,65+0,14AbX 6,56+0,05BaX 6,70%0,23AaX 6,81+0,25AbX 6,62+0,10BcY

Return NO(<) NO(<) NO(<) NO(<) 96h NO(<)

p- p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05
value
PCO?

Basal 27,15+1,05 27,15+1,05 27,15+1,05 27,15+1,05 27,15+1,05 27,15+1,05
0lh 64,33+0,50AaX 51,56+5,90AaX 61,33+2,65AaX 51,70+5,48AaX 65,53+11,95AaX 51,70+5,48AaX
24h 42,27+5,97BaX 44,00+15,38Aax 39,53+4,72BaX 45,50+7,24AaX 42,35+0,39BaX 45,50+7,24AaX
48h 39,80+4,96BaX 48,40+13,07AaX 39,90+3,83BaX 41,73+8,00AaX 39,20+9,71BaX 41,73+8,00AaX
72h 33,80+3,99Bax 56,77+5,72AbX 45,40+8,32AbX 31,5745,97Bax 21,93+13,39CaY 31,5745,97Bax
96h 24,47+2,93CaX 49,10+5,52AaX 47,90+15,17Aax 20,53+1,43CaY 18,00+5,72CayY 20,53+1,43CaY

Return NO(<) NO(>) NO(>) NO(<) NO(<) NO(<)

p- p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
value

Letras diferentes na linha (mindscula), coluna (mailscula) e entre os grupos contaminado e estéril (igual - XX; diferente
- XY) diferenca estatistica média pelo teste de Tukey, NO(>): ndo retornou e terminou acima dos valores basais , NO(<):
nédo retornou e terminou abaixo dos valores basais.

Em resumo, ao final do experimental (96 h), corroborou-se que aclimatagéo lenta

de 60 minutos provoca intensas alteragées hematolégicas como manejo pds transporte.

Contrariamente, os peixes submetidos ao procedimento de aclimatacdo rapida (30AC)

foi o tratamento que apresentou o maior nimero de parametros sanguineos retornando

aos valores basais (52% dos parametros retornam a normalidade) (tabela 16) mesmo
comparando ao tratamento NOAC.
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Tabela 16. Lista resumida dos pardmetros sanguineos que retornaram a normalidade

especificado com a hora em que ele ficou igual ao valor basal.

Tanques contaminados Tanques estéreis
NOAC 30AC 60AC NOAC 30AC 60AC
Glicose - - - - - -
Lactato - - - - - -
Proteina - - - 72 72 72
Hemoglobina 96 96 - 48 24 -
Hematdcrito 96 72 - 72 48 96
Eritrécitos - - - 72 72 -
VCM 48 24 - - 24 -
HCM 01 01 - 01 01 96
CHCM 01 96 - 01 96 -
Trombacitos 96 72 - 48 96
Linfocitos - 96 96 96 48 -
Mondcitos - - - - - 72
Neutrofilos - - - 96 72 -
Basofilos 72 48 - - 48 -
LG PAS + - - 96 - 01 01
Célula Im. - 72 - 72 48 -
Na - 96 - - 96 -
K - 96 - - 96 -
Cl - - - - - -
pH - - - - 96 -
PCO? - - - - - -
Retorno* 7 11 2 9 16 6

Todos os valores de 01 a 96 significam o tempo em horas para retornar para os valores basais do sangue, Todas as
marcacdes com tracinho (-) indicam que este parametro ndo retornou a normalidade ao final de 96 horas *Retorno:
nimero de pardmetros sanguineos que retornaram para os valores basais, Na: sédio, K: potassio, Cl: cloreto, PCOZ%

pressado de gas carbdnico, Célula Im: célula imatura

Complementando os resultados anteriores, a analise de componentes principais
corroborou a diferenca entre as condi¢cdes contaminada e estéril sobre os efeitos dos
parametros sanguineos dividindo estes em dois grupos distintos: estéril a esquerda e
contaminado a direita (Figura 6) e destacou as posi¢cdes opostas entre estéril 30AC e
contaminado 60AC. Os principais componentes (PC) foram PC1 (77%) e PC2 (11%),
com as maiores cargas positivas para de eritrocitos e VCM e negativa para 0s
trombdcitos na PC1 (tabela 17).
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Figura 6. Andlise dos componentes principais dos parametros sanguineos do tambaqui
Colossoma macropomum apos diferentes procedimentos de aclimatacdo entre tanques

contaminados e estéreis em 96h.

Tabela 17. Cargas da Analise de Componentes Principais (PCA 96h) dos parametros sanguineos
do tambaqui Colossoma macropomum apos diferentes procedimentos de aclimatagédo entre

tanques contaminados e estéreis.

PC1 PC 2
Glicose (g/dL) 0.010 -0.006
Lactato (g/dL) -0.009 -0.028
Proteina (g/dL) 0.217 -0.043
Cortisol (g/dL) 0.017 -0.101
Hematécrito (%) 0.033 -0.046
Hemoglobina (g/dL) -0.002 -0.002
Eritrécitos (cel/uL x 106) 0.675 0.199
VCM (fL) 0.495 -0.005
HCM (pg) 0.008 -0.002
CHCM (%) -0.127 0.098
Sadio 0.003 -0.005
Potassio -0.146 0.064
Cloro -0.002 -0.003
pH 0.140 0.434
PCO2 0.039 0.172
Trombdcitos -0.191 0.844
Linfocitos 0.041 0.042
Mondcitos 0.392 -0.015
Neutrdfilos 0.020 -0.002
Basofilo 0.003 -0.007
LG-PAS 0.012 0.007
Células imaturas 0.011 0.002

PC: principal componente, Na: sodio, K: potassio, Cl: cloreto, PCO?% pressé&o de gas carbdnico, Célula Im: célula imatura,
todos os globulos brancos foram expressos na “célula x 104/pL”
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Além das alteracdes sanguineas em todos os tratamentos, mortalidade foi
observada apenas nos tanques contaminados. O procedimento de aclimatacéo lenta
(60AC) resultou na maior mortalidade acumulada (aproximadamente 20%) (Figura 7), e
maior numero de peixes com sinais clinicos tal como escurecimento da pele, micélios
no corpo, locais hemorragicos, erosdo da nadadeira e ulceracdo da pele dorso
lateralmente (Figura 8; Tabela 18). Apds o procedimento microbiolégico, a bactéria
patogénica A. hydrophila foi re-isolada de todos os peixes moribundos com sinais
clinicos e o género e a espécie foram confirmados pelo método MALDI-TOF (escore
2,02).

MORTALIDADE ACUMULADA

—— ACGO AC30 NOAC

PORCENTAGEM (%)
[ [ P P
o} i [} i

[}

24 48 72 96
TEMPO EM HORAS

Figura 7. Mortalidade acumulada de tambaqui Colossoma macropomum submetido a
diferentes procedimentos de aclimatacdo em tanques contaminados com Aeromonas
hydrophila e Saprolegnia parasitica. NOAC: sem procedimento de aclimatagéo, 30AC:
aclimatacao rapida em 30min, 60AC: aclimatacéo longa em 60min.
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Tabela 18. Prevaléncia dos sinais clinicos do tambaqui Colossoma macropomum submetido a

diferentes procedimentos de aclimatagdo em tanques contaminados e estéreis.

Tangues contaminados

Tanques estéreis

NOAC AC30 AC60 NOAC AC30 AC60
Letargia 0,00+0.00b  0,00+0.00b  26,67+10.89a 0,00+0.00a 0,00+0.00a 0,00+0,00a
Pele escura 2,22+3,14b 4,44+6,29b  100,00+0,00a 0,00+0.00a 0,00+0.00a 4,44+3,14a
O. ocular 0,00+0,00b  0,00+0,00b 13,33%5,44a 0,00+0.00a 0,00+0.00a 0,00+0.00a
N. errética 0,00+0,00b  0,00+0,00b  22,22+12,57a 0,00+0.00a 0,00+0.00a 0,00+0.00a
Fungo P. 0,00+0,00b  6,67+5,44b  100,00+0,00a 0,00+0.00a 0,00+0.00a 0,00+0.00a
P.H. 2,22+3,14b  2,22+43,14b  100,00%0,00a 0,00+0.00a 0,00+0.00a 0,00+0.00a
Ulceras 0,00+0,00b  6,67%5,44b 91,1148,31a 0,00+0.00a 0,00+0.00a 4,4443,14a
C.N. 2,2243,14b 6,6715,44b 95,56+3,14a 2,22+3,14a 6,67+5,44a 13,33+5,44a
Necrose M. 0,00+0,00a  0,00+0,00a  08,8948,31a 0,00+0.00a 0,00+0.00a 0,00+0.00a

0. ocular — opacidade ocular; N. erratica - natagdo erratica; Fungo P. - Fungo na pele; P.H. — pontos hemorragicos —

erosdo das nadadeiras; Necrose M. — necrose da musculatura.

Figura 8. Sinais clinicos de Tambaqui Colossoma macropomum submetido a

procedimento de aclimatacdo e exposto a patdgenos: A — Peixe saudavel sem sinais

clinicos, B — (1) pontos hemorragicos (2) necrose da musculatura; C — (3) fungos no

corpo (4) pontos hemorragicos (5) erosao das barbatanas; D — (6) pele mais escura, (7)

Ulceras.
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6.3 Experimento 3. Influéncia do manejo e intensidade de estresse

A inadequacao de uso do procedimento lento de aclimatacdo observado nos
experimentos anteriores, levantou a questdo se o procedimento de aclimatacéo por si
seria estressante e se isso dependeria da intensidade de estresse. No experimento 3
foi observado que intensidade do estresse promovido altera diferentemente a
bioguimica do sangue, sendo que estresse mais intenso de oito horas de transporte
promoveu maiores valores de glicemia (60,50+41,78 mg/dL) e lactato (1,81+1,01 mg/dL)
comparado as 4 horas de transporte (50,93+18,44 e 1,27+0,49 mg/dL) (tabela 19).

Independentemente do estresse aplicado o tratamento com aclimatacdo de 30
minutos (AC30) promoveu o retorno aos valores basais em 48 horas (tabela 19), sendo
o0 Unico tratamento que promoveu retorno aos valores basais no grupo estressado por 8
horas, e retorno mais rapido dos valores basais da glicemia no grupo estressado por 4h.
Contrariamente no grupo que recebeu estresse mais intenso (8 h de transporte), o
tratamento simulado (SIMU) promoveu os maiores valores de glicemia (160,67+£25,75
mg/dL) n&o retornando aos valores basais ao final das 96 horas.

Para lactato, observa-se maiores valores dentro de 48 h nos peixes
transportados por 4h e entre 24h-48h nos peixes submetidos a 8h de transporte
simulado, comparado aos demais tratamentos. Tanto lactato quanto proteina plasmatica
total ndo retornaram aos valores basais ao final das 96 horas independente do
tratamento. A proteina plasmatica total também ndo diferiu entre os tempos de

transporte ou os procedimentos de aclimatagéo testados (tabela 19).

Tabela 19. Parametros bioquimicos do sangue de tambaqui Colossoma macropomum apoés

diferentes tempos de transporte e manejos de aclimatacao.

TRANSPORTE 4h blocol

TRANSPORTE 8h bloco 2

NOAC SIMU AC30 NOAC SIMU AC30
Glicose (mg/dL)
Basal 38,60+2,52 38,60+2,52 38,60+2,52 38,60+2,52 38,60+2,52 38,60+2,52
Bloco 50,93+18,44X 60,50+41,78Y
01h 85,22+21,36Aa 84,89+19,02Aa 89,44+10,83Aa  128,00+23,00Ab  160,67+25,75Aa 134,56+11,19Ab
24h 45,00+09,23Ba  45,78+10,67Ba  55,00+15,15Ba  50,11+07,25Ba 54,44+12,80Ba 60,89+12,06Ba
48h 44,78+11,23Ba  46,78+13,69Ba  38,78+10,85Ca 36,56+07,52BCa  35,11+06,57Ca  37,44+17,39Ca
72h 39,00+07,84Ba  40,00+06,84Ba  35,56+06,52Ca  32,56+04,33Ca 37,89+06,84Ca  36,89+05,51Ca
96h 37,67+0628Ba  38,44+14,12Ba 37,56+08,47Ca  31,67+05,68Ca 32,56+05,64Ca  38,11+05,64Ca
Retorno 72h 72h 48h NO < NO < 48h
p-value p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05
Lactato (mg/dL)
Basal 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Bloco 1,27+0,49X 1,81+1,01Y
01lh 0,80+0,00Ba 1,08+0,40Ba 0,91+033Ba 1,16+0,49Ba 1,11+0,47Ba 1,11+0,47Aa
24h 1,60+0,74Aa 2,11+0,98Aa 1,88+1,51Aa 1,61+0,79ABb 3,64+0,84Aa 1,82+0,68Ab
48h 1,03+0,66Bb 2,42+1,07Aa 1,16+0,66Bb 1,77+1,30Ab 4,58+0,40Aa 2,60+1,47Ab
72h 0,88+0,16Ba 1,37+0,82Ba 0,82+0,04Ba 1,11+0,52Ba 1,89+0,82Ba 1,24+0,59Aa
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96h 0,93+0,22Ba 1,14+0,54Ba 0,86+0,09Ba 0,98+0,28Ba 1,68+1,23Ba 0,92+0,21Aa
Retorno NO > NO > NO > NO > NO > NO >
p-value p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Proteina plasmatica total (mg/dL)
Basal 5,88+0,73 5,88+0,73 5,88+0,73 5,88+0,73 5,88+0,73 5,88+0,73
Bloco 4,96+0,23X 4,90+0,22X
01h 5,14+0,21Aa 5,07+0,53Aa 5,43+0,44Aa 5,07+0,47Aa 4,76+0,30Aa 5,01+0,33Aa
24h 5,02+0,29Aa 4,89+0,36Aa 5,12+0,38Aa 5,29+0,38Aa 5,07+0,47Aa 4,98+0,07Aa
48h 5,29+0,28Aa 4,87+1,63Aa 5,09+0,47Aa 4,89+0,38Aa 4,89+0,36Aa 4,87+0,26Aa
72h 4,80+0,51Aa 4,69+0,55Aa 4,89+0,43Aa 5,13+0,37Aa 4,64+0,55Aa 4,94+0,30Aa
96h 4,62+0,51Ba 4,51+0,41Aa 5,00+0,42Aa 4,51+0,41Bb 4,44+0,38Aa 5,04+0,30Aa
Retorno NO < NO < NO < NO < NO < NO <
p-value p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Diferentes letras mailsculas nas colunas, mindsculas nas linhas e entre os blocos (X Y) indicam diferenga estatistica
pelo teste de andlise de variancia em blocos subdivididos ao tempo; NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas;
NO< - valores abaixo do basal ao final das 96 horas

Nas células vermelhas, os peixes submetidos as 8 horas de transporte
apresentaram aumento no numero de eritrécitos totais, hemoglobina e percentual de
hematdcrito (tabela 20). Contudo, independentemente do tempo de transporte, o
tratamento simulado (SIMU) promoveu aumento de hematdcrito, nas primeiras 1 h no
grupo dos peixes transportados por 4h, e no total de eritrécitos nas 24 h no grupo dos
peixes transportados por 8h quando comparados aos tratamentos NOAC e AC30. O
percentual de hematdcrito em particular ndo retornou ao valor basal ao final das 96
horas. Destaca-se o tratamento AC30 no grupo estressado por 4 horas que apresentou

0 retorno mais rapido dos valores de hemoglobina (24h).

Tabela 20. Células vermelhas do sangue de tambaqui Colossoma macropomum ap@s diferentes

tempos de transporte e manejos de aclimatacgéo.

TRANSPORTE 4h

TRANSPORTE 8h

NOAC SIMU AC30 NOAC SIMU AC30
Hematdcrito (%)
Basal 29,07+3,15 29,07+3,15 29,07+3,15 29,07+3,15 29,07+3,15 29,07+3,15
Bloco 24,68+3,16X 29,01+6,23Y
01h 28,15+3,12Ab 32,78+1,79Aa 28,04+2,65Ab 30,46+2,65Ab 37,5316,75Aa 33,96+4,08Ab
24h 26,22+1,20Aa 26,67+1,73Ba 25,56+1,94Aa 37,55+6,54Aa 39,05+5,21Aa 38,65+3,22Aa
48h 24,95+4,11Ba 21,11+2 85Ca 21,78+2,73Ba 22,44+1,13Ba 24,22+3,80Ba 23,22+1,20Ba
72h 23,11+1,45Ba 21,78+3,38Ca 22,00+6,48Ba 23,22+1,86Ba 24,56+3,38Ba 25,00+1,94Ba
96h 23,56+1,33Ba 21,56+2,60Ca 25,22+2,26Ba 25,22+1,72Ba 25,67+3,24Ba 24,33+2,69Ba
Retorno NO < NO < NO < NO < NO < NO <
p-value p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Eritrdcitos totais (cel/uL x 10°)
Basal 1,71+0,81 1,71+0,81 1,71+0,81 1,71+0,81 1,71+0,81 1,71+0,81
Bloco 1,85+0,19X 2,28+0,15Y
01h 1,91+0,32Aa 1,82+0,46Aa 1,93+0,31Aa 2,00+0,42Ba 2,42+0,39Ba 2,12+0,55Ba
24h 2,19+0,31Aa 2,16+0,46Aa 2,18+0,50Aa 3,42+1,79Ab 4,38+0,58Aa 3,09+0,59Ab
48h 1,76+0,48Aa 1,93+0,25Aa 1,79+0,26Aa 1,98+0,36Ba 2,20+0,39Ba 2,01+0,25Ba
72h 1,72+0,29Aa 1,75+0,41Aa 1,68+0,23Aa 1,74+0,36Ba 2,14+0,41Ba 1,70+0,19Ba
96h 1,70+0,79Aa 1,58+0,23Aa 1,64+0,29Aa 1,71+0,51Ba 1,66+0,23Ca 1,66+0,23Ba
Retorno 48h 72h 48h 72h 96h 72h
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p-value p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Hemoglobina (g/dL)
Basal 5,96+0,53 5,96+0,53 5,96+0,53 5,96+0,53 5,96+0,53 5,96+0,53
Bloco 6,75+1,91X 8,56+2,24Y
01lh 9,17+0,60Ab 11,51+0,92Aa 9,65+1,02Ab 10,53+1,13Ab 12,99+1,52Aa 10,71+1,22Ab
24h 7,64+1,34Aa 7,47+1,05Aa 6,12+1,50Bb 9,36+2,67Ab 12,05+1,43Aa 9,00+1,10Bb
48h 4,64+0,85Bb 4,68+1,18Bb 5,98+1,23Ba 7,88+0,68Bb 9,31+0,69Ba 7,55+0,93Cb
72h 5,63+0,71Ba 5,25+0,87Ba 6,19+0,31Ba 6,87+0,62Bb 8,55+0,87Ba 6,63+0,84Db
96h 5,91+0,59Ba 5,43+0,76Ba 5,97+0,39Ba 5,81+1,47Ca 5,06+1,11Ca 6,13+0,46Da
Retorno 72h NO < 24h 96h NO < 96h
p-value p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05

Diferentes letras mailsculas nas colunas, mindsculas nas linhas e entre os blocos (X Y) indicam diferenca estatistica
pelo teste de andlise de variancia em blocos subdivididos ao tempo; NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas;

NO< - valores abaixo do basal ao final das 96 horas

Os indices hematimétricos VCM, HCM e CHCM néo diferiram estatisticamente
(p>0,05) entre os tempos de transporte. Porém, com 8 horas de estresse por transporte,
o tratamento simulado na primeira hora de analise apresentou o maior valor de VCM.
Com 24 horas ap0s o estresse, 0s peixes do tratamento NOAC (independente do tempo
de transporte 04 ou 08h) ainda sdo estatisticamente iguais a primeira hora de andlise.
No entanto, quando observado dentro do tempo de transporte de 8 horas, o tratamento
NOAC apresenta valores maiores comparado aos demais tratamentos (AC30 e SIMU)
(tabela 21).

Tabela 21. indices hematimétricos do sangue de tambaqui Colossoma macropomum apos

diferentes tempos de transporte e manejos de aclimatacao.

TRANSPORTE 4h

TRANSPORTE 8h

NOAC SIMU AC30 NOAC SIMU AC30
VCM
Basal 166,33+41,96 166,33+41,96 166,33+41,96 166,33+41,96 166,33+41,96 166,33+41,96
Bloco 138,94+18,67X 138,26+22,22X
01h 159,36+42,06Aa 159,74+40,40Aa 171,20+57,01Aa 151,61+31,84Ab 193,30+59,25Aa 148,86+37,67Ab
24h 122,64+23,13Aa 130,09+37,47Ba 122,41+27,32Aa 144,71+83,23Aa 129,69+17,39Ba 129,41+27,85Aa
48h 154,72+68,44Aa 111,22+21,96Ba 124,21+24,95Aa 116,75+22,66Aa 113,51+28,11Ba 117,32+17,27Aa
72h 137,64+25,38Aa 129,39+31,15Ba  133,59+41,49Aa 139,13+32,53Aa 117,45+31,15Ba 147,80+14,41Aa
96h 141,50+50,30Aa 138,01+15,82Ba  144,86+36,78Aa 160,28+50,60Aa 108,66+35,73Bb  147,93+15,16Aa
Retorno 48h NO< 72h 72h NO< 72h
p-value p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05
HCM
Basal 38,07+16,13 38,07+16,13 38,07+16,13 38,07+16,13 38,07+16,13 38,07+16,13
Bloco 38,97+11,24X 40,82+7,93X
01h 49,37+9,16Aa 68,10+22,17Aa 50,97+7,90Aa 54,87+13,65Aa 54,64+9,41Aa 53,57+14,23Aa
24h 35,29+6,18Aa 36,58+11,53Ba  29,86+12,04Ba  50,46+13,62Aa 28,28+7,20Bb 30,60+9,24Bb
48h 27,27+5,75Ba 24,49+6,22Ba 34,10+9,83Ba 40,81+7,72Ba 43,22+6,56Ba 38,26+7,32Ba
72h 33,40+6,49Ba 31,46+8,75Ba 37,48+5,30Ba 41,20+10,28Ba 40,70+8,75Ba 39,30+6,16Ba
96h 36,00+13,35Ba 34,95+6,10Ba 37,55+8,15Ba 37,79+16,36Ba 31,06+8,12Ba 37,63+6,35Ba
Retorno 24h 24h 24h 48h 48h 24h
p-value p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
CHCM
Basal 20,83+3,54 20,83+3,54 20,83+3,54 20,83+3,54 20,83+3,54 20,83+3,54
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Bloco 33,94%6,71X 35,95+7,72X
01h 30,92+4,84Aa  28,59+2,14Ba  29,86£9,40Ba  29,31%4,77Ba  29,41%6,29Ba  32,09t544Aa
24h 35,19+5,83Aa  36,22+4,60Aa  43,61+9,40Aa  44,48+8,18Ba  32,7615,72Ba  43,74%7,89Aa
48h 51,66+8,90Aa  47,64+322Aa  37,92+9,68Aa  28,74+3,74Ba  26,29+553Ba  31,21#4,54Aa
72h 4170:6,60Aa  4242+9,02Aa  3541+10,22Aa  33,97+346Ba  26,35:9,03Ba  38,21#516Aa
96h 40,19+4,21Aa  40,30+7,01Aa  38,52+4,66Aa  46,51+4,59Aa  53,34#516Aa  39,83%4,39Aa

Retorno NO> NO> NO> NO> NO> NO>
p-value p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Diferentes letras mailsculas nas colunas, mindsculas nas linhas e entre os blocos (X Y) indicam diferenca estatistica
pelo teste de andlise de variancia em blocos subdivididos ao tempo; NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas;
NO< - valores abaixo do basal ao final das 96 horas

6.4 Experimento 4. Gradientes de variagcdo e uso do sal no transporte

Nos experimentos anteriores 0s tanques receptores tinham a mesma qualidade
de agua (Tabela 1), sendo a condi¢cdo ambiental receptora considerada como basica e
fria em relacdo aos tanques originais. No experimento 4 observou-se a influéncia de
outras condigBes ambientais dos tanques receptores sobre o processo de aclimatagéo
utilizado. Como resposta nesse experimento, observou-se que na primeira hora apés
aclimatacéo, houve o aumento significativo dos valores glicémicos (variando de 100 a
300%), com destaque para 0s peixes que ndo receberam sal durante o transporte e
foram aclimatados em tanques com &gua &cida e fria (tabela 22). Essa diferenca
continuou dentro de 24 horas, diferindo tanto entre os diferentes tanques no grupo de
animais que nao recebeu sal, quando aos animais aclimatados em agua acida e fria do
grupo com sal no transporte.

Ao longo do tempo, ocorre a reducdo gradual dos valores glicémicos em todos
os tratamentos (ndo importa o grupo) ficando abaixo dos valores basais em 96 horas.
Esse comportamento é observado para os parametros de lactato e proteina plasmatica
total (elevagéo inicial e reducéo gradual), ambos ficando abaixo do basal com 96 horas
(tabela 22). Destaca-se que a aclimatagdo dos peixes em agua alcalina e quente
promoveu 0s menores aumentos de lactato em 24 h independente do uso ou ndo de sal
no transporte (Tabela 22). Esse comportamento também foi pontuado em valores de
cortisol, maiores no grupo de peixes sem uso do sal em especifico para os animais

aclimatados em agua fria e 4cida.

Tabela 22. Parametros bioquimicos do sangue do tambaqui Colossoma macropomum em

diferentes parametros de agua ao longo das horas

TRANSPORTE COM SAL TRANSPORTE SEM SAL

AQ BQ AF AQ BQ AF
Glicose (mg/dL)

Basal 43,45+13,72 43,45+13,72 43,45+13,72 43,45+13,72 43,45+13,72 43,45+13,72
01h 164.56+58.51AaX  65.89+23.61AbX 136.44+27,17AaX  132.44+28,61AbX  132.44+52,69AbY  251.33+71,67AaY
24h 64.00+5.72BaX 43.44+10.61AbX 86.00+22,07BaX 81.11+15,34BaY 60.44+24,01BaX 92.44+24,99BaX
48h 51.44+10.28BaX 36.11+5,55BbX 52.89+11,67BaX 60.56+6,85BaX 43.78+5,59BbX 67.33+8,35Bax
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72h

96h
Retorno
p-value

Basal
01h
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-value

Basal
01h
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-value

Basal
01h
24h
48h

Retorno
p-value

30.11+5.26CaxX

30.56+4,81BaX

32.89+4,01CaxX

29.78+3,88CaxX

30.44+3,86CaxX

30.67+2,26CaxX

27.22+5.30CaX 26.44+4,88BaX 29.33+4,08CaX 25.67+3,56CaX 27.22+3,91CaX 26.89+1,66CaX
NO< NO< NO< NO< NO< NO<
p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
Lactato (g/dL)
0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

0.63+0,57AaxX
1.20+0,67Aax
1.03+0,56Aax
0.34+0,48BaxX
0.23+0,33BaxX

0.61+0,55Aax
0.56+0,62AbX
0.51+0,57AaX
0.27+0,49AaxX
0.34+0,38Aax

0.77+0,55Aax
1.27+0,73Aax
0.87+0,61AaX
0.24+0,45BaxX
0.57+0,50Aax

0.86+0,46BaxX
1.71+0,64AaxX
1.62+0,65AaY
0.49+0,55BaxX
0.34+0,48BaxX

0.70+0,48AaX
1.24+0,69AbY
0.13+0,37BbX
0.33+0,47BaX
0.23+0,43BaxX

0.77+0,55BaxX
1.89+0,73Aax
1.84+0,18AaY
0.69+0,62BaxX
0.54+0,61BaxX

NO< NO< NO< NO< NO< NO<
p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
Proteina Plasmatica Total (g/dL)
4,22+0,14 4,22+0,14 4,22+0,14 4,22+0,14 4,22+0,14 4,22+0,14

4.61+0,19AaX
4.27+0,23AaX
4.13+0,13AaX
3.81+0,12BaX
3.49+0,15BaX

4.24+0,13AbX
4.00+0,12AaX
3.98+0,17AaX
3.66+0,18BaX
3.29+0,22BaX

4.78+0,36AaX
4.52+0,25AaX
4.12+0,11AaX
3.80+0,16BaX
3.51+0,16BaX

5.07+0,21AaY
4.68+0,22AaX
4.27+0,13BaX
3.96+0,13BaX
3.58+0,17BaX

5.11+0,25AaY
4.56+0,21BaX
4.04+0,17BaX
3.72+0,18CaX
3.40+0,13CaxX

5.29+0,25AaY
4.84+0,21BaX
4.26+0,17BaX
3.89+0,18Cax
3.56+0,13CaxX

NO< NO< NO< NO< NO< NO<
p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
Cortisol (ug/mL)
24,90+8,58 24,90+8,58 24,90+8,58 24,90+8,58 24,90+8,58 24,90+8,58
48.40+1,83BbX 50.96+3,69AbX 93.02+6,65AaX 90.07+28,63AbY 105.32+21,91AbY 161.81+18,32AaY

98.39+6,20AaX

55.84+19,15BaX
NO()
p<0,05

75.83+5,86AbX

55.18+18,75Aax
NO(>)
p<0,05

88.62+15,74AaxX

57.94+1,64BaX
NO(>)
p<0,05

66.32+16,24AaY

84.20+23,03AaY
NO(>)
p<0,05

132.32+23,35AaY

46.35+8,81AbX
NO(>)
p<0,05

140.6613,76AaY

94.76+33,35BaY
NO(>)
p<0,05

valores abaixo do basal ao final das 96 horas

AQ - 4cido e quente; BQ — alcalino e quente, AF — acido e frio, diferentes letras mailsculas nas colunas, mindsculas nas

linhas e entre os blocos (X Y) indicam diferenga estatistica; NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas; NO< -

Em relacdo aos eritrocitos, existe elevagdo das células vermelhas nos animais

gue ndo receberam sal durante o transporte. Apesar da distinta diferengca dentro do
grupo gue usou sal no transporte, os peixes aclimatados em tanques contendo agua
bésica e quente ndo demonstraram elevacao dessas células na primeira hora de anélise
(tabela 23).

As diferencas nos valores entre os grupos com e sem sal na primeira hora de
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uma reducao desse parametro gradativamente (tabela 23).

andlise também foram observadas nas concentracdes de hemoglobina ndo importando
o tipo da &gua (quente, fria, &cida ou béasica). Ainda dentro deste grupo sem uso de sal
durante o transporte, 0os animais de agua acida e fria apresentaram os maiores valores

de hemoglobina. No entanto, apds 24 horas, as diferencas ndo mais existiram e ocorreu



Tabela 23. Parametros bioquimicos do sangue do tambaqui Colossoma macropomum em

diferentes parametros de agua ao longo das horas

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-value

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-value

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-value

TRANSPORTE COM SAL

TRANSPORTE SEM SAL

AQ BQ AF AQ BQ AF
Eritrdcitos (cel/Ul x 10°)
0,70#0,23 0,7040,23 0,70£0,23 0,70#0,23 0,70+40,23 0,70+0,23

1.16%0,34AaX
1.25+0,68AaX
1.20+0,74AaX
1.43+0,53AaX
1.11+0,24AaX

0.88+0,18BaXx
0.98+0,34AaX
1.40+0,81AaX
1.37+0,54AaX
0.81+0,17BaX

1.26+0,38AaX
1.09+0,30AaX
1.01+0,31AaX
1.47+0,57AaX
0.90+0,14AaX

1.71+0,40AaY
1.01+0,33AaX
0.94+0,32AaX
1.19+0,20AaX
0.80+0,16BbX

1.69+0,26AaY
1.37+0,40ABaX
1.29+0,41ABaX
1.57+0,53ABaXx
1.17+0,18BabY

1.72+0,26AaY
1.0940,46AaX
1.02+0,43AaX
1.36+0,40AaX
1.19+0,19AaY

NO(>) 96h NO(>) 96h NO(>) NO(>)
p<0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05
Hematdcrito (%)
30,18+3,00 30,18+3,00 30,18+3,00 30,18+3,00 30,18+3,00 30,18+3,00

33.67+1,25AaX
32.44+1,50Aax
31.44+1,77ABaX
30.67+1,41BaX
29.00+1,70Bax

32.44+1,64AaX

31.00+1,76Aax
30.22+1,23ABaX
29.89+1,45ABaX

27.89+0,99Bax

34.89+1,52AaX

32.89+1,37AaX
31.67+1,25ABaX
31.00+1,05ABaX

28.89+1,29BaX

35.62+1,67AaX
34.51+1,85AaX
33.51+1,56AaX
33.40+1,33AaX
31.73+1,21BaX

34.09+1,13AaX

33.06%1,26AaX
32.39+1,45ABaX
31.50+1,05ABaX

30.94+1,21BaX

36.22+1,75AaX
34.11+1,52BaX
31.89+1,29CaX
32.67+1,94BCax
30.67+1,33Cax

01h 01h 24h 48h 24h 48h
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Hemoglobina (g/dL)
7,7141,75 7,7141,75 7,71+41,75 7,71+41,75 7,7141,75 7,7141,75

10.12+2,41AaX
8.15+2,11AaX
10.70+2,31AaX
8.33+2,37AaX

7.92+2,18AaX
72h

p>0,05

9.52+1,68AaX
9.74+0,98AaX
7.68%2,71ABaX
6.63+1,13ABaX

6.65+1,11BaX
48h

p>0,05

12.58+2,26AaX
11.62+1,19AaX
11.25+3,25AaX
9.70+2,49ABaX

8.57+1,32BaX
72h

p>0,05

13.2242,20AbX
14.26+3,74AaY
11.23+3,64AaX
9.86+3,81ABaX

6.96+0,78BaX
72h

p>0,05

12.36+1,25AbY
15.35+2,63AaY

9.88+1,52ABaX
6.92+1,18BaX

6.63+1,01BaX
72h

p>0,05

22.89+2,30AaY

15.88+1,14AaY
12.25+3,79ABaX
10.98+2,41BaX

7.56+1,94BaX
96h

p>0,05

AQ - &cido e quente; BQ — basico e quente, AF — acido e frio, diferentes letras mailsculas nas colunas, mindsculas nas
linhas e entre os blocos (X Y) indicam diferenga estatistica pelo teste de analise de variancia em parcelas sub-
subdividadas ao tempo; NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas; NO< - valores abaixo do basal ao final das

96 horas

Os peixes que ndo receberam sal durante o transporte também apresentaram

menor volume corpuscular médio e menor hemoglobina corpuscular média na primeira

hora. Um destaque especial foi observado para o tratamento com agua acida e fria

(independente do grupo: com ou sem sal), demonstrando maiores valores de

concentracdo de hemoglobina corpuscular média, se comparado aos demais

tratamentos (tabela 24).
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parametros de agua no processo de aclimatacao ao longo das horas

Tabela 24. indices hematimétricos do tambaqui Colossoma macropomum em diferentes

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-value

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-value

Basal
01lh
24h
48h
72h
96h

Retorno
p-value

Transporte com Sal

Transporte sem Sal

AQ

BQ

AF

AQ

BQ

AF

VCM (fL)

495,51+212,08

331.45+124.21AaX

318.71+119,19AaX

335.83+147,53AaX
248.26+99,68AaX

273.33+62,49AaX
01lh

p>0,05

495,51#212,08

467.88+114,83AaX
353.50+107,45AaX
292.57+161,55AaX
280.11+160,19AaX

362.05+85,61AaX
01h

p>0,05

495,51#212,08

301.17+83,59AaX
330.44+106,27AaX
341.83+121,36AaX
248.85+107,70AaX

331.81+63,10AaX
01h

p>0,05

495,51+212,08

220.98+59,00AaX
399.40+207,09AaX
449.28+272,93AaX
300.63+59,71AaX

437.09+111,09AaX
24

p>0,05

495,51+212,08

205.61+30,01AaY
260.7668,56AaX
279.58+82,21AaX
237.50+84,41AaX

300.73+74,18AbX
96

p>0,05

495,51+212,08

216.37+37,50AaX
364.12+130,18AaX
376.99+142,59AaX
267.13+93,87AaX
263.28+33,32AbX
NO(<)
p<0,05

HCM (pg)

129,55467,53

104.99+56,88AaX
82.17+36,03AaX
112.07450,48AaX
73.67+44,15Aax
76.25+22,68AbX

129,55+67,53

132.36+54,75AaX
110.56+33,61AaX
68.39+31,83ABbX

58.68+29,84BaX
85.88+33,08ABabX

129,55467,53

110.40+40,84AaX
116.81+39,87AaX
130.49+70,46AaX
75.19+27,45AaX
111.88+36,74AaX

129,55+67,53

82.41+27,70BabX
147.81+31,45AaY
154.04+15,55AaX
83.60+29,23BaX
89.89+28,73BaX

129,55+67,53

75.26+16,85ABbY
121.80437,24AaX
82.98+25,99AbX
50.54+22,63BaX
64.50+18,85ABaX

129,55467,53

137.44+33,82AaX

167.21+55,14AaX
137.14460,16AabX
89.49+39,82ABaX

63.63+11,89BaY

01h 01h 01h 01h NO(<) NO(<)
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05
CHCM (%)
25,9747,16 25,9747,16 25,9747,16 25,9747,16 25,9747,16 25,0747,16

30.2347,73AaX
25.30+7,04AaX
34.95+7,56AaX
27.3047,94AaX

29.0048,72AaX
01h

p>0,05

29.32+4,87AaX
31.42+2,41AaX
25.29+8,45ABaX
21.98+3,90BaX
23.76%3,88BaX
NO(<)
p<0,05

36.26%7,52AaX
35.36%3,51AaX
36.20+10,13AaX
31.1747,20AaX

33.6248,39AaX
48h

p>0,05

37.23+6,42AbX
41.79+12,40AaX
32.47+10,06AaX
28.74+11,50AaX

22.00+2,67BaX
48h

p>0,05

36.2943,62AbY
46.29+6,73AaY
29.87+4,33BaX
20.99+3,92CaX

21.41+2,91CaX
48h

p>0,05

63.08+7,65AaY
46.62+3,65BaY
37.48+11,68BaX
33.66+8,04BaX

24.5045,45CaX
48h

p>0,05

AQ - &cido e quente; BQ — basico e quente, AF — acido e frio, diferentes letras mailsculas nas colunas, mindsculas nas
linhas e entre os blocos (X Y) indicam diferenga estatistica pelo teste de analise de variancia em parcelas sub-
subdividadas ao tempo; NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas; NO< - valores abaixo do basal ao final das
96 horas

Os niveis de sédio na primeira hora de andlise foram reduzidos em todos os

quente).

tratamentos, principalmente nos animais que néo receberam sal durante o transporte
(diferenca significativa entre os grupos). Dentro do grupo de peixes sem uso de sal no
transporte a reducdo foi igual entre os tratamentos. No entanto, para 0 grupo
transportado com sal, os peixes aclimatados em agua alcalina e quente (BQ)
demonstraram a menor reducéo de sédio no sangue, seguido dos tratamentos com agua
acida e quente (AQ) e agua &cida e fria (AF). Um comportamento similar ocorre para o

potassio e cloreto, com menor reducdo para o0 mesmo tratamento (BQ- agua alcalina e

Ja no grupo “sem sal no transporte”, os animais dentro dos tanques com agua
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acida e quente foram aqueles que tiveram as menores reducdes de cloreto. Ao final das



96 horas, apenas os animais dentro dos tanques com agua bésica e quente mostraram

o retorno dos niveis de sodio a normalidade.

Em relacdo a pressao de gas carbbnico e pH sanguineo, estes parametros

demonstram comportamentos inversos na primeira hora de andalise (aumento da

pressdo e reducdo do pH). Tal comportamento (alteracbes inversas) se mantem de

forma gradual ao passar das horas, com a reducdo da pressdo e aumento do pH no

sangue. Inicialmente, a acidificacdo sanguinea foi igual a todos os tratamentos, no

entanto, apenas 0s peixes do grupo que recebeu sal no transporte retornou a

normalidade com 96 h. Para a pressédo CO,, este parametro permaneceu alterado até o

final, com valores acima do basal (tabela 25).

Tabela 25. Concentra¢gbes ibnicas do sangue do tambaqui Colossoma macropomum apés

diferentes procedimentos de aclimatacdo ao longo das horas entre tanques contaminados e

estéreis.
Transporte com Sal Transporte sem Sal
AQ BQ AF AQ BQ AF
Na (mEg/L)

Basal 134,00+40,82 134,00+0,82 134,00+0,82 134,00+0,82 134,00+0,82 134,00+0,82
01h 118.33£2,05AbX 124.30+3,55ABaX 110.50+0,71BcX 90,40+5,23CaY 92,23+5,54CaY 87,50+12,13BaY
24h 115.0043,74AaX 119.33+1,16BaX 115.00+2,45ABaX 102.33+3,30BaY 101.00+1,41BaY 108.33+10,40ABaY
48h 110.67+0,94BbX 128.23+3,84AaX 114.67+4,11ABbX 104.67+3,40ABaY 110.33+7,41ABaY 110.3347,41AaX
72h 116.33#4,03AaX  120.00+6,98ABaX 120.67+4,99AaX 108.67+6,18ABaX 106.33+4,50ABaY 106.33+4,64ABaY
96h 115.33£7,54AbX 131.07+4,35ABaX 118.33£5,25AbX 112.00+2,83AaX 107.67+5,79AaY 110.00+5,10AaX

Retorn NO(<) 96h NO(<) NO(<) NO(<) NO(<)

p-v(;lor p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

K (mL/mm?)

Basal 5,43+0,12 5,4340,12 5,4340,12 5,43+0,12 5,4340,12 5,4340,12
Oth 5.27+0,17BbX 6.90+0,16BaX 5.13+0,26BbX 3.7510,61BbY 4.90+0,08BaY 4.20%0,86BaX
24h 5.30+0,24BbX 8.8310,24AaX 8.25+0,61AaX 3.70£0,50BaY 3.37+0,52CaY 4.30+0,92BaY
48h 4.45+0,04CbX 8.30+0,57AaX 7.90+0,90AaX 7.77+0,92AabY 8.50+0,41AaX 6.85+0,69AbX
72h 8.03+1,30AaX 8.67+0,47AaX 8.10+0,83AaX 8.50%0,24AaX 8.60+0,33AaX 5.17+1,03AbX
96h 8.07+0,74AaX 8.50+0,41AaX 8.75+0,20AaX 7.90+0,90AaX 8.00+0,82AaX 6.80+1,07AaX

Retorn NO(>) NO(>) NO(>) NO(>) NO(>) NO(>)

p—v?alor p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Cl (mEg/L)

Basal 124,6740,29 124,67+0,29 124,67+0,29 124,67+0,29 124,67+0,29 124,67+0,29
01h 88.50£0,41BbX 92.00+1,63CaX 86.50+1,22BbX 100.50+8,57ABaY 86.00+4,90BbY 86.50+3,67BbX
24h 90.50+1,22BcX 130.67+1,89AaX 119.0042,45AbX 124.33+1,70AaY 112.00£10,23AabY 98.33+1,25BbY
48h 120.00£0,82AaX  117.67+3,86BabX 116.00+1,63AbX 122.67+4,03AaY 114.00+2,45AbX 125.00+4,97AaY
72h 125.0044,32AaX 127.33£3,30AaX 115.50+0,41AbX 112.00+14,70ABaX 118.0046,53AaX 123.00+1,63AaY
96h 119.50£0,41AaX 119.0041,63BaX 117.00+2,45AaX 111.00+0,82BcY 119.33+1,25AbX 127.00+1,63AaY

Retorn NO(<) NO(<) NO(<) NO(<) NO(<) NO(<)

p—v(;lor p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

pH

Basal 6,7620,02 6,76+0,02 6,76+0,02 6,76+0,02 6,76+0,02 6,76+0,02
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01h

6.50+0,00FaX

6.50+0,00CaX

6.50+0,00CaX

6.50+0,00DaX

6.50+0,00DaX

6.50+0,00FaX

24h 6.51+0,01DaX 6.52+0,01CaX 6.53+0,00BaX 6.53+0,01CaX 6.55+0,02CaY 6.57+0,02DaY
48h 6.57+0,01CaX 6.60+0,03BaX 6.57+0,03BaX 6.56+0,00BbX 6.55+0,01CbY 6.63+0,01CaY
72h 6.73+0,01AbX 6.76+0,00AaX 6.77+0,00AaX 6.67+0,01AaY 6.66+0,02BaY 6.65+0,00BaY
96h 6.76%0,03BaX 6.77+0,01AaX 6.78+0,01AaX 6.70+0,01AbY 6.71+0,01AbY 6.75+0,01AaX
Retorn 72h 72h 72h NO(<) NO(<) 96h
o
p-valor p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05
Basal 30,64+1,28 30,6441,28 30,6441,28 30,64+1,28 30,64+1,28 30,64+1,28
01h 76.80+5,55AaX 76.23+11,41AaX 64.70+4,50AaX 94.00+5,72AaY 78.1312,81AbX 74.40£7,73AbX
24h 39.20£2,12BbX 50.45+1,43BaX 51.60+2,12BaX 50.95+2,74BbY 46.0045,72BbX 63.35+2,33BaY
48h 44.0045,03BaX 43.30+7,27BaX 48.00+7,35BaX 44.00+6,38BaX 52.50+1,22BaX 44.65%1,92BaX
72h 34.57+6,38BaX 40.00+1,80BaX 43.00+4,90BaX 44.00+4,90BaX 37.93+5,80BaX 43.4546,98BaX
96h 38.57£2,12BbX 40.33+2,62BabX 45.50+1,22BaX 52.50+6,94BaY 39.6745,91BbX 43.30+4,38BabX
Retorn NO(>) NO(>) NO(>) NO(>) NO(>) NO(>)
¢}
p-valor p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

AQ - acido e quente; BQ — basico e quente, AF — acido e frio, diferentes letras mailsculas nas colunas, minidsculas nas
linhas e entre os blocos (X Y) indicam diferenga estatistica pelo teste de andlise de variancia em parcelas sub-
subdividadas ao tempo; NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas; NO< - valores abaixo do basal ao final das
96 horas

Em resumo, o uso de sal no transporte reduziu as alteragées sanguineas, porém
mesmo com a utilizacdo de sal, a aclimatagdo em agua acida e fria provoca maiores
alteracdes sanguineas nos tambaquis em relagcao aos demais tratamentos.

Em uma andlise conjunta de todos os experimentos e considerando parametros
de glicose e lactato, relativizou-se os parametros em relacdo ao valor basal para
comparar a influéncia do estresse em relacéo a indicacdo do tipo da aclimatacdo. Dessa
forma para as variacdes de glicemia, calculou-se a porcentagem de elevacéo da glicose
(primeira hora de analise) em relacdo ao valor basal, para permitir a observagdo das
variagdes nesse parametro entre os diferentes experimentos de forma ponderada e né&o
somente com os valores brutos (tabela 26). Observou-se que no primeiro experimento
0 aumento de glicemia foi menor do que nos demais experimentos, e que 0 experimento
2 com transporte real, apresentou 0s maiores valores de glicemia. O transporte simulado
apresentou aumentos proporcionais de glicemia intermediarios entre o primeiro e
segundo experimento se observado as 08 horas de estresse. O mesmo comportamento

é observado para o lactato.
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Tabela 26. Elevagcao em porcentagem (%) dos niveis de glicose e lactato no sangue (na primeira

hora de andlise) em relagdo aos valores basais para cada experimento de aclimatacéao.

Glicose
NOAC AC30 AC60/SIMU
1° experimento padréo (carro) 108% 111% 167%
2° experimento grupo estéril (carro) 248% 259% 284%
2° experimento grupo infectado (carro) 303% 303% 308%
3° experimento — 04h (simulador)* 114% 113% 120%
3° experimento — 08h (simulador)* 173% 181% 216%
AQ BQ AF
4° experimento (Simulador)** 150% 125% 250%
Lactato
NOAC AC30 AC60/SIMU
1° experimento padréo (carro) 180% 173% 328%
2° experimento grupo estéril (carro) 117% 106% 100%
2° experimento grupo infectado (carro) 264% 279% 416%
3° experimento — 04h (simulador)* 103% 116% 242%
3° experimento — 08h (simulador)* 117% 260% 458%
AQ BQ AF
4° experimento sal (Simulador)** 120% 56% 127%
4° experimento sem sal (Simulador)** 171% 124% 189%

*neste terceiro experimento o tratamento AC60 é substituido pelo SIMU, **neste quarto experimento o procedimento de

aclimatacéo foi padronizado para todos como 30 minutos.

6.5 Experimento 5: Tempo e densidade ideal de quarentena

No primeiro dia de quarentena houve elevacgdes dos valores glicémicos em todos
0s tratamentos mostrando interacdo entre a densidade de estocagem e o tempo de
permanéncia, sendo que os maiores valores de glicose foram observados no primeiro
dia da quarentena para a maior densidade de estocagem (tabela 27). Apesar das
alteracdes iniciais, no 15° dia nos tanques de baixa e alta densidade, observou-se
retorno da glicemia ao valor basal. Assim como os efeitos da densidade mais elevada,
a presenca do patdégeno também promoveu os maiores valores glicémicos em todos 0s

tempos (Tabela 27)

Tabela 27. Glicose (mg/dL) sanguinea do tambaqui C. macropomum submetido a quarentena de

45 dias com diferentes densidades e tipos de tanque.

Densidade Tanques
Baixa Dens. Alta Dens. Estéril Contaminado
Basal 51,39+6,15 51,39+6,15
01d 142.18+40,57Ab 169.80+30,21Aa | 78,94+42,95b 100,45+61,06a
15d 56.93+13,82Ba 64.12+20,85Ba
45d 54.17+18,71Ba 50.52+11,37Ba
Retorno 15d 15d NO> NO>
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Lactato g/dL
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16.00
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2 a0

p-valor p>0.05 p>0.05

p<0.05 p<0.05

; NO> - valores acima do basal ao final dos 45 dias; NO< - valores abaixo do basal ao final dos 45 dias.

O cortisol sanguineo foi significativamente maior nas maiores densidades, bem

como no grupo de peixes alocados em tanques contaminados. Ao final dos 45 dias de

quarentena, nenhum dos animais demostrou retorno ao valor basal de cortisol antes do

estresse por transporte (tabela 28).

Tabela 28. Cortisol (ug/dL) sanguineo do tambaqui C. macropomum submetido a quarentena de

45 dias com diferentes densidades e presenca de patégenos

Densidade Tanques

Baixa Dens. Alta Dens. Estéril Contaminado
Basal 21,05+4,08 21,05+4,08
01d 80.05+28,36b 90.08+22,82a 61.26+9,76b 100.59+10,13a
15d 87.4618,71a 82.02+24,81a
45d 73.53+11,62a 70.46+21,66a
Retorno NO(>) NO(>) NO(>) NO(>)
p-valor p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

; NO> - valores acima do basal ao final dos 45 dias; NO< - valores abaixo do basal ao final dos 45 dias.

Assim como o parametro de glicemia, os niveis de lactato sanguineo foram

maiores nos animais nos tanques contaminados (Figura 9), esse parametro aumentou

no decorrer do tempo em todos os tratamentos. No entanto, entre as densidades, nao

foi observada diferenca estatistica ao longo dos 45 dias

‘._A.,

. 14.00

b
©
) l ”

idia i5dias 45dias

Lactato g/dL

Tanque estéri Tanque Contaminado

Figura 9. Lactato sanguineo do tambaqui C. macropomum submetido a quarentena ao

longo de 45 dias (A) em diferentes tipos de tanque (B). Diferentes letras entre as colunas

indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0.05) para comparacao de médias.

Contaminado- tanques previamente contaminados com bactéria Aeromonas hydrophila

(10° UFC/mL) e fungo Saprolegnia parasitica (10° zoésporo/mL)
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Os niveis de proteina plasmatica, diferente da glicemia e lactato demonstraram
reducdo em relacdo ao valor basal (tabela 29), mas com 15 dias de quarentena, esses
valores ja haviam retornado ao valor basal nos animais alocados em tanques estéreis.
Resultado diferente foi observado para os peixes alocados em tanques contaminados,
que além da reducéo inicial, ndo houve retorno dos valores basais ao final de 45 dias
(tabela 29). Ressalta-se ainda que no grupo contaminado, a alta densidade promoveu
em 15 dias o menor valor de proteina plasmética (2,92) comparado a baixa densidade

de estocagem.

Tabela 29. Proteina plasmatica total (g/dL) no sangue do tambaqui C. macropomum submetido

a quarentena com diferentes densidades e tipos de tanque.

Estéril Contaminado

Baixa Dens. Alta Dens. Baixa Dens. Alta Dens.
Basal 4,27+0,10 4,27+0,10 4,27+0,10 4,27+0,10
1 3.87+0,21BaX  3.83%+0,20BaX | 3.88+0,22AaX  3.87+0,17AaX
15 4.35+0,36AaX  4.44+0,28AaX | 3.81+0,50AaY 2.92+0,25ChY
45 4.13+0,26AaX  4.22+0,21AaX | 3.60+0,42AaY 3.27%+0,32BaY
Retorno 15d 15d NO< NO<
p-valor p>0.05 p>0.05 p<0.05 p<0.05

Valores médios expressos em g/dL, diferentes letras mailsculas nas colunas, mindsculas nas linhas e as letras XY entre

os tratamentos nos diferentes grupos, indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0.05), 15d- 15 dias, Baixa Dens.-
baixa densidade, Alta Dens.- alta densidade, Contaminado- tanques previamente contaminados com bactéria Aeromonas

hydrophila e fungo Saprolegnia parasitica

A quantidade de células vermelhas também foi afetada pela presenca de
patégenos na quarentena. Em especial, nos peixes dos tanques contaminados e
mantidos em alta densidade, a concentracdo de hemoglobina se manteve alta durante
todo o tempo de permanéncia na quarentena (45 dias) (tabela 30). Esse valor elevado
durante todo ensaio corrobora com a diferenca significativa no percentual de

hematdcrito entre o grupo contaminado e estéril (Figura 10).

Tabela 30. Células vermelhas no sangue do tambaqui C. macropomum submetido a quarentena

com diferentes densidades e tipos de tanque.

Estéril Contaminado

Baixa Dens. Alta Dens. Baixa Dens. Alta Dens.

Eritrécito (cel/pL x 10°)
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Basal

1

15

45
Retorno

p-valor

Basal

1

15

45
Retorno

p-valor

0,74+0,14 0,74+0,14
1.31+0,30AaX  1.26%0,20AaX

0,74+0,14 0,74+0,14
1.51+0,20AaX 1.55+0,19AaY

1.06+0,31ABaX 1.39+0,17AaX 1.36+0,22ABaX  1.56%0,21AaX

0.92+0,28BbX  1.25+0,15AaX
45d NO>
p>0,05 p<0,05

1.22+0,22Bax 1.42+0,23AaX
NO> NO>
p<0,05 p<0,05

Hemoglobina (%)

7,66+0,20 7,66+0,20

7,66+0,20 7,66+0,20

10.71+2,08AaX 12.67+1,33AaX 12.23+2,96AaX 13.34+1,91AaX

7.62+1,80BaX  8.82+1,32BaX
7.81+1,77BaX  8.04%1,20BaX
15d 15d
p>0,05 p>0,05

9.39+3,03BaX 11.49+1,93ABaY
8.21+1,50BbX  10.71+1,52BaY
15d NO>
p>0,05 p<0,05

Diferentes letras mailsculas nas colunas, minUsculas nas linhas e as letras XY entre os tratamentos nos diferentes
grupos, indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0.05), 15d- 15 dias, Baixa Dens.- baixa densidade, Alta Dens.-

alta densidade, Contaminado- tanques previamente contaminados com bactéria Aeromonas hydrophila e fungo

Saprolegnia parasitica

Hematdcrito (%)

Sn no
UL

A N
SUUU

a0 NN
JUV.UU

a0 NN
FAVRE Y

10.00

Tanque esteri

Tanque contaminado

Figura 10. Percentual de hematdcrito do tambaqui C. macropomum submetido a

quarentena ao longo de 45 dias (A) em diferentes tipos de tanque (B). Diferentes letras

entre as colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0.05) para

comparacdo de médias. Contaminado- tanques previamente contaminados com

bactéria Aeromonas hydrophila (10° UFC/mL) e fungo Saprolegnia parasitica (10°

zoosporo/mL).
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Para os indices hematimétricos ao final dos 45 dias de quarentena, o HCM e
CHCM também se mostram elevados e apenas o HCM retorna a normalidade.
Resultado diferente no grupo estéril, em que esses indices retornam ao valor basal com

15 e 45 dias (baixa e alta densidade respectivamente) (tabela 31).

Tabela 31. indices hematimétricos do sangue do tambaqui C. macropomum submetido a
quarentena com diferentes densidades e tipos de tanque.

Esteéril Contaminado
Baixa Dens. Alta Dens. Baixa Dens. Alta Dens.
CHCM (pg)
Basal 24,95+0,82 24,95+0,82 24,95+0,82 24,95+0,82
1d 33.0445,03AaX 39.99+4,94AaX 37.44+8,03AaX 40.63+8,98AaX
15d 24.84+4,86BaX 29.21+4,64BaX 28.28%8,29BaX 34.58+8,50BaY
45d 26.44+6,11BaX 26.41+2,77BaX 25.7216,68BbX 33.6618,17BaY
Retorno 15d 45d 45d NO>
p-valor p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05
HCM (%)
Basal 107,05£17,78 107,05+17,78 107,05+17,78 107,05+17,78
1d 85.61+25,74BbX 103.15%+21,88AaX 82.00+20,72AaX 87.37+17,45AaY
15d 79.13433,25BaX  64.42+12,73BaX 68.82+19,92AaX 74.83%+17,12AaX
45d 94.25+39,25AaX  65.03+12,22BbX 67.71+21,17AaY 76.19+10,77AaX
Retorno 15d NO< NO< NO<
p-valor p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Valores médios expressos em %, diferentes letras mailsculas nas colunas, minasculas nas linhas e as letras XY entre
os tratamentos nos diferentes grupos, indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0.05), 15d- 15 dias, Baixa Dens.-
baixa densidade, Alta Dens.- alta densidade, Contaminado- tanques previamente contaminados com bactéria Aeromonas
hydrophila e fungo Saprolegnia parasitica, CHCM- concentracdo de hemoglobina corpuscular media e HCM-
hemoglobina corpuscular média

Com relagdo as células de defesa, os trombdcitos e linfécitos apresentaram
reducdo inicial no primeiro dia de andlise sanguinea independente do tratamento
avaliado, o contrario foi observado para monécitos e neutréfilos. Em relacdo aos
baséfilos houve aumento dessa célula no primeiro dia de quarentena no grupo de peixes
na menor densidade de estocagem e no ambiente ndo contaminado (tabela 32).

No decorrer do tempo os trombdcitos nos peixes no ambiente contaminado na
menor densidade apresentaram os menores valores (0,19, Tabela 32) comparados aos
peixes na menor densidade nos tanques estéreis. J& para os linfocitos observou-se,

apos a linfocitopenia inicial no primeiro dia, um aumento gradual ao longo do tempo nos
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peixes no ambiente estéril e o inverso no ambiente contaminado. Com relacdo aos
mondcitos destaca-se o tratamento dos peixes mantidos em ambiente estéril e na menor
densidade onde observou-se retorno aos valores basais aos 45 dias. Neutrofilia foi
observada em todos os tratamentos durante todo o periodo de quarentena, mas com
retorno aos valores basais somente nos peixes na menor densidade e no ambiente
estéril. Ressalta-se também o retorno aos valores basais dos basofilos e Lg-PAS nos

peixes na menor densidade em ambiente estéril (Tabela 32)

Tabela 32. Leucécitos do sangue do tambaqui C. macropomum submetido a quarentena com

diferentes densidades e tanques contaminados ou nao.

Esteéril Contaminado
Baixa Dens. Alta Dens. Baixa Dens. Alta Dens.
Trombdcitos
Basal 1,67+0,41 1,67+0,41 1,67+0,41 1,67+0,41
1 0,37+0,09CbX 0,99+0,26AaX 1,13+0,31AaY 1,30+0,31AaX
15 0,53+0,14BbX 0,94+0,25AaX 0,5510,17BbX 1,1940,17AaX
45 0,89+0,27AaX 0,92+0,15AaX 0,19+0,06CbY 0,49+0,09BaY
Retorno NO(<) NO(<) NO(<) NO(<)
p-valor p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Linfocitos
Basal 8,35+1,25 8,35+1,25 8,35%1,25 8,35+1,25
1 1,06+0,43CbX 2,19+0,83AaX 1,94+0,97AbX 3,13+0,26AaX
15 2,91+0,95BaX 2,81+0,56AaX 1,32+0,24ABaY 1,87+0,73BaY
45 3,03+1,36AaX 2,48+0,67AaX 1,08+0,20BaY 1,78+0,20BaX
Retorno NO(<) NO(<) NO(<) NO(<)
p-valor p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Mondcitos
Basal 0,84+0,36 0,84+0,36 0,84+0,36 0,84+0,36
1 2,0610,68AaX 2,10+1,24AaX 2,49+0,97AaX 1,92+0,55AaX
15 1,4910,46ABaX 1,51+0,25AaX 2,2910,40AaY 1,64+0,44AaX
45 0,95+0,26BbY 1,79+0,22AaX 3,17+0,51AaY 2,17+0,42AbX
Retorno 45d NO(>) NO(>) NO(>)
p-valor p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Neutrdfilo
Basal 2,41+1,06 2,41+1,06 2,41+1,06 2,41+1,06
1 6,73+1,07AbX 8,44+1,64AaX 9,86%1,28AaY 9,92+1,82AaY
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15
45
Retorno

p-valor

Basal

1

15

45
Retorno

p-valor

Basal

1

15

45
Retorno

p-valor

4,92+1,24BbX

8,99+0,09AaX

7,60+1,07BbY

10,78+1,46AaY

3,78+1,30BbX 8,04+0,92AaX 5,28+0,70CbY 8,42+1,62BaX
45d NO(>) NO(>) NO(>)
p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Basdfilo
0,33+0,39 0,33+0,39 0,3340,39 0,33+0,39
1,84+0,66AaX 0,2610,12BbX 0,25%0,25BaY 0,44+0,18BaX
0,05+0,02BbX 0,79+0,26AaX 1,50+0,28AaY 1,44+0,30AaY
0,31+0,22BaX 0,59+0,10AaX 1,97+0,57AaY 2,07+0,60AaY
15d 15d NO(>) NO(>)
p>0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05
LG-PAS
0,16+0,14 0,16+0,14 0,16+0,14 0,16+0,14
0,66+0,02AaX 0,12+0,03AbX 0,25+0,03BaY 0,18+0,06BaX
0,02+0,04BbX 0,26+0,03AaX 0,28+0,03BaY 0,30+0,01BaX
0,22+0,05BaX 0,10£0,01AbX 0,57+0,01AaY 0,60+0,01AaY
15d 15d NO(>) NO(>)
p>0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Diferentes letras mailsculas nas colunas, minUsculas nas linhas e as letras XY entre os tratamentos nos diferentes
grupos, indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0.05), 15d- 15 dias, Baixa Dens.- baixa densidade, Alta Dens.-

alta densidade, Contaminado- tanques previamente contaminados com bactéria Aeromonas hydrophila e fungo

Saprolegnia parasitica, todos os leucécitos da tabela foram expressos em células/uL x 10*

Além das alteragBes mais acentuadas sem retorno aos valores basais, 0s peixes

dos tanques contaminados e mantidos em alta densidade demonstraram sinais clinicos

de bacteriose a partir do 34° dia de quarentena, com mortalidade acumulada de

aproximadamente 9%, mas nao foram observados sinais clinicos de infeccao fungica.

No entanto, houveram sinais de bacteriose como necrose das nadadeiras, necrose

muscular, ascite, e acumulo de liquido intersticial no intestino e de sangue na cavidade

celomética (figura 11 e 12).
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Figura 11. Mortalidade acumulada do tambaqui C. macropomum submetido a
quarentena ao longo de 45 dias em tanques previamente contaminados com bactéria
Aeromonas hydrophila (10° UFC/mL) e fungo Saprolegnia parasitica (10°

zo6sporo/100L) com densidade de estocagem de 2g/L.

Figura 12. Sinais clinicos do tambaqui C. macropomum submetido a quarentena ao

longo de 45 dias em tanques previamente contaminados com bactéria Aeromonas
hydrophila (10° UFC/mL) e fungo Saprolegnia parasitica (10° zodsporo/100L). (1)
Necrose das nadadeiras, (2) necrose muscular, (3) Ascite, (4) acumulo de sangue na
cavidade celomética, (5) acumulo de liquido no trato intestinal.
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Como resumo desse experimento observou-se que a alta densidade e a
presenca do patégeno promoveram alteracdes hematoldgicas significativas desde o
inicio da quarentena culminando em sinais clinicos e mortalidades observaveis em 34

dias de experimento.

6.6 Experimento 6: Medidas mitigadoras da presenca do patégeno na
guarentena
Houve elevacdo dos valores de glicose na primeira hora de andlise, no entanto
apesar dessa alteracao inicial, esse parametro bioquimico nao diferiu entre os diferentes
modelos de quarentena. O uso do sal e nanocompdsito foram os Unicos tratamentos
que promoveram retorno aos valores basais de glicose sanguinea até o final do
experimento (tabela 33). Em relacdo a proteina plasmética, o comportamento foi oposto,
reduzindo no inicio da quarentena (1° dia), mas retornando (elevando) aos valores antes

do estresse (tabela 34).

Tabela 33. Glicose (mg/dL) no sangue do tambaqui C. macropomum submetido a quarentena

com diferentes medidas mitigadoras.

Sl Fr Nd Np Ctrl-
Basal 43,65+7,29 43,65+7,29 43,65+7,29 43,65+7,29 43,65+7,29
1d 103,38+28,10Aa 105,65+54,0Aa 103,41+35,71Aa 106,49+25,17Aa 130,49+8,42Aa
15d 43,33+8,65Bb 73,17+18,07Aa 54,43+11,97Bab 59,03+16,37Bab 63,97+21,42Ba
45d 42,01+16,42Ba 28,17+3,85Cc 29,4645,42Cbc 51,46+13,46Ba 35,4743,55Cb
Retorno 15d NO(<) NO(<) 15d NO(<)
p-valor p>0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05

(SI)- sal, (Fr)- formol, (Nd)- nenhum produto incluido na quarentena, (Np)- sintese verde de nanoparticulas de cobre,
(Ctrl-)- controle negativo com animais ndo aclimatados alocados em quarentenas sem nenhum produto incluido,
diferentes letras mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas indicam diferenga estatistica pelo teste Tukey (p<0,05),

NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas; NO< - valores abaixo do basal ao final das 96 horas

Tabela 34. Proteina plasmatica no sangue do tambaqui C. macropomum submetido a quarentena

com diferentes medidas mitigadoras.

Sl Fr Nd Np Ctrl-
Basal 5,2020,20 5,20%0,20 5,2020,20 5,2020,20 5,2020,20
1d 3.75:0,36Ba 3.78+0,29Ca 3.42+0,47Ca 3.33+0,23Ba 3.75:0,34Ca
15d 4.66+0,30Aa 4.72+0,23Ba 4.35+0,56Ba 4.26+0,26Aa 4.68+0,39Ba
45d 4.78+1,67Aa 5.36+0,27Aa 5.00+0,54Aa 4.910,13Aa 5.33+0,32Aa
Retorno 45d 45d 45d 45d 45d
p-valor p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
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(Sh)- sal, (Fr)- formol, (Nd)- nenhum produto incluido na quarentena, (Np)- sintese verde de nanoparticulas de cobre,
(Ctrl-)- controle negativo com animais ndo aclimatados alocados em quarentenas sem nenhum produto incluido,
diferentes letras maidsculas nas colunas e mindsculas nas linhas indicam diferenga estatistica pelo teste Tukey (p<0,05),

NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas; NO< - valores abaixo do basal ao final das 96 horas

Para células vermelhas bem como indices hematimétricos, ndo houve diferenca
entre os modelos de quarentena. No entanto, todos esses parametros variaram ao
passar do tempo, com elevacdo na quantidade de eritrécitos e reducdo nas
concentracdes de hemoglobina e hematécrito. Para os indices hematimétricos, o
comportamento dos parametros foi similar, no entanto com expressiva diferenca para o
tratamento ND (nenhum produto inserido nos tanques de quarentena). Este tratamento

demonstrou as maiores alteragfes aos 15 dias (tabela 35).

Tabela 35. Valores eritrocitarios no sangue do tambaqui C. macropomum submetido a

quarentena com diferentes medidas mitigadoras.

Sl Fr Nd Np Ctrl-
Eritrécitos (cel/uL x 10%)

Basal 0,97+0,07 0,97+0,07 0,97+0,07 0,97+0,07 0,97+0,07
1d 1.70+0,24 1.71+0,22 1.74+0,52 1.62+0,24 1.90+0,12
15d 0.96+0,18 0.97+0,24 1.00+0,54 0.88+0,18 1.16+0,13
45d 1.1620,16 1.1620,20 1.19+0,52 1.08+0,15 1.3620,16

Retorno 15d 15d 15d 15d 15d
p-valor p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Hemoglobina (g/dL)

Basal 7,63+1,07 7,63+£1,07 7,63+1,07 7,63+£1,07 7,63+1,07
1d 9.19+2,94 9.90£2,75 11.77+2,46 10.17+1,85 10.19+1,78
15d 6.17+£2,96 6.87+£2,77 8.74+2,47 7.15+1,85 7.17+1,90
45d 7.33+2,94 8.03+2,80 9.90+2,80 8.31+1,67 8.32+1,82

Retorno 15d 15d NO(>) 15d 15d
p-valor p>0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05
Hematdcrito (%)

Basal 22,11+1,72 22,11+1,72 22,11+1,72 22,11+1,72 22,11+1,72
1d 25.31+1,29 27.20+1,14 25.86%4,08 25.42+1,33 26.64+2,28
15d 22.16+1,42 24.05+0,96 22.72+4,02 22.27+1,55 23.50+2,24
45d 23.44+1,42 25.33+1,24 24,00+3,88 23.55+1,49 24.77+2,14

Retorno 15d NO(>) 15d 15d 15d
p-valor p>0,05 p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

(SI)- sal, (Fr)- formol, (Nd)- nenhum produto incluido na quarentena, (Np)- sintese verde de nanoparticulas de cobre,

(Ctrl-)- controle negativo com animais ndo aclimatados alocados em quarentenas sem nenhum produto incluido,
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diferentes letras mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0,05),

NO> - valores acima do basal ao final das 96 horas; NO< - valores abaixo do basal ao final das 96 horas

Tabela 36. indices hematimétricos no sangue do tambaqui C. macropomum submetido a

guarentena com diferentes medidas mitigadoras.

Sl Fr Nd Np Ctrl-
VCM (fL)

Basal 220,29+13,81 220,29+13,81 220,29+13,81 220,29+13,81 220,29+13,81
1d 151.73+24,98 161.47+19,49 166.61+72,63 160.10+26,48 140.63+16,56
15d 238.33£51,03 260.64+53,71 477.62+71,92 261.70+£53,56 204.96+34,24
45d 205.86+30,79 223.72+39,46 243.80+13,85 221.43+29,33 185.00+29,49

Retorno 15d 45d 45d 15d 15d
p-valor p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
HCM (pg)

Basal 82,57+8,72 82,57+8,72 82,57+8,72 82,57+8,72 82,57+8,72
1d 54.35+17,14 59.29+19,13 73.23+25,59 65.36+19,38 53.93+11,37
15d 65.05+£32,45 78.52+42,04 143.65+15,73 87.07+34,84 62.52+18,70
45d 64.07+£26,97 72.26+29,91 93.36+33,29 79.45+22,73 62.80+18,41

Retorno NO(<) 15d 45d 15d NO(<)
p-valor p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05
CHCM (%)

Basal 37,70+5,15 37,70+5,15 37,7045,15 37,7045,15 37,7045,15
1d 36.69+12,86 36.58+10,72 45.92+8,36 40.29+8,43 38.34+6,52
15d 28.44+14,69 28.72+11,93 38.83+9,75 32.56+9,70 30.65+8,29
45d 31.66+13,69 31.88+11,63 41.67+9,08 35.61+8,39 33.67+7,27

Retorno 1d 1d 15d 15d 1d
p-valor p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

(Sh)- sal, (Fr)- formol, (Nd)- nenhum produto incluido na quarentena, (Np)- Nanocompdsito de cobre e prata, (Ctrl-)-
controle negativo com animais ndo aclimatados alocados em quarentenas sem nenhum produto incluido, diferentes letras
mailsculas nas colunas e minidsculas nas linhas indicam diferenga estatistica pelo teste Tukey (p<0,05), NO> - valores

acima do basal ao final das 96 horas; NO< - valores abaixo do basal ao final das 96 horas

Relativizando os valores de glicose, observa-se que existiu uma diferenca de
intensidade de estresse de transporte entre o primeiro e 0 segundo experimento de
guarentena sendo que no segundo experimento houve aumento préximo de 130-140%
em relacdo ao valor basal, ja no primeiro experimento esse aumento alcangou valores
entre 178% a 230% em relag&do ao basal, com destaque para o aumento acentuado da

glicose nos peixes da alta densidade no EXP 5.
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Tabela 37. Elevacdo em porcentagem (%) dos niveis de glicose (na primeira hora de analise) em

relacdo aos valores basais para cada experimento de quarentena.

Glicose (mg/dL)

BAIXA DENS. ALTA DENS.

52 EXP — Tempo e densidade ideal de

178% 231%
quarentena

S Fr Nd Np Ctrl-

62 EXP — Medidas mitigadoras na presenca

. 139% 144% 139% 146% 202%
de patdgeno na quarentena

(Sh)- sal, (Fr)- formol, (Nd)- nenhum produto incluido na quarentena, (Np)- Nanocompésito de cobre e prata, (Ctrl-)-

controle negativo com animais néo aclimatados alocados em quarentenas sem nenhum produto incluido

7. DISCUSSAO

O transporte de peixes € um dos procedimentos mais estressantes na
aquicultura e a adaptacdo dos peixes a uma nova condicdo de cativeiro € primordial
para o sucesso da criagcdo, dessa forma os procedimentos de aclimatacdo e quarentena
sdo medidas importantes para mitigar esse estresse de forma a garantir a
sustentabilidade da piscicultura reduzindo disseminacéo de doencas e mortalidades. A
presenca de patégenos na agua e a aclimatacao inadequada sao fatores relevantes na
adaptacdo dos animais aos novos ambientes de criagdo. Um procedimento de
aclimatacdo adequado (aclimatacdo rapida em 30 min) ajudou a mitigar os efeitos
negativos causados pelo estresse do transporte e pela presenca de patdgenos.

A presenca de patdgenos no novo ambiente de criagdo requer um procedimento
de aclimatacdo, no entanto, um procedimento inadequado, como demonstrado no
presente estudo (aclimatagdo em 60min — AC60), reduz a resisténcia dos peixes e
aumenta o aparecimento de sinais clinicos e mortalidade. A aclimatagdo em 60 minutos
causou mais alteragdes bioquimicas do que a aclimata¢gdo em 30 minutos apontando o
“tempo de manipulacdo” como um possivel estressor adicional. Santos et al. (2020)
submeteram tambaquis ao estresse por transporte (durante 8 horas) e observaram
alteracdes bioquimicas, como aumento nos valores de glicose e cortisol, que retornaram
aos valores basais apenas em 96 h apos o transporte. No presente estudo, usando a
mesma espécie de peixe em transporte semelhante (também por 8 horas), o
procedimento de aclimatacdo rapida (AC30) promoveu o retorno dos parametros
bioquimicos em 24 h. Essa diferenca corrobora a hip6tese de que o manejo de
aclimatacédo e o tempo aplicado séo estressores e devem ser considerados durante o
manejo pés-transporte.

A equalizacdo dos parametros de qualidade da dgua nos procedimentos de

aclimatacao é um fator importante, pois diferentes parametros de qualidade da 4gua nos
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tanques originais e receptores podem causar alteracdes fisiolégicas e se tornam
estressores adicionais. Alterac@es no pH (elevacao ou reducao) podem promover esses
desequilibrios fisiol6gicos nos animais (HAN et al.,, 2018; DUAN et al., 2019). Este
parametro, comumente expresso em valores logaritmicos, quando alterado
abruptamente (x1 ponto) em um curto espaco de tempo, afeta diretamente o
metabolismo (TUNDISI, 2016). No entanto, alteracbes em temperatura ocorridas de
forma abrupta (assim como demonstrado no presente estudo) também podem promover
estresse e alteracdes fisioldgicas afetando diretamente o metabolismo dos animais,
tanto quanto as variacdes em pH. No presente estudo, curiosamente o tambaqui que é
naturalmente de agua acida e quente (pH 6,5 e 28°.C) apresentou respostas fisioldgicas
adaptativas mais adequadas quanto aclimatado em agua alcalina e quente. Isso pode
ser decorrente dos limites de qualidade de agua para cada espécie de peixe, sendo que
o pH 4,6 utilizado no experimento 3 é muito inferior ao limite de 6,5 encontrado na
literatura (HORBE et al., 2013; MORAES et al., 2020) porém o outro valor testado que
foi 8,4 é préximo do limite superior de pH para o tambaqui que € de 8, talvez por isso a
melhor resposta na aclimatacdo para o ambiente alcalino do que o &cido no presente
experimento, mas ressalta-se a importancia de respeitar os limites de qualidade de agua
propria para a espécie.

Apesar de importante, a equalizagdo dos parametros hidricos ndo é o Unico
fator a ser considerado para um manejo adequado durante o procedimento de
aclimatacao. O tempo aplicado a este manejo € importante para a adaptagéo dos peixes
aos novos ambientes e para prevenir surtos de doencas, conforme observado neste
trabalho.

Com base nos resultados apresentados, os valores de glicose dobraram em
comparagdo com a linha de base (antes do estresse), semelhante aos achados de
Barton (2000), que demonstrou 150% mais glicose do que os valores originais no
sangue de truta arco-iris apés o estresse de transporte. A mesma resposta foi observada
para lactato e cortisol; havendo um aumento desses parametros na primeira hora ap6s
o estresse (WINBERG et al., 2016). Niveis elevados de glicose garantem mais energia
para suportar momentos estressantes (SAMPAIO E FREIRE, 2016; WINBERG et al.,
2016). Porém, a persisténcia de valores elevados de lactato e cortisol podem
comprometer a salde dos peixes, portanto, retorna-los aos valores basais ou préximos
deles é importante para garantir a adaptacdo dos peixes as novas condi¢des. A
aclimatacdo inadequada pode comprometer a regulacdo por feedback negativo desses
parametros e influenciar a homeostase imune e fisioldgica, conforme observado por
Odhiambo et al. (2020) e Santos et al. (2020).
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Em condigbes contaminadas ou estéreis, a aclimatagdo por 30 minutos
promoveu retornos aos valores basais para 52% e 76% de todos os parametros
sanguineos analisados, respectivamente, em comparacdo com 33% e 42% para peixes
nao aclimatados. O pior manejo foi a aclimatac&o por 60 min, quando apenas 9% e 28%
dos parametros sanguineos retornaram aos valores basais, demonstrando que apesar
das condi¢cdes adequadas para o transporte, a aclimatacdo inadequada é um fator
prejudicial.

A presenca de patdégenos na agua, quando infecta o animal, aumenta a
respiracdo anaerdbica devido ao aumento da demanda de oxigénio, podem causar
hemolise e dano celular, e consequentemente imunossupressao (REDDY et al., 2013).
Esse efeito foi observado pelo aumento de cortisol, lactato, VCM e uma reducdo nos
neutrofilos; e a presenca de sinais clinicos em peixes expostos a dgua contaminada. No
entanto, os peixes aclimatados por 30 min foram mais tolerantes ao estresse e a
infeccdo, conforme observado no presente estudo.

Outro ponto significativo a ser considerado neste estudo foi o desequilibrio
osmotico durante a primeira hora. Quando os peixes sofrem qualquer tipo de estresse,
€ comum a reducao do sodio e potassio plasméaticos (WINBERG et al., 2016). O retorno
dos valores normais de Na e K apOs o transporte € importante para garantir a
homeostase osmotica e o tratamento AC30 foi o Unico procedimento onde os valores
retornaram aos valores basais em 96 h.

A imunossupressdo € um grande problema em peixes devido a condi¢cdes
estressantes. A reducgéo de algumas células de defesa, como trombdcitos, linfécitos e
neutrdéfilos, é uma porta de entrada para patdégenos oportunistas, como A. hydrophila e
S. parasitica (FAZIO et al., 2019). Os neutrdfilos sdo a primeira linha de defesa contra
microrganismos fagocitarios; porém, em peixes, outras células, como os trombdcitos,
apresentam a mesma capacidade (fagécitos) (RANZANI PAIVA et al., 2013). Embora
ndo haja uma definicdo especifica da real fun¢cdo dos trombdcitos no sangue, neste
estudo os trombdcitos foram uma das células mais importantes relacionadas a infeccao
causada pelo estresse e foram influenciados positivamente pelo tratamento AC30. Em
estudos com inflamacao em peixes foi demonstrada a presenca de trombdcitos no local
inflamatério apés injecdo de flogégenos na vesicula gasosa de pacus (BOZZO et al.
2022) e tilapias (MARTINS et al. 2008) demonstrando sua diapedese para o foco
inflamatério e uma acao fagociticas contra agentes estranhos.

A soma de todas as alteracbes no sangue depende da intensidade do
estresse, que reflete o processo de aclimatacdo. Portanto, o procedimento de
aclimatacao é relativo e ndo absoluto. Quanto maior a carga de estresse, mais rapida a

aclimatacdo deve ser para evitar problemas futuros. Isso foi observado em animais no
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presente trabalho, em animais com maiores indices de estresse (ap0s 8 horas de
estresse por transporte), os procedimentos rapidos de aclimatacdo ou n&o aclimatacao
demonstraram melhor eficacia em mitigar as alteracdes fisioldégicas se comparado ao
procedimento lento (60 minutos). Contudo, quando os peixes foram submetidos a uma
carga menor de estresse (apenas 4 horas de estresse), o procedimento de aclimatacao
em 30 minutos se mostrou mais benéfico para o metabolismo do animal. Porém mesmo
se considerando uma nado aclimatacdo devido ao estresse intenso, isso nao justifica a
insercdo dos peixes diretamente no sistema de criacdo e por isso a importancia da
quarentena.

Os manejos profilaticos de uma quarentena podem evitar a transmissdo de
doencas entre tanques, fazendas aquicolas ou mesmo em regides (BEHRINGER et al.,
2020). Sua importancia foi observada no presente estudo pois apesar das
caracteristicas oportunistas dos patdégenos utilizados, surtos de mortalidade ou
quaisquer sinais clinicos nédo foram observados até os 30 dias de quarentena.

O procedimento de aclimatacdo adequado (aclimatar em 30 minutos com trocas
parciais de &agua) possivelmente mitigou parte do estresse sofrido nos primeiros
momentos evitando um quadro de imunossupressdo aguda. Apesar das alteracdes
iniciais como elevacao de glicose e cortisol, ou reducéo de algumas células de defesas
como linfécitos e trombocitos, nenhuma dessas alteragbes foi significativamente
decisiva para tornar os animais susceptiveis a doencas. Além do mais, todas as
alteracdes sanguineas advindas de momentos de estresse, tendem a retornar aos seus
valores basais dentro de um periodo agudo (em até 96 horas) (WINBERG et al., 2006).
No presente estudo, com 15 dias de quarentena, a maioria dos parametros sanguineos
demonstraram o seu retorno a normalidade, principalmente nos animais alocados em
tanques livres de agentes patogénicos. No entanto, para 0S outros peixes com a
presenca do patégeno na agua ao longo de 15 dias demonstrou ser um fator que
mantem alguns parametros sanguineos ainda alterados como a proteina plasmatica
total, sendo isso possivelmente caracterizado como um estresse cronico.

Em condicbes normais, apds situacbes de estresse, a reducdo da proteina
plasmatica total pode ser um reflexo da quebra de algumas proteinas como a albumina
para manutencdo da homeostasia. Em seguida, sua elevacao € uma resposta fisiolégica
relacionada a produgéo de imunoglobulinas para uma melhor defesa imunoldgica e uma
tentativa da regulacdo pressdo oncética que auxilia em processos inflamatorios
(SULYA, 1961; KEY, 1993). Essa pressao oncoética, ou osmotica coloidal, é responsavel
principalmente pela formagéo de edema e acumulo de liquido em regides de inflamacéo.
Esse acumulo de liquido acentuado foi observado nos animais em quarentena com

densidade alta e tanques contaminados, possivelmente um resultado de infeccdo
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cronica da bactéria Aeromonas hydrophila. Um dos principais sinais clinicos dessa
bactéria estd relacionada a problemas gastrointestinais, sendo esse provavelmente o
primeiro ponto de inflamacdo nos peixes em confinamento. Com a possivel
desregulacdo da pressdo osmatica coloidal, os niveis de proteina plasméatica desses
animais ndo retornavam a normalidade devido a infeccdo e tentativa de auxiliar no
processo inflamatério do trato intestinal.

Os demais sinais clinicos como corrosédo das nadadeiras e necrose muscular
podem estar relacionadas a maior densidade. Com um maior niumero de peixes dentro
do tanque, uma maior quantidade de encontros agonisticos pode ter ocorrido entre 0s
animais, provocando cortes e pequenas lesdes na pele que servem de porta de entrada
para os patdgenos. Somando isso alguns outros fatores como altos niveis de lactato
sanguineo durante alguns dias que podem gerar problemas com estresse oxidativo,
bem como uma menor quantidade de células de defesa a exemplo dos neutrdfilos e
trombdcitos, facilita a infeccao por patégenos oportunistas. Isso explicaria o surgimento
de sinais clinicos ao final do periodo experimental (com 34 dias de quarentena) e nao
no inicio.

Por essa razéo, o presente estudo demonstra que a permanéncia ideal de uma
quarentena esta diretamente ligada a densidade escolhida, e quanto maior essa
densidade maior a necessidade de medidas para mitigar problemas. O uso de sal,
comumente reportado na literatura como mitigador de estresse, em um procedimento
de quarentena pode ndo demonstrar efetividade para o controle de microrganismos
oportunistas como as bactérias. Alternativas com efeitos antimicrobianos podem auxiliar
mais efetivamente a manutencdo dos animais dentro dos tanques, mesmo que estes
estejam contaminados. Através da aplicacdo desses produtos com potencial
bactericida, as cargas de bactérias patogénicas presentes na agua dos tanques podem
reduzir e consequentemente gerar menos riscos aos animais em confinamento.
Contudo, como observado no presente estudo, mesmo em exposi¢do a patdogenos e
com produtos incluidos nos tanques com objetivo de mitigar problemas por infecgdes,
0s manejos de aclimatagdo e quarentena impostos no experimento foram eficientes para
igualar os animais que n&o receberam produtos mitigadores na quarentena com aqueles
que receberam, pontuando assim a importancia deste manejo.

Contudo, destaca-se que 0s peixes ndo aclimatados e submetidos a patégenos
no experimento 6 ndo apresentaram quaisquer sinais clinicos ou mortalidade o que seria
contraditério, porém ressalta-se que a intensidade de estresse do segundo experimento
de quarentena (EXP 6) teve uma menor alteracdo dos valores glicémicos quando
comparados ao primeiro experimento de quarentena (EXP 5 tabela 33), inferindo que

esses animais sofreram um estresse menos intenso e talvez por isso também nao
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tenham apresentado sinais clinicos. Além disso, 0s animais na quarentena foram
alimentados, diferente dos animais nos experimentos de aclimatacdo que nao
receberam alimentacdo durante 96h. Uma alimentacdo adequada para a espécie
permite que ela possa se adaptar a nova condicao e possibilitar o retorno a normalidade
do sistema imune. Assim, considerando o quesito alimentacdo, nota-se os tambaquis
submetidos ao estresse de transporte ndo procuram alimento entre periodo entre 24-
96h pés transporte tornando assim a aclimatagcdo um procedimento importante para
mitigar esse estresse.

Dessa forma utilizando um manejo adequado de aclimatacdo aliado a uma
quarentena executada dentro dos parametros jA mencionados garantiria maior

adaptacao dos peixes a nova condi¢do de criacdo evitando surtos e doencas.
8. CONCLUSAO

Os peixes devem ser aclimatados em 30 minutos com trocas parciais de agua,

e mantidos em quarentena na densidade de 1g de peixe por litro em no minimo 34 dias.
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CAPITULO 4
PROTOCOLO DE MANEJO DE ACLIMATACAO E QUARENTENA
PARA ALEVINOS DE TAMBAQUIS
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9. PROTOCOLO DE 6 PASSOS (P6P)

O presente documento, com base nos resultados dos experimentos
apresentados, demonstra um “protocolo de 6 passos” para aclimatacdo e quarentena
do peixe amazébnico tambaqui Colossoma macropomum. O seguimento de todos os
passos pode assegurar maior sobrevivéncia dos animais através de manejo profilatico
e reduzir as probabilidades de contamina¢des cruzadas entre tanques, propriedades ou

regides.

Passo 1 — Quando necessario o transporte dos peixes para outro local (outra cidade ou
regido), é de extrema importancia aferir os pardmetros de qualidade de agua dos
tanques em que os animais sdo mantidos (tanques de origem). Os principais parametros
recomendados para registro antes de executar a captura dos peixes e
consequentemente o transporte, sdao temperatura (°C) e pH. Nesse sentido €
imprescindivel que se tenha a disposi¢cdo equipamentos para medir os parametros de
gualidade de 4gua como oximetros, pHmetros, termémetros, etc.

Passo 2 — Com base nos valores de temperatura e pH, aferidos anteriormente nos
tanques de origem (passo 1), os tanques receptores (tanques que receberdo o0s peixes)
devem ter temperatura e pH igual ou mais elevada para aclimatagéo (Figura 13).

Tanque de origem Tanque receptor

Ej A

e S
Temperatura 25°C e g 6,5 » Temperatura 25°C e g7 6,5 Q/j
Temperatura 25°C e pH 6,5 » Temperatura 27°C ¢ pI 8,0 w
Temperatura 25°C e pH 6,5 + Temperatura 23°C e g3 4,5 x

Figura 13. Ajuste de temperatura para 0s tanques receptores (tanques 0S quais 0S
peixes serdo aclimatados) em relacdo aos tanques de origem (tanques os quais 0S
animais estavam anteriormente). O protocolo determina uma aclimatacdo em
parametros iguais ou mais elevados, evitando aguas frias e mais acidas. Aclimata¢des
em 4guas frias e acida implica em maior monitoramento quanto a presenca de sinais

clinicos para tomada das medidas de controle.
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Passo 3 — Antes retirar os animais dos tanques de origem e prepara-los para o
transporte, alguns peixes devem ser capturados e submetidos a coleta de sangue para
determinar os parametros de glicemia, cortisol, sodio e lactato (considerados valores
basais). Recomenda-se 0 minimo de 10 animais para essa coleta inicial, sendo que
estes ndo devem mais ser incluidos no transporte devido o estresse do procedimento.
Caso nao seja possivel a realizacdo de todos esses parametros, realize pelo menos a

analise de glicose como o procedimento abaixo:

Coleta de sangue

|

-
¢ i
)
-
Aliquota de sangue na fita —— Anélise de glicose em aparelho portatil

Figura 14. Procedimento de andlise sanguinea com aparelho portétil para mensurar
glicose (mg/dL); Primeiro passo coleta de sangue em vasos caudais; segundo passo
adicionar aliguotas de sangue em fitas; terceiro passo inserir a fica com sangue no

aparelho portatil para visualizar o resultado

Embora atualmente analises de sédio, linfécitos cortisol e lactato ainda sejam
realizados em laboratérios, existem equipamentos portateis para tal fim, porém ainda
sdo onerosos. Com possivel aumento de demanda futura, com avanco da tecnologia
tanto de andlise dos parametros quanto da tecnificacdo da piscicultura, o uso de

analisadores portateis podera ser uma opcao viavel.
Passo 4 — Apo6s o transporte, no momento de chegada, outros 10 peixes devem ser

selecionados para coleta de sangue e analisados os mesmos parametros sanguineos

descritos no passo anterior (passo 3) para entdo selecionar a melhor opcao abaixo.
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Recomendacdes/execucdes

Elevacbes de glicose e cortisol em até 200%, deve-se realizar o
procedimento de aclimatacdo com trocas parciais de agua por 30 minutos
(retirar aproximadamente 6% em volume de agua dos sacos de transporte,
descartar, e adicionar o mesmo volume em agua dos tanques receptores até

equalizacdo dos parametros de agua).

Elevacdes de glicose e cortisol ACIMA de 200%, deve-se realizar o
procedimento de aclimatacdo com trocas parciais de 4gua em menos de 30
minutos ou liberar imediatamente o0s peixes nos tanques receptores de
guarentena (recomenda-se uma avaliacdo técnica dos possiveis sinais
clinicos dos animais nesse momento para melhor tomada de deciséo).
Durante esse tempo, os parametros de qualidade de agua prioritarios
(temperatura e pH) devem ser equalizados (valores iguais entre o tanque
receptor e o saco de transporte dos animais).

Se houve reducao de sédio no sangue maior que 30% em relacdo ao valor
basal (dos peixes nos tanques de origem), deve-se tomar como prioridade a
equalizagdo apenas a temperatura e seguir as recomendacgdes do segundo
passo (passo 2) para uma liberagdo mais rapida dos animais. Os parametros
semelhantes entre os tanques originais e receptores séo importantes quando
houver uma alteragdo no sédio plasmatico. Mesmo com uso de sal no
transporte, mas numa situagdo de qualidade de agua muito diferente do
tanque original, um monitoramento dos peixes é recomendado mesmo com

aplicacdo dos procedimentos corretos de aclimatagéo

Se houve elevagéo de lactato maior que 100% em relacdo ao valor basal
(dos peixes nos tanques de origem), deve-se tomar alguma medida
mitigadora para o controle de infeccdes bacterianas e/ou fungicas
(Observacao: Essas medidas mitigadoras podem ser evitadas se o produtor
assegurar gue os tanques receptores estéo livres de patdégenos, no caso de
aquarios ou sistemas de recirculacao).

Peixes que apresentem valores acima dos mencionados e que apresentem
sinais clinicos devem ser reportados ao vendedor para providéncias. O
critério técnico de um profissional capacitado deve avaliar o aceite ou ndo do

lote transportado e a insercédo dos peixes na piscicultura.
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Passo 5 — Apos o procedimento de aclimatacdo, seguindo as orientacdes dos quatro
passos anteriores, 0s alevinos de tambaquis devem ser mantidos em quarentena com

aeracéo forcada na densidade de estocagem de 1g de peixe por litro.

Passo 6 — Apos 15 dias de quarentena, alguns peixes devem ser selecionados para
coleta de sangue (de 6 a 9 animais) para avaliacdo sanitaria por técnico especializado
principalmente para andlise das células de defesa. Se houver elevacao de neutréfilos e
mondcitos acima de 50% em relacdo do valor basal (peixes do tanque de origem),
recomenda-se a aplicacdo de alguma medida mitigadora para o controle de uma
possivel infeccdo bacteriana. Ao final de 34 dias, se ndo houver a manifestacao de
nenhum sinal clinico, os animais podem ser liberados para tanques de criacao.

Abaixo um fluxograma do protocolo de 6 passos para uma aclimatacdo e
quarentena adequada:

Aferir os parametros de dgua <_| Passo 1 |
dos tanques de origem

[ Passo 2 J—' Ajusrar a dgua dos tanques

Quando possivel
Passo 3 J
Aferir parametros sanguineos
dos animais dos tanques de

origem antes do transporte

Apds o transporte, aferir
I Passo 4 |—’ pardmetros sanguineos dos
animais antes de realizar a
aclimatagdo para melhor tomada
de decisdo

Apds aclimatagao, manter 0s ‘_]—I Passo 5 ]
animais em quarentena na |

densidade de 1g/L

I Passo 6 I_’ Coleta de sangue com 15 dias
de quarentena, se nao houver

alteragées nem o surgimento de
sinais clinicos, 0s animais
podem ser liberados com 34
dias de quarentena.

Figura 14. Fluxograma proposto para o protocolo de 6 passo (P6P) para realizacdo dos

procedimentos profilaticos de aclimatacao e quarentena em tambaqui.

Ressalta-se que a estrutura construida para a quarentena deve ser isolada do
sistema de criagdo para evitar contaminacdes cruzadas. Além disso, todos utensilios
utilizados na quarentena ndo deverdo ser compartilhados com outras areas da criacao.
Destaca-se também a importancia do técnico no acompanhamento de todo o processo,

da recepcdo ao acompanhamento da quarentena.
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CAPITULO 5
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10. CONSIDERACOES FINAIS

Um protocolo padronizado de aclimatagcdo e quarentena para alevinos de
tambaquis foi desenvolvido permitindo assim agrega-lo como uma boa prética de
manejo na piscicultura. O empirismo tanto nos trabalhos anteriores quanto em ambiente
produtivo real referente a aclimatacdo e quarentena pbde ser substituido por um
protocolo padronizado. O trabalho € pioneiro em explicar, para uma espécie tropical, a
importancia da aclimatagédo e quarentena assim como a padronizacdo desses manejos.

O processo de aclimatagdo mostrou-se importante em mitigar o estresse de
transporte mesmo quando o transporte é realizado seguindo as recomendacdes
técnicas. Pois uma qualidade de agua do tanque receptor muito diferente dos tanques
originais obriga & uma aclimatagdo mesmo apos um transporte bem realizado.

Algumas perguntas ainda necessitam de estudo futuros para completar o total
entendimento sobre aclimatagcdo e quarentena, como por exemplo: qual a melhor
alternativa para aclimatacao, equalizar parametros de qualidade de agua ou por volume
de 4gua? Os tempos de aclimatacao podem ser reduzidos (abaixo de 30 minutos) sem
afetar ou estressar os animais? Existe alguma forma mais eficiente de realizar a
aclimatacdo sem causar estresse pelo manejo convencional (trocas parciais de agua)?
Animais com sinais clinicos assim que chegam, devem ser separados em quarentenas
diferentes? Ou todos 0s animais devem entrar na mesma quarentena?

Pelo trabalho foi observado também que quando o0s peixes passam por intenso
estresse de transporte, 0 manejo per se de aclimatacdo mostrou-se um agente
estressante. Assim, novas técnicas devem ser desenvolvidas para melhorar essa
pratica de manejo como talvez o uso de equipamentos mecanizados com objetivo de
realizar essa troca de 4gua de maneira mais fluida e continua. Mas apesar de uma nao
aclimatacdo dos peixes ser um manejo possivel quando 0s peixes estdo muito
estressados, isso ndo deve ser feito diretamente no sistema de criacdo, mas sim numa
quarentena.

O uso da quarentena de no minimo 34 dias garante a observagdo de sinais
clinicos dos animais quando submetidos a estresse de transporte e aclimatacao
permitindo assim o uso de medidas mitigadoras para evitar a disseminacéo de doencas
para dentro do sistema de criagcdo e para outras pisciculturas. Além disso, reduzindo a
introducd@o de patdgenos na criagdo, evitasse uma possivel contaminacao futura tanto
do peixe comercializado quanto de infeccdes em humanos no caso de possiveis
Z0ooNnoses.

Alguns parametros sanguineos se mostraram importantes para elucidar os

efeitos da aclimatacdo e da quarentena frente aos diversos desafios propostos. No
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futuro, equipamentos portateis que possam ser utilizados a campo podem ser uteis para
aferir a intensidade de estresse e assim permitir a melhor estratégia para aclimatacao e
guarentena. Esses equipamentos portateis auxiliariam na tecnificacdo do processo
produtivo além de agilizar os processos de diagndstico de estresse a campo, permitindo
ao técnico responsavel tomar as medidas necessarias para melhor adaptacdo dos

peixes a nova condi¢ao.
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