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RESUMO: Obijetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da ingestdo de

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

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

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effect of ractopamine
intake at concentrations of O ppm (control), 10 ppm, 20 ppm and 40 ppm in the diet

on the physiological and immunological parameters, through the analysis of
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hematological parameters and serum concentration of cortisol and lactate in 80 Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) of the GIFT strain, weighing 500 grams, randomly
distributed in 16 water tanks with a capacity of 500 liters, with the density of 5
animals. Withdrawing from day 0 to 1 animal in each box, and every 20 days, 2 fish
per box, totaling eight fish each treatment. They were collected blood samples for
cortisol assay, lactate and haematological parameters (red blood cell count, white
blood cells, total protein - PPT, packed cell volume. - VG, hemoglobin, lactate
showed a significant decrease (p <0.05) at both times collection with 10 ppm (3.79
mmol / L to 20 days and 1.58 mmol / L at 40 days) and compared with the control
(4.61 mmol / L at day 0, 4.78 mmol / L to 20 4.54 days and 40 days) and the same
concentration differed compared with 40 ppm of ractopamine at 40 days (3.15 mmol
/ L) The parameters evaluated, cortisol, blood counts, white blood cells, packed cell
volume. - VG, hemoglobin, showed no significant difference (p <0.05) between
treatments and collection times. The results of this study did not demonstrate a
physiological stress produced by ractopamine intake in concentrations of 10, 20 and
40 ppm for animals. However, more studies on the subject should be carried out so
that the additive use is recommended securely on the welfare of fish.

Key Words: Pisciculture, Nile tilapia, animal welfare, Beta-adrenergic
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INTRODUCAO

Na ultima década a aquicultura
passou por um intenso processo de
desenvolvimento. No Brasil, a atividade
Cresceu 56% nos ultimos 12 anos e tem
se firmado cada vez mais em
decorréncia dos recursos hidricos
disponiveis, clima favoravel, médo de
obra relativamente barata e crescente
mercado interno, além de possuir cerca
de 5,5 milhdes de hectares de &gua,
aproximadamente 208 reservatorios
potenciais para a atividade e uma costa
maritima de 8.000 (Barcellos et al.,
1999). Nesta década (MPA, 2010), o
pais chegou ao sexto lugar como
produtor de tilapia cultivada no mundo, e
a Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus)
representou aproximadamente 47% da
producdo total de pescados em
aquicultura de agua doce.

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

O mercado de peixes vem se
tornando cada vez mais exigente e
crescente, o peso médio de abate
comercial de tilapias vem aumentando,
0 que consequentemente ocasiona em
um maior teor de gordura depositada na
carcaca, a qual € indesejada por esse
novo mercado consumidor, que é mais
informado e busca uma alimentagao
mais saudavel. A procura por carnes
magras e com pouca gordura aumentou
nos ultimos anos, fazendo com que
novas opcbes sejam estudadas e

avaliadas durante a producédo de
animais. Dentre elas os aditivos
alimentares, principalmente 0s

modificadores de
destacam por
produto final.

carcaca que se
conferir melhorias ao

Apesar de inimeras pesquisas na
area de aquicultura, o conhecimento
relacionado a nutricdo de peixes ainda &
escasso, quando comparado a outras
espécies de importancia zootécnica,
onde a tecnologia €é amplamente
empregada nos estagios de formulagéo
e manipulacéo de racoes
nutricionalmente eficientes (Pezzato et
al., 2004). Um exemplo de tecnologia
amplamente utilizado na producdo de
algumas espécies animais € o emprego
de aditivos na ragcao (entre eles,
antioxidantes, flavorizantes,
modificadores metabdlicos, promotores
de crescimento, entre outros).

Entre esses, esta a ractopamina,
um repartidor de energia, agonista -
adrenérgico (ABA), caracterizado como
uma catecolamina sintética, conhecida
por melhorar a eficiéncia alimentar,
reduzir o conteudo de gordura corporal
e incrementar o crescimento muscular
em animais (Wendelaar Bonga, 1997).
Uma substancia exoégena que altera a
maneira como 0S nutrientes s&o
particionados para depdsito muscular ou
de gordura (Mills; Spurlock; Smith,
2003).

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

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

Ja para animais aquaticos, como
0S peixes, existem poucos estudos
sobre os efeitos e niveis adequados de
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ractopamina na dieta. Em geral a
ractopamina € adicionada a racéo e
fornecida aos animais na fase de
terminacdo, idade a qual ja tenham
atingido a maturidade, ou seja, quando
a capacidade de retencéo das proteinas
comeca a ser menor. Neste momento
associa-se que os efeitos dos beta-
adrenérgicos sejam mais evidentes.
Segundo Marchant-Forde et al.

(2003), a suplementacao com
ractopamina pode ter efeito negativo
sobre o0 bem-estar animal, gerando
alteracbes fisioldgicas tipicas de
estresse, que podem refletir na
qualidade do produto final.

O estresse em piscicultura

intensiva pode ser proveniente de varias
fontes, das quais sdo praticas
comumente utlizadas, como  por
exemplo, a manipulacdo dos animais, o
emprego de alta densidade de
estocagem, o0 transporte, interacdes
biolégicas, qualidade da &gua, manejo
de alimentacao, incluindo a utilizacdo de
aditivos nutricionais. a suplementacao
com ractopamina pode ter efeito
negativo sobre o bem-estar animal,
gerando alteracdes fisiologicas tipicas

de estresse, que podem refletir na
qualidade do produto final.
A  maioria dos trabalhos

realizados com ractopamina restringe-se
a avaliacoes de desempenho,
caracteristicas de carcaca e qualidade
de carne. No entanto, existem poucas
informacgdes na literatura demonstrando
os efeitos deste aditivo sobre a
susceptibilidade ao estresse dos
animais, sobretudo em peixes, nos
quais este aditivo ndo € usualmente
utilizado, fazendo-se necessario um
maior conhecimento para sua utilizacéo
segura. Portanto, o presente trabalho
objetivou-se avaliar o efeito da ingestao
de ractopamina na ragdo, sobre os
parametros fisiologicos e imunoldgicos
em tildpias do Nilo da linhagem GIFT,
avaliando os paréametros hematoldgicos

e a concentracdo sanguinea de cortisol
e lactato.

MATERIAL E METODOS

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

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

Secretaria de Estado da Agricultura,
Abastecimento e Desenvolvimento Rural do
Distrito Federal, localizado em Brasilia-DF.

= T g

Figura 3. Local do experimento Nucleo de
Tecnologia em Piscicultura e Pecuéaria da

Secretaria de Estado da Agricultura,
Abastecimento e Desenvolvimento Rural do
Distrito Federal, localizado em Brasilia-DF.
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Foram utilizados 80 peixes,
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
da linhagem GIFT, machos revertidos,
com peso médio de 500 gramas,
distribuidos aleatoriamente em 16
caixas dagua de amianto, com
capacidade de 500 litros, totalizando 5
animais por caixa durante 40 dias. Os
animais foram identificados
individualmente utilizando-se
microchips. A temperatura do sistema
foi mantida a 27°C por termostatos
individuais em cada caixa.

As racoes recebidas pelos peixes
foram preparadas na Universidade
Federal de Vicosa, extrusadas e com
didmetro de 5mm, utlizando a
formulacdo que cumpre com o0s
exigéncias nutricionais para a espécie,
segundo Boscolo (2009), como mostra a
tabela 1.

Tabela 1- Niveis de garantia das racfes
utilizadas para alimentacdo dos machos
revertidos de de tilapia do Nilo durante o
periodo experimental.

Nutrientes (%) Fase de

Nutrienis crescimento
Growing
phase

Energia digestivel (kcal/kg) 3000,00

Digestible energy

Proteina bruta (minimo) 28.00

Crude protein (minimun)

Gordura (minimo) 4.00

Fat (mintmum)

Fibra bruta 12,00

(minimo-maximo)

Crude fiber (minimum- maximum,

Calcio (minimo) 1.20

Calcium (mintmum)

Fosforo (maximo) 0.90

Phosphorus (maximum)

Antes do periodo experimental,
0os peixes foram submetidos a um
periodo de aclimatacdo de 15 dias.
Nesse periodo o0s animais foram
alocados em 2 tanques de alvenaria
revestidos com azulejos com
capacidade de 15.000 litros cada e
receberam a mesma ragao destinada ao
grupo controle do experimento, ou seja,

sem adi¢cdo de ractopamina, porém com
a mesma formulacédo basica. Durante o
periodo experimental os peixes foram
alimentados diariamente com as racfes
(duas vezes por dia) ad-libitum, sendo
uma vez pela manha e uma a tarde.

A densidade de peixes manteve-
se constante em torno de 10kg/m3,
havendo um controle do volume de
agua de cada caixa ap0s as eutanasias.
Foram  realizados  monitoramentos
diarios, individuais em cada caixa, dos
parametros fisico-quimicos da &gua,
como temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, amonia, nitrito e nitrato por
meio de kit digital portatil.

Utilizou-se o sistema de cultivo de
recirculacdo fechada, composto por um
sistema de filtro mecéanico e bioldgico,
havendo um retorno da agua para 0s
tanques de 100% a cada 2 horas e uma
renovacdo de no maximo 10% de agua
por dia.

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, composto por
4 tratamentos com  ractopamina
incorporada na racdo em diferentes
concentracfes (0 ppm de ractopaminha,
10 ppm de ractopamina, 20 ppm de
ractopamina e 40 ppm de ractopamina).
Os animais foram distribuidos em 16
caixas, totalizando 4 caixas por
tratamento (4 repeticdes).

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

ApOs a obtencdo, as amostras
foram encaminhadas ao Laboratério de
Patologia  Clinica  Veterindria da
Universidade de Brasilia, para o
armazenamento e processamento das
analises.

Além das dosagens bioquimicas
de cortisol e lactato, foram avaliados
parametros hematologicos (contagem
de eritrécitos, leucécitos, proteinas
totais, volume globular, hemoglobina,
hematacrito).

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

Para a determinacdo plasmatica
da concentracéo de lactato, as amostras
foram centrifugadas para retirada do
plasma, e posteriormente utilizando um
kit comercial. Para a determinacao da
concentracdo de  cortisol, foram
utilizadas as fragGes de soro obtidas por
centrifugacdo das amostras sem 0 uso
de anticoagulante, utilizando-se o kit
comercial.

A andlise dos dados foi realizada
utilizando-se o Programa Statistical
Analysis System (SAS® v.9.3 Cary,
North Carolina), sendo os resultados
hematolégicos e bioquimicos
submetidos a analise de variancia com
posterior comparacdo de médias pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.
Para se determinar as correlacdes entre
0s resultados hematolégicos e
bioquimicos, foi aplicada a Correlacao
de Pearson. Em todas as analises
realizadas, valores de P<0,05 indicaram
significancia estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

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

Os resultados obtidos neste
experimento, mesmo que nao
significativos entre os tratamentos e
tempos de coleta, indicam que as
concentracfes de cortisol
apresentaram-se elevadas inclusive no
tempo O e nos animais controle,
indicando um possivel estresse gerado
talvez pelo manejo ou pela mudanca de
ambiente.  Tais valores  quando
comparados aos valores de referéncia
descritos por Wendelaar Bonga (1997),
gue determinam que concentracbes
basais de cortisol de peixes em repouso
devem ser inferiores a 40 ng/mL, o que
coincide com valores encontrados por
diversos autores (16,43 a 46,32 ng/mL)
(Barcellos Et al., 1999; Sanches, 2013).
Segundo Summers et al., (2005),
quando estressados, 0s peixes podem
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apresentar um aumento de cerca de 4
vezes nos valores do cortisol.

Os resultados encontrados para
concentracdo de lactato e cortisol estdo
descritos na Tabela 2.

Tabwdal - Médas & desvios padelo das conceslragtes de laclalo & corisol
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Os niveis de lactato
apresentaram uma diminuicao
significativa no tempo de coleta (20 e 40
dias) no grupo suplementado com 20
ppm de ractopamina (2,76x1,24 e
2,96x+1,63, respectivamente), quando
comparado ao controle e a tempo O
(zero) (Tabela 2). Tais resultados
diferem dos encontrados por Athayde,
(2010), ao testar o estresse em suinos
alimentados com ractopamina, onde nao
observaram efeito para esse parametro.

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

As concentracdes de cortisol e de
lactato n&o apresentaram correlagdo no
estudo do coeficiente da correlacao
linear de Pearson com nenhuma outra
variavel analisada neste trabalho.

Os diferentes tratamentos
avaliados néo influenciaram (P<0,05) a
contagem total de hemécias, o
percentual do hematdcrito, o teor de
hemoglobina, os valores de leucocitos,
assim como demonstrado na Tabela 3.
Estes resultados sdo semelhantes ao
descrito por Barros et al. (2002) e Silva

et al. (2012), ao avaliarem parametros
hematoldgicos de alevinos de Tilapias
do Nilo submetidos a situacbes de
estresse, também ndo observaram
alteracdes nestes parametros. E
também corroboram com Bicudo et al.,
2012, ao analisar pacus criados em
sistema de recirculacdo, alimentados
com ragdo contendo ractopamina, onde
nao houveram diferencas significativas
no hematdcrito, Hemoglobina e
hemacias entre os peixes alimentados
com e sem o promotor de crescimento.

bematoidgioos e Iksps

Tabokes Modas o deswios padiBio des CoNLomIDplos ¢
(ot sek neduin Bossies 2014

—— \’ =
T
Vartavel
v 26

Apesar de nao terem
apresentado diferencas significativos
(P<0,05) entre os tratamentos e tempos,
os valores de hemécias e o hematdcrito
apresentam-se ligeiramente elevados
em relacdo aos valores de referéncia
(2,5 + 0,12 e 2785 + 1,65,
respectivamente) descritos por Ueda,
(1997), diferindo de Branddo et al.,
2006, que ao testarem a resposta ao
estresse de Pirarucus submetidos a
préaticas de rotina em piscicultura.

De acordo com McDonald e
Milligan, (1997), a diminuicdo de
oxigénio no ambiente estimula a
eritropoiese, aumentando o Hematdcrito
e as hemacias em peixes de agua doce.
Isso ocorre devido a liberacdo de
catecolaminas, que causam mobilizacao
das hemécias do bago aumentando sua
guantidade no sangue e
consequentemente, aumentando o
HTO. O aumento de HTO também pode
representar alteragbes eletroliticas e
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influxo de agua na célula (Mcdonald &
Milligan, 1997).

De acordo com Tavares &
Moraes (2004) o estresse leva ainda a
acao dos glicocorticoides no organismo
dos peixes, cujos niveis de cortisol no
sangue sdo elevados e com isso
ocorrem as modificagdes
fisiometabdlicas, observadas por meio
do aumento do nimero de eritrocitos.

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

De acordo com a analise do
coeficiente da correlagdo linear de
Pearson ndo foram encontradas
correlagcdes significativas entre as
médias das concentracoes de
hemacias, hemoglobina, leucdcitos e
proteinas totais com nenhuma das
variaveis analisadas.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos pelos
indicadores hematoldgicos e
bioquimicos  neste trabalho néo

apontaram para um estresse fisiologico
produzido pela ingestado de ractopamina
nas concentragbes de 10, 20 e 40 ppm
pelos animais, entretanto, mais estudos

acerca do tema devem ser realizados,
para que o0 uso do aditivo seja
recomendado de forma segura, quanto
ao bem-estar dos peixes.

NOTAS INFORMATIVAS

Este experimento foi submetido a
avaliacdo pelo Comité de Etica no Uso
Animal do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade de Brasilia e
aprovado sob protocolo — CEUA/UNnB
(70411/2014).
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