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RESUMO

A producéo de espécies nativas no Brasil vem ganhando importancia no cenario da
aquicultura e o Jundia (Rhamdia quelen) é considerado uma das espécies de peixes
nativos com grande potencial para o cultivo intensivo. No entanto, a intensificacao do
cultivo comercial para o Jundia pode oferecer condi¢bes propicias a introducao e
disseminacgdo de enfermidades com consequente prejuizo para o produtor. Com isso,
surge a necessidade de alternativas para o controle de enfermidades e a busca de
solugdes direcionadas a prevencdo e/ou a diminuicdo do risco de transmissao de
doencas infecciosas e parasitarias nas populacdes de peixes saudaveis. Diversos
compostos derivados de plantas e animais tém sido empregados na prevencao de
enfermidades em peixes sendo que uma das alternativas é a suplementacédo destes
compostos nas ragdes. Diante disto, 0 objetivo deste trabalho foi investigar o potencial
efeito da suplementacao de diferentes concentracdes do extrato de geoprépolis sobre
varidveis hematoldgicas, imunolégicas e metabdlicas na fase juvenil do Jundia
(Rhamdia quelen). Apés aclimatacéo, os animais foram distribuidos em aquérios de
56 L em sistema de circulagéo fechado e divididos em trés tratamentos: controle, racao
suplementada com extrato de geoprépolis nas concentracdes 0,5% e 2% e
alimentados por um periodo de 18 dias. Ao final do periodo experimental os peixes
foram anestesiados para a coleta de sangue para avaliacdo das variaveis
hematoldgicas, imunes e metabolicas e posteriormente eutanasiados. Os extratos
geopropolis nas concentracdes de 0,5% e 2% influenciaram no metabolismo da
glicose e das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) dos animais durante o periodo de estudo. Além disso, os extratos de
geoprépolis promoveram alteragcbes nas variaveis eritrocitarias que diferiram
dependendo da concentracdo utilizada indicando possiveis efeitos téxicos das
concentracbes de geopropolis utilizadas neste estudo e/ou tentativa de adaptacéo
fisiologica frente ao geoprépolis. Por outro lado, os extratos de geopropolis ndo
apresentaram influéncia nas células de defesa nem no crescimento dos animais e
também nao interferiram nos parametros de qualidade da agua mensurados no
periodo de tempo estudado. Logo, os resultados mostraram que o geoprépolis deve
ser melhor estudado em diferentes concentracdes e tempos para garantir a seguranca
e eficacia do extrato de geopropolis como imunoestimulante para jundia (R. quelen).

Palavras-chave: Jundia. Imunoestimulantes. Geopropolis.
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ABSTRACT

The production of native species in Brazil has been gaining importance in aquaculture
scenario and Jundia (Rhamdia quelen) is considered one of the native fish species
with great potential for intensive cultivation. However, the intensification of intensive
cultivation of Jundia can provide conditions for the introduction and spreading of
diseases with consequent financial losses to the producer. Thus, this condition arises
the need for alternatives to control the diseases and the search for solutions to prevent
and / or reduce the risk of transmission of infectious and parasitic diseases in
populations of healthy fishes. Several compounds derived from plants and animals
have been used in the prevention of diseases in fish and an alternative is to supplement
the diets with these compounds. Taking this into account, the aim of this study was to
investigate the potential effect of supplementation of different concentrations of
geopropolis extract on hematological, immunological and metabolic variables in
juvenile phase of Jundia (R. quelen). After acclimation, animals were distributed into
tanks of 56 L of a closed recirculating system divided into three treatments: control
diet, diet supplemented with 0.5% and 2% geopropolis extract concentrations and fed
over a period of 18 days. At the end of the experiment, the fish were anesthetized for
blood collection for the evaluation of hematological, immune and metabolic variables
and later euthanized. The 0.5% and 2% geopropolis extracts concentrations influenced
the glucose metabolism and the enzymes alanine aminotransferase (ALT) and
aspartate aminotransferase (AST) of the animals during the study period.
Furthermore, the geopropolis extracts showed a dose dependent effect on the
hematological parameters suggesting a potential toxic effect and/or a physiological
adaptation to the geopropolis extract. On the other hand, the extracts suplemmentation
influenced neither the defense cells nor the animals’ growth in the period studied. Also,
it did not influence the water quality parameters measured during the present study.
Based on that, longer studies with different geopropolis concentrations are mandatory
in order to verify and guarantee the effectiveness and safety of the geopropolis as an
immunostimulant for jundias juveniles (R. quelen).

Keywords: Silver Cat Fish. Immunostimulant. Propolis. Rhamdia quelen.
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1 INTRODUCAO

A demanda por proteina animal, em especial por pescados, vem aumentando
de forma expressiva no Brasil e no mundo em decorréncia do aumento populacional
e da busca por alimentos mais saudaveis (FAO, 2010). Diante das limitacBes de
expanséao da pesca, a aquicultura torna-se uma alternativa importante para suprir essa
demanda e vem aumentando bastante sua participacdo no total de producdo de
pescados no mundo. O Brasil apresenta grande potencial produtivo no setor da
aquicultura principalmente devido as condi¢cdes naturais existentes como a
abundancia de recursos hidricos, o clima predominantemente tropical e a diversidade
de espécies com potencial para o cultivo (MINISTERIO DA PESCA E AQUICULTURA,
2011). Em 2011 a aquicultura cresceu 31,2% em relagdo ao ano anterior, chegando a
um total de 628.700 toneladas produzidas, sendo que a maior parte da producao
aquicola (86,6%) foi realizada no continente e o restante no litoral Ministério da Pesca
e Aquicultura (MINISTERIO DA PESCA E AQUICULTURA, 2011).

A producdo de espécies nativas no Brasil vem ganhando importancia no
cenario da aquicultura uma vez que representa uma alternativa racional, de grande
valor econbmico e ecologico. Em funcdo disto, o Jundia (Rhamdia quelen) é
considerado uma das espécies de peixes nativos com grande potencial para o cultivo
intensivo especialmente devido as suas caracteristicas como resisténcia ao manejo,
crescimento acelerado, inclusive no inverno, eficiéncia alimentar e, sobretudo, por
apresentar uma carne saborosa, sem espinhos intramusculares, além de apresentar
boa aceitacéo pelo mercado consumidor.

No entanto, apesar de ser considerada uma espécie nativa promissora para a
piscicultura, a intensificacdo do cultivo comercial para o Jundid pode oferecer
condicdes propicias a introducao e disseminagéo de enfermidades com consequente
prejuizo para o produtor. Durante o processo de cultivo, 0s peixes sdo constantemente
submetidos a diferentes procedimentos de manejo e variagdes ambientais, que
alteram o equilibrio organico e podem levar a alteracbes em seu metabolismo e
consequentemente, comprometem sua imunidade. Sabe-se que altera¢cdes no
sistema imune de peixes provocadas por agentes externos estdo diretamente

associadas a significativa reducéo na sua resisténcia a doencas.
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Com o desenvolvimento dos cultivos intensivos e consequente aumento da
producéo, surge a necessidade de alternativas para o controle de enfermidades, uma
vez que o uso dos modelos de intervencéo terapéutica atuais na pratica da piscicultura
muitas vezes apresenta dificuldades na sua execucdo. Em ambientes aquaticos, o0 uso
de drogas terapéuticas pode ocasionar grande impacto associado a residuos quimicos
na dgua bem como a selecdo de organismos resistentes (como bactérias, virus ou
parasitas). Com isso, existe um crescente interesse na busca de solucbes
direcionadas a prevencao e/ou a reducdo do risco de transmissdo de doencas
infecciosas e parasitarias nas populacdes de peixes saudaveis. Neste sentido,
diversos compostos derivados de plantas e animais tém sido empregados na
prevencdo de enfermidades em peixes sendo que uma das alternativas é a
suplementacdo destes compostos nas racbes. Sao varias as fontes fitoterapicas
existentes e que merecem ser estudadas devido aos seus efeitos benéficos ja
conhecidos, e uma delas é a propolis.

A propolis apresenta uma composicdo quimica bastante complexa e diversas
propriedades biolégicas como antibacteriana, antifangica, antiviral, antiprotozodario,
anestésico local, antiinflamatoria, imunoestimulante e imunomoduladora tém sido
associadas a sua utilizacdo (LUSTOSA et al., 2008). Embora haja evidéncias dos
beneficios do uso da prépolis na aquicultura, atualmente existem poucos estudos
acerca dos efeitos da prépolis em espécies nativas como o Jundia. Diante disto, as
investigacdes relativas ao efeito de fitoterapicos, em especial os efeitos da prépolis
como imunoestimulante em juvenis de Jundia, representa uma alternativa para a
substituicdo do uso de antibiéticos e quimioterdpicos no tratamento de doencas
infecciosas e/ou parasitarias, melhorando a condicdo de saude dos peixes e reduzindo

0s potenciais danos ao meio ambiente e ao consumidor.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A piscicultura é uma atividade que vem se tornando cada vez mais importante
como fonte de proteina para o consumo humano, sendo uma das atividades que mais
tem crescido em todo o mundo. O Brasil se insere no contexto mundial como um pais
com grande potencial para essa atividade, ja que possui um vasto territorio e suas
condi¢Bes climaticas favorecem a piscicultura além de apresentar grande diversidade
de espécies com potencial para cultivo. Seguindo esta tendéncia, observa-se a
intensificacdo cada vez maior dos sistemas de producdo de peixes praticados no
Brasil além de uma crescente preocupacdo com a sustentabilidade destes cultivos
bem como da necessidade de avaliacdo dos riscos a que estdo submetidos os
organismos cultivados (FAO, 2010; QUEIROZ et al., 2005).

O sistema intensivo € o sistema de cultivo em que os fatores de producéo sao
controlados pelo homem, caracterizando-se por apresentar densidade populacional
elevada de peixes por volume d'agua, alimentacao artificial exclusivamente a base de
racoes balanceadas, necessidade de alto fluxo de agua ou uma recirculacao forcada
por causa da alta densidade populacional. Ainda, apresenta custo elevado de
implantacdo e manutencédo, demandando de méo-de-obra especializada e alto nivel
de mecanizacao e tecnologia (MOREIRA, 2001).

Na aquicultura hoje existem diversos tipos de sistemas intensivos de cultivos
como por exemplo o uso de viveiros escavados com aeracdo constante. Um outro
exemplo séo os sistemas em tanques-rede com o uso de gaiolas, onde os peixes séo
mantidos em uma alta densidade submersos dentro do braco do rio ou reservatério.
Neste sistema, a densidade de estocagem € determinada pela capacidade de suporte
do local de implantacdo que é calculada levando-se em conta a qualidade da agua e
a forca da correnteza, que deve ser capaz de passar pelos tanques-rede e levar todos
os efluentes do cultivo, sobras de racéo além de oxigenar os tanques-rede. O sistema
de producdo em tanques raceways, também se caracteriza como um sistema
intensivo de cultivo, pois raceways € o nome dado aos tanques de alto fluxo de agua,
gue podem ser circulares, retangulares ou octogonais, sendo construidos em terrenos
com declividade, e com abundéncia de agua fria e de boa qualidade, variando de

acordo com as necessidades da espécie cultivada e da fase de cultivo. Este sistema
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apresenta maior custo de implantagdo, e normalmente € empregado para espécies
com alto valor agregado como a trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss).

Ja o sistema Bioflocos € um sistema intensivo inovador e caracteriza-se pela
troca zero de agua pois a agua do cultivo é utilizada como meio para o
desenvolvimento de bactérias heterotréficas. Estas bactérias transformam compostos
organicos (ricos em carbono) oriundos de produtos adicionados como melaco de cana
além de nitrogénio oriundo dos efluentes liberados pelos organismos cultivados em
uma massa bacteriana, os flocos bacterianos, que servem como alimento para as
espécies cultivadas, essencialmente filtradoras, dispensando a necessidade de racao.
Por outro lado, este sistema € altamente dependente de aeracdo constante para
manter o nivel de oxigénio para os animais cultivados e as bactérias heterotroficas
além de manter os flocos em suspensdo permitindo a filtragem dos mesmos,
caracterizando esse sistema como um sistema de alto risco (AVNIMELECH, 1999;
KUBITZA, 2007; KUBITZA, 2009; YIN-HAN; RICHARD, 2008).

Outro sistema intensivo de cultivo € o sistema fechado de recirculagéo, porém
atualmente vem sendo empregado principalmente em nivel de pesquisa, devido ao
fato da tecnologia disponivel no momento ndo ser facilmente acessivel e
economicamente viavel. O sistema empregado nesse trabalho é um sistema de
recirculacdo descrito por Kubitza (2006), como sistema com uma Unica linha de
tratamento, pois ap0s a agua passar pelos tanques de producao ela segue para o
tratamento em filtros mecanico e bioldgico, retornando ao sistema por bombeamento.
A Unica agua nova que entra € aquela para repor a que se perde por evaporacao.
Essas perdas devem ser em torno de 5% do volume total do sistema por dia, variando
de 2 a 10%.

Como externalidades negativas do sistema fechado de recirculacdo temos um
grande aporte de efluentes (grandes quantidades de sélidos organicos em suspensao,
diéxido de carbono, amoénia, fosfato e outros compostos) sendo produzidos e liberados
diariamente na agua do cultivo (BRAZ FILHO, 2014). Durante o cultivo os animais sédo
mantidos em alta densidade de estocagem, somado ao manejo inerente aos sistemas
intensivos de producdo (manipulacao, reproducéo artificial, transporte, biometrias,
etc.), que causam consequéncias deletérias ao seu sistema imunolégico, tornando o
organismo cultivado mais propenso e suscetiveis a patdgenos. Surtos epizooticos
podem ocorrem caso haja um gatilho, como mudanca brusca de temperatura ou

diminuicao drastica do nivel de oxigénio no meio podendo gerar grande mortandade
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e acarretando grandes prejuizos ao produtor (BARCELLOS; SOUZA; WOEHL, 2000;
OZORIO; AVNIMELECH; CASTAGNOLLI, 2004).

A intervencao terapéutica na pratica da piscicultura como forma de tratamento
a enfermidades muitas vezes torna-se uma tarefa dificil de ser executada. Na maioria
das vezes, as substancias disponiveis para uso tém efeitos toxicos, agridem o meio
ambiente, além de gerar gastos. Em ambientes aquaticos, o uso de drogas
terapéuticas pode ocasionar grande impacto sendo associado a residuos quimicos na
agua bem como a selecdo de microrganismos resistentes (FIGUEIREDO; LOPES;
LEAL, 2008).

Com a crescente conscientizacdo da necessidade de adocdo de técnicas
adequadas para producéo de alimento para consumo humano muito se tem falado na
adocdo das Boas Praticas de Manejo (BPMs) em sistemas de producdo aquicola.
Dentre as orientagcBes de Boas Praticas, uma delas consiste na reducdo ou néo
utilizacdo de quimioterapicos durante o ciclo de producdo aumentando o interesse e
a necessidade de estudos de novas formas de tratamento ou controle de doencas
(BOYDE; QUEIROZ, 2004). A substituicao dos tratamentos convencionais disponiveis
em favor da utilizagdo de substéncias capazes de modular o sistema imune dos
peixes, aumentando sua resisténcia aos agentes patogénicos através do estimulo de
seu sistema imunoldgico, apresenta-se como uma alternativa segura ao uso dos
guimioterapicos em piscicultura interior (MAQSOOD et al., 2011).

O Rhamdia quelen, ou Jundia, é uma espécie que esta amplamente distribuida
nas Américas e seu cultivo vem aumentando significativamente na regido Sul do Brasil
por apresentar boas caracteristicas zootécnicas e boa aceitacdo no mercado
consumidor. Além disso, a espécie apresenta crescimento rapido, tolerancia a baixas
temperaturas, resisténcia ao manejo e facilidade de adaptacéo alimentar (GOMES et.
al, 2000; BALDISSEROTTO, 2004; AMARAL-JUNIOR, 2013; PETERSEN, 2013).

A sistematica do género Rhamdia é confusa desde que foi descrita, mas
segundo Bockmann, Guauzzilli, (apud BALDISSEROTTO et al., 2010 p. 302) o género
Rhamdia € pertencente a Classe Actinopterigii, Ordem Siluriformes, Familia
Heptapteridae. A Familia Heptapteridae (hepta, sete + pteros, nadadeira) inclui bagres
de pequeno a médio porte, de corpo longo afinado e achatado dorsoventralmente,
olhos dorsais, barbilhdes bem desenvolvidos um deles ultrapassando a nadadeira
dorsal, nadadeiras peitorais largas e pedunculo caudal comprimido. O nome cientifico

deriva do indigena nhamdia, jamdia, bagre. A cabeca € achatada, os ossos da
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superficie superior do cranio sdo cobertos com pele fina, maxila superior um pouco
mais longa que a inferior. O corpo tem coloragéo cinza esverdeado com uma série de
pequenas pintas distribuidas irregularmente (NUNES, 2012).

Adultos de R. quelen s&o onivoros, com uma tendéncia a piscivoros (GUEDES,
1980; MEURER, ZANIBONI FILHO, 1997). Essa caracteristica contribui para sua
adaptacdo ao alimento artificial, e assim, para sua domesticacdo. Além disso, 0s
alevinos apresentam resisténcia a alteracdes nas condicdes salinas e de dureza da
agua bem como modificacdes de pH no ambiente (MARCHIORO, 1997; LOPES,
1998). Ainda, esta espécie pode ser considerada euritérmica, tolerando amplas faixas
de temperatura e apresentando melhor crescimento em temperaturas mais elevadas
(CHIPPARI GOMES, 1998).

Devido a essas caracteristicas, a espécie vem sendo cada vez mais produzida
de forma intensiva e muitas vezes sob condi¢cdes extremamente estressantes que
podem causar distlrbios em seu estado fisiolégico levando a redugcédo do ganho de
peso e crescimento, desempenho na reproducdo e resisténcia a patdgenos
predispondo a doencas bacterianas e parasitarias oportunistas (URBINATI;
CARNEIRO, 2004; BALDISSEROTTO et al., 2010). Diversas espécies de organismos
patogénicos, como bactérias e parasitas, ja foram identificados como causadores de
doencas em Jundias (BRANDAO, 1977; SHAMA, 1997). Sendo assim, é de grande
importancia a adocédo de técnicas e métodos que venham a aumentar a resisténcia do
peixe as doencas e sua capacidade de resposta as situacdes estressantes, atraves
da modulacéo de seu sistema imune.

Imunoestimulantes sdo substancias quimicas, sintéticas ou naturais, capazes
de aumentar a resisténcia de um animal a doencas, atuando no sistema imune dos
mesmos. Segundo a definicdo de Anderson (1992) um imunoestimulante pode ser
uma substancia quimica, um estressor ou uma acéo que aumenta 0s mecanismos de
defesa ndo especificos, bem como as respostas especificas da imunidade adquirida.
Sendo assim, o uso de imunoestimulantes € um meio efetivo de aumentar a
imunocompeténcia e resisténcia a infec¢bes causadas por virus, fungos, bactérias e
parasitas (SAKAI, 1999; BRICKNELL; DALMO, 2005).

Grande atencdo vem sendo dada a essas substancias e sua utilizacdo na
aquicultura (REVERTER et al., 2014). O manejo intenso a que séo submetidos os
peixes em sistemas intensivos de produgdo rompe seu equilibrio homeostético,
principalmente seu sistema imune (BARCELLOS; SOUZA; WOEHL, 2000)
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aumentando sua susceptibilidade a enfermidades (PAVANELLI et al., 2008). Neste
contexto, 0s imunoestimulantes podem ser ferramentas importantes na aquicultura
guando utilizados de modo profilatico e durante determinadas fases de
desenvolvimento dos peixes quando sdo mais susceptiveis a agentes infecciosos. No
entanto, seu uso deve ser realizado com cautela, jA& que ainda sdo necessarios
estudos no que diz respeito ao seu mecanismo de acdo, a forma, tempo e
concentracdo administrada, além da necessidade de considerar o estagio de
desenvolvimento do animal (BRICKNELL; DALMO, 2005).

Sao muitas as fontes em potencial para a producdo de imunoestimulantes a
serem estudadas e utilizadas na aquicultura. Sakai (1999) divide os
imunoestimulantes em grupos dependendo de suas fontes: bacteriano, derivados de
algas, nutrientes, aditivos dietéticos, horménios e citocinas. Ainda, plantas medicinais
e/ou produtos derivados de animais podem ser utilizados como imunoestimulantes
uma vez que ja existem relatos de sua utilizacdo como quimioterapicos e aditivos para
a alimentacdo animal (CHANG, 2000). Dentre as diversas opcdes disponiveis, a
prépolis merece destaque.

A Prépolis € um termo genérico usado para denominar o material resinoso e
balsédmico coletado e processado pelas abelhas meliferas a partir de fontes vegetais,
aos quais se juntam secrecdes salivares, cera e acidos graxos insaturados que
modificam quimicamente e potencializam as propriedades terapéuticas das resinas
vegetais (BANKOVA, 1998). A composi¢cao quimica da propolis € complexa e variada
e esta relacionada com a flora de cada regido visitada pelas abelhas bem como com
o periodo e a técnica de coleta da resina e também com a espécie da abelha
(LUSTOSA et al., 2008).

Dentre as diversas espécies de abelhas meliferas existentes nas regides
tropicais e subtropicais no Brasil, as abelhas pertencentes a tribo Meliponini (Familia:
Apidae, Subfamilia: Apinae) compreendem as abelhas sem ferrdo, distribuidas ao
longo da costa brasileira, desde a Paraiba até o Rio Grande do Sul (MICHENER,
2007). Existem duas subespécies: Melipona quadrifasciata anthidioides Lep. e
Melipona quadrifasciata quadrifasciata Lep. que sao conhecidas popularmente como
amanacai, amanacaia, manacaia e mandagaia-grande. A subespécie Melipona

guadrifasciata quadrifasciata Lep. € encontrada principalmente em regidées mais altas
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e frias, se distribuindo a partir do Sul de Sao Paulo, Paran& e Santa Catarina (MOURE,
1975).

Nesta espécie de abelha a producao da prépolis envolve além das resinas de
plantas e secrecdes das abelhas também a inclusdo de cera e terra, razdo pela qual
se denomina de geopropolis (NOGUEIRA-NETO, 1997). Bankova et al. (1998)
identificou mais de 50 compostos na geopropolis de abelhas sem ferrdo brasileiras,
principalmente terpendides e compostos fendlicos. Até 0 momento existem poucos
estudos na literatura a respeito da atividade biolégica da geoprépolis no entanto, a
ampla ocorréncia de espécies de amanacaia na regido sul do Brasil faz com que a
geoprépolis apresente grande potencial para futuros estudos quanto a sua
composicao e efeitos a salude humana e animal.

Devido a sua composicdo bastante diversificada, a propolis apresenta
diferentes propriedades biolégicas e farmacoldgicas como antibacteriana, antifungica,
antiviral,  anti-inflamatéria,  hepatoprotetora,  antioxidante, antitumoral e
imunomodulatéria (BURDOCK, 1998; SFORCIN, 2007; LUSTOSA et al., 2008). Em
funcdo disto, vem aumentando o interesse na utilizacdo da propolis como agente
imunoestimulante e promotor de crescimento na area zootécnica, em especial, no
cultivo comercial de peixes (SFORCIN, 2007; TALAS, GULHAN, 2009; DOTTA et al.,
2014; DENG et al., 2011; BAE et al., 2011).

A propolis foi escolhida para este trabalho devido as diversas propriedades
bioldgicas ja citadas anteriormente e também devido a ampla distribuicdo da Melipona
guadrifasciata quadrifasciata, na regido centro-oeste do Parana. Ainda, pelo facil
preparo do extrato alcodlico da prépolis, podendo este ser preparado e empregado
pelos piscicultores como agente imunoestimulante e preventivo antes de manejos
como a biometria ou antes do inverno.

Para garantir o sucesso da producdo de organismos aquaticos é essencial que
seja garantido aos animais as melhores condi¢cfes de cultivo possiveis, objetivando o
pleno desenvolvimento do animal. De maneira geral, todos 0s organismos vivos, em
especial os peixes, sempre buscam a homeostase corporal, com 0s sistemas
metabdlico, hematologico e imune funcionando em harmonia protegendo os peixes de
estresses ambientais e injurias externas e permitindo respostas e crescimento

adequados. Neste sentido, estudos sobre a fisiologia, a bioquimica e a homeostase
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corporal dos animais em sistemas de cultivo pode contribuir eficazmente para a
melhora da qualidade do pescado produzido.

A hematologia estuda as células do sangue bem como as alteracbes dos
padrdes e os disturbios morfolégicos das células do sangue. O sangue € um tecido
conjuntivo que apresenta grande quantidade de substancias na matriz intercelular, o
plasma, e desempenha a funcao de distribuir calor, transportar os gases respiratérios,
nutrientes e produtos de excrecdo, além de atuar na defesa do organismo. A
composicdo, proporcdo e quantidade dos elementos padrdo no sangue estao
diretamente relacionados ao estado funcional do peixe. (RANZANI-PAIVA, 2013,
TAVARES-DIAS et al., 2009).

As células sanguineas podem ser divididas em trés classes: eritrocitos
(hemécias) com pigmentacdo vermelha e funcdo de transporte de Oz e CO:2 pelo
grupamento heme da proteina hemoglobina; Leucdcitos (glébulos brancos) com
funcdo de defesa celular; Trombdcitos (plaquetas) que sao as células responsaveis
pela coagulacdo sanguinea e também possuem atividade fagocitica (TAVARES-DIAS
et al., 2009; TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

As células sanguineas desempenham um papel importante no sistema de
defesa, logo os 6rgdos onde ocorre o processo de formacao e desenvolvimento das
células sanguineas (hematopoese) sao considerados 6rgdos do sistema imune. Esses
orgaos sao baco, rins e em menor extensao areas peri-portais do figado, submucosa
do intestino e timo (AGIUS; ROBERTS, 2003; TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). O
baco desempenha funcdes de formacéo de células de defesa, filtracdo de antigenos
e de hemacias envelhecidas (hemocaterese). O estroma do baco € dividido
basicamente em duas regidées sendo que na primeira se encontram as células linfoides
(responsavel pela maturacédo dos linfocitos), e na segunda regido ficam concentradas
as hemacias e trombdcitos (MACIEL, 2016). Além do baco, os rins, érgaos filtradores,
também desempenham fun¢des importantes no processo de hematopoese pois estédo
envolvidos na formacédo e maturacdo de hemécias e das células de defesa além de
exercer funcdo enddcrina e imunoldgica atuando na producdo de anticorpos e
catecolaminas (CUNNINGHAM, GUANABARA,; 2004).
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Nos peixes teledsteos os tecidos envolvidos na hematopoese, baco figado e
rim, apresentam centro melanomacroéfagos, que sao aglomerados celulares formados
por células reticulares e agregados de macrofagos e linfocitos que desempenham
funcao de filtrar agentes patogénicos como bactérias e virus, captura e apresentacéo
de antigenos, memaria imune, fagocitose e hemocaterese (CAMPOS, DEMORAES,
DE MORAES; 2008).

Segundo Ilwana e Nakanishi (1996), os peixes posssuem um sistema imune
bastante complexo, composto pelo sistema imune inato, que € préprio do animal, e
sistema imune adaptativo ou adquirido, que € formado durante as diferentes
exposiches a patogenos no decorrer de sua vida.

O sistema imune inato € considerado a primeira barreira de defesa frente aos
patdgenos (bactérias, virus, fungos e parasitas) e consiste de barreiras fisicas
(escamas, muco, branquias e epiderme) além de células de defesa inespecificas, o0s
leucocitos (TIZARD, 2008).

Os leucacitos sdo as células de defesa do organismo, sendo que este grupo é
constituido por linfécitos, neutrofilos, mondcitos, eosindfilos e basdfilos. Estas células
utilizam as vias sanguineas para realizar o monitoramento de possiveis infec¢des ou
injurias teciduais (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004; FIGUEIREDO et al., 2008). Os
neutréfilos sdo os leucoOcitos mais importantes no sangue periférico devido a
capacidade fagocitica e apresentam elevada sensibilidade a modificacbes ambientais.
Os mondcitos sdo as maiores células do sangue periférico e quando migram para o
foco lesional (tecidos) se diferenciam em macréfagos. Eles atuam na reacgado
inflamatoria e resposta imunol6gica nas quais ocorre fagocitose. Ainda, os eosindfilos
sdo células que intervém nos processos de inflamacéo e na defesa celular relacionada
a infestacdo por parasitas. Semelhante aos eosindfilos, os basofilos também se
apresentam em pequena quantidade na circulagdo sanguinea. A fungdo dos basofilos
de peixes ndo esta definida e parece estar ligada a processos alérgicos, ja que
possuem histamina em seus granulos (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004,
FIGUEIREDO et al., 2008).

A fagocitose representa um importante mecanismo de defesa ndo especifica
contra agentes patogénicos que ultrapassam as barreiras superficiais de defesa sendo
gue os leucécitos sao as células promotoras deste mecanismo tanto no sangue quanto
nos tecidos. Durante o processo de fagocitose, quando o patégeno € englobado

ocorre a formacdo de vesiculas intracelulares chamadas de fagossomos. Estes
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fagossomos se unem aos lisossomos intracelulares formando os vacuolos digestivos.
Os lisossomos sao organelas citoplasmaticas que possuem diversas enzimas
hidroliticas e sao responsaveis pela digestao intracelular. Nos vacuolos digestivos o
pH é mais baixo 0 que permite a ativacdo das enzimas hidroliticas que vao digerir o
antigeno. Dentre as enzimas hidroliticas encontramos a lisozima que atua quebrando
a parede celular de peptidoglicanos das bactérias gram positivas. Além disso, ocorre
um aumento na producdo de radicais livres como 0 superoxido, peroxido de
hidrogénio, radical hidroxila e éxido nitrico (NO). O NO como radical livre reage com
0 anion superéxido e forma peroxinitrito um potente oxidante que pode destruir os
microrganismos invasores. A producdo de NO por macréfagos de peixe € mediada por
pela enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS) (SECOMBES, 2001). Em presenca
de oxigénio e oxihemoglobina este radical € rapidamente degradado (meia-vida
extremamente curta, de 4 a 6 segundos no plasma) produzindo nitrito (NO2") e nitrato
(NOs3) que séao utilizados como marcadores para a determinacao da producao de NO
e da resposta imune (ASL et al., 2008).

O sistema imune adaptativo ou adquirido € formado durante as diferentes
exposicdes a patogenos no decorrer da vida do animal, € especifico e possui memoria.
E baseado no reconhecimento de substancias organicas estranhas ao corpo, 0s
antigenos, que podem ser proteinas, aglcares ou lipidios, normalmente partes da
parede celular do patégeno.

As respostas imunes adaptativas sdo conduzidas principalmente pelas
atividades dos linfécitos T e B, pois os mesmos sdo capazes de realizar o
reconhecimento celular, diferenciando os componentes proprios do organismo dos
improprios (FIGUEIREDO et al., 2008). Os linfocitos sédo as células mais numerosas
na circulacdo sanguinea, sendo responsaveis por duas respostas, a humoral e a
celular. A resposta imune celular é realizada principalmente pelos linfécitos T, em
especial o linfocito T citotoxico que leva a apoptose células infectadas por virus ou
bactérias. JA4 a resposta imune humoral é mediada pelos linfécitos B, que sdo
responsaveis pela producdo dos anticorpos sanguineos. Quando estas células sao
ativadas por antigenos, proliferam e se diferenciam em plasmocitos (células
produtoras de anticorpos). No entanto, alguns linfocitos B ndo se diferenciam em
plasmadcitos, dando origem as células B da memoria imunitaria, que reagem

rapidamente a uma segunda exposi¢do ao mesmo antigeno (SECOMBES, 1996).
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Em relagdo ao sistema imune adaptativo ou adquirido os peixes teledsteos
assim como 0s mamiferos apresentam resposta imune primaria quando sao expostos
pela primeira vez ao patdgeno, que € mais lenta e envolve a formacao inicial de
anticorpos e células de memadria para o antigeno especifico, e a resposta imune
secundéria quando ocorre a segunda exposicdo ao mesmo patdgeno, sendo esta
mais rapida devido as células de memoria pré-existentes e a formacéo de anticorpos
gue irdo agir diretamente sobre o patégeno.

A condicdo metabdlica e nutricional € um fator extremamente importante na
resisténcia organica e resposta imune nos animais. Em termos de regulagéo do
metabolismo de carboidratos em peixes o conjunto de respostas é bastante variavel e
influenciado por diversos fatores. A acdo de horménios como a insulina e o glucagon
sd0 essenciais para a manutencdo da homeostasia corporal (RAW, 2006;
LEHNINGER, 2011). Na presencga de insulina os tecidos sdo estimulados a utilizar a
glicose como fonte de energia e armazena-la na forma de glicogénio. Na presenca de
glucagon e/ou dos horménios contrarregulatérios como cortisol, adrenalina e horménio
do crescimento, o organismo é direcionado a ativacdo das vias de gliconeogénese e
glicogendlise para manutencdo das concentracdes de glicose sanguinea
(LEHNINGER, 2011). Em situacBes de estresse, quando 0 peixe € exposto a um
agente estressor (quimico, fisico ou biolégico) ocorre a liberacdo do horménio cortisol
no sangue que estimula os tecidos a liberar maior quantidade de glicose para a
corrente sanguinea (hiperglicemia), preparando o animal para uma resposta de defesa
(TAVARES-DIAS et al., 2001; URBINATI; CARNEIRO, 2001; BARCELLOS et al.,
2001). Diante disto, as concentracdes de glicose plasmatica sdo consideradas bons
marcadores metabolicos e tém sido bastante utilizadas como indicador do estado
fisiologico e de estresse em peixes teledsteos MCELROY, et al., 2015; MARTINS, et
al., 2004). Mommsen et al (1999) afirmam que além de promover hiperglicemia, o
cortisol também é responsavel por estimular a protedlise em peixes, relacionada ao
fornecimento de aminoacidos para a manutencao da gliconeogénese em periodos de
estresse.

Em relagdo ao metabolismo de proteinas e aminoéacidos, as enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) sé@o consideradas as
enzimas mais importantes e desempenham papel essencial tanto na degradacao
guanto na sintese de aminoacidos. A atividade destas enzimas responde as variacdes

nas concentragdes sanguineas dos hormonios metabadlicos como insulina, glucagon,
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cortisol e adrenalina bem como a disponibilidade de nutrientes e necessidades das
células. Estas enzimas apresentam ampla distribuicdo tecidual e além disso, séo
muito utilizadas como marcadores de leséo ou toxicidade celular. A ALT é encontrada
em maiores concentracdes no citosol das células hepaticas e renais enquanto a AST
esta presente no citosol e mitocondrias de células hepaticas, nos eritrécitos e células
musculares esqueléticas e cardiacas (DIAZ GONZALES, DA SILVA, 2006;
LEHNINGER, 2011). Assim como a glicemia, a avaliacdo da atividade das enzimas
AST e ALT vem sendo muito uitlizada como marcador metabdlico, de estresse e de

toxicidade para o acompanhamento da salude dos peixes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo de diferentes concentracbes do extrato de

geopropolis sobre parametros hematoldgicos, imunolégicos e metabdlicos na fase de

juvenil do Jundid (Rhamdia quelen).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a melhor concentracdo do extrato de geopropolis como

b)

d)

e)

imunoestimulante para suplementacéo da racdo para Jundias na fase de
juvenil.

Avaliar os efeitos da racdo suplementada com geopropolis sobre
parametros hematologicos (Determinacdo do percentual de hematdcrito,
contagem diferencial de leucdcitos, contagem total do numero de
trombaocitos e contagem de eritrécitos em cdmara de Neubauer) de Jundié.
Estudar o efeito do extrato de geoprépolis sobre o contetdo de nitrato/nitrito
(parametro imune) do sangue de Jundias alimentados com racao
suplementada com geopropolis.

Estudar os efeitos da racdo suplementada com geoprépolis sobre
parametros bioquimicos do sangue (AST, ALT, Glicose) de juvenis de
Jundié.

Avaliar os efeitos da racdo suplementada com geoprépolis sobre

parametros da qualidade de 4gua no sistema de recirculacédo de agua.
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4 METODOLOGIA

4.1 MONTAGEM DO SISTEMA DE RECIRCULACAO

A preparacao do experimento e a execu¢ao do mesmo foram realizadas de 22
de maio a 01 de julho de 2015 totalizando 20 dias de preparacdo e 19 dias de
experimento. Para o desenvolvimento do experimento foi montado um sistema de
recirculagdo no Laboratério de Piscicultura da Universidade Federal da Fronteira Sul,
campus Laranjeiras do Sul, PR.

4.1.1 Instalacdes

Primeiramente foi realizada a montagem do sistema de recirculacdo em
sistema fechado com uma Unica linha de tratamento de agua, composto por seis
aquarios (caixa pretas de polietileno de dimensdes 36,5 x 51 x 16,5 cm (LXCxA) com
area de 0,049 m?3), contando com fluxo continuo de 4gua. Cada aquario possuia uma
entrada e uma saida individual que descarregava a agua em um filtro mecanico,
responsavel pela retirada de particulas sélidas em suspensao, sendo que particulas
entre 100 e 40 micra compdem cerca de 25% dos sélidos totais dos tanques
suspensos na coluna d’agua (KUBITZA, 2006). O filtro mecéanico era composto por
uma bacia plastica perfurada, e dentro foi acoplado um filtro para depurador (Scotch
Brite (bidin)).

Apbs passar pelo filtro mecéanico, a 4gua com efluentes era destinada a um
biofiltro. O biofiltro consistiu de um reservatorio de 250 litros, tendo como substrato
para a fixacdo das bactérias nitrificantes (géneros Nitrosomonas - que realizam a
oxidacdo da amonia a nitrito - e Nitrobacter - que oxida o nitrito a nitrato) mangueira
corrugada picada. No biofiltro foram utilizadas duas bombas de oxigénio para a
manutencdo das bactérias e o controle da temperatura foi realizado por meio de
termostato. Para o recalque e distribuicdo da agua nos aquarios foi utilizada uma
bomba com vazéo de 1200 L/h, e altura maxima de 1,30 m modelo H1200 (Vigo Ar).

O processo de maturacao do biofiltro foi acompanhado durante 20 dias a partir
da introducdo de in6culo (20 L de agua e 150 pedras) do biofiltro do sistema de
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recirculagdo da carnicicultura j& maturado. A seguir, foram adicionados 9 g de
(NH4)2S0O4 como substrato para o desenvolvimento das bactérias nitrificantes, esse
substrato forneceu NH4 para o meio, permitindo assim a colonizagcdo do substrato
pelas bactérias. Os valores de NHs foram mensurados através de kit comercial
especifico (Alfa kit) diariamente. O sistema, aquérios e biofiltro, recebeu dgua salobra
(salinidade 2%.), preparada a partir de agua doce ndo clorada e sal ndo iodado. A
temperatura da agua foi mantida em 25 °C e monitorada diariamente, por meio de um
termOmetro de mercurio. O oxigénio dissolvido na agua foi determinado diariamente
por meio de um oximetro AT 160 da alfakitYSI 55, com precisdo de 0,01 unidades. O
pH e a salinidade foram avaliados diariamente com a sonda multiparametros YSI 63.
Foram utilizados equipamentos diferentes devido as limitacfes de cada equipamento,

procurando alcangar uma maior acuracia nos valores mensurados dos parametros.

4.1.2 Animais

Os juvenis de R. quelen, com peso inicial médio de 23,155 g (n=42) foram
adquiridos de piscicultura comercial Akna Alevinos do municipio de Toledo, PR. Os
juvenis foram transportados até o Laboratorio de Piscicultura da Universidade Federal
da Fronteira Sul, campus Laranjeiras do Sul, PR embalados em sacos plasticos com
saturacao de OD e identificados.

4.1.3 Profilaxia e Aclimatacao

No laboratorio, os animais inicialmente foram submetidos a banho de imerséo
em solucéo salina 3% por 10 minutos com objetivo de profilaxia a agentes patogénicos
(PAVANELLI et al., 2008). O experimento foi realizado com 2%. de salinidade como

profilaxia contra o protozoario Ichthyophthirius multifiliis.

4.1.4 Delineamento experimental

Cada tratamento consistiu de dois aquarios sendo que foram distribuidos 7
peixes para cada aquario (densidade de estocagem de 14,28 peixes/m3) se

enquadrando em um sistema de cultivo intensivo. Os animais foram mantidos no
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sistema para um periodo de aclimatacao de dois dias, sem alimentacao antes do inicio
do experimento. A temperatura ambiente durante o experimento foi mantida em 26 °C
com auxilio de um ar-condicionado.

No inicio e no final do experimento foi realizada uma biometria total
mensurando peso, comprimento total e comprimento padréo. Estes parametros foram
determinados utilizando uma balanga digital e um ictiometro. Para a determinacéo do
ganho de peso foi empregada a férmula adaptada de Costa (2014):

Ganho de Peso (GP) (%) = (Somatoria do Peso final — Somatéria do Peso
Inicial) / 100.

Figura 1 - Equipamentos e reagentes utilizados para mensuracao de parametros de qualidade de agua.
A) Sonda multiparametros; B) Oximetro digital AT 160; C) Kit colorimétrico comercial para andlise de
amonia Alfakit

Fonte:A) http://blog.hidrosuprimentos.com.br/page/77; B) http://www.solostocks.com.br/; C) Becker,
(2015).

4.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS DE GEOPROPOLIS

Para o desenvolvimento deste projeto foi coletada a geoprépolis produzida por
abelhas da espécie Melipona quadrifasciata quadrifasciata em colméias do tipo IMPA
em melipionario de uma unidade familiar de producéao situada no Municipio de Candoi,
Parana. Estas colmeias sao do tipo vertical, divididas em modulos, sendo o primeiro
modulo o ninho, o segundo sobreninho e o terceiro em diante melgueiras, podendo
apresentar de 1 a 3 melgueiras, dependendo da espécie. Entre os modulos das
colmeias existem divisdes especiais para facilitar a passagem das abelhas da postura
do ninho para o sobreninho e fundo da melgueiras (CARVALHO, 2012).

A preparagdo dos extratos de geopropolis foi realizada no laboratorio de
Quimica Orgéanica da UFFS, Campus Laranjeiras do Sul. O extrato alcoolico foi obtido

a partir de amostras de geoproépolis (1379, divididas em 3 amostras diluidas em 200
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mL de etanol 100%) que foram mantidas sob agitacédo a 150 rpm, a 28 °C por 30 dias
na auséncia de luz. Apds este procedimento, os extratos foram filtrados e
concentrados sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio e secos até peso
constante. Os extratos secos e pesados foram redissolvidos em solucdo de etanol
70%, a fim de obter as diferentes concentracbes do extrato hidroalcodlico de
geoproépolis (EHG). Os mesmos foram mantidos sob refrigeracéo e ao abrigo da luz

até o uso.

4.3 DIETAS EXPERIMENTAIS

Foi utilizada racdo comercial (Empresa Anhambi Alimentos, localizada em
Itapejara do Oeste, PR) com 32% de proteina, extrusada. A alimentagcdo dos animais
foi baseada no método da aparente saciedade. Os animais foram alimentados 2 vezes
ao dia no mesmo horério (10:00 e 16:00 h).

Os animais foram divididos em trés diferentes grupos (n=14 por grupo),
mantidos em aquarios e submetidos a suplementacdo dietética com diferentes
concentragcfes de geoprépolis (racdo comercial padrdo acrescida de geopropolis por
aspersao): grupo | (controle) peixes que receberam racdo sem suplementa¢do com
extrato de geopropolis; grupo Il (extrato 0,5%) peixes que receberam racéo
suplementada com 0,5% de extrato de geopropolis; grupo Ill (extrato 2%) peixes que
receberam racdo suplementada com 2% de extrato de geoprdpolis. Os grupos
experimentais foram alimentados 2 vezes ao dia, durante um periodo de 18 dias. As
concentracfes dos extratos de geoprépolis e o tempo de tratamento escolhidos foram
baseados em estudos anteriores de suplementacdo de peixes com prépolis (CHU,
2006; ZHANG et al., 2009; AZZA et al., 2009; TALAS, GULHAN, 2009; DENG et al.,
2011; DOTTA, 2013).

4.4 COLETA DE SANGUE E PREPARO DE SORO

Ao final das dietas experimentais, os peixes foram anestesiados com 6leo de
cravo (50 mg/L) e submetidos a duas puncgdes caudais com uso de seringa, uma
contendo heparina e outra sem anticoagulante, para obtencdo do soro sanguineo. O

sangue coletado com anticoagulante foi separado em aliquotas para as seguintes

39



32

andlises: contagem de eritrocitos em camara de Neubauer e confec¢éo de extensdes
sanguineas em duplicata posteriormente coradas com May-Grunwald/Giemsa pelo
meétodo de Rosenfeld (ROSENFELD, 1947) e utilizadas para contagem diferencial de
leucdcitos e contagem total do numero de trombdcitos e leucocitos (DOTTA, 2013).
Ainda, uma aliquota foi armazenada em capilares de microhematocrito para
determinacdo do percentual de hematécrito (GOLDENFARB et al, 1971). A
determinacao do conteudo total de hemoglobina foi realizada através de kit comercial
(Bioclin).

A partir dos valores do microhematdcrito, da hemoglobina e da contagem de
eritrécitos, foram calculados os indices hematimétricos: Volume Corpuscular Médio
(VCM), pela formula: ((Numero de hemacias do microhematdécrito/100) / nUmero de
hemacias). Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) calculada pela formula:
((concentracdo de hemoglobina X 10) / nimero de heméacias) e Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), calculada pela férmula: ((Concentracdo da
hemoglobina/ microhematdécrito) X 100).

O sangue coletado sem anticoagulante foi armazenado em microtubos e
deixado em repouso durante uma hora. O coagulo foi entdo centrifugado a 300 xg
durante 10 minutos. O soro recolhido foi armazenado a -20 °C até a utilizacdo para 0s
ensaios bioguimicos (DOTTA, 2013). Apés a coleta de sangue, os animais foram
sacrificados por aprofundamento do estado anestésico com 6leo de cravo conforme
as recomendacdes do Comité de Etica no Uso dos Animais/ UFFS e CONCEA. Este
projeto foi aprovado pelo CEUA/UFFS sob o nudmero de protocolo
23205.005163/2014-45.

4.5 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE NITRATO/NITRITO

O NO foi quantificado por meio da formacéo de seus metabdlitos: nitrato (NO*
) e nitrito (NO?"), utilizando-se a reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). As amostras
do soro (50 pL) foram incubadas com o mesmo volume da solu¢cdo de Griess:
sulfanilamida (1%) (p/v), acido fosforico (5%) (v/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%)
(p/v) em microplaca durante 20 minutos, a 37 °C (MIRANDA et al., 2001; VILLAMIL et
al., 2002). A reacdo de NO?~ com esse reagente produz uma coloracéo résea, que foi
guantificada por meio da leitura das densidades Opticas em leitora de microplacas em

540 nm. As concentragdes de nitrito foram calculadas a partir de uma curva padréo
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realizada com uma solucédo de nitrito de sodio (NaNO,) em PBS (pH 7,2) (0-150 uM)

e expressos em uM.

4.6 DETERMINACAO DE PARAMETROS METABOLICOS

O soro dos juvenis de Jundia foi utilizado para as dosagens bioquimicas de
glicose, aspartatoamino-transferase (AST) e alanina-aminotransferase (ALT)

utilizando kits comerciais e seguindo as instrucfes dos fabricantes.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wink para verificacdo de
normalidade a 5% de probabilidade. As varidveis que apresentaram normalidade
foram Hematocrito, Linfocitos, Trombdcitos e CHCM, sendo esse submetidos a
analise de variancia de um fator (ANOVA), sendo que as diferencas entre as médias
foram comparadas pelo teste Tukey (P<0,05). A variaveis que ndo apresentaram
distribuicdo normal, foram contagem de eritrocitos, Hemoglobina, HCM, VCM, Glicose,
AST e ALT, sendo estas submetidas ao teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis
(P<0,05) seguido do pds teste de Conover, ajustado pelo método de Bonferroni. Para
as andlises foi usado o Pacote estatistico ExpDes e PMCMR do software R verséo
3.2.2. Os valores foram expressos como média + DP. (POHLERT, 2014; R CORE
TEAM, 2015; FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MATURACAO DO BIOFILTRO

Para a montagem do experimento, na primeira etapa foi efetuada a montagem
do sistema de circulagdo e o biofiltro (Figura 2). A figura 3 demonstra as variaveis
avaliadas (temperatura, oxigénio dissolvido, salinidade, pH e conteddo de NHs3)
durante a maturagéo do biofiltro em um periodo de 12 dias.

No primeiro dia foi introduzido o inéculo do biofiltro do sistema de recirculagcéo
da carnicicultura ja maturo. Nos dias 4 e 6 foram adicionados 9 g de (NH4)2SO4 como
substrato para o desenvolvimento das bactérias observando-se um aumento no
contetdo de aménia nestes dias. No biofiltro foi utilizado mangueira corrugada picada
como substrato ao qual se fixaram bactérias nitrificadoras que podem ser do género
Nitrosomonas (que realizam a oxidagado da amoénia a nitrito) e do género Nitrobacter
(que oxida o nitrito a nitrato). Estas reacdes de oxidacdo realizadas pelas bactérias
compreendem o processo de nitrificacdo, que ocorre durante o percurso da agua
através do biofiltro (KUBITZA, 2006). Apo6s 24 horas da adi¢do do (NH4)2SO4 ocorreu
um decréscimo no conteudo de amoénia, demostrando que as bactérias nitrificantes

colonizaram o substrato.

Figura 2 - Sistema fechado de recirculacéo, onde ocorreu o experimento.
R - ~ — - e

Fonte: Da autora.
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No dia 8 foi adicionado sal ndo iodado (1 kg no total, sendo distribuido 16,67g
por caixa) atingindo salinidade de 2 %o a partir do dia 9. No Dia 12 foram instalados
dois termostatos para manter a temperatura do biofiltro e assim do restante do sistema
em torno de 25 °C. A partir do 12° dia, os parametros avaliados se mantiveram

constantes.

Figura 3 - Parametros de qualidade de agua na maturacgao do biofiltro.
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A salinidade de 2% nao influenciou no biofiltro, pois 0 mesmo ja se encontrava
maduro quando foi adicionado NaCl. Por outro lado, demostrou-se eficiente como
profilaxia contra o Ichthyophthirius multifiliis, pois ndo ocorreu sua presenca no
decorrer do experimento. A mangueira corrugada picada se mostrou um eficiente
substrato para as bactérias nitrificantes pois o sistema ndo apresentou problemas de
amonia no decorrer do experimento. O periodo utilizado, superior a uma semana, para
a maturacéo para o biofiltro também se mostrou adequado em funcéo da estabilidade

dos parametros durante o experimento.
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5.2 PARAMETROS DE QUALIDADE DE AGUA DURANTE O EXPERIMENTO

Em sistemas de cultivo de peixes e em experimentos, uma pratica comumente
utilizada é o acompanhamento da qualidade da agua dos viveiros, pois a variagado em
qualquer dos parametros fisicos e quimicos da 4gua pode interferir nos resultados, o
gue néo ocorreu no presente trabalho como demonstrado na tabela 1. Os parametros
de qualidade de agua durante o experimento mantiveram-se dentro da faixa tolerada
e proximos aos valores ideais para a espécie R. quellen na fase de juvenil segundo
valores propostos por Baldisserotto (2013).

Tabela 1 - Variaveis de qualidade de agua (média + desvio padrao) durante os 18 dias de tratamento
com extrato de geoprépolis na ragéo.

Tratamentos
Parédmetros BALDISSEROTTO
Biofiltro Controle T1 T2 (2013)
Temperatura (°C) 256+2,17 246+1,73 249+166 245+181 22a26,ideal25°C
Oxigénio (mg.LY) 7,59+1,87 7,39+1,85 7,16+167 7,28+175 Acimade5mg.L?
Salinidade %o 232+0,17 230+0,15 2,70%+127 2,33+0,15 Ideal 2%o
pH 757+043 752+055 7,11+153 7,54+0,50 Ideal 7,5
Amonia (mg.L?) 054+033 045+0,38 0,34+0,35 0,47+0,29 Abaixode 0,5mg.L*

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de geoprépolis), T2 (Tratamento 2, com 2% de
geopropolis).
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A taxa de sobrevivéncia ao final dos 18 dias de experimento foi de 97,62%,

sendo que foi observada a morte de apenas um animal (do tratamento 2% de

geoproépolis) por problemas técnicos no primeiro dia do experimento ndo tendo sido

influenciada pela dieta experimental. Além disso, foram avaliados a taxa de

crescimento e o ganho de peso dos animais durante o periodo experimental e os

valores estdo apresentados na Tabela 2 e Figura 4. Para efeitos do célculo do ganho

de peso (%) usando a formula GP (%)= (Somatdria do peso Final - Somatoria do peso

inicial) /100, os dados da biometria inicial do animal morto no tratamento 2 foram

desconsiderados.

Tabela 2 — Dados da bimometria inicial e final do R. quelen submetidos a dieta com diferentes
concentracdes de geopropolis.

Parametros Tratamentos
Controle T1 T2
Pl 24,28 £ 8,01 22,69+ 2,95 20,69 + 3,85
PF 32,53 +6,95 30,25 +6,12 27,33+6,78
CTI 13,62 £ 1,43 13,12 £ 0,77 13,08 £ 0,92
CTF 14,85 £ 0,97 15,02+ 1,00 14,20 £ 1,23
CPI 11,03+£1,31 10,66+ 0,61 10,62 £ 0,82
CPF 12,31 £ 0,99 12,75+0,94 12,05 £ 1,00

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de geoprépolis), T2 (Tratamento 2, com 2% de

geoproépolis). Peso Inicial (PI), Peso Final (PF), Comprimento Total Inicial (CTI), Comprimento Total
Final (CTF), Comprimento Padrao Inicial (CPI), Comprimento Padrédo Final (CPF).
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Figura 4 — Equacéo da reta de crescimento de jundias suplementados com diferentes concentracdes
de extrato de geopropolis na rag¢édo durante 18 dias de suplementacado (A). Ganho de peso em (%) de
jundids suplementados com diferentes concentracdes de extrato de geopropolis na ragcdo durante 18
dias de suplementacéo (B). Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de geopropolis), T2
(Tratamento 2, com 2% de geoproépolis); Peso Inicial (Pl), Peso Final (PF).
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Como pode ser observado na Tabela 2 ndo houve diferenca estatistica para os
valores de peso inicial entre os grupos controle, T1 e T2. Também n&o houve diferenca
estatistica para os parametros de peso final, CTIl, CTF, CPI e CPF entre os grupos
controle, T1 e T2 ao longo do periodo de suplementacéo. Foi realizado o calculo do
ganho de peso médio (%) para cada grupo (Figura 4) representando 29%, 37% e 33%
para o controle, T1 e T2, respectivamente, demonstrando que a suplementacdo com
extrato de geopropolis ndo influenciou significativamente o ganho de peso e o
crescimento dos animais no periodo estudado. A suplementacdo de trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) com diferentes concentracfes de prépolis na racado durante
56 dias também ndo promoveu alteragfes significativas no crescimento dos animais
durante o periodo estudado (KASHKOOLI et al., 2011). Por outro lado, a
suplementacdo da racdo com extrato etandlico de prépolis promoveu aumento
significativo do crescimento em tilapias apdés um periodo de 42 dias de tratamento
(AZZA; ABD-EL-RHMAN, 2009).

5.4 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Foi realizada a avaliacdo da atividade das enzimas alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Estas enzimas sdo muito utilizadas como
marcadores de lesdo ou toxicidade celular. Assim, qualquer leséo (injuria) tissular ou
hepatocelular de qualquer etiologia ou doenca afetando o parénquima hepatico (ou
uma leséo tecidual nos rins, coracdo ou nos musculos esqueléticos) liberara uma
maior quantidade destas enzimas para a corrente sanguinea, elevando o0s niveis
séricos de AST e ALT (ALVES, 2003).

Tabela 3 - ParAmetros bioquimicos analisados AST e ALT.

Parametros Tratamentos

Bioquimicos Controle T1 T2
AST (UI/L) 1,48 £ 1,23 1,20+ 1,12% 2,97 £ 1,84*
ALT (UI/L) 0,06 + 0,45 -0,88 + 1,36*# 0,07 + 1,07*

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de geopropolis), T2 (Tratamento 2, com 2%de
geoproépolis). *Indicam diferenca significativa (p <0,05) comparados com o grupo controle. # Indicam
diferenca significativa (p <0,05) entre os tratamentos (T1 x T2)

a7



40

Como pode ser observado na Tabela 3, houve diferencas significativas entre
os valores da AST e ALT em relagdo ao controle e entre os tratamentos no periodo
de tempo estudado. Na concentracdo de 2% de geoprépolis foi observado um
aumento na atividade de ambas as enzimas, podendo indicar um possivel efeito toxico
nesta concentracao. Por outro lado, na concentracdo mais baixa de 0,5% houve uma
reducdo nas atividades da AST e ALT. Resultados conflitantes também foram
relatados por Talas (2009) que testou trés concentracdes de propolis (0,01, 0,02 e
0,03 g /L) na agua do cultivo da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) durante 96
horas. Neste estudo foi observado uma diminuicdo na atividade da aspartato
aminotransferase (AST) nas concentracdes de prépolis 0,02 e 0,03 g/L apds um
periodo agudo de exposicdo. Esses dados apontam para uma possivel toxidade da
prépolis quando usada em concentracdes mais elevadas. Por outro lado, Kashkooli et
al. (2011) nao observou alteragbes na atividade das aminotransferases em truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) suplementadas com extrato de prépolis durante um
periodo de 8 semanas, indicando a auséncia de toxicidade tecidual para periodos
mais prolongados de suplementacdo. Logo, podemos observar a necessidade de
estudos com tempos diferentes, para melhor entendimento do efeito da propolis nos
niveis das enzimas AST e ALT no sangue de jundias.

Os dados basais da atividade das enzimas ALT e AST relatados na literatura
para o jundia apresentam valores bastante variados como os citados nos trabalhos de
Borges, (2004), Montanha et al. (2014) e Loro et al. (2015) para ALT, 34,5 + 2,2 (UI/L);
17,11 £ 5,80 (Ul/ L), e 43,4 + 2,91 (UI/L) respectivamente e para AST 114,1 + 7,1
(UIlL); 26,33 = 6,08 (UI/L); 142,0 £ 3,46, (UI/L) respectivamente. Aliados aos
resultados deste trabalho, estes dados demonstram que os valores basais de AST e
ALT tendem a apresentar grande variabilidade mesmo dentro da mesma espécie. Esta
divergéncia pode ser devido a diferencas na idade, sexo e condi¢do fisiologica dos
animais bem como na metodologia utilizada para determinacdo da atividade

enzimaética.

Considerando o comportamento metabdlico, o conjunto de enzimas
relacionadas ao metabolismo de agUcares nos peixes € bastante distinto sendo que
as respostas a mudancas na dieta ou no ambiente podem ser extremamente variaveis
dentre as inumeras espécies de peixes (LEHNINGER, 2011; SOUZA, 2012). Dentre

0s nutrientes utilizados como combustivel para a oxidacdo e geracdo de energia
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celular, a glicose é considerada o mais importante. Neste trabalho a avaliagdo da
glicemia teve por objetivo verificar se a suplementacdo com extrato de geopropolis
provocaria alguma alteracéo da fisiologia e do metabolismo normal de carboidratos do
animal. Como pode ser observado na tabela 4, houve variacao significativa da glicemia
durante o periodo experimental.

Tabela 4 - Concentragdo de glicose sanguinea de jundias submetidos a dieta com diferentes
concentracdes de geoproépolis.

Parametros Tratamentos
Bioquimicos Controle T1 T2
Glicose (mg/dL) 52,14 + 15,56 57,64 + 22,72* 58,91 + 15,33*

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de geopropolis), T2 (Tratamento 2, com 2%de
geoproépolis). *Indicam diferenca significativa (p <0,05) comparados com o grupo controle.

Os valores de glicemia descritos (Tabela 4) foram similares aos determinados
em outros trabalhos para jundids, em torno de 65,1 + 3,6 e 45,5 + 4,17 mg/dL
(BORGES et al., 2004; LORO et al., 2015). Portanto o valor basal encontrado no
presente trabalho de 52,14 + 15,56 mg/dL se encontra dentro da faixa de valores

basais apresentados pela literatura.

A suplementacdo com diferentes concentracfes de extrato de prépolis em truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) nédo alterou os valores de glicose sanguinea de forma
significativa apds um longo periodo de exposi¢cdo (KASHKOOLI et al., 2011). Por outro
lado, Talas (2009) encontrou um aumento nos niveis de glicose na truta arco-iris (O.
mykiss) apés tratamento com as concentracdes de propolis na agua de 0,02 e 0,03
(g/L) durante 96 h de experimento. A presenca de alteracdo da glicemia dos juvenis
de jundia neste trabalho esta correlacionada com as alteracbes das variaveis
eritrocitarias, que serdo apresentados e discutidos na Tabela 7, uma vez que
geralmente as alteragcbes imunes em animais estressados ou doentes estdo
relacionadas com hiperglicemia. Esta hiperglicemia pode ser uma resposta ao
aumento da liberacdo de cortisol, que prepara o organismo para uma resposta de
defesa contra situacdes de estresse ou de combate a patégenos (TAVARES-DIAS et
al., 2001; URBINATI, CARNEIRO, 2001; BARCELLOS et al., 2001).
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5.5 PARAMETRO IMUNE

No presente trabalho os valores do conteddo de nitrito/nitrato para os jundias
suplementados com geopropolis foram de 113,13 + 49,87; 127,57 + 53,59 e 144,73 +
85,10, para o grupo controle, tratamento 1 e tratamento 2, respectivamente, néo
apresentando diferengas significativas entre eles (Tabela 5). Assim, os resultados
indicam que o extrato de geopropolis ndo influenciou a producdo de 6xido nitrico e de

espécies derivadas de nitrogénio, fator importante na resposta imune.

Tabela 5 - Contetido de nitrito/nitrato (uUM) de jundids suplementados com diferentes concentracdes de

extrato de geoprépolis na racéo.

Parametro Tratamentos
Imunolégico
Controle T1 T2
Nitrito (UM)
113,13 + 49,87 127,57 + 53,59 144,73 + 85,10

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de geoprépolis), T2 (Tratamento 2, com 2% de

geopropolis).

Para peixes teledsteos, os valores de contetdo de nitrito/nitrato sdo bastante variaveis
dependendo da espécie de peixe considerada (STAFFORD et al., 2002). Segundo
Acosta (2005) os valores de nitrito apresentado por juvenis de Carassius auratus
(goldfish) variaram de 5 puM (valores basais) a 35 uM (valores de animais vacinados
para a bactéria Photobacterium damselae subsp. piscicida) demonstrando a

capacidade de resposta do sistema imune frente & patégenos.
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5.6 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

O sangue é um tecido fluido composto de um plasma liquido e componentes
celulares sendo responséavel pela distribuicdo de calor, transporte de gases
respiratorios, nutrientes e produtos de excrecdo (RANZANI-PAIVA, 2013). A
presenca, quantidade e proporcdo das diferentes células no sangue periférico
(vascular) refletem o estado fisiol6gico do organismo, apresentando ampla variagédo
em funcao de fatores externos e internos (SERANI et al 2011). Assim, as variaveis
hematolégicas representam uma importante ferramenta para o monitoramento da
sanidade dos peixes e das boas condi¢cdes ambientais (BARCELOS, 2009). Além
disso, podem ser utilizadas como indicadores do sucesso de tratamentos profilaticos
ou terapéuticos de lotes de peixes, auxiliando na melhoria das condi¢cdes de cultivo
destes organismos (DOTTA, 2013).

No presente trabalho, os valores basais apresentados na Tabela 6 estdo de
acordo com o relatado na literatura para a espécie Rhamdia quelen (BORGES et al.,
2004; TAVARES-DIAS et al., 2001; RANZANI-PAIVA, 2013) e para outros peixes de
agua doce como a tilapia (Oreochromis niloticus) (DOTTA, 2013; LEDIC-NETO et al.,
2014).

Tabela 6 - Variaveis eritrocitarias em R. quelen submetidos a dieta com diferentes concentracdes de
geopropolis.

Tratamentos
Variaveis eritrocitarias Controle T1 T2
Eritrécito (10%/uL) 3,33+£1,03 2,03 £ 0,38% 4,57 + 1,24#
Hemoglobina (g/dL) 6,19 + 0,54 13,24 + 1,30* 4,63 + 0,30*
Hematdcrito (%) 22,4 + 4,35 20,9 + 3,76 25+1,83
HCM 41,57 + 38,82 666,49 + 63,36** 148,96 + 7,83*
(pg hemoglobina/heméacia)
CHCM (g/dL) 29,24 +5,6 63,11 + 11.52*# 19,03 + 0,61*#
VCM (fL) 141,98 + 110,60 990,05 + 161,31*# 785,70 + 41,49*#

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de geopropolis), T2 (Tratamento 2), com 2%de
geopropolis). *Indicam diferenca significativa (p <0,05) comparados com o grupo controle. *Indicam
diferenca significativa (p <0,05) entre T1 e T2.
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A partir da tabela 6 € possivel observar que o extrato de geoprépolis nédo
influenciou o numero de eritrécitos e o hematocrito no periodo de tempo estudado
guando comparado ao grupo controle. Por outro lado, a concentracdo de hemoglobina
apresentou aumento significativo no tratamento 1 e uma reducdo significativa no
tratamento 2 comparadas ao grupo controle. Ainda, as concentra¢gdes de hemoglobina
foram significativamente diferentes entre os dois tratamentos. Os eritrocitos sdo as
células mais numerosas do sangue, que contém o pigmento hemoglobina, que tem
por funcdo o transporte de oxigénio e gas carbonico (RANZANI-PAIVA, SILVA-
SOUZA, 2004; TAVARES-DIAS, 2009). Qualquer deficiéncia no numero de eritrocitos
ou na concentracdo de hemoglobina poder refletir em uma falta de O2 nos tecidos e
prejudicar o funcionamento adequado das células (RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA,
2004).

A manutencdo do numero de eritrécitos e o aumento do VCM nos dois
tratamentos pode estar relacionado a um possivel efeito toxico do extrato de
geopropolis, uma vez que representa um aumento do volume das hemacias, podendo
indicar um estado de anemia macrocitica. Na tentativa de amenizar o estado anémico,
foi observado um aumento significativo da concentragdo de hemoglobina, HCM e
CHCM nos peixes que receberam o tratamento 1. No tratamento 2, o quadro de
possivel anemia é agravado pela reducdo da concentracdo de hemoglobina. Este
guadro poderia comprometer a capacidade de transporte de oxigénio e a funcao
metabdlica dos tecidos. Os dados dos indices hematimétricos corroboram a hipétese
de uma tentativa de compensacdo dos parametros hematolégicos no tratamento 1
(0,5% de extrato de geoprépolis) enquanto a concentracdo de 2% de geoprépolis
parece apresentar efeitos mais danosos ao sistema hematolégico dos peixes.

Os resultados de suplementacdo com propolis sobre parametros
hematoldgicos apresentam grande variabilidade em diferentes estudos. Estudos em
tilapia (Oreochromis niloticus) suplementada com extratos de prépolis a 2%
demonstraram n&o haver alteragGes significativas entre os grupos controle e
suplementado, respectivamente, no contetdo de eritrcitos (aos 15 dias - 1,59 £ 0,1
e 1,58 £ 0,1; aos 21 dias - 3,9 + 0,2 e 3,43 £ 0,1) e hematdcrito (aos 15dias - 31,2 +
0,4e29,0+0,5; aos 21 dias - 34,9 + 0,7 e 36,7 £ 0,3) ap0Os 15 e 21 dias de tratamento
(LEDIC-NETO et al., 2014). Esses valores demostram que a concentracao de 2 % da
prépolis aparentemente ndo causou efeito toxico para a tildpia durante os periodos

estudados, no entanto, o periodo de tempo de suplementacédo parece ter influenciado
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positivamente os dados hematoldgicos. Por outro lado, Dotta (2013) observou um
aumento no namero total de eritrocitos de tilapia para o grupo tratado com extrato de
prépolis 0,5% sem alteracdo do hematocrito em qualquer dos grupos avaliados (0,5,
1 e 2%) apoés 21 dias de suplementacdo com extrato de propolis na racdo. Esses
dados sugerem um possivel efeito no sistema hematoldgico da prépolis para a tilapia,
pois 0 aumento dos eritrécitos pode estar relacionado com uma maior quantidade de
oxigénio transportada. Além das variaveis eritrocitarias, 0 monitoramento do sistema
imune representa um fator importante nas avaliacdes das condi¢cdes de saude dos
peixes sendo que a resposta imunolégica pode sofrer efeitos inibitérios de estresse
agudo ou cronico, causando significativa reducdo na resisténcia dos animais a
doencas (AZZA, 2009; TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Neste sentido, no presente
trabalho foram avaliados os efeitos dos extratos de geopropolis sobre a contagem de
células de defesa gerais e diferencial de linfocitos e trombdcitos.

Os linfécitos e trombdocitos fazem parte dos componentes celulares do sangue
gue atuam de forma especifica. Os trombdcitos sao células responsaveis pela
coagulacdo sanguinea, além de participarem de processos inflamatérios e
desempenharem funcdes fagociticas (RUIZ et al., 2003; SHIGDAR; HARFORDB;
WAR, 2009). De acordo com Clauss et al. (2008), a trombocitopenia pode ter efeitos
devastadores nos peixes nao apenas por estas células serem responsaveis pela
coagulacédo sanguinea, mas também por controlar a perda de fluido da superficie de
ferimentos em peixes.

Outro tipo celular importante do sistema imune sdo os linfécitos, células
predominantes em varias familias de peixes (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Os
linfécitos atuam como células imunocompetentes (RUIZ et al., 2003) e na defesa
contra infeccbes por protozoarios, helmintos (YAMAMOTO et al., 2001) e outros
patdgenos (RUIZ et al., 2003) participando também do processo inflamatério
(SHIGDAR; HARFORDB; WAR, 2009). Na Tabela 7 sdo apresentados os valores das

células sanguineas de defesa organica.
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Tabela 7- Células sanguineas de defesa organica em R. quelen submetidos a dieta com diferentes
concentracdes de geoproépolis.

Células sanguineas de Tratamentos
defesa orgénica Controle T1 T2
(%)Células de Defesa 11,8+2,7 10,4+ 3,0 11,4+4,0
(%) Linfécitos 55,9+7,25 47,86 + 6,08 39,7+ 222
(%) Trombdcitos 28,7+8,7 25,75+ 6,74 24,4 +6,2

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de geoprépolis), T2 (Tratamento 2, com 2% de
geoproépolis).

No presente estudo, ndo houve diferencas significativas entre 0 niumero de
linfocitos, trombdcitos e células de defesa entre os tratamentos com geopropolis
(Tabela 7). O que demostra que as concentracfes da propolis no periodo de tempo
estudado ndo apresentaram efeito imunoestimulante na espécie R. quelen.

Os linfécitos e trombdcitos foram os tipos celulares mais abundantes
encontrados em todos os tratamentos o que esta de acordo com o relatado por
Tavares-Dias e Moraes (2004). A faixa de valores proposta para a espécie R. quelen
por Tavares-Dias (2002) apresenta valores de 78,42 + 8,23 para trombdcitos e 11,61
+ 6,57 de linfocitos. Os valores do presente trabalho se encontram fora dessa faixa
53,9 £ 13,9 (%) de linfécitos e 33,4 + 14,7 (%) de trombdcitos demonstrando a grande
variabilidade dos dados dentro da mesma espécie. Nesta mesma linha, outros
trabalhos da literatura relatam valores divergentes para R. quelen como Borges et al.
(2004) encontrou valor de 50,1 + 2,6 (%) para linfécitos e Sutile et al. (2014) e Kreutz
et al. (2011), respectivamente encontraram valores de linfocitos de 13,7 = 2,1 (%) e
3,64 + 0,25 (%). Essa variacdo pode se dar em funcéo do sexo, peso, comprimento e
o estado nutricional do peixe ou ainda devido a técnica de contagem utilizada
(RANZANI-PAIVA, 2013). J4 os trombdcitos apresentaram valor de 33,4 + 14,7 (%) no
presente trabalho proximo ao encontrado por Sutile et al., (2014) e Borges et al.,
(2004) respectivamente de 21,3+3.0 (%) e 28.9 + 5.5(%) para trombdcitos.

Em estudos realizados por Ledic-Neto (2014) e Dotta (2013) a suplementacao
de extrato de prépolis em diferentes concentracbes em tilapia por 15 dias nao
promoveu alteracbes no numero total de leucocitos, linfécitos e trombdcitos. No
entanto, apos 21 dias de suplementacdo observou-se um aumento significativo
dessas variaveis quando comparado ao grupo de 15 dias de suplementacdo. No

presente trabalho durante o periodo de 18 dias de suplementacgéo para a espécie R.
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guelen também nédo foram encontrados alteracées no numero total de leucdcitos,
linfocitos e trombdcitos. Baseado nos resultados deste trabalho e nos dados da
literatura, mais estudos devem ser realizados utilizando a geoprépolis por periodos de
tempo mais prolongados para avaliar com maior clareza e exatiddo o efeito da
geoprépolis como imunoestimulante e verificar sua toxidade.

Partindo da definicdo de Anderson (1992) de imunoestimulante como sendo
uma substancia quimica, um estressor ou uma a¢ao que aumenta 0s mecanismos de
defesa nao especificos, bem como as respostas especificas podemos sugerir que no
presente trabalho o extrato de geopropolis atuou como um agente estressor,
evidenciando possiveis efeitos toxicos das concentracdes utilizadas. Além disso, no
periodo estudado e através dos marcadores utilizados nao foi possivel verificar uma
acao imunomoduladora, que aumente os mecanismos de defesa néo especificos bem

como as respostas especificas.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados das andlises hematoldgicas, imunoldgicas e
bioquimicas foi possivel concluir que os extratos de geoprépolis nhas concentracdes
0,5% e 2% influenciaram o metabolismo de glicose e a atividade das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) dos animais no periodo
de tempo estudado. Além disso, os extratos de geopropolis promoveram alteracdes
nas variaveis eritrocitdrias que diferiram dependendo da concentracdo utilizada
indicando possiveis efeitos toxicos das concentracdes de geopropolis utilizadas neste
estudo e/ou tentativa de adaptacao fisioldgica frente ao geopropolis. Por outro lado,
os extratos de geoprdpolis ndo apresentaram influéncia nas células de defesa nem no
crescimento dos animais e também néo interferiram nos parametros de qualidade da
agua mensurados no periodo de tempo estudado. Assim, os resultados mostraram
gue o geoproépolis deve ser melhor estudado em diferentes concentracdes e tempos
para assegurar a seguranca e real efichcia dos extratos de geopropolis como

imunoestimulante em juvenis de jundia R. quelen.
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