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CAPITULO IV
IMPLICACOES



RESUMO GERAL

O presente projeto constou de dois estudos com o objetivo de avaliar a inter-relacéo
entre o imunoestimulante B-glucano e a vitamina C em dietas praticas para a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus). No Estudo — | foi avaliado, apds 60 dias experimentais (primeira
fase), o melhor nivel de suplementacdo do B-glucano (0,1; 0,2; 0,4 e 0,8 % na dieta) e
vitamina C (400 e 600 mg/kg da dieta) para desempenho produtivo, parametros
hematoldgicos e imunolégicos (determinacdo dos intermediarios reativos do oxigénio e do
nitrogénio), num delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 2, mais um
tratamento controle sem suplementacdo do B-glucano e 125 mg de vitamina C/kg de dieta,
totalizando nove tratamentos e quatro repeticdes. Apos essa primeira fase, 0s peixes foram
divididos em dois grupos. Um grupo foi submetido ao estimulo pelo frio e o outro ao desafio
com Aeromonas hydrophila, avaliando-se 0s mesmos parametros da primeira fase, além da
porcentagem de sobrevivéncia. No Estudo — Il objetivou-se determinar o melhor tempo de
administracdo de B-glucano e da vitamina C (45, 30, 15 e sete dias antecedendo os desafios)
utilizando-se o melhor nivel de inclusdo do B-glucano e da vitamina C, obtidos no estudo I.
Os desafios utilizados foram: estimulo pelo frio, estresse por transporte e desafio com
Aeromonas hydrophila. Estes foram avaliados por meio dos mesmos parametros anteriores.
Concluiu-se no estudo I que a suplementacdo de pB-glucano e vitamina C nédo influenciam o
desempenho produtivo da tilapia do Nilo; que a suplementacdo de 0,1% de B-glucano e 600,0
mg de vitamina C/kg da dieta determina melhores respostas imunolégicas frente ao estimulo
pelo frio e desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila e que, niveis elevados de
suplementacdo de B-glucano (0,4 e 0,8%) promovem reducdo dos parametros imunoldgicos
avaliados, independente da suplementacédo de vitamina C. No estudo Il pode-se concluir que a
alimentacdo com 0,1% de B-glucano e 600,0 mg de vitamina C/kg da dieta durante 15 dias ou
mais proporcionou aumento da resisténcia organica dos peixes frente ao estimulo pelo frio,
estresse por transporte e desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila e, que, a alimentacéo
com essa dieta durante sete dias ndo foi suficiente para manter e/ou proporcionar manutencdo
dos parametros avaliados ap6s juvenis de tilapia do Nilo serem submetidos a situacfes

adversas.

Palavras—chave: B-glucano, Saccharomyces cerevisiae, imunoestimulante, vitamina C,

estresse, tilapia do Nilo, nutricdo e salde



CAPITULO |

CONSIDERACOES INICIAIS



1. NUTRICAO E SAUDE DE PEIXES

Ao longo dos anos a producdo de peixes vem se consolidando e ocupando maior
espaco no mercado. Paralelamente a este aumento, a intensificacdo dos sistemas de producéo
demonstra para produtores, industrias de racdo e comunidade cientifica, em especial aos
nutricionistas, que a producdo fundamentada exclusivamente no rapido crescimento do animal
ndo é suficiente para manter a atual produtividade sem afetar o0 meio e a resisténcia organica
dos peixes, gerando impactos ambientais e econdmicos para toda a cadeia produtiva.

Dessa maneira um novo conceito de balanceamento de ra¢des vem se estabelecendo,
com principios pautados em nutricdo, salde e responsabilidade ambiental. Para tanto, as
pesquisas cientificas vém agregando diferentes areas com intuito de auxiliar o entendimento
sobre 0 complexo bindmio nutricdo e sadde. Areas como a hematologia e a imunologia tém
auxiliado o entendimento da nutricdo com intuito de promover novas estratégias para mitigar
os efeitos do estresse e aumentar a resisténcia imunol6gica dos peixes, permitindo que o
mesmo mantenha o equilibrio orgéanico, necessario nas diferentes e inevitaveis situacdes
adversas a que estdo expostos, nos atuais sistemas intensivos de produgao.

Em sistemas extensivos de produgdo, 0s peixes estdo constantemente expostos a
fatores estressores; porém, convivem relativamente bem em fungédo do estresse deste sistema
ser menos intenso. Entretanto, nos sistemas intensivos de producdo, 0Ss peixes Sao
constantemente expostos a agentes estressores que podem determinar alteraces da condicédo
fisiologica, com diminuicdo da resisténcia organica.

Muitos séo os fatores considerados estressores num processo de producdo de peixes.
Dentre esses fatores destaca-se a temperatura da agua, que pode sofrer alteracdes abruptas,
principalmente durante épocas de inverno e ainda os diferentes manejos exigidos neste
sistema. Segundo Barton e lwama (1991), o estresse pode afetar a resisténcia a doengas,
crescimento, reproducdo, sobrevivéncia e condi¢do geral de saude dos animais. Em funcéo
desses possiveis efeitos detrimentais, especial atencdo tem sido dada a forma de se
amenizarem essas conseqliéncias negativas.

A resposta do organismo a qualquer demanda que cause alteracdo da condicdo
fisiol6gica do animal, além do estado normal de repouso, foi definido como estresse por Selye
(1973). Embora a importancia da nutricdo para a manutencdo da higidez dos peixes seja
evidente e, varios estudos vém sendo desenvolvidos, os questionamentos ainda superam 0s

resultados conclusivos nesta linha de pesquisa (Barros et al., 2006).



Vérios sdo o0s aspectos a serem avaliados numa racdo, os quais, em funcdo da
participacdo metabdlica, podem determinar o preparo do peixe para transpor situacdes
adversas. Blazer (1992) destacou que nem sempre a racdo que promove 0 rapido crescimento
dos peixes € aquela que determina a melhor resisténcia a doengas.

Os peixes nem sempre adoecem e morrem quando sdo desafiados por agentes
estressores. Normalmente, adaptam-se ao estresse por um periodo de tempo finito (Barton e
Iwama, 1991). Durante este periodo, 0s peixes podem parecer normais; porém, estdo
depletando reservas e redirecionando energia em funcdo das exigéncias extras impostas. Nesta
condigdo, os peixes deixam de crescer e de se reproduzir e buscam retornar a condi¢do de
homeostase. Se had necessidade de redistribuicdo de energia, os animais devem estar
preparados, principalmente, para prover energia, além de outros compostos como vitaminas e
minerais que agirdo como substrato para o correto funcionamento do sistema imunoldgico.

Segundo Blazer (1992), o potencial para o aumento da resisténcia a doengas nos
peixes cultivados através da racao, certamente, existe. Entretanto, 0 mecanismo individual de
resisténcia a doencas, somado aos efeitos de varios nutrientes e da inter-relacdo desses com 0s
demais presentes na dieta, necessitam ser melhor estudados para se definir a ragdo que possa
aumentar a resisténcia organica dos peixes (Barros et al., 2006).

O interesse no uso de substancias imunoestimulantes em racdes é profilatico. A
maioria dos microorganismos, que causam doencas em peixes, é descrita como oportunista,
causando problemas quando os animais estdo fracos e/ou estressados por condicdes adversas.
Desta forma, tais compostos devem ser utilizados no periodo de producdo, previamente a
situacbes de manejo, mudanca de temperatura e de ambiente, alta densidade de estocagem
dentre outras.

Raa (1996) adverte que o conhecimento da ciéncia da imunoestimulacdo em peixes € 0
modo de acdo e eficacia dos produtos, € fundamental para o sucesso desta pratica. O autor
ressalta, ainda, que o uso destes compostos esta associado a dose e a forma de administracao.
Deve-se, ainda, considerar o tempo de administracdo e as possiveis diferencas de resposta
existente entre espécies e fases de desenvolvimento.

A importancia da suplementacdo de vitaminas também vem sendo destacada neste
novo enfoque da nutricdo de peixes, visto a necessidade de esclarecer se os valores descritos
COMO necessarios para prevenir sinais clinicos de deficiéncia, se mantém em condic¢des de
sistemas intensivos de producdo. Os estudos desenvolvidos até o momento ndo elucidaram

esta questdo, porém, esta evidente o potencial de impacto de certos nutrientes no controle, por



meio da nutricdo, da salde dos peixes, como a suplementacdo de vitamina C (Barros et al.,
2006).

Desta forma, o estado nutricional do animal em situacBes de estresse é consequéncia
direta e indireta da quantidade e qualidade dos nutrientes presentes e disponiveis na racao.
Assim, estratégias nutricionais que influenciem, positivamente, a saude e resisténcia organica

dos peixes vém sendo desenvolvidas.



2. CONCEITOS BASICOS SOBRE O SISTEMA IMUNE DE PEIXES

Em termos gerais o sistema imune de peixes é similar ao dos vertebrados superiores,
com algumas diferencas importantes. Nos ultimos anos, as pesquisas sobre a fisiologia,
filogenia e ontogenia do sistema imune de peixes vém aumentando consideravelmente dentre
as espécies destinadas a producdo. Contudo, esse conhecimento ainda é escasso se comparado
ao dos vertebrados superiores (Enane et al., 1993).

A resposta imune dos peixes pode ser dividida em dois tipos: resposta inata ou nao
especifica, que consiste em impedir que os agentes patogénicos tenham acesso ao organismo
hospedeiro, podendo eliminar os patdégenos e bloquear sua entrada; a resposta imune
especifica, caracterizada pela especificidade e memaria imunologica, induzida por substancias

denominadas imundgenos (Bernstein et al., 1998) (Figura 1).

Figura 1. Esquema representativo da resposta imune do peixe frente a invasdao por patdégenos
(adaptado de Shoemaker et al., 2001).



Segundo Bly e Clem (1994), o sistema imunitario ndo especifico ou inato em peixes
possui grande versatilidade, desempenhando papel importante na resposta imune, visto que o
sistema especifico responde lentamente quando comparado ao de mamiferos, principalmente
em temperaturas da agua abaixo da do conforto para a espécie.

Igualmente a outras especies, 0s peixes sdo suscetiveis a doencas causadas por
parasitos, virus, bactérias e fungos, sendo a sobrevivéncia ou a morte destes, determinados
pela eficacia do sistema imune em prevenir a infeccdo inicial e/ou prevenir o crescimento do
agente patogeno apos a infeccdo iniciada (Balfry e Higgs, 2001). Segundo Iwana e Nakanishi
(1996), fatores celulares e humorais de ambos os sistemas, especifico e ndo especifico,
promovem nos peixes protecdo externa e interna contra agentes infecciosos. Apesar da
distincdo na classificagdo desses dois sistemas de defesa, deve-se entender que sempre que
um agente patogénico ataca o organismo, este se defende mediante a interacdo da maioria dos
elementos que compdem o sistema imune, onde varios fatores de cada sistema podem agir

separadamente ou em combinacéo (Fernandez et al., 2002).

TECIDOS E ORGAOS QUE COMPOE O SISTEMA IMUNE DE PEIXES

Os orgdos do sistema linféide dividem-se em &rgdos primarios e secundarios,
constituindo o rim e o timo como drgdos primarios e, 0 baco e o tecido linfoide associado ao
intestino, conhecido como GALT e as branquias, como 6rgdos secundarios.

Nos peixes teledsteos o rim desempenha papel equivalente ao da medula 6ssea nos
vertebrados superiores, como 6rgado hematopoiético (Zapata et al., 1996). Este érgado linfoide
é composto de uma porcao anterior e uma posterior, ambas possuindo fun¢do hematopoiética,
de forma mais eficiente no rim anterior, onde ndo aparece a funcdo renal (Ellis e De
Sousa,1974; Zapata, 1979; 1981). O rim anterior € o primeiro 6rgdo no qual aparece o
linfécito B, sendo considerado 6rgdo primario para a diferenciacao dessas células.

O timo nos peixes, assim como nos vertebrados, constitui o local de desenvolvimento
e maturacdo dos linfocitos T. Este 6rgdo, com o avanco da idade do peixe, regride de
tamanho, diminuindo sua atividade e, consequentemente, perdendo a sua funcdo
(Chilmonczyk, 1985). Ellsaesser et al. (1988) estudaram a evolugdo do timo de bagre do
canal, Ictalurus punctatus, ao longo de 16 meses e observaram regressdo no tamanho e
diminuicdo continua da atividade desse 6rgdo durante o decorrer do periodo avaliado. A
funcionabilidade do timo nos peixes teledsteos permanece restrita, sendo que 0s experimentos

se concentram nos efeitos da timectomia nos estagios iniciais a vida sobre a maturacdo do



sistema imune (Zapata e Cooper, 1990; Manning, 1994). Recentemente, foi encontrado em
trutas arco-iris, Salmo gairdneri, alto nivel da expressdo dos genes ativadores da recombinase,
essenciais na formacgdo de receptores especificos para os linfocitos, demonstrando dessa
maneira, que o timo também constitui um dos lugares de diferenciagdo desse tipo de célula
(Razquin et al., 1990; Bernstein et al., 1998).

Os orgdos linfoides secundarios organizam a resposta imune, tendo como fungéo
tornar as células brancas do sangue especializadas; assim, os linfdcitos recirculam através do
sangue e vasos linfaticos, num processo de vigilancia imune (Tizard, 2002). O figado nos
vertebrados superiores também auxilia na funcdo imune, sendo responsavel pela producéo de
proteina C reativa e componentes que compdem a cascata de eventos desencadeada pelo
sistema complemento. Assim, Fletcher (1981) estudando o mecanismo de defesa em peixes,
inferiu que o figado realiza papel similar ao descrito na literatura referente ao sistema imune
de mamiferos.

Nos peixes, 0 muco e a pele agem como barreira natural contra a entrada de
substancias estranhas e patdgenos. Estudos com bagre do canal demonstraram que 0 muco
liberado pelos peixes contém moléculas que possuem acdo imune, com destaque para

lisozima, complemento e imunoglobulinas (Ourth, 1980).

CELULAS DO SISTEMA IMUNE DE PEIXES

Vérios tipos de leucécitos participam da resposta celular, incluindo linfocitos,
monacitos/macréfagos, granuldcitos (neutréfilos, eosinofilos e baséfilos) e células citotoxicas.
Macréfagos e granulécitos sdo considerados células fagociticas mdveis, encontradas no
sangue e nos tecidos linféides secundarios, sendo importantes em situacdes de inflamacéo,
onde a resposta celular frente a invasdo microbiana ou injuria tecidual, leva a migracdo de

leucdcitos e conseqiiente acumulo de fluido para o local de injuria (Secombes, 1996).

« Linfécitos

Os linfdcitos sdo células altamente diferenciadas, com capacidade de resposta frente
aos estimulos imunologicos (Ellis, 1977). Segundo Clem et al. (1991), os linfocitos de peixes
possuem caracteristicas e funcdes proximas as determinadas para animais superiores. Os
mesmos circulam por todo o corpo através do sangue ou linfa, concentrando-se nos 6rgaos

linféides, podendo aparecer em outros tecidos afetados ou ndo por processos inflamatdrios



(Peleteiro e Richards, 1985; Hibiya, 1994). Ainda sdo muito variados os dados sobre a
porcentagem de linfécitos sangliineos encontrados nos experimentos realizados com peixes,
recebendo influéncia de muitos fatores, como espécie, condi¢cdes de coleta e armazenamento
do sangue e variacBes do ambiente (Fernandez et al., 2002). Os linfocitos sdo responsaveis
pela resposta imune especifica humoral e celular, promovendo a producdo de anticorpos,
aumento da capacidade citotoxica, atuando no processo de memdria imunoldgica e
promovendo a liberacdo de fatores reguladores da funcdo imune, como as linfocinas
(YYoshinaga et al., 1994). Os linfdcitos se distinguem em dois grupos de popula¢es chamados
linfocitos B e T. Os linfécitos B se diferenciam em plasmacitos (linfocitos B ativados) e
células de memdria e participam da resposta imune humoral, enquanto os linfécitos T

possuem diferentes tipos e desempenham fungdes especificas:

- Linfécitos T auxiliares: reconhecem antigenos (qualquer substancia estranha que
possa induzir resposta imune) especificos ligados a marcadores e liberam
mensageiros quimicos que estimulam a atividade de células como os fagocitos, 0s
linfocitos B e outros linfocitos T;

- Linfécitos T citotdxicos: reconhecem e destroem células infectadas, quando
ativos, migram para o local de infeccdo ou para o timo e segregam substancias
toxicas que matam as células anormais;

- Linfécitos T supressores: por meio de mensageiros quimicos, ajudam a moderar
ou a suprimir a resposta imune quando a infeccdo ja esta controlada;

- Linfécitos T memoria: vivem em estado inativo, mas respondem de imediato

quando em contato posterior com o0 mesmo antigeno (Tizard, 2002).

« Neutrofilos

Os neutrdfilos, ou células polimorfonucleares, sdo as primeiras células envolvidas nos
estagios iniciais de inflamacdo nos peixes (Manning, 1994). Da mesma maneira que 0S
macrofagos, eles podem ser isolados do sangue, tecidos linféides e da cavidade peritoneal
(Secombes, 1996). Assemelham-se aos neutréfilos dos mamiferos pelas caracteristicas
morfologicas e histoquimicas (Roberts, 1989). Estas células possuem a capacidade de
fagocitar e, no transcorrer da resposta imune, a maioria possui 0 material ingerido no seu
fagossomo. Hine (1992) em estudos sobre o efeito do complemento e opsonizacdo sobre a

estimulacdo da fagocitose e a producdo do anion superédxido, inferiu que o neutréfilo possui



poder fagocitico assim como bactericida extracelular, similar aos encontrados em mamiferos.

Impreterivelmente, sdo os macrofagos que possuem a maior capacidade fagocitica,
ingerindo grande quantidade de particulas (Suzuki, 1984). Entretanto, em infeccOes
bacterianas, os neutréfilos podem estar em maior numero no sangue. Outra fungdo importante
descrita é a atividade microbicida desencadeada durante o processo denominado “exploséo
respiratoria”, que consiste na conversdo do oxigénio molecular em compostos e metabolitos
derivados do oxigénio, como radicais livres do oxigénio (Plyzycz et al., 1989).

Em situacbes de estresse, a quantidade dessas células pode aumentar
significativamente, em 24 horas. Porém, pesquisas necessitam ser realizadas para descrever a
exata funcdo dessas células antes e ap6s periodos de estresse em peixes. Segundo Secombes
(1996), pesquisas vém sendo realizadas para isolar populagdes puras de neutréfilos, com o

intuito de determinar as reais fungdes dessas células em peixes.

« Eosinodfilo e basofilos

Os eosinofilos se encontram distribuidos pelo tecido conectivo, especialmente no trato
gastrointestinal e nas branquias. A funcdo dessa célula nos peixes ndo esta totalmente
esclarecida, estas intervém nos processos de inflamacdo e na defesa celular mediante a
degranulacdo, sendo encontrada na corrente sanguinea quando da infestacdo por parasitos. Os

basofilos sdo considerados ausentes na maioria dos peixes (Hine, 1992).

« Mondcito/Macrofago

Sado provavelmente as células mais importantes da resposta imune, ndao sendo
importantes apenas pela producdo de citocinas, mas também sdo as células priméarias na
apresentacdo dos antigenos em teledsteos. As células envolvidas na fagocitose e na destruicéo
de patdgenos, fazem o papel de interligar o sistema imune néo especifico ao especifico, sendo
isolados do sangue (mondcitos), 6rgdo linféide (rim) ou da cavidade peritoneal (Vallejo et al.,
1992; Shoemaker et al., 1997). Dentre as principais caracteristicas destacam-se a capacidade
de ingerir material estranho ao organismo, inerte e antigénico, assim como restos celulares da
resposta inflamatoria e de outros processos degenerativos, além de secretarem radicais livres
de oxigénio e nitrogénio e destruir diferentes tipos de patdgenos. Em sua superficie podem-se
encontrar receptores para anticorpos e complemento, além de possuir a capacidade de

expressar moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de classe |1, cuja funcéo
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basica é liga-los aos linfocitos T auxiliares, onde este sera apresentado ao antigeno
(MacArthur e Fletcher, 1985; Blazer, 1991; Secombes e Fletcher, 1992).

o Células citotoxicas

Células citotoxicas ndo especificas em peixes sdo similares as células encontradas nos
mamiferos, denominadas, exterminadoras naturais ou “natural killer-NK”. Sua funcéo
principal é lisar células estranhas ou infectadas por virus sem que estas expressem algum
antigeno ativador da resposta imune especifica. Este tipo de resposta é chamada de resposta
imune ndo especifica, pois ndo ha& reconhecimento de epitopos (local na superficie de um
antigeno que estimula a resposta imune especifica e contra o qual se direciona a resposta) e
nem formacéo de células monoclonais especificas ou qualquer memoria imunolégica.

O reconhecimento de células estranhas pelas células citotoxicas em peixes é mediada
por meio de receptores de superficie, sendo dependente de energia para iniciar o processo de
lise celular. Semelhantemente as células de mamiferos, as células citotoxicas de peixes
utilizam alguns mecanismos na lise, como a fragmentagédo do DNA e necrose (Greenlee et al.,
1991).

Varios fatores podem influénciar a capacidade de destruicdo dessas células em peixes,
principalmente a dieta, a temperatura e o estresse. Estudos demonstraram alta atividade dessas
células em peixes, destacando que, em condicdes de temperaturas abaixo do conforto térmico
a atividade dessas células possui papel importante na resposta imune, principalmente quando
a resposta especifica (mediada por linfocitos) é fraca (LeMorvan-Rocher et al., 1995). Por
outro lado, peixes submetidos a estresse mostraram supressao da atividade dessas células pela
resposta dos linfocitos (Secombes, 1996).

SISTEMA COMPLEMENTO

O sistema complemento é parte integral do sistema imune de defesa dos vertebrados,
sendo considerado principal mediador plasmatico do processo inflamatdrio. E constituido por
um conjunto de proteinas, tanto sollveis no plasma como expressa na membrana celular e é
ativado por duas vias: a classica e a alternativa. Os peixes possuem o sistema complemento
bem desenvolvido, semelhante ao dos vertebrados ectotérmicos. Segundo Matsuyama et al.
(1988), a tilapia nilética, Oreochromis niloticus, possui as duas vias do sistema complemento,

assim como o bagre do canal, salmdo do Atlantico, Salmo salar, e truta arco-iris (Ourth e
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Wilson, 1982; Nonaka et al., 1981; Roed et al., 1992, respectivamente).

O sistema complemento participa dos seguintes processos bioldgicos em peixes:
fagocitose, opsonizacdo, quimiotaxia de leucdcitos e inativagdo de toxinas liberadas pelas
bactérias (Secombes, 1996).

Para que exerca as suas funcdes, o sistema complemento deve ser ativado, originando
assim uma série de fragmentos com diferentes caracteristicas e funcBes especificas. Esta
ativacdo ocorre em duas vias. Cada uma delas é desencadeada por fatores diferentes, sendo o
inicio da ativacdo diferente para cada uma, mas que convergem em uma via comum a partir
da formagédo do componente C3b do sistema complemento, desencadeando na formacéo do
complexo litico de membrana (CLM), que destréi células. Esse complexo liga-se a membrana
das células-alvo e provoca a formacao de "poros”, que permitem o influxo descontrolado de
agua e ions, com turgéncia e lise celular subseqlientes. Para controlar a atividade do sistema
complemento, héa inibidores enddgenos regulados pela propria citdlise (Tizard, 2002).

Koppnheffer (1987) enfatizou que a atividade bactericida nos peixes é decorrente
principalmente da ativacdo da via alternativa. A ativacdo da via alternativa ocorre pela
presenca de certos agentes como certos fungos e bactérias, alguns tipos de virus e helmintos
com determinadas caracteristicas, especialmente a auséncia de &cido sidlico na membrana
(Ourth e Bachinski, 1987). Esta via também pode ser ativada por outros fatores, como
lipopolissacarideos presentes em membranas de varias bactérias, proteinas da superficie viral
e de parasitos. A via classica € ativada principalmente por complexos antigeno-anticorpo e

imunoglobulinas agregadas.

SISTEMA IMUNE NAO ESPECIFICO

Os processos de defesa ndo especificos constituem a imunidade inata ou natural,
impedindo a entrada de agentes patogénicos em geral, ou destruindo-0s se estes chegam a
penetrar no corpo. Essa resposta pode ser de dois tipos: imunidade humoral e imunidade

mediada por células ou imunidade celular.

O importante aspecto desse sistema € a falta de especificidade, obrigando que grande
numero de células sejam envolvidas ou se desloquem rapidamente para o local onde esta o
agente patdgeno. Dessa maneira, uma infeccdo subseqiiente com 0 mesmo agente patdgeno
ndo ira propiciar a defesa mais rapida. Todavia, em um segundo contato com 0 mesmo

patdgeno as células envolvidas na resposta imune ndo especifica sdo capazes de interagir com
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as células do sistema imune especifico, sendo estimuladas por essas células e seus produtos
(Secombes, 1996).

Imunidade celular

Neste tipo de imunidade, varias células leucocitarias estdo envolvidas, incluindo
monaocitos/macréfagos, granulécitos e células citotoxicas, importantes nos diferentes estagios
de defesa ndo especifica. A imunidade mediada por células é importante para a eliminagéo de
patdgenos intracelulares nos peixes. Basicamente, quando células estranhas entram no
organismo do peixe, estas vao expressar na sua superficie o complexo de histocompatibilidade
principal de classe I. Este complexo € um conjunto de proteinas presentes na superficie de
todas as células nucleadas, responsaveis pela apresentacdo de epitopos. A expressao deste é
ampliada pelo interferon gama liberado pelo linfécito auxiliar. Este € um mensageiro
importante do sistema imune, enviando mensagem para o desencadeamento da lise das células
estranhas ao organismo (Secombes, 1996).

Se antigenos penetrarem no corpo do peixe, alguns mecanismos de defesa tentardo
destrui-los, a saber:

« Inflamacao

Durante a resposta inflamatdria trés eventos principais ocorrem: aumento do fluxo
sangiineo para a area infectada, migragdo dos leucécitos da microcirculagdo para o tecido e a
acdo dos macréfagos ingerindo a célula estranha com liberacdo de potentes agentes
microbicidas (Suzuki e lida, 1992).

Em situacdes de inflamagdo aguda nos peixes estimulados experimentalmente ou de
forma natural, foi determinado a ocorréncia de neutrofilia e monocitose no sangue, além do
acumulo de neutréfilos e mondcitos ao redor da area afetada (Roberts, 1989; Suzuki e lida,
1992). Segundo Ellis (1986), a resposta celular ocorre geralmente em duas fases,
especialmente quando o organismo esta diante de potente agente patogénico, com aumento do
namero de neutrofilos sangliineos e sua migracdo para o tecido, seguido pelo aparecimento de
monocitos e macrofagos. Deve-se destacar que, em algumas situagdes, ocorre 0 aparecimento
de neutrofilos imaturos no sangue, aumentando dessa forma o ndmero dessa célula. Este fato
é possivelmente resultado da migracdo de neutrofilos prontos para a area inflamada

(Secombes, 1996). O autor destaca ainda que pode haver maior nimero de neutréfilos que
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macrofagos, demonstrando assim a substancial contribuicdo dessas células frente a infecgdes
bacterianas.

As lesbes causadas no tecido do local infectado sdo agravadas principalmente pela
liberacdo de enzimas extracelulares, podendo causar o aparecimento de hemorragia tecidual
comumente observada em infecgdes bacterianas. Entretanto, lesdes purulentas associadas a
liberacdo de enzimas por neutrofilos degenerados ndo foram observadas em peixes. Apds a
infiltracdo celular e fagocitose do agente patogénico o tecido no local da inflamagdo comeca a
ser reparado, levando poucas horas para a epiderme cobrir o local afetado (Roberts, 1989).

Em situacbes onde o estimulo inflamatdrio néo foi suficiente para eliminar o agente
patogénico durante a resposta inflamatoria aguda, inicia-se a resposta inflamatoria cronica.
Esta resposta consiste no aparecimento de linfocitos no local afetado, seguido pelo aumento
do fluxo de macréfagos e concomitante monocitose. Entretanto, se as células inflamatorias
ndo forem capazes de eliminar o agente agressor, 0s macréfagos se fundem e formam células
gigantes, multinucleadas, ajudando, dessa forma, na formacdo dos granulomas, onde 0s
macrofagos se modificam e viram células epitelidides, com grande atividade secretora e pouca
atividade fagocitica. Elas secretam enzimas hidroliticas que matam o ser estranho que esta no
granuloma (Ramakrishna et al., 1993).

A resposta inflamatoria é controlada por varios mediadores, como citocinas,
eicosandides, fatores do sistema complemeto e outros componentes vasoativos liberados pelos

fagocitos, eosindfilos e trombdcitos (Secombes, 1996).

» Fagocitose

A fagocitose significa “ingestdo de alimento”, fagocito significa “célula que come” e
macrofago “célula grande que come”. Os macrofagos serdo atraidos pelos microorganismos e
irdo identificar se € um antigeno. Se este tem alto peso molecular, provavelmente ndo faz
parte do mapa genético do organismo e sera reconhecido pelo macréfago. Entretanto, se este
estiver envolvido por um anticorpo, o macréfago ira identificd-lo mais rapidamente e

fagocita-lo imediatamente (Secombes, 1996).

Quando a imunoglobulina (envolvendo o antigeno) se ligar ao receptor especifico de
superficie do macrofago (FCgamaR), ird desencadear uma série de reacdes quimicas dentro
do mesmo, fazendo-o acreditar que a substancia é um antigeno verdadeiro, e entdo realizara

rapidamente a emissdo de pseuddpodes para o englobamento. Ap6s o englobamento do
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antigeno, formara uma vesicula chamada de fagossoma que fica envolvido dentro do citossol.
Os lisossomas que estdo soltos no citoplasma contém enzimas hidroliticas que estdo
inativadas pelo pH relativamente alto. O fagossoma se une ao lisossoma e forma o
fagolisossoma. O pH no fagolisossoma abaixa devido a entrada de protons que vem do
citoplasma. Essa acidez ativa as enzimas hidroliticas que vdo degradar o antigeno. Se o
antigeno for uma bactéria, a morte é devido a acdo de radicais livres derivados do oxigénio,
como o superoxido, o peroxido de hidrogénio ou radical hidroxila que podem oxidar a
membrana da bactéria. Dentre as enzimas hidroliticas, destaca-se a fosfatase &acida e a
lisozima. Esta Ultima quebra a parede celular de peptideoglicano das bactérias gram positivas.
Essa degradacdo, ocorrida dentro do fagolisossoma, € chamada de digestdo intracelular.
Ressalta-se que o interferon gama é uma citocina que vai estimular eficientemente a fusdo do
fagossoma com o lisossoma e é produzido por linféticos T auxiliares. O interferon gama tem a
funcdo de estimular a fagocitose por meio desse mecanismo e também de estimular a
expressdao do complexo de histocompatibilidade principal de classe Il. Os aminoéacidos,
acucares monossacarideos, ions, ATP e outras substancias aproveitaveis saem pela membrana
da vesicula. Porém, os peptideos determinantes antigénicos (epitopos) séo levados a superficie
para se unir ao complexo de histocompatibilidade principal de classe Il. Esta vesicula passa a

se chamar de corpo residual e pode ser eliminada da célula por exocitose (Secombes, 1996).

Quando os fagécitos de peixes ingerem 0s microorganismos ocorre aumento no
consumo de oxigénio independente da respiracdo mitocondrial, processo este denominado
exploséo respiratéria, a qual produz radicais livres do oxigénio toxicos para as bactérias e
parasitas (Secombes, 1996). Varios fatores podem influenciar a producao desses reativos do
oxigénio e nitrogénio em peixes, destacando-se a temperatura da agua. Hardie et al. (1994)
observaram, in vitro, diminui¢do na producdo de reativos do oxigénio e nitrogénio de trutas
arco-iris. Entretanto, a aclimatacdo dos peixes a baixas temperaturas ndo influenciou a
producdo em bagre do canal e truta arco-iris (Dexiang e Ainsworth, 1991; Hardie et al., 1994).
Portanto, a producdo do reativo do nitrogénio, Oxido nitrico, em peixes necessita ser

esclarecida (Secombes, 1996).

« Fagocitos como células acessorias

Em peixes existem duas maneiras pelas quais fagécitos podem funcionar como células

acessorias: no englobamento e processamento do antigeno. Os mesmos apresentam, na sua
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superficie, a associacdo com moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe 1l e os
fagdcitos podem secretar mediadores sollveis durante a ativagdo dos linfocitos, como a
interleucina-1 (Ellsaesser e Clem, 1994). A associacdo dos fagdcitos com os antigenos por
meio dos receptores de superficie de ambas as células é fator importante para o perfeito
funcionamento do sistema imune. Da mesma forma, a secrecao de interleucina-1 pelas células
dos peixes é importante na ativacdo dos linfocitos, 0s quais possuem receptores na sua
superficie que reconhecem a interleucina-1, contribuindo para a proliferacdo celular
(Secombes, 1996).

« Citotoxidade ndo especifica

Os leucdcitos de muitas espécies de peixes possuem capacidade de apresentarem
espontaneamente reacOes citotoxicas frente aos mais variados tipos de células estranhas,
incluindo, célula infectada com virus e parasitas. Este mecanismo é de fundamental
importancia para o sistema imune, constituindo outro componente da resposta imune néo
especifica, sem a necessidade de periodo de indugdo ou memoria celular. Ressalta-se que as
células citotdxicas ndo especificas sdo encontradas nos érgdos linféides, cavidade peritoneal e
sangue de peixes, podendo estar presentes também no figado, porém com pouca atividade

citotoxica (Secombes, 1996).

Imunidade humoral

O muco, soro e ovos de peixes contém grande variedade de substancias nao
especificas que inibem o crescimento de microorganismos infecciosos. Estas substancias séo
predominantemente proteinas e glicoproteinas, compreendendo na resposta humoral a
lisozima, complemento, interferon, proteina C reativa, transferrina e lectina (Shoemaker et al.,
2001).

o Lisozima

A lisozima apresenta atividade enzimatica, traduzida na capacidade de catalisar a
hidrolise das ligacdes R(1-4) entre o acido N-acetilmurdmico e N-acetilglucosamina nas
membranas externas de diversas espécies bacterianas gram-positivas. Ela digere certos

carboidratos de alto peso molecular, assim como bactérias que contém esses carboidratos na
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estrutura de sua parede celular, as quais desintegram-se ou partem-se. A lisozima destréi o
esqueleto glicano do peptideoglicano, ou seja, destrdi a camada protetora de muitas bactérias.
Grinde (1989) avaliou o efeito bactericida de dois tipos de lisozima (tipo | e Il) frente a sete
linhagens de bactérias. O autor relatou que, no caso de bactérias gram-negativas,
diferentemente do que ocorre em vertebrados superiores, houve potente acdo bactericida da
lisozima tipo I. O autor inferiu que a lisozima de peixe age ndo apenas nas bactérias gram-
positivas, mas também nas gram-negativas, na auséncia do complemento.

Em peixes, a lisozima € distribuida principalmente em tecidos que possuam grande
quantidade de leucdcitos, assim como nos locais onde a probabilidade de ocorrer invasdo
bacteriana é alto, como pele, boca, brénquias, trato digestério e ovos (Oohara et al., 1991;
Yousif et al., 1991). Segundo Murray e Fletcher (1976), a lisozima também pode ser
encontrada em neutrdfilos e mondcitos, demonstrando dessa maneira a importancia dessa
enzima para 0os mecanismos de defesa imunologica dos peixes (Lie et al., 1989).

A atividade da lisozima, assim como de outros componentes do sistema imune de
peixes, também sofre influéncia de fatores como estacdo do ano, sexo e estagio de maturacdo
sexual (Fletcher et al., 1977). Porém, deve-se destacar que a temperatura da agua e a condicéao
de estresse, seja ela por manejo ou poluicdo, influenciam de maneira significativa em
temperaturas abaixo do conforto para a espécie e/ou para peixes em condicdo de estresse,

diminuindo a concentracao de lisozima (Studnicka et al., 1986; Mock e Peters, 1990).

o Interferon

Os interferons sdo proteinas produzidas por certas células, principalmente quando
atacadas por virus ou por parasitos intracelulares. Estas proteinas ndo apresentam
especificidade, pois podem inibir a replicacdo de diversos virus. Os interferons difundem-se,
entram na circulacdo e ligam-se a membrana citoplasmatica de outras células, induzindo-as a
produzir proteinas antivirais que inibem a replicacdo desses virus. O interferon ndo é uma

proteina antiviral, mas induz a célula a produzir moléculas protéicas antivirais.
SISTEMA IMUNE ESPECIFICO
A resposta imune especifica apresenta como fungbes o reconhecimento do agente

invasor como corpo estranho por células do sistema imune, culminando com a formacéo de

anticorpos e memoria imunoldgica. A imunidade especifica refere-se a protecdo que existe
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num organismo hospedeiro quando este sofreu prévia exposicdo a determinados agentes e
pode ser mediada por anticorpos (imunidade humoral) ou por células (Secombes, 1996).

Imunidade Celular

Os linfocitos T tém capacidade para reconhecer alguns antigenos que se ligam a
marcadores de superficie de certas células. Se uma bactéria for fagocitada pelo macréfago, os
fragmentos resultantes da fagocitose ligam-se a marcadores superficiais desse macréfago que
0s apresenta aos linfdcitos T. A exposicéo e ligagdo de linfécitos T com o antigeno especifico

estimulam sua proliferacéo.

Imunidade humoral

Segundo Secombes (1996), quando um antigeno entra num organismo e chega a um
orgdo linfoide, estimula os linfécitos B que possuem na membrana receptores especificos para
esse antigeno. Como resposta, os linfécitos B dividem-se e formam células que sofrem
diferenciacdo, originando plasmacitos (linfécitos B ativados) e células de memoria. Os
plasmécitos produzem anticorpos especificos para cada antigeno. Os anticorpos séo
posteriormente lancados no sangue e véo ao local da infeccdo. As células de memoria ficam
inativas, mas prontas a responder rapidamente, caso venha a acontecer posterior contacto com

0 antigeno. Os anticorpos atuam de trés formas distintas:

- Ligam-se a toxinas bacterianas e levam a sua neutralizagdo. As toxinas livres
podem reagir com os receptores das células hospedeiras enquanto que 0 mesmo
ndo acontece com o complexo anticorpo-toxina;

- Neutralizam completamente particulas virais e células bacterianas ligando-se a
elas. O complexo anticorpo-antigeno é ingerido e degradado por macrofagos;

- A ativagdo do sistema complemento, via classica, no &mbito da defesa especifica,
é feita por meio do revestimento de uma célula bacteriana por anticorpos. Esta
interacdo antigeno-anticorpo ativa a primeira proteina do sistema complemento,
culminando com a formagé@o do complexo de ataque @ membrana (formado pelos
componentes C5b, C6, C7, C8 e C9 do complemento), induzindo a formacéo de
poros e destruicdo da célula bacteriana. Além disso, o0s anticorpos e o fragmento

C3b do sistema complemento atuam como opsoninas, estimulando a fagocitose do
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antigeno.

O revestimento de antigenos por anticorpos é reconhecido como corpo estranho pelos

fagocitos que os ingerem e destroem, processo esse denominado opsonizacao.

FATORES QUE INFLUENCIAM A RESPOSTA IMUNE DE PEIXES

Segundo Shoemaker et al. (2001), a resposta imune de peixes é afetada por varios

fatores que influenciam sua intensidade, dentre os quais pode-se destacar:

- Genética: variagdo individual da resposta imune inata e especifica;

- Ambiente: fotoperiodo, temperatura da agua e estacéo do ano;

- Estresse: qualidade da agua, poluicdo, densidade de estocagem e manejo de modo
geral;

- Nutricdo: qualidade e quantidade da dieta fornecida, fatores antinutricionais,
concentragdo dos microingredientes e uso de imunoestimulantes;

- Pat6geno: nivel de exposicao, tipo (parasito, bactéria, virus) e a viruléncia.

A temperatura ambiental é fator critico no tocante ao desencadeamento da resposta
ndo especifica e especifica em peixes. Temperatura abaixo do conforto térmico para a espécie
pode causar imunossupressdo na maioria dos peixes, uma vez que esta integrada a alguns
fatores como condices ambientais e resposta neuroenddcrina. Bly e Clem (1991)
demonstraram, in vitro, a ocorréncia da imunossupressdo em bagre do canal quando da
exposicdo a baixas temperaturas. Experimentos conduzidos durante periodo de reproducédo
dos peixes associado a baixa temperatura demonstraram que a supressao foi influenciada por
fatores enddcrinos e de estresse, tais como elevado nivel de esterdides sexuais e cortisol (Bly
e Clem, 1994; Hutchinson e Manning, 1996).

A supressdo do sistema imune inespecifico de peixes foi comprovada por Bly et al.
(1997). Igualmente, Tort et al. (1998) descreveram que a temperatura abaixo do conforto para
a espécie proporcionou a doenca de inverno em dourada, Sparus auratus, que ndo se pode
afirmar que foi causada por algum patogeno especifico e sim pela supresséo dos mediadores
do sistema imune néo especifico, causando suscetibilidade a invasdo por patdgenos. Por outro
lado, alguns peixes podem tornar-se tolerantes a mudancas ambientais, principalmente em

relacdo a temperatura da dgua, como destacado em carpas, Cyprinus carpio, por Wishkovsky
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e Avtalion (1982).

Na aquicultura, a supressdo da resposta imune também pode ser determinada pelo
estresse de manejo. Este estresse e conseqliente supressdao podem levar a predisposicao a
doencas e a entrada de patdgenos oportunistas, levando a grande prejuizo na producéo (Bly et
al., 1997). Entretanto, este efeito pode estar diretamente relacionado a condi¢do nutricional

gue se encontra o peixe e a espéecie propriamente dita (Bly e Clem, 1994).

NUTRICAO E RESPOSTA IMUNE

A nutricdo é fator importante na resisténcia organica e resposta imune nos animais
(Shoemaker et al.,, 2001). Neste contexto, destacam-se 0s macro-ingredientes da dieta,
lipideos e proteinas, para a adequada resposta do sistema imune. Este necessita de aporte
adequado de nutrientes para o seu bom funcionamento. Assim, a deficiéncia de aminoacidos
especificos na dieta pode prejudicar a liberacdo de proteinas essenciais produzidas pelos
linfocitos, macrofagos e sistema complemento, durante a infecgdo. A deficiéncia do
aminodcido arginina na dieta pode diminuir a resposta imune, uma vez que 0 mesmo é
precursor do éxido nitrico, composto liberado contra parasitos e microbios em geral (Beisel,
1982; 1996).

Kiron et al. (1995) avaliaram em truta arco-iris a influéncia do fornecimento de dietas
contendo niveis de proteina frente a resposta imune. Os autores observaram reducdo na
atividade de lisozimas e proteina C-reativa nos peixes alimentados com 10,0% de proteina
bruta (PB), em comparacdo aos que receberam dietas contendo 35,0 e 50,0% PB,
respectivamente. Verificaram ainda, supressdo do sistema imunoldgico dos peixes
alimentados com a dieta contendo 50,0% PB, quando desafiados com o virus da necrose
hematopoética.

A estimulacdo in vitro de leucécitos de peixes por hidrolisados protéicos sugere que
podem ser efetivos como suplemento alimentar, atuando na estimulacdo do sistema imune e
melhorando a resisténcia a infecgdo (Gildberg et al., 1996). Entretanto, os resultados do uso
de hidrolisados de proteinas adicionados a dieta para melhorar a resisténcia dos peixes sao
controversos, ndo demonstrando efeito significativo em salmdo do Atlantico desafiado com
Aeromonas salmonicida, bacalhau do Atlantico, Gadus morhua, e juvenis de salmdo “coho”,
Oncorhynchus kisutch, desafiados com Vibrio anguillarum (Gildberg et al., 1995; Gildberg e
Mikkelsen, 1998; Murray et al., 2003). Porém, segundo Murray et al. (2003), o tamanho da

fracdo polipeptidica e a concentracdo do hidrolisado na dieta influenciam de forma positiva a
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resposta do sistema imune de peixes.

A utilizacdo de lipideos na dieta para peixes pode, direta ou indiretamente, influenciar
a resposta do sistema imune. Porém, devido a complexidade dessa inter-relacdo, o
entendimento ainda ndo é claro (Maki e Newberne, 1992). Segundo Henderson e Tocher
(1987), os peixes ndo sintetizam os acidos graxos poliinsaturados das séries m-3 e ®-6 e seus
derivados metabdlicos, os quais sdo nutrientes essenciais e devem, portanto, ser supridos pela
dieta de acordo com a exigéncia da espécie. Higgs e Dong (2000) afirmaram que tais acidos
graxos poliinsaturados sdo importantes na resposta imune e em situacdes adversas as quais 0S
peixes de sistemas intensivos de producéo estao sujeitos.

Lim e Webster (2001) relataram trés mecanismos pelos quais 0s acidos graxos podem
afetar o sistema imune dos animais e a resisténcia a doengas. Primeiramente, pela influéncia
na composicdo da membrana celular, uma vez que os acidos graxos da dieta determinam a
composicao dos fosfolipidios, com significativo efeito sobre a resisténcia a doencas, uma vez
que a resposta imune depende da interagdo com a membrana de leucécitos. O segundo,
envolve alteracBes no sistema de transducdo, possivelmente em funcdo dos efeitos sobre a
proteina quinase C e, o terceiro, pelo efeito na producdo de eicosandides imunologicamente
ativos (propor¢cdo de acido eicosapentanoico, 20:5n-3 — EPA; 4&cido docohexandico,
22:6n-3 — DHA; e o &cido araquiddnico, 20:3n-6 - AA). Entretanto, os autores ressaltaram a
necessidade e a importancia de novas pesquisas nessa area.

Blazer et al. (1989) encontraram diferencas em bagres do canal arracoados com ragdes
comerciais e confeccionadas em laboratdrio. Destacaram que as diferencas entre as racoes,
que provavelmente contribuem para as respostas distintas, sdo o conteudo de lipideos e a
razdo entre os acidos graxos linolénico e linoléico. Os autores também sugerem que o nivel
e/ou a composicao dos lipideos da dieta possuem importante acdo na resisténcia as doencas.

Os microingredientes estdo intimamente ligados a inlmeros processos no organismo,
dos quais, o sistema imune também participa. Tanto as vitaminas como 0S minerais
desempenham importante papel na manutencéao e/ou estimulacdo do sistema imune.

A vitamina C possui capacidade de influenciar positivamente o sistema imune e
mitigar os efeitos do estresse quando administrada em doses maiores do que aquelas
recomendadas para evitar sinais de deficiéncia. Contudo, sdo encontrados na literatura relatos
de que o uso de megadoses dessa vitamina na dieta de algumas espécies de peixes ndo surtiu
efeito na producdo de anticorpos e na resisténcia a doencas (Gatlin, 2002).

O efeito das vitaminas antioxidantes sobre o sistema imune é observado nas células

que realizam fagocitose, sendo que durante este processo peroxidos e radicais livres sdo
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produzidos para destruir os patégenos fagocitados. Em algumas ocasides, este processo pode
acarretar superproducdo desses compostos, tornando-se letal para a propria célula. Dessa
maneira, os antioxidantes diminuem a producdo de perdxidos provenientes da oxidacdo de
lipideos e de radicais livres de oxigénio (Lall e Olivier, 1993).

Dentre os minerais, o ferro é importante componente de metaloenzimas que produzem
radicais livres de oxigénio em células fagocitarias. Estes radicais somados a producdo de
perdxidos sdo responsaveis pela destruicdo dos patdgenos depois da fagocitose, por meio do
estresse oxidativo (Pezzato el al., 2004). O zinco é outro mineral que compfem as
metaloenzimas que atuam no metabolismo dos &cidos nucléicos e na sintese protéica, sendo
fundamental para a sintese dos horménios produzidos pelo timo, os quais estimulam a
atividade do linfécito T no organismo (Beisel, 1996). Assim como o selénio, também possui
funcBes no sistema imunoldgico, tais como antioxidante, formacédo de anticorpos, producdo de
eicosanoides, estresse oxidativo dos fagocitos e toxidade das células exterminadoras naturais
(Spallholtz et al., 1990; Lovell, 1998).

Outra importante area envolvendo a nutricdo e a saude de peixes, que vem sendo
aprofundada nas pesquisas, € 0 uso de imunoestimulantes com intuito de aumentar e/ou
estimular os mecanismos de resposta imune ndo especifica. A eficiéncia dos diferentes
imunoestimulantes em peixes é influenciada pela forma de administracdo, dosagem, periodo
de utilizacdo e o tipo, especie e patdgeno (Sakai, 1999). Desta maneira, deve-se destacar a
importancia do adequado balanceamento de nutrientes na dieta ndo apenas para 0 maximo
desempenho produtivo, mas também o adequado funcionamento do sistema imunolégico.

A andlise das proteinas plasméticas é também considerada forma de avaliagdo da
condicdo de saude dos animais por esta ter como funcdo regular a resposta inflamatdria e
prover resisténcia a infeccdo. As proteinas do plasma em peixes variam em relacdo as
diferentes espécies. Este autor destaca que, em casos de estresse e inflamagéo, ocorre aumento
na producdo de globulinas que migram nas fracbes a e B, como parte da resposta aguda
(Thomas, 2000).

Todos o0s peixes apresentam a auséncia ou quase auséncia de certas globulinas,
especialmente as consideradas mais importantes para 0s animais superiores. As fracOes
incluem albuminas e globulinas (alfa, alfa,, beta e gama). A maioria das imunoglobulinas de
animais superiores estdo presentes nas globulinas gama e beta. A quase auséncia de
gamaglobulina no soro de peixes, talvez explique porque 0s peixes ndo sdo téo
imunocompetentes quanto os animais superiores (Belem-Costa, 2001).

Estudos indicam que as imunoglobulinas de peixes sdo macroglobulinas e tém pouca
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ou quase nenhuma fracdo de imunoglobulina similar a IgG dos animais superiores. A 1gG é o
mais importante antiviral, antibacteriano e antitoxina de animais superiores, equivalendo a
quase 80,0% de todas as imunoglobulinas. Em peixes, a principal classe de imunoglobulinas
com fungGes antibacteriana e antiviral é semelhante a IgM dos animais superiores (Shelton e
Smith, 1970). A atividade das imunoglobulinas foi demonstrada em peixes oviparos e em
peixes viviparos com gestacdo ovariana e com gestacdo folicular, segundo Scapigliati et al.
(1999). Outras substancias envolvidas na resposta imune ou na resisténcia natural sdo a
transferrina, lisozima, interferon e complemento.

A avaliagdo de pardmetros imunes pode ser importante ferramenta para o
entendimento des respostas fisioldgicas, por ser sensivel a acdo de fatores estressores.
Segundo Watts et al. (2001), para se adotar este fator como indicador da higidez dos peixes €
de fundamental importancia o entendimento da complexidade deste sistema, suas
peculiaridades e a influéncia sofrida tanto do animal quanto do meio sobre algumas de suas
variaveis, para que ndo hajam interpretacdes equivocadas.

Com a intensificagdo na produgéo de peixes e conseqliente aumento da suscetibilidade
a invasdo de patogenos, a necessidade de se introduzir novas estratégias de manutengdo do
bem-estar animal e a prevencdo a doencas, tornou o uso de imunoestimulantes linha de
pesquisa promissora, a qual é reconhecida pelo estimulo da imunidade ndo especifica e
especifica. Dessa maneira, todos os conhecimentos adquiridos sobre imunidade em peixes

tendem a contribuir com esta estratégia.
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3. IMUNOESTIMULANTE

Ha alguns anos identificou-se que algumas substancias biolégicas podiam influenciar e
aumentar o mecanismo ndo especifico de defesa nos animais. Estas substancias foram
agrupadas sob o nome de imunoestimulantes, as quais podem ser produzidas por fontes
naturais ou sintéticas. Dessa maneira conceitua-se imunoestimulante como a substancia que
aumenta a atividade do sistema imune por meio da interacdo direta entre as células do
sistema. As principais respostas sdo 0 aumento da atividade do macrofago, fagocitose por
neutréfilo e mondcito, maior producdo de linfdcitos, imunoglobulinas e lisozima (Raa, 1996;
Sakai, 1999).

A industria aquicola, com o passar dos anos, vem aumentado o interesse sobre o uso
de imunoestimulantes, tanto como adjuvantes para vacinas quanto para mitigar os efeitos
secundarios causados pelo estresse inerente a condic¢do intensiva de producdo. Segundo
Burrells et al. (2001), o aumento da susceptibilidade dos peixes a doencas é decorrente da
imunossupressdo causada por estresse associado a intensificagdo dos sistemas de producéo,
representado principalmente pelo manejo adotado e por fatores ambientais desfavoraveis. Por
conseguinte, as perdas nestes sistemas sdo consideraveis e a alternativa de poder reduzi-las
parece ser de grande valia, principalmente com a utilizacdo de imunoestimulantes como
medida profilatica (Selvaraj et al., 2005).

A maioria dos imunoestimulantes é composta por componentes quimicos existentes na
composicdo estrutural de bactérias, colénias de fungos e leveduras. Entretanto, existem
compostos sintéticos, originalmente fabricados para outros propdsitos que, acidentalmente,
descobriu-se atividade imunoestimulante. Diversos grupos de substancias determinam efeitos
imunoestimulantes em animais terrestres, mas apenas algumas se mostraram eficazes para
peixes (Raa et al., 1992; Volpatti et al., 1998). Dentre estas, destacam-se aquelas naturais,
como a parede celular de leveduras, que incluem principalmente glucanos e
mananoligossacarideos (Engstad e Robertsen, 1993).

O B-glucano é encontrado em todos os cereais, mas as concentracdes sdo maiores em
aveia e cevada, com valores na faixa de 2,0 a 6,0% (Geng et al., 2001). Esses polissacarideos
ocorrem em grande quantidade no endosperma e na parede celular, apresentando ligacdes
B 1-3 e B 1-4 glucano (Carr et. al., 1990). Os cogumelos comestiveis também apresentam
compostos que tém propriedades funcionais, em particular os homo e hetero-glucanos com

ligacGes glicosidicas do tipo B 1-3 e  1-6 (Manzi e Pizzoferrato, 2000). No entanto, além das
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propriedades farmacoldgicas encontradas nos polissacarideos de origem vegetal, o0s
polissacarideos de origem flngica apresentam outras propriedades tais como: atividades
antitumoral, imunomodulatéria, antiviral, antimicrobiana e antiparasitaria (Wasser e Weis,
1999).

Conforme destacado, a maioria dos imunoestimulantes em racfes para peixes sao
polissacarideos derivados de bactérias, fungos ou leveduras e plantas. Essas substancias sdo
retiradas das préprias células ou preparadas a partir de paredes celulares contendo moléculas
de 1,3 e 1,6 B-glucano que estimulam a resposta imune ndo-especifica (Gannam e Schrock,
2001).

A parede celular da levedura é espessa e pode representar de 15,0 a 30,0% da matéria
seca total (Rose, 1993; Hough, 1990). S&o constituidas por cerca de 40,0% de B-glucanos,
40,0% de a-mananos, 8,0% de proteinas, 7,0% de lipidios, 3,0% de substancias inorganicas e
2,0% de hexosaminas e quitina (Hough, 1990). Segundo Rose (1993), de 60,0 a 90,0% da
parede celular é composta por polissacarideos, sendo a maior parte composta por glucanos e
fosfomananos.

Os B-glucanos sdo os principais polissacarideos encontrados na parece celular de
leveduras, fungos filamentosos e cogumelos, onde evolutivamente representam um dos mais
antigos microbicidas. Consequentemente, vertebrados superiores desenvolveram diversos
mecanismos de reconhecimento desses polissacarideos durante a evolugdo. Provavelmente,
por essa razdo estudos demonstraram a capacidade do pB-glucano em estimular ou ativar o
sistema imune nao especifico de vertebrados superiores, plantas, invertebrados e vertebrados.

A utilizacdo destes polissacarideos como ingredientes melhoradores da salde de
peixes foi destacada por Nikl et al. (1991), Anderson (1992), Robertsen et al. (1994) e Sakai
(1999). Estes autores relataram que a utilizag@o de glucanos para peixes melhorou a atividade
do sistema imune nédo especifico e aumentou a resisténcia contra certos patégenos.

Robertsen et al. (1994) enfatizaram a utilizacdo de B-glucano proveniente da parede
celular da levedura, Saccharomyces cerevisae, na aquicultura, por ser produzido na natureza,
ndo deixar residuo no produto industrializado e por ndo prejudicar a qualidade da agua de
cultivo. Segundo Gannam e Schrock (2001), a estrutura do glucano é muito importante para
sua atividade, sendo que B-glucanos com poucas cadeias laterais possuem atividade limitada.
De acordo com Dugger e Jory (1999), as moléculas lineares como 1,6 -glucano sdo ativas
apenas no final da cadeia, possuindo assim baixa probabilidade de encontrar seu receptor nos

hemdcitos do camardo marinho, Penaeus monodon. De forma oposta, por possuir trés
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ramificagdes do tipo hélice, a molécula 1,3 B-glucano tem alta probabilidade de encontrar o
seu receptor. Qualquer rotacdo que a molécula adquira, sempre localizara o receptor.

Assim, a utilizacdo de extratos de B-glucano com estrutura composta por cadeia
principal com unidades de glicose possuindo ligacdo 3 1-6 e cadeias laterais com ligacdes 3
1-3 estimula os mecanismos de defesa ndo especifico dos animais, incluindo os peixes
(Robertsen et al., 1990; Figueras et al., 1998). A extracdo e a purificacdo desses extratos sdo
procedimentos que demandam cuidados, podendo proporcionar maior ou menor grau de
eficiéncia do produto. A dificuldade consiste na retirada da manano proteina que envolve a
celula de levedura e que esta ligada covalentemente com o 1,3/1,6 B-glucano (atividade
bioldgica de interesse) sem danifica-lo.

Os imunoestimulantes agem sob diversas maneiras, sendo sua forma de atuacdo néo
muito clara. Vérios fatores afetam a eficicia dos mesmos, sendo a forma de administragdo, o
principal deles. A forma injetavel é mais eficaz do que a administrada via dieta, tornando-se
necessarios estudos que objetivem aumentar a eficiéncia e viabilizar a utilizacdo nesta forma
(Gannam e Schrock, 2001). Sahoo e Mukherjee (2002), avaliando o efeito de dietas contendo
diferentes tipos de imunomoduladores em carpa indiana, Labeo rohita, sobre a infec¢do com
Edwardsiella tarda, sugeriram que a inclusdo desses imunomoduladores, especialmente o 1,3
B-glucano nas dietas para peixes sob condi¢cdes de imunossupressao ou estresse, podem
aumentar a resisténcia contra infeccbes e reduzir a porcentagem de mortalidade.
Corroborando, o uso de imunoestimulantes nas dietas aumentou a resisténcia a doengas em
dourada, linguado, Paralichthys olivaces, e carpa (Couso et al., 2003; Kwak et al., 2003).

Miles et al. (2001) avaliaram cinco imunoestimulantes em dietas para “striped
snakehead”, Channa striata, entre eles o produto comercial Betamak 85 (glucanos e
mananos). Para os pardmetros avaliados (desafio com bactérias, histologia das fibras
musculares e concentracdo de anticorpos) o produto ndo demonstrou melhora em relacéo aos
demais; no entanto, estes autores enfatizaram que estes polissacarideos sdo promissores
imunoestimulantes em dietas para peixes. Igualmente, Burrels et al. (2001) em pesquisa com
salmonideos, suplementaram 0,2% de B-glucanos na dieta e concluiram que este nivel, apesar
de néo significativo, determinou menor mortalidade contra infec¢cdo com Vibrio anguillarum,
quando comparado a dieta controle.

Inicialmente, acreditava-se que o mecanismo de acdo do p-glucano era por meio da
estimulacdo da hematopoiese. Em estudos recentes observaram-se evidéncias de receptores

especificos para P-glucano em macrofagos (Jorgensen e Robertsen, 1995). A literatura
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apresenta evidéncias da existéncia de receptores para 3-glucano em macréfagos de salméo do
Atlantico, no qual, sustenta a regra que os glucanos induzem a defesa anti-bacteriana em
peixes (Engstad e Robertsen, 1993). A proteina receptora da membrana em macréfagos para
1,3 B-glucano também foi descoberta na hemolinfa de crustdceos (Cerenius et al., 1994).
Segundo Secombes e Fletcher (1992), os macrdfagos sao parte integral da resposta imune nao
especifica, reconhecendo e processando o0s antigenos, e ativando os linfocitos. Segundo Raa et
al. (1992), a suplementagcédo com B-glucano em peixes induz a ativagdo dos macrofagos, que
promovem a liberacdo de interleucina do tipo I, a qual estimula a multiplicacdo de linfocitos T
e a producéo de interferon, desencadeando dessa maneira a defesa imune nédo especifica.

O aumento da resposta dos anticorpos em trutas arco-iris alimentadas com B-glucano,
devido a ativacdo/modulacao do sistema complemento pelo -glucano também foi observado
por Verlhac et al. (1998). A ativacdo do sistema complemento em peixes pode causar
destruicdo do microorganismo invasor por meio de lise osmotica (Landolt, 1989).

Chen e Ainsworth (1992) determinaram elevado nivel de anticorpos contra
Edwardsiella ictaluri no plasma de bagre do canal que receberam injecdo de B-glucano
derivado da levedura, em relacdo ao tratamento controle. O objetivo da imunoestimulagdo em
peixes ndo é apenas promover maior eficiéncia da resposta imune para infecgdes contra
agentes patogénicos, mas também reduzir o efeito imunossupressivo do estresse (Anderson,
1992).

As flutuacdes da temperatura da agua afetam predominantemente os peixes cultivados
em relacdo aos peixes que habitam livremente 0s rios e oceanos, uma vez que 0S mesmos nao
podem mover-se livremente na dgua do tanque, a fim de procurar a termoregulacdo em aguas
com temperatura proxima ao conforto térmico (Watts et al., 2001). Segundo Hardie et al.
(1994), baixas temperaturas causam supressdo na producdo de importantes fatores
relacionados ao macrofago (reativos do oxigénio e nitrogénio). Em temperaturas abaixo do
conforto térmico para a espécie, o sistema imune ndo especifico possui maior relevancia no
mecanismo de defesa. Dessa maneira, a suplementacdo de imunoestimulante pode compensar
a supressao, ativando diretamente os macréfagos (Raa, 1996).

Tanto o estresse fisico como o social também sdo capazes de promover alteracdes
imunolégicas nos peixes. Glicocorticéides sdo liberados em respostas a situagdes de estresse,
0S quais aumentam a susceptibilidade dos peixes a doengas por suprimir as funcdes dos
linfocitos, macrdfagos e neutrofilos (Pickering et al., 1982).

A alimentacdo com B-glucanos estimula a imunidade ndo especifica, auxiliando a
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profilaxia em peixes, sendo esta mensurada por meio do aumento da atividade fagocitica,
namero de leucdcitos e relagdo albumina-globulina (A:G). A relacdo A:G é componente de
defesa ndo especifica, podendo assim, ser mensurada. O aumento da porcentagem de
albumina e globulina foi observado em carpas indianas alimentadas com dietas contendo (-
glucano (Misra et al., 2006). Segundo Sahoo e Mukherjee (2001), a reducéo da relagédo A:G
em peixes alimentados com B-glucano pode ser decorrente do aumento de globulinas no soro,
efeito esse, importante para 0 mecanismo de defesa. Por outro lado, Bagni et al. (2000) néo
observaram alteracdo na relacdo albumina-globulina em robalos, Dicentrarchus labrax,
alimentados com ragOes suplementadas com dietas contendo 3-glucano.

Segundo Assem e El-Zaeem (2005), a condicdo de saude e resisténcia dos peixes a
doencas pode ser mensurada indiretamente por parametros imunoldgicos observados em
amostras de sangue. Um desses parametros pode ser a atividade do anticorpo (IgM), segundo
Fjalested et al. (1993). A quantidade de IgM e a concentracdo de proteina plasmatica presente
no sangue podem indicar a condi¢do imune do peixe, uma vez que a IgM é responsavel em
parte pela resposta imune frente a invasdo bacteriana (Magnadottir e Guomundsdottir, 1992).
Em algumas espécies de peixes como o salmdo do Atlantico, alabotes do Atlantico,
Hippoglossus hippoglossus, arinca, Melanogrammus aeglefinus, e o bacalhau do Atlantico, a
IgM pode corresponder a 2,0; 8,0; 13,0 e 20,0% da proteina plasmatica, respectivamente
(Magnadottir, 1998).

A distribuicdo de 1,3 B-glucano marcado radioativamente sugeriu, segundo
Ingebrigtsen et al. (1993), que a administracdo regular de B-glucano mantém a presenca do
mesmo nos tecidos, permitindo assim, maior periodo de administracdo do imunoestimulante
em dietas para peixes. Por outro lado, segundo Matsuo e Miyazano (1993), o efeito da
administracdo de glucanos nas dietas por longos periodos de tempo néo foi esclarecido ainda,
necessitando maior estudo. Desta maneira, esses mesmos autores demonstraram que trutas
arco-iris alimentadas com peptideoglucano por 56 dias ndo demonstraram protecdo quando
desafiadas com Vibrio anguillarum, enquanto que as alimentadas por 28 dias e desafiadas da
mesma forma apresentaram maior protecéo.

O uso profilatico de 1,3 B-glucano para bagre do canal foi proposto por Chen e
Ainsworth (1992). Santarém et al. (1997) demonstraram que para “turbot”, Scophthalmus
maximus L., a inclusdo de B-glucano aumentou a atividade respiratoria dos leucocitos e a
atividade da lisozima, quando comparados com o controle.

A secrecdo de componentes do sistema complemento e a atividade da lisozima estéo
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associadas ao aumento de fagocitose em mamiferos. Tal fato foi também demonstrado para o
“yellowtail”, Seriola quinqueradiata, depois da estimulagcdo com 1,3 B-glucano (Matsuyama
et al., 1992). A intensidade da atividade da lisozima € influenciada inter e intraespécie,
conforme demonstrada em diversos estudo para peixes (Fletcher e White, 1973; Grinde et al.,
1988;Lie et al., 1989). Diferenca nos métodos analiticos utilizados e a genética também
contribuem para variabilidade desse parametro. Assim, segundo Bagni et al. (2000), mesmo
que a atividade da lisozima aumente e sofra variagdo quando da utilizacdo de
imunoestimulante na dieta, este parametro pode ser considerado imunocompetente.

Em peixes a fagocitose é reconhecida como importante elemento de defesa contra
microorganismos (Oliver et al., 1986), sendo que a inclusdo de glucano na dieta eleva a
atividade fagocitica, bem como a freqliéncia respiratoria das células, independentemente da
dose de glucano administrada.

Secombes e Fletcher (1992) afirmaram que a freqléncia respiratoria € o principal
mecanismo bactericida de fagdcitos em peixes. Jeney et al. (1997) demonstraram que a
atividade respiratdria dos leucdcitos foi detectada pela reducdo de ferrocitocromo C, no grupo
controle e no tratamento com maior nivel de inclusdo de B-glucano (1,0%) esta atividade foi
inibida, o que ndo ocorreu em niveis intermediarios.

A literatura evidencia também que o sistema complemento, por meio de sua via
alternativa, € bom indicador da resisténcia a doencas em peixes (Li e Lovell, 1985; Rotllant et
al., 1997); porém, poucos estudos descrevem o efeito da suplementacéo de -glucano na dieta
de peixes sobre a atividade desse sistema. Bagni et al. (2000) observaram aumento
significativo da atividade do complemento no plasma de robalo, arragoados com dietas
suplementadas com imunoestimulantes; porém, ndo conseguiram determinar o efeito
especifico de cada imunoestimulante. Por outro lado, Baulny et al. (1996) demonstraram em
“turbot”, que a utilizacdo por longo periodo de B-glucano na dieta ndo influenciou a atividade
do complemento no plasma.

Sung e Hsieh (1994) com a finalidade de testar a acdo do 1,3 B-glucano em pos-larvas
de camardes marinhos por meio de imerséo, observaram que a concentragdo maior que 0,5 ppt
foi significativa para a protegdo sobre os agentes patdgenos. Modifica¢Bes nos tecidos foram
observadas nos camardes marinhos, caracteristicas similares a efeitos toxicos. Entretanto,
segundo estes mesmos autores, a toxicidade pelo B-glucano ndo foi ainda reportada. A
inclusdo de altas doses de P-glucano em dietas para peixes pode causar reacdo de

hipersensibilidade. Poucos estudos foram feitos para demonstrar tal fato, mas segundo Jeney
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et al. (1997) isto pode acontecer.

Segundo Dugger e Jory (1999), em hemdcitos de camardo, Penaeus monodon, o 1,3 8-
glucano possui a habilidade de ativar e sintetizar varios mecanismos podendo agir como
antibiotico natural, antifungico e antiviral, estimulando a producdo de hemdcitos, aumentando
a capacidade de cicatrizacdo, coagulacéo e principalmente como mais um fator para amenizar
os efeitos causados pelo estresse. Chang et al. (2003) utilizando a mesma espécie de camarao,
demonstraram que a suplementacdo de -glucano na dieta na concentracdo de 10g/kg durante
20 dias aumentou significativamente a sobrevivéncia quando do desafio com o virus da
sindrome da mancha branca, “White Spot Syndrome Virus”-WSSV.

Sung e Hsieh (1994), em experimento realizado com camardes marinhos, Penaeus
monodon, encontraram alta porcentagem de sobrevivéncia dos mesmos contra Vibrio
vulnificus durante os 18 dias de desafio, quando alimentados com 1,3 B-glucano em relacéo a
dieta controle, ausente da suplementagdo do 1,3 pB-glucano. Alta porcentagem de
sobrevivéncia em camardes marinhos também foi descrita (Dugger e Jory, 1999) ap6s uma
Unica imersdo em solucdo contendo 1,3 B-glucano, quando desafiados com bactérias. A
mortalidade teve inicio apos 60 dias do tratamento.

Sahoo e Mukherjee (2001) em pesquisa com a carpa indiana determinaram efeito
significativo para protecdo contra Aeromonas hydrophila quando alimentadas por sete dias
com dietas suplementadas com 0,1% de B-glucano em comparacdo ao controle sem
suplementacdo. Segundo Robertsen et al. (1994), o aumento da resisténcia contra bactérias
patogenas em peixes alimentados com (-glucanos € explicado, em parte, pelo aumento da
atividade fagocitica dos macrofagos.

Raa et al. (1992) conduzindo experimento com salmdo do Atlantico, observaram que a
administracao oral de B-glucano promoveu aumento da protecdo contra V. anguillarum e V.
salmonicida. Baulny et al. (1996) também determinaram efeito significativo contra estes
mesmos patdgenos em “turbot”.

O uso de injecdo intraperitoneal de B-glucano mostrou efeito significativo no sistema
imune n&o-especifico em peixes desafiados com V. anguillarum comparados com V.
salmonicida ou Yersinia ruckeri. p-glucano injetado em altas doses (100,0 mg/kg de peixe)
ndo promoveu prote¢cdo na primeira semana, mas apenas nas Ultimas trés semanas. Baixas
doses (2,0 a 10,0 mg/kg de peixe) promoveram maxima protecdo ja na primeira semana,
declinando no decorrer das semanas subsequentes (Robertsen et al., 1990).

Figueras et al. (1998) testando a inter-relacdo e a influéncia da seqiéncia de
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administracdo de B-glucano e vacina para Vibrio damsela na resposta imune para o “turbot”,
observaram aumento significativo da resposta imune ndo-especifica contra a bactéria quando
0 peixe recebeu B-glucano ao mesmo tempo que sofreu a vacinagdo ou apds a mesma,
comparado com a administracdo antes da vacinacdo. Moyner et al. (1993) observaram em
salmao do Atlantico infectado com A. salmonicida 0 aumento da atividade da lisozima quatro
dias apds a administracdo de B-glucano, alcancando o pico de sua atividade nove dias apos a
administracao.

Segundo Dugger e Jory (1999), acredita-se que para camardes marinhos a
administracdo de 1,3 B-glucano duas vezes por semana seja suficiente para manter Otima
ativacdo das células do sistema imune ndo-especifico. Esses autores recomendaram estudos
para determinar a dose necessaria e o tempo de administracdo do produto. Gannam e Schrock
(2001) também sugeriram a necessidade de determinacdo do melhor nivel de suplementacédo
de B-glucano em dietas para peixes e 0 periodo de administracdo deste imunoestimulante.

Neste sentido, Misra et al. (2006) avaliaram o efeito da administracdo de B-glucano
por 56 dias, nas concentracdes de 0,0; 100,0; 250,0; e 500,0 mg/kg da dieta em juvenis de
carpa indiana, para posteriormente serem desafiados com Aeromonas hydrophila e
Edwardsiella tarda. Observaram que os parametros imunolégicos como a atividade do
macrofago, lisozima e sistema complemento aumentaram atingindo pico aos 42 dias de
alimentacéo, sendo o nivel de 250,0 mg/kg o que promoveu melhor resposta e o recomendado
pelos autores para melhora do sistema imunoldgico, crescimento e sobrevivéncia.

O efeito da suplementagdo de B-glucano em dietas para peixes também pode
influenciar o ganho de peso. Segundo Lopez et al. (2003), o B-glucano é degradado no trato
digestorio por glucanases para a producdo de energia, permitindo assim, o uso eficiente de
proteinas para o crescimento muscular. Corroborando, Misra et al. (2006) observaram efeito
significativo da suplementacdo de B-glucano em relacdo a dieta controle (ausente de
suplementacdo), independentemente do nivel suplementado no ganho de peso para carpa
indiana. Igualmente, o aumento no ganho de peso e a melhora na eficiéncia alimentar em
peixes também foram relatadas (Cook et al., 2003; Jaramillo e Gatlin 2004). Entretanto, por
serem contraditorias as informacGes sobre o uso de B-glucano em peixes por periodos
prolongados, questdes como o uso de imunoestimulante visando o aumento do ganho de peso
permanecem em aberto, em funcdo do risco de imunossupressdo com aumento da
susceptibilidade a doencas (Misra et al., 2006).

A nutricdo e o uso de imunoestimulantes possuem efeito sinérgico, promovendo
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reducdo dos efeitos do estresse na aquicultura. A vitamina C ndo é considerada estritamente
um imunoestimulante, porém fornece substratos e participa como cofator necessario para o
bom funcionamento do sistema imune antes e durante situacdes de estresse. O efeito do
estresse no sistema imune de peixes tem sido amplamente estudado, segundo Barton e lwama
(1991), tendo este complexo mecanismo de atuagao no sistema imune.

O principal modo de acdo sobre a diminuicdo da resisténcia a doengas nos peixes esta
relacionado ao numero de linfécitos, atividade dos macrofagos e sobre a producdo de
anticorpos (Pickering, 1987). Desta maneira, Verlhac et al. (1996), avaliando a combinagéo
entre glucanos e doses de vitamina C (150,0; 1000,0 e 4000,0 mg/kg da dieta) em dietas para
truta arco-iris, concluiram que estes microingredientes se apresentaram como
imunoestimulantes, melhorando alguns parametros imunologicos especificos e néo
especificos. Estes autores ressaltaram a importancia da utilizacdo destes microingredientes
como método profilatico em dietas para trutas. Verlhac et al. (1998) avaliando igualmente a
combinacdo entre B-glucano e vitamina C (150,0 e 1000,0 mg/kg da dieta) em dietas para
truta arco-iris, observaram efeito significativo da interacdo para o aumento dos mecanismos
de defesa especifico e ndo especifico.

O efeito sinérgico da utilizagdo de B-glucano, vitamina C e a-tocoferol por longo
periodo (40 semanas) em dietas foi observado no sistema imunoldgico do robalo.
Determinou-se aumento significativo da atividade do sistema complemento e da lisozima nos
peixes que receberam dieta contendo 2,0% de B-glucano e 500,0 ppm de vitamina C e a-
tocoferol em comparacéo ao tratamento controle (100,0 ppm de vitamina C e 200,0 ppm a-
tocoferol) (Bagni et al., 2000).

Lopez et al. (2003), avaliando o efeito da suplementacdo de diferentes niveis de B-
glucano e vitamina C para o camardo marinho, Litopenaeus vannamei, em resposta ao
estresse, observaram aumento da resisténcia, ressaltando que tanto o B-glucano quanto a
vitamina C agem por meio de diferentes vias em resposta ao estresse. A administracao
continua de B-glucano por longo periodo (40 dias) promoveu fadiga no sistema imune, como
resultado do estado de alerta intermitente (Chang et al., 2000). Em contraste, a vitamina C
administrada constantemente ndo se mostrou prejudicial para o camardo marinho. Desta
maneira, os autores afirmaram que a administragéo de dietas contendo -glucano e vitamina C
devem ser administradas por periodos reduzidos.

Castro et al. (2006) relataram efeito sinérgico in vitro da suplementacdo de B-glucano

e 0 polissacarideo extraido de algas marinhas, Ulva rigida, sobre a atividade respiratéria de
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leucacitos. Inferiram os autores que a resposta induzida pelo B-glucano é alta e répida,
podendo levar a exaustdo do sistema imune em concentracdes elevadas e a, do extrato, é em
menor intensidade e dura mais tempo, quando ambos imunoestimulantes foram testados
separadamente. Entretanto, quando administrados juntos o efeito foi intenso e prolongado,

sugerindo que a atividade respiratdria se deu por diferentes vias.
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4. VITAMINA C

Algumas espécies animais, dentre essas a maioria dos peixes, ndo sintetizam o acido
ascorbico, vitamina C, em fungdo da auséncia da enzima L-gulonolactona oxidase para sua
sintese a partir da glucose (Lehninger et al., 1995; Dabrowski e Moreau, 1996). Em funcao
dessa caracteristica essa vitamina deve ser fornecida via racdo em quantidades adequadas para
suprir as necessidades metabdlicas da espécie.

A vitamina C na sua forma natural, acido ascoérbico, é facilmente oxidada passando
para a forma do acido dehidroascérbico. Este composto por sua vez ndo possui grande
afinidade para ser absorvido, podendo ser excretado e/ou oxidado, perdendo sua atividade
(Buddington et al., 1993).

Visando melhorar a estabilidade da vitamina C, esta pode ser quimica ou
biologicamente alterada, podendo ser associada a outros elementos como, por exemplo, 0
fosfato, sulfato, sdédio, magnésio, gorduras e etilcelulose, proporcionando protecdo ao acido
ascorbico cristalino no interior da vitamina (Li e Robinson, 2001). Assim, diferentes formas
de acido ascorbico protegido foram desenvolvidas, sendo a mais utilizada o &cido ascorbico
polifosfatado (APP), origindrio da combinagdo dos grupamentos fosfatos com a cadeia
carbonica da vitamina (Tolbert et al., 1975).

Diversas fungdes dessa vitamina hidrossoluvel podem ser destacadas, dentre as quais:
forte agente redutor em diversas reacGes metabodlicas; age poupando as vitaminas
lipossollveis A, E e algumas do complexo B, protegendo-as da oxidacdo; € necessaria para a
formacdo do colageno, sendo que nos tecidos conectivos como 0ssos, cartilagens, dentina e
dermes, exerce importancia na formagdo da matriz organica e, portanto, na manutencdo do
tecido conjuntivo e processo de cicatrizagcdo. Segundo Barros et al. (2006), a vitamina C é
fundamental para a manutencdo da integridade de vasos sanguineos, no processo de
cicatrizacao e na formacéo dos arcos branquiais.

Outras funcdes também estdo descritas na literatura para a vitamina C. Lovell (1998)
ressaltou a importancia dessa vitamina na conversdo do acido folico para acido folinico e sua
atuacdo no metabolismo da tirosina. Esta vitamina promove também a sintese de carnitina a
partir da lisina e da metionina (Miyasaki et al., 1995). Panush e Delafuente (1985)
enfatizaram que a vitamina C possui habilidade de minimizar a quantidade de radicais livres
decorrentes da respiracdo celular, evitando em parte a desestabilizacdo da membrana lipidica,
importante para o funcionamento do sistema imune. Estudos também demonstraram que o

acido ascorbico influéncia na absorcéo, metabolismo e excre¢do de varios elementos minerais,
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dentre os quais se destaca o ferro (Halver, 1985). A vitamina C atua como agente redutor
transformando o fon ferro do estado férrico (Fe**) para a forma absorvivel, ferroso (Fe*"),
liberando-o da proteina transportadora transferrina e da armazenadora, ferritina.

Os principais tecidos que armazenam &cido ascorbico nos peixes sdo: figado, sangue,
rim e pele (Halver, 1972). Segundo Hilton et al. (1978), a concentracdo dessa vitamina é
influenciada diretamente pela concentracdo na dieta.

A exigéncia de vitamina C varia entre as espécies e também dentro da propria espécie.
A linhagem, o tamanho e a idade também podem afetar a exigéncia. Pode-se acrescentar,
ainda, o sistema de criacdo adotado. A literatura apresenta valores de exigéncia para varias
espécies, que foram determinados objetivando o maximo desempenho produtivo e o
aparecimento de sinais clinicos de deficiéncia (Li e Robinson, 2001). Para a espécie em
estudo, a tilapia do Nilo, Soliman et al. (1994) determinaram que a mesma necessita de 125,0
mg de vitamina C/kg da dieta para proporcionar o maximo desempenho.

Diversos sinais clinicos, consequiéncia da auséncia ou insuficiéncia de suplementacao
do acido ascorbico, estdo descritos na literatura, em funcdo da ampla participacdo metabdlica
dessa vitamina. Pode-se relatar lordose, escoliose, hemorragias, perda do apetite, exoftalmia,
reducdo na porcentagem de hematdcrito, reducdo na concentracdo de colageno nos 0ssos,
perda de escamas, deformidades operculares e de branquias, cicatrizagdo deficiente, prejuizo
no metabolismo do ferro e anemia microcitica hipocromica em diversas espécies de peixes
(Halver et al., 1969; Wilson e Poe, 1973; Lim e Lovell, 1978; Agrawal e Mahajan, 1980;
Shiau e Jan, 1992; Abdelghany, 1996; Hilton et al., 1978; Lim et al., 2000; Barros et al.,
2002).

Com a intensificacdo na producdo e o constante estresse que 0s peixes Sa0 expostos,
deve-se ressaltar a importancia de se estudar quais as reais necessidades nutricionais para o
enfrentamento desta condicao inevitavel de estresse. ModificacBes consideradas discretas na
formulacdo das dietas podem ndo causar sinais visiveis de alteracdes; porém, podem
influenciar a resisténcia a doencas e colocar os peixes em condicdo de deficiéncia marginal
uma vez que, estes se apresentam aparentemente saudaveis; porém, se desafiados, podem néo
resistir. Essa condi¢do de limite é considerada a mais arriscada para 0 sucesso da producéo.
Freqlientemente, é dificil diagnosticar a causa de deficiéncias nutricionais, porque a exigéncia
quantitativa dos nutrientes foi determinada, especificamente, para crescimento (Barros et al.,
2006).

Corroborando, a capacidade dessa vitamina de melhorar a condicdo de salude do peixe,

influenciando o sistema imune e a resisténcia a doencas, quando suplementada em niveis
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acima da exigéncia para 0 maximo desempenho produtivo vem sendo amplamente
reconhecida (Gatlin, 2002). Concentrag¢fes de vitamina C maiores do que as necessarias para
proporcionar desempenho normal em bagre do canal, vém sendo recomendadas para
prevencdo de infecgdes bacterianas (Durve e Lovell, 1982; Li e Lovell, 1985).

Kitabchi (1967) descreveu que altos niveis de acido ascorbico tém efeito inibitorio na
sintese de esteroides pela prevencdo da conversao de acidos graxos insaturados em ésteres de
colesterol, os quais sdo incorporados nos hormonios esterdides. O autor também inferiu que o
aumento da reserva de &cido ascorbico no peixe, preveniria a severidade da resposta ao
estresse. Estudos indicam também que a suplementacdo dessa vitamina em altos niveis pode
ter efeito benéfico ndo s6 na prevencdo de doencas em peixes saudaveis, como também no
aumento da resisténcia a infecgdes em peixes ja imunocomprometidos (Pezzato et al., 2004).

Entretanto, resultados de pesquisas sobre o efeito da vitamina C em promover melhor
resisténcia a doencas ainda sdo contraditérios em peixes. Nesse sentido, Navarre e Halver
(1989) observaram aumento da resisténcia contra Vibrio anguillarum em trutas arco-iris
alimentadas com dietas suplementadas com vitamina C (500; 1000 e 2000 mg/kg da dieta) em
relacdo ao tratamento ausente de suplementacdo; porém, ndo houve diferenca significativa
entre os niveis suplementados. Resultado semelhante foi encontrado para salméo do Atlantico
desafiado com Aeromonas salmonicida (Hardie et al., 1991; Waagbo et al., 1993). De forma
oposta, estudos demonstraram que nao héa efeito significativo da suplementacdo com altas
doses de vitamina C na melhora da resisténcia do salmdo do Atlantico infectado com
Aeromonas salmonicida ou Vibrio anguillarum (Erdal et al., 1991).

Liu et al. (1989) testando o efeito de megadoses de vitamina C sobre a resposta
imunoldgica em bagre do canal, ndo observaram efeito significativo sobre a atividade do
complemento e anticorpos. Porém, peixes que receberam 1000 mg de vitamina C/kg da dieta
demonstraram resisténcia contra Edwardsiella ictaluri.

Segundo Eichbaum et al. (1977) e Navarre e Halver (1989), peixes com alta
concentracdo de &cido ascorbico nos tecidos apresentam melhor tolerdncia a poluicdo
ambiental e melhor resisténcia a infeccdes por bactérias. Li e Lovell (1985) enfatizaram que
dietas contendo megadoses de acido ascorbico (3000 mg de vitamina C/kg da dieta) ndo
aumentaram a atividade fagocitica, mas proporcionaram aumento significativo da producéo de
anticorpos e da atividade do sistema complemento dos peixes. Corroborando, Waagbo et al.
(1993) ressaltaram que a suplementacao de mega dose de vitamina C em salmao do Atléantico
interferiu na fase de controle inicial da producédo de anticorpos pela estimulagéo de linfocitos

e aumento da resposta da via alternativa do sistema complemento.
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Roberts et al. (1995) demonstraram que o linguado alimentado com dietas contendo
niveis de 300; 1000 ou 2000 mg de ascorbato-calcio/kg da dieta tem a capacidade fagocitéria
das células dos rins e figado positivamente correlacionadas com a concentracdo de vitamina
C. Determinaram, também, que a proteina plasmatica total e a contagem diferencial de
leucdcitos ndo foram influenciadas pelos diferentes niveis de suplementacao.

Verlhac e Gabaudan (1994) descreveram a acdo da vitamina C nas func@es imunes por
meio da protecdo contra radicais livres, associados a atividade respiratdria dos macréfagos,
quimiotaxia, sintese de anticorpos e interferon. Houve auxilio, ainda, na manutengdo da
integridade das células imune protegendo-as da oxidacdo, sendo que altas quantidades desta
vitamina sdo estocadas dentro dessas células e que, a deficiéncia determina diminuicdo das
funcBes imune e aumento da susceptibilidade a infeccdo bacteriana.

A suplementacdo com vitamina C na dieta acima do recomendado contribuiu para a
eficacia da vacina contra Flavobacterium columnare na tilapia do Nilo, reduzindo o estresse e
potencializando os mecanismos de defesa organica (Pilarski, 2006). Li et al. (1998) nédo
observaram diferencas significativas na produgéo de anticorpos em bagre do canal infectados
por Edwardsiella ictaluri e arragoados com dietas suplementadas com 3 a 256 mg de vitamina
C/kg da dieta.

Lall et al. (1990) ndo encontraram melhora na resisténcia a doenca e na producao de
anticorpos para o salmdo do Atlantico infectado com Aeromonas salmonicida ou Vibrio
anguillaram quando receberam doses elevadas de acido L-ascorbico cristalino (2980 mg de
vitamina C/kg da dieta). Entretanto, Shanks et al. (1991), trabalhando com salmao “coho”,
alimentados com dietas suplementadas com niveis de vitamina C acima do recomendado,
observaram diminuicdo das infeccOes bacterianas e aumento do valor percentual do
hematocrito.

Dietas suplementadas com niveis acima do recomendado de vitamina C para o ciclideo
mexicano, Cichlasoma urophthalmus, mostraram efeito significativo para manter a boa salde
e prevenir doencas, sendo o nivel minimo encontrado de 110 mg de vitamina C/kg da dieta
(Martinez, 1990).

Experimentos realizados com juvenis de pacu, Piaractus mesopotamicus, alimentados
com dietas suplementadas com vitamina C demonstraram aceleracdo no processo de
cicatrizagdo (Petric, 2000). Jauncey et al. (1985) testaram trés niveis de suplementacdo de
acido ascorbico (0; 125 e 400 mg de vitamina C/100 g da dieta), em relacdo a cicatrizacéo de
ferimento na musculatura da tilapia do Nilo. Observaram processo de cicatriza¢do acelerado

nos peixes que receberam suplementacdo recomendada e acima desta, em relacdo aos peixes
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que receberam suplementacdo abaixo do recomendado.

O uso de parametros hematoldgicos, como indicadores de saude, foi proposto por
Hesser (1960). Porém, esta técnica tem sido modestamente, utilizada em sistemas de
producdo. Contudo, Ranzani-Paiva et al. (2004), ressaltaram que, avaliagbes sanguineas
relacionadas a respostas fisiologicas dos peixes, tém sido freqlientemente adotadas por
pesquisadores.

Johnson e Ainsworth (1991) ndo observaram diferencas significativas na quantidade
de neutrdfilos e na porcentagem de fagocitose no rim anterior de bagre do canal arragoados
com dietas suplementadas com 100 ou 1000 mg de vitamina C/kg. Sato et al. (1978)
avaliaram os pardmetros hematoldgicos da carpa comum, comparando a suplementacdo de
2000 mg de vitamina C/kg da dieta com a auséncia, sendo que nédo foi observada diferenca
significativa. Barros et al. (2002) observaram que existiu influéncia do nivel de vitamina C no
aumento da porcentagem de hematocrito, sendo o valor deste incrementado com o aumento
do nivel dessa vitamina. Observaram, porém, que esse aumento ocorreu em virtude do maior
volume corpuscular médio das células, demonstrando que doses elevadas de vitamina C
promoveram a liberagdo de células imaturas para a circulacdo. Os autores, entretanto, ndo
determinaram efeito significativo nos valores de eritrécitos, hemoglobina e proteina
plasmatica total, enfatizando a necessidade de novas pesquisas que possam esclarecer melhor
a acdo dessa vitamina sobre as caracteristicas hematoldgicas da tilapia do Nilo.

A influéncia da suplementacdo acima do recomendado para truta arco-iris e salméo do
Atlantico sobre o nimero total de leucdcitos foi demonstrado por Verlhac e Gabaudan (1994).
Peixes que receberam dietas suplementadas com 1000 mg de vitamina C/kg de dieta tiveram
aumento significativo das células brancas em relacdo aos peixes que receberam 60 mg de
vitamina C/kg da dieta. Segundo Lim et al. (2005), dietas suplementadas com niveis elevados
dessa vitamina tém sido utilizadas para aumentar a resposta imune e a resisténcia a doencas
em salmonideos.

A literatura relata também a inter-relacdo da vitamina C com minerais, vitaminas e
imunoestimulantes (Li e Robinson, 2001). Lim et al. (2000) observaram interacdo
significativa entre o acido ascérbico e o mineral ferro para alguns parametros sanguineos
como numero total de leucdcitos, eritrdcitos, porcentagem de hematdcrito e taxa de
hemoglobina. Foi ainda relatada interacdo significativa para a porcentagem de sobrevivéncia,
com efeito estimulador na quimiotaxia dos macrofagos quando da suplementagdo com niveis
elevados de vitamina C. Barros et al. (2002) avaliaram os efeitos dos niveis de vitamina C
(125; 375 e 1115 mg de vitamina C/kg da dieta) e niveis de ferro (30; 90 e 270 mg/kg da
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dieta) em dietas purificadas a base de albumina e gelatina para tilapia do Nilo, por 73 dias.
N&o observaram inter-relacdo significativa da vitamina C e ferro nos parametros de
desempenho produtivos e hematoldgicos.

A inter-relagéo entre a vitamina C e o acido folico também foi demonstrada para o
bagre do canal, sendo que a suplementacgéo dietaria com niveis elevados (200 mg de vitamina
C/kg e 4 mg de &cido folico/kg) proporcionaram méaxima sobrevivéncia e producdo de
anticorpos quando desafiados com a bactéria Edwardsiella ictaluri (Duncan e Lovell, 1994).
Wahli et al. (1998) estudaram o efeito da suplementacdo de vitamina C e E sobre o sistema
imune ndo especifico de trutas arco-iris, e observaram que altos niveis dessas vitaminas (2000
mg de vitamina C/kg da dieta e 800 mg de a-tocoferol/kg da dieta) proporcionaram inter-
relacdo significativa, estimulando a proliferacdo de linfocitos e aumentando a atividade
respiratéria dos macréfagos. Os autores também relataram significativa sobrevivéncia quando
infectados com o virus da septicemia hemorragica.

Outro aspecto interessante relacionando a inter-relacdo dessas vitaminas antioxidantes
envolve o mecanismo de defesa do sistema imune, mais precisamente 0 sistema
complemento. Segundo Blazer (1992), as concentragdes dietéticas de vitamina C superiores as
recomendadas para 0 maximo crescimento podem aumentar a resisténcia a infeccdes e este
aumento ocorre principalmente devido ao efeito benéfico sobre o sistema imune néo
especifico, como a fagocitose e a atividade do complemento.

Desta forma, Ortuno et al. (2000) sugeriram que o0 adequado balanco da
suplementacdo de vitamina C e E influencia na protecdo contra oxidacdo dos fatores do
complemento, aumentando dessa maneira, a atividade desse sistema. Igualmente, Chen et al.
(2004) inferiram que a atividade do sistema complemento pela via alternativa esta

correlacionada com a concentracao de vitamina C nos tecidos.
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5. ESTRESSE EM PEIXES

Em animais vertebrados, estresse é definido como estagio ou condicdo na qual a
homeostase do animal é alterada como resultado de acéo externa denominada agente estressor
(Reddy e Leatherland, 1998). Segundo Jobling (1994), os sistemas fisiologicos dos peixes
podem ser desafiados ou estressados por varios fatores. O termo estressor pode ser utilizado
para descrever esses fatores se o desafio for suficientemente severo para determinar a resposta
fisiologica compensatdria. Essa resposta € considerada reacdo adaptativa que melhora a
chance de sobrevivéncia diante de situagcdo nociva ou desafiadora.

A exposicdo ao agente estressor resulta em ajustes imediatos desencadeados nos
diversos niveis da organizagdo metabdlica, iniciando predominantemente com mudangas no
comportamento. Esses ajustes tém custo energético e buscam minimizar os efeitos organicos
impostos pelo agente estressor (Val et al., 2005).

Em resposta ao agente estressor 0 organismo promove cascata de eventos para tentar
manter a homeostase. Segundo Pickering (1981), as respostas ao estresse podem ser
classificadas em priméria (aguda), secundéria (crénica) e terciaria (cronica prolongada). A
resposta priméaria envolve a ativacdo do sistema neuroenddcrino, com a liberacdo das
catecolaminas e o aumento da liberacdo, pelo eixo hipotalamo-hipofise-interrenal (HPI), do
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e dos hormdnios corticdides. A resposta secundaria
inclui mudancas fisioldgicas em decorréncia da liberacdo dos hormoénios como aumento da
pressdo sanguinea, maior oxigenacdo e mobilizagdo das reservas de energia. Em decorréncia
desses fatores, a resposta terciaria envolve todo o organismo animal, onde o crescimento, a
reproducéo e o sistema imune sao comprometidos (Wedemeyer et al., 1990). Segundo Val et
al. (2005), a fase de desenvolvimento do peixe e a dieta podem interferir nas respostas
secundarias.

Essa descricdo foi também apresentada por outros autores. Donaldson (1981) relatou
que a ativacdo do sistema neuroenddcrino em peixes dispara o “gatilho” que libera as
catecolaminas e 0os hormonios corticosteroides. 1sso determina a mobilizacdo de carboidratos
e lipideos de reserva, além de estimular a producdo de energia via gliconeogénese (Suarez e
Mommesen, 1988). Segundo Barton e lwama (1991), mudancas nos niveis de catecolaminas,
horménios corticosterdides e nutrientes no sangue podem ser utilizadas para monitorar
respostas ao estresse.

O elevado nivel de cortisol plasmatico em peixes submetidos a estresse ocasiona a

gliconeogénese que, por sua vez, estimula a mobilizacdo de aminoacidos e lipideos para
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servirem de substrato para a producédo de energia (Vijayan et al., 1994). Esta redistribuicdo de
energia confirma indiretamente a influéncia sobre a taxa de crescimento dos peixes e o fator
de condicdo (Pickering e Duston, 1983; Barton et al., 1987; Foo e Lam, 1993).

Segundo Fryer e Peter (1977), falhas na resposta do cortisol podem ocorrer devido ao
“feedback” negativo do hormoénio no hipotdlamo, o qual suprime o hormonio
adrenocorticotrofico. Laidley et al. (1988) ressaltaram que em situacdes onde 0s peixes sdo
submetidos a estresse cronico, o nivel de cortisol ndo sofre necessariamente alteracéo.

Wedemeyer et al. (1990) descreveram que niveis plasmaticos de cortisol aumentam
ap6s alguns minutos em situagBes de estresse agudo, retornando aos niveis basais em uma
hora. O mesmo ndo ocorre quando o peixe sofre estresse crénico, sendo que o nivel de
cortisol permanece elevado por longo periodo. Outra forma de se avaliar a intensidade do
estresse usualmente utilizada em peixes € por meio da determinacdo do nivel de glicose no
sangue. Este parametro é de simples determinacdo e de baixo custo, sendo bom indicador da
resposta secundaria do peixe ao estresse.

Vijayan e Leatherland (1989) demonstraram com salmdo “coho”, que o cortisol
diminui os niveis de reservas de carboidrato, particularmente os estoques de glicogénio
hepético. Estas reservas sao de extrema importancia para suprir as necessidades de energia em
situacOes de estresse. Desta maneira, é de fundamental importancia que o peixe esteja com
boas reservas para suportar curto periodo de estresse, como durante o inverno, quando a
temperatura da agua sofre mudancas bruscas. Talbot (1993) destacou a importancia dos
constituintes das dietas para peixes, uma vez que esses podem influenciar o nivel plasmatico
desses hormonios e das enzimas do metabolismo intermediério.

Peixes submetidos a situagdes de estresse possuem menor resisténcia a doengas, em
decorréncia da imunossupressao exercida pelos agentes estressores (Pickering e Duston, 1983;
Maule et al., 1989). Woo et al. (1987) demonstraram que trutas arco-iris implantadas com
cortisol sdo mais suscetiveis ao parasito Cryptobia salmositica e liberaram menos anticorpos
em relacdo ao tratamento controle. Pickering e Pottinger (1985) observaram linfocitopenia em
trutas marrom que possuiam altos niveis de cortisol. O mesmo foi observado em bagre do
canal com elevacdo cronica de cortisol (Ellsaesser e Clem, 1987).

Em sistemas de producdo intensivo o estresse causado por fatores ambientais ocorre
paralelamente durante a producdo, tornando-se estresse cronico. Este estado leva a continua
perda da homeostase fisioldgica, com reducdo do crescimento e da capacidade reprodutiva,
além da supressao do sistema imune, tornando o peixe susceptivel a doencas e ao aumento da

mortalidade (Wendelaar-Bonga, 1997; Van Weerd e Komen, 1998). Com a intensificacdo da
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criacdo de peixes, diferentes fatores estressores se apresentam; dessa maneira, € essencial que
o sistema imune funcione adequadamente para garantir a satde e as condices fisioldgicas dos
peixes cultivados (Urbinati e Carneiro, 2004).

Segundo Nagae et al. (1994), as imunoglobulinas (IgM) participam de forma
importante na resposta do sistema imunologico, neutralizando as bactérias e tornando-as mais
suscetiveis a fagocitose. A concentracdo de IgM plasmatica diminuiu significamente em
salmé@o “masu”, Oncorhynchus masou, quando da administracdo de cortisol, reforcando a
hipotese de que o aumento da suscetibilidade & infeccdo em peixes submetidos a estresse €
consequéncia do efeito do cortisol sobre a producéo de IgM.

Macré6fagos em peixes realizam a fagocitose, liberam citocinas e fazem a apresentacédo
do antigeno para o linfocito. A modulacdo da atividade destas funcGes pode afetar a
imunocompeténcia e, por consequente, tornar o peixe suscetivel a doengas (MacArthur e
Fletcher, 1985). Narnaware et al. (1994) demonstraram que estresse agudo pode levar a
supressdo da atividade do macréfago no rim e no baco de truta arco-iris, em virtude da
liberagdo de altos niveis de catecolaminas e cortisol.

Segundo Urbinati e Carneiro (2004), ocorrem intensas interacbes entre o sistema
enddcrino, envolvido nas respostas de estresse, e o sistema imunoldgico, envolvido na
protecdo e resisténcia organica dos peixes. Em situacdes de estresse outros hormonios ndo
corticdides também sofrem alteracbes, tais como horménio do crescimento, prolactina,
triiodotironina (T3) e tetraiodotironina (T4). Estas alteracdes ainda ndo estdo claramente
elucidadas. Pesquisas demonstraram inconsisténcia de resultados, ndo tendo sindo
determinada a verdadeira razao para tal alteracdo, ou seja, se ocorreu por causa do alto nivel
de cortisol ou em virtude da alteragdo do metabolismo intermediério (Reddy e Leatherland,
1998).

Peixes submetidos a estresses ambientais por longo periodo podem morrer ou se
adaptar, quando os niveis de cortisol e ACTH retornam proximos aos do periodo pré-estresse,
podendo permanecer desta maneira durante dias ou até meses (Schreck, 1981). Esta
possibilidade de adaptacdo em relacdo a performance pode levar o peixe a duas situagdes
distintas: a exaustdo e conseqlientemente a morte ou a menor performance em relacdo ao
periodo pré-estresse (Reddy e Leatherland, 1998).

A exposicdo dos peixes a mais de um agente estressor pode prejudicar as atividades
normais, tornando-os vulneraveis a doencas, quando comparados a peixes expostos apenas a
um agente estressor (Barton e Schreck, 1987). Olla et al. (1998) observaram alta mortalidade

em peixes capturados e depois soltos, quando no momento da captura a temperatura da agua
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era elevada ao nivel de desconforto, em relagdo aos peixes capturados que ndo sofreram esse
estresse. Segundo Crawshaw (1980), a termoregulacdo dos peixes é ativada em segundos ou
minutos apos estresse por temperatura, mas a adaptacéo pode levar horas, dias ou semanas. As
variagcOes de temperaturas da agua de cultivo sdo fator ambiental de destaque e, quando
abruptas, segundo Davis e Parker (1990), pode levar & condicdo de estresse nos peixes
determinando o aumento da glicose plasmatica e do nivel de cortisol e diminuicdo dos teores
de eletrélitos plasmaticos. Wedemeyer (1969) observou que o choque térmico em trutas arco-
iris provocou reducéo dos teores de acido ascorbico no rim anterior e aumento dos niveis de
cortisol plasmético da ordem de 10 vezes.

As respostas fisiologicas do estresse como liberacdo de catecolaminas e cortisol
causam constricdo do baco e aumento do fluxo sanguineo. Como consequiéncia, ocorre
eritrocitose, trombocitose, hiperproteinose e linfopenia (McDonald e Milligan, 1992). Para
cada parametro sanguineo existe uma zona de tolerancia onde se torna possivel o animal
manter certa resisténcia a mudancas ambientais. Fisiologicamente, o organismo tenta manter
0s parametros sanguineos na zona de homeostase. Se essas mudancas ambientais persistirem
por muito tempo e excederem o limite de resisténcia, o animal pode morrer (Reddy e
Leatherland, 1998).

Segundo Lochmiller et al. (1989), os parametros hematoldgicos sofrem variacdes de
acordo com as estagdes do ano. Em experimento com Morone saxatilis, 0 nimero de
eritrocitos, porcentagem de hematdcrito, taxa de hemoglobina e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média foram elevadas no outono e inverno em relacdo ao verdo. De maneira
oposta, Joshi (1981) relatou que baixas temperaturas podem causar eritrocitopenia em peixes.

A literatura também apresenta pesquisas desenvolvidas com a vitamina C objetivando
a avaliacdo de respostas ao estresse. Varias condi¢fes associadas a aquicultura resultam em
mudancas fisiologicas nos peixes, determinando diferentes respostas ao estresse. Baixa
qualidade da &gua, doengas, manejo, densidade e mudanca extrema da temperatura da agua,
entre outros, sdo considerados indutores de estresse. O aumento do metabolismo durante
situacOes de estresse gera a redistribuicdo e maior demanda por vitaminas (Lovell, 1998).
Segundo Wedemeyer (1969), este aumento na exigéncia é especialmente indicado para a
vitamina C, a qual é utilizada na sintese do cortisol.

Wedemeyer (1969) observou queda do nivel de acido ascérbico no tecido e aumento
na producéo de cortisol no sangue de salméo do Atlantico e truta arco-iris quando submetidos
a condicdo de estresse. Li e Robinson (2001) demonstraram que o acido ascorbico age na

sintese dos horménios corticoides. Embora Hardie et al. (1991) tenham determinado que altos
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niveis de vitamina C na dieta diminuam os efeitos fisiologicos do estresse, pesquisas
desenvolvidas com a carpa comum, bagre do canal e salmdo do Atlantico ndo demonstraram
correlacdo entre o nivel de &cido ascorbico e a concentragdo plasmatica de cortisol ou de
glicose (Dabrowska et al., 1991; Davies et al., 1998; Li et al.,1998).

Wahli et al. (1986) e Rasheed (1989) demonstraram que infeccdes por protozoarios
poderiam ser evitadas ou reduzidas por meio da suplementacdo com vitamina C na dieta.
Montero et al. (1999) relataram que a suplementacdo de vitamina C atuou na prevencéo da
imunossupressdo relacionada ao estresse em juvenis de Sparus aurata estocados em altas
densidades.

Larvas de linguado e de robalo alimentadas com 2000 mg de vitamina C/kg da dieta
demonstram maior taxa de sobrevivéncia, menor indice cumulativo de estresse e maior
biomassa final quando expostas a alta salinidade (Merchie et al., 1996).

Blom e Dabrowski (2000) determinaram a suplementacdo de 360 mg de vitamina C/kg
da dieta para acara bandeira, Pterophylum scalare, para manter 0 maximo estoque desta
vitamina nos tecidos, proporcionando assim, maior sobrevivéncia dos peixes nos aquérios.
Ortuno et al. (2002) avaliando o efeito da suplementacdo de vitaminas C e E em dourada
submetida a multiplo estresse, observaram queda de 33,0% no nivel de cortisol do tratamento
que recebeu suplementacéo de 300 mg de vitamina C/kg da dieta ou 120 mg de vitamina E/kg
da dieta em relacdo ao controle (ausente de suplementacéo) e 50,0% menor no tratamento que
recebeu suplementacdo de ambas as vitaminas em relacdo ao controle.

Na aquicultura variagGes de temperatura da agua sdo freqlientes e a adaptacéo a esta
situacdo faz parte da fisiologia dos peixes. Porém, com a intensificagdo da producdo essas
variagBes tornaram-se mais um fator critico relacionado ao estresse com consequente
supressdo do sistema imune dos peixes. Estudos para determinagdo da exigéncia nutricional
da vitamina C em diferentes temperaturas da agua tém sido desenvolvidos. Li e Robinson
(1994) estudaram o efeito da suplementacdo de vitamina C em relacdo a concentracdo da
vitamina nos tecidos de bagre do canal submetidos as temperaturas de 31,0 e 10,0°C.
Concluiram que a concentracdo desta vitamina no figado, quando os peixes estdo sob situagdo
de estresse, tal como a passagem do verdo para o inverno diminui drasticamente, sendo, desta
forma, importante manter a reserva dessa vitamina em periodos que antecedem a queda de
temperatura.

Durve e Lovell (1982) relataram que a suplementacdo de 150 mg de vitamina C/kg da
dieta para bagre do canal aumentou significativamente a resisténcia contra Edwardsiella tarda

em relacdo a suplementacdo com 60 mg/kg em temperatura da dgua de 23,0°C comparado



44

com 33,0°C. Ressaltaram ainda os autores que em temperaturas baixas a necessidade de
vitamina C aumenta em virtude da diminuig&o da resisténcia dos peixes. Hwang e Lin (2002),
avaliando o efeito de duas temperaturas (25,0 e 35,0°C) em relacdo a exigéncia de vitamina C
para carpa comum, observaram que a necessidade dessa vitamina aumentou conforme a
elevacdo da temperatura.

Martins (2000) observou valores de hematdcrito e ndmero de eritrocitos
significativamente maiores em pacu durante época fria, independentemente da suplementacao
ou ndo com vitamina C. O mesmo autor destacou que 0s peixes submetidos ao estresse
apresentaram aumento da contagem total de eritrocitos na época fria, e da taxa de
hemoglobina, na época quente. Quando comparou 0s tratamentos, observou que peixes
alimentados com dietas ausente de suplementacdo de vitamina C e estressados possuiam
diminuicdo significativa da taxa de hemoglobina em relacdo ao tratamento que recebeu dieta
suplementada com vitamina C.

Hrubec et al. (2000) avaliando o efeito da temperatura sobre os parametros
hematoldgicos em hibridos de “striped bass”, Morone chysops x Morone saxatilis,
observaram que a proteina plasmaética total foi significativamente maior a 29,0°C em relagéo a
temperaturas menores. Alteracdes no perfil hematoldgico também sdo observadas em peixes
submetidos ao transporte, com ocorréncia de linfopenia e neutrofilia, além de possiveis
alteracdes no numero de eritrocitos, porcentagem de hematocrito e taxa de hemoglobina
(Carneiro, 2001; Urbinati e Carneiro, 2004).

Assim como diversos fatores ambientais causam estresse nos peixes cultivados, fatores
inerentes a producdo também induzem a situagBGes de estresse; dentre esses destacam-se a
densidade de estocagem, alimentacdo, interacdo entre as espécies e transporte. Estes fatores
podem, dependendo da intensidade do estresse, desencadear estresse agudo ou crénico
(Urbinati e Carneiro, 2004).

Segundo Robertson et al. (1988), o processo de transporte compreende diversas etapas
que podem causar estresse nos peixes. Como agente estressor, 0 transporte desencadeia nos
peixes respostas primarias e secundarias para tentar manter a homeostase. Entretanto, em
virtude das diversas etapas: despesca, carregamento, transporte propriamente dito e soltura
dos animais, além do manejo alimentar, muitas vezes 0s peixes tornam-se susceptiveis a
doencas em virtude do estresse em alguma etapa do procedimento (Carneiro, 2001).

Niveis elevados de cortisol foram observados em salmé&o do Atlantico e truta arco-iris
submetidos a estresse por transporte, sendo que 0s niveis plasmaticos retornaram aos

parametros iniciais apos alguns dias (Barton et al., 1980; Iversen et al., 1998). Carneiro (2001)
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também observou elevacao significativa nos niveis de cortisol ap6s o transporte de matrinxa,
Brycon cephalus, retornando aos niveis iniciais 24 horas depois.

Em virtude da resposta secundaria desencadeada pelos peixes submetidos a transporte,
a concentracdo de glicose plasméatica também aumenta para suprir a maior demanda
energética em situacdes de estresse (Morgan e Iwama, 1997). Disfun¢Bes osmorregulatorias
podem ocorrer com frequéncia durante o transporte. Este distdrbio eletrolitico é causador do
aumento de mortalidade nos peixes ap0s o transporte. Alteracdes nas concentracoes
plasméticas de sddio, potassio e cloreto sdo frequentes durante o procedimento de transporte
em peixes (McDonald e Milligan, 1997). Igualmente, ocorre aumento de amonia plasmaética
durante o transporte que pode ocasionar problemas fisiolégicos devido a alteracdo no
equilibrio acido-base, agravando dessa forma os distrbios eletroliticos desencadeados pelo
estresse (El-Shafey, 1998).

Com o objetivo de prevenir o efeito do estresse em truta arco-iris, Jeney et al. (1997),
suplementaram a dieta com 0,0; 0,1; 0,5 e 1,0% de glucano e avaliaram os efeitos nos
mecanismos de defesa ndo especificos desse peixe. Os resultados demonstraram que baixas
doses de glucano administrados em dietas para trutas arco-iris semanas antes do transporte
podem prevenir os efeitos negativos do estresse. Estes autores também destacaram que altas

doses podem provocar inibi¢do do sistema imunoldgico no periodo pds-estresse.

Aeromonas hydrophila

As doencgas de peixes sdo fatores limitantes no desenvolvimento da produgéo,
aparecendo com maior freqliéncia nos sistemas intensivos, onde as bactérias dentre os varios
patdgenos, provavelmente constituam o grupo com maior potencial causador de prejuizos
econémicos na aquicultura (Frerichs e Millar, 1993). As doencas bacterianas em peixes séo
frequentes, porém, a escassez de diagdstico bacterioldgico dificulta o dimensionamento das
perdas que devem ser elevadas (Post, 1987; Kinkelin et al., 1991).

Nos sistemas intensivos de criacdo o aparecimento de diversos patdgenos esta
diretamente relacionado a condicdo de estresse a qual 0s peixes estdo expostos. Desta forma,
inimeras doencas ocorrem, dentre as principais incluem-se os parasitas protozoarios, fungos,
virus e bactérias oportunistas e obrigatorias. Dentre estas, se destacam as bacterias
patogénicas facultativas ou oportunistas, como a bactéria Aeromonas hydrophila (Belem-
Costa, 2003). Bactérias oportunistas podem tornar-se patogénicas em casos de estresse e

podem resultar em morte dos peixes (Shama et al., 2000).
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As bactérias do género Aeromonas sdo um dos principais agentes com potencial
patogénico que causam perdas consideraveis em pisciculturas. Estdo presentes naturalmente
em ecossistemas aquaticos, tropicais e temperados, fazendo parte da microbiota da agua de
rios e tanques, podendo aumentar seu potencial patogénico quando as condicdes fisicas e
quimicas do ambiente estiverem alteradas (Walters e Plumb, 1980; Camus et al., 1998).
Igualmente, Barja e Esteves (1988) relataram que quando ha desequilibrio dos sistemas
bactéria-hospedeiro-ambiente, o patogeno Aeromonas hydrophila pode desencadear surtos
epidémicos em animais.

As espécies de bactérias classificadas como género Aeromonas que causam problemas
em peixes de agua doce sdo: Aeromonas hydrophila, A. sébria e A. cavia (Belem-Costa,
2001). Inglis et al. (1993) referiram que surtos causados por estas bactérias normalmente estéo
associados com estresse, 0 qual pode ser causado por temperaturas elevadas, bruscas
oscilacdes térmicas e grande intensidade de parasitose (Pavanelli et al., 2002). A maioria
desses microorganismos sdo naturalmente saprofitas que utilizam a matéria organica e mineral
do ecossistema aquético para seu crescimento e multiplicacdo, além de fazer parte da
microbiota da pele, branquias e intestino dos peixes (Swann e White, 1989).

No Brasil, as bactérias do género Aeromonas sdo descritas como patdgenos
emergentes de importancia crescente em alimentos (Boijink e Branddo, 2001). Rall et al.
(1998) recolheram pintado, Pseudoplatystoma sp., de diversos pontos comerciais na cidade de
Sdo Paulo e observaram teste positivo para  Aeromonas em 48,0% dos peixes.
Semelhantemente, Shama et al. (2000) isolaram e identificaram em jundias, Rhamdia quelen,
criados em tanque em Santa Maria (RS) bactérias patogénicas, sendo que a Aeromonas
hydrophila apareceu em 6,0% dos peixes examinados. Inglis et al. (1993) também
encontraram essa bactéria no figado e rim de trutas arco-iris aparentemente sadias.
Igualmente, MacMillan (1985) relatou que essa bactéria € comumente isolada da superficie da
pele, do muco e de 6rgéos de peixes clinicamente sadios.

A bactéria Aeromonas hydrophila é descrita na literatura como bacilo gram-negativo,
que possui flagelo mével. E considerada aerdbia, citocromooxidase positiva, fermentadora de
glicose, aerdbia ou anaerobiamente. Cresce em meios simples e as col6nias sdo redondas,
brilhantes e de coloragdo creme. As coldnias crescem de um a trés milimetros de didmetro a
25,0°C em 48 horas, podendo crescer a temperaturas de até 37,0°C, em periodo mais
prolongado (Carnevia, 1993; Alexandrino et al., 2000).

Infeccdo por Aeromonas moveis, como a Aeromonas hydrophila, é provavelmente a

doenca bacteriana mais comum em peixes de agua doce (Noga, 2000). E causadora da
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septicemia hemorragica bacteriana, doenca responsavel por muitas ocorréncias de mortalidade
em sistemas intensivos de producdo de peixes (Austin e Austin, 1988; Lee et al., 1997). Essa
bactéria afeta diversas espécies de peixes, sendo as trutas e os ciprinideos 0s mais susceptiveis
(Pastor e Franco, 1981).

Segundo Richards e Roberts (1978), os métodos de cultivo intensivo induzem ao
estresse, e 0s bacilos gram-negativos sdo 0s que provocam maior mortalidade. A transmisséo
do agente infeccioso ocorre de modo horizontal, podendo ocorrer por meio da introducao das
bactérias presentes em secregdes, excrecdes, restos de peixes e/ou animais em decomposigdo
e lesGes cutaneas abertas. Como esse agente é habitante natural da agua, os peixes debilitados
estardo susceptiveis a contrair infeccdo bacteriana. Também sdo fontes de transmissdo os
individuos clinicamente afetados e os portadores latentes. Aoki (1999) destacou que existem
inimeras linhagens de Aeromonas hydrophila com alta ou baixa acdo patogénica, dependendo
da sua viruléncia, além da resisténcia intrinseca da espécie de peixe, relacionada
principalmente a genética, como outros fatores que também podem afetar o aparecimento ou
nédo da doenga.

Diversos sinais clinicos podem ser observados em peixes infectados com Aeromonas
hydrophila, tais como perda de apetite, apatia, perda de equilibrio, hemorragias ao longo do
corpo, lesdes epidérmicas como despigmentacao, necroses da pele, Ulceras com exposicdo da
musculatura e alteracbes no comportamento. Internamente, os 6rgdos podem estar friaveis e
esbranquicados, com necroses do tecido hematopoiético dos rins e baco, cavidade peritoneal
com exsudato, intestino flacido com muco amarelo e sem alimento (Roberts, 1993; Plumb,
1994; Aoki, 1999). Boijink e Branddo (2001) em experimento com jundia inoculados por
injecdo intramuscular com bactéria Aeromonas hydrophila, observaram comportamento
alterado, com perda de equilibrio e movimentos respiratorios lentos nas horas que
antecederam a morte. Os peixes mortos apresentaram ascite contendo fluido mucoso
amarelado, exoftalmia, coloracdo anormal e erosdo nas nadadeiras, além de apresentarem
Ulceras com bordas avermelhadas no local da inoculacéo e branquias e demais 6rgdo internos
palidos e flacidos.

McDaniel (1979) relatou que a infecgdo por Aeromonas hydrophila pode ocorrer de
quatro formas: superaguda e aguda, caracterizadas pela alta porcentagem de mortalidade e
extensas lesbes hemorragicas internas, e subaguda e crbénica, com hemorragias nas branquias
e orgdos internos e presenca de fluido contendo sangue na cavidade abdominal.

Segundo Hoshina (1962), os peixes doentes apresentam hemorragias cutaneas nas

nadadeiras, condicdo geralmente inferida como “red fin disease”, além de provocar corrosdo
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nas mesmas. Inglis et al. (1993) relataram que essa bactéria pode levar ao quadro de
septicemia hemorragica, que dependendo de sua extensdo, pode causar no peixe coloracao
avermelhada. Em alguns casos, quando da infec¢do por essa bactéria, o quadro clinico pode
variar significativamente dependendo do estado de saude dos peixes; isto é, dependendo da
resisténcia, podendo morrer rapidamente ou se recuperar (Schlotfeldt e Alderman, 1995).
Vale ressaltar que esses sinais clinicos aparecem na maioria das infeccdes bacterianas,
obviamente cada qual com sua peculiaridade. Assim, testes bioquimicos sdo necessarios para
reconhecer a bactéria (Camus et al., 1998).

Segundo a “Food and Drug Administration — FDA” (1999), esta bactéria pode causar
infeccBes também em humanos pela ingestdo de um namero suficiente de bastonetes com o
alimento ou &gua. Sua gravidade estd relacionada ao fato de se tratar de uma zoonose
(Alexandrino et al., 2000). No homem, determina gastroenterite, meningite, Ulcera de cornea
e, sobretudo, enfermidades respiratéria e intestinal.

Segundo Swann e White (1989), a melhor prevencao contra a infeccdo por Aeromonas
hydrophila é minimizar os fatores que podem causar estresse nos peixes, tais como manejo
durante a despesca e biometria, densidade, qualidade de &gua, balanco nutricional e
transporte, adequado-os aos niveis ideais. Quando da infeccdo por Aeromonas hydrophila a
literatura recomenda, segundo 0s mesmos autores, a utilizacdo de medicamentos adicionados
a dieta, como a sulfamerazine e a oxitetraciclina. Entretanto, segundo Belem-Costa e Cyrino
(2006), um dos principais problemas envolvendo tratamento com antibidticos contra essa
bactéria é a rapida resisténcia que a mesma desenvolve frente aos diferentes antibioticos. Os
mesmos autores alertaram que o0 uso de antibidticos nos sistemas de producdo de peixes no
Brasil ird4 desenvolver diferentes linhagens de bactérias resistentes. No mesmo sentido, Swann
e White (1989) destacaram que os problemas associados a terapia com antibiéticos também
estdo relacionados com superdosagem ou subdosagem, além de possiveis problemas
ambientais, com aumento da resisténcia das bactérias, como destacado anteriormente.

Poucos trabalhos relacionam especificamente a suplementacdo de micronutrientes com
a resisténcia a essa bactéria. Neste sentido, Nitzan et al. (1996) estudaram o efeito da
suplementacdo de &cido ascorbico polifosfatado (AAPP) em hibridos de tilapia, Oreochromis
aureus x Oreochromis niloticus, submetidos ao desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila
e ndo constataram efeito significativo da suplementacdo em relagdo a porcentagem de
sobrevivéncia. Neste mesmo experimento, também foi avaliado o efeito da suplementacéo
dessa vitamina nos hibridos submetidos a temperatura de inverno, onde observaram tendéncia

de maior ganho de peso nos peixes alimentados com ragdes suplementadas em relacéo ao
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tratamento ausente de suplementacdo. O mesmo ndo ocorreu com a concentracdo dessa
vitamina no figado, sendo esta significativamente maior nos peixes que receberam
suplementacéo.

Sobhana et al. (2002) avaliaram o efeito da suplementacdo de niveis elevados de
vitamina C em dietas para carpa, Cirrhinus mrigala, desafiadas com Aeromonas hydrophila,
demonstrando que a suplementacdo de vitamina C aumentou significativamente a
sobrevivéncia, a atividade fagocitica e a resisténcia contra esse agente patogénico. Os autores
também inferiram a acdo da vitamina C como agente antioxidante sobre os neutrofilos e
outros fagdcitos durante a atividade respiratoria, permitindo assim, aumento da eficiéncia do

sistema imune.
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Com base nessas informac@es este estudo esta apresentado em dois capitulos intitulados:

Capitulo 2 — “Nivel de suplementacdo de B-glucano e vitamina C em dietas para tilapia do
Nilo: desempenho produtivo e parametros fisiopatologicos” objetivando caracterizar 0s
efeitos de niveis de suplementacdo de B-glucano e vitamina C por meio do desempenho
produtivo (ganho de peso, conversdo alimentar aparente e porcentagem de sobrevivéncia) e
parametros fisiologicos (hemograma, leucograma e producdo de intermediarios reativos do
oxigénio e nitrogénio); do estimulo pelo frio (hemograma, leucograma e producdo de
intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio) e do desafio com Aeromonas hydrophila

(sobrevivéncia e producédo de intermediérios reativos do oxigénio e nitrogénio).

Capitulo 3 — “Tempo de administracdo de B-glucano e vitamina C para tilapia do Nilo:
parametros fisiopatoldgicos” objetivando determinar o melhor tempo de administracdo, em
funcdo do nivel determinado no estudo I, por meio de parametros hematologicos,
imunoldgicos (determinacdo de intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio),
porcentagem de sobrevivéncia e concentracao de vitamina C no figado, quando submetidos ao

estimulo pelo frio, estresse por transporte e desafio com Aeromonas hydrophila.
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NIVEL DE SUPLEMENTACAO DE B-GLUCANO E VITAMINA C EM DIETAS
PARA TILAPIA DO NILO: DESEMPENHO PRODUTIVO E PARAMETROS
FISIOPATOLOGICOS

Resumo: O desenvolvimento da aquicultura associado a intensificacdo dos sistemas de
producdo gerou interesse no uso de imunoestimulantes em dietas para peixes. Nesta pesquisa,
avaliou-se o desempenho produtivo, respostas hematolégicas e imunes (determinacdo de
intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio) de juvenis de tildpia do Nilo alimentados
com dietas (28,0% PD/3000 kcal ED/kg) contendo niveis de B-glucano (0,1; 0,2; 0,4 e 0,8%)
e vitamina C (400 e 600 mg/kg da dieta) distribuidos num esquema fatorial (4 x 2) mais um
tratamento controle (ausente de B-glucano e suplementado com 125 mg/kg vit C), totalizando
nove tratamentos. Apos 60 dias foi avaliado o desempenho produtivo sendo utilizadas 252
tilapias (16,86 + 0,249). Posteriormente, 108 peixes foram submetidos ao estimulo pelo frio
(sete dias/14,0°C) e 108 submetidos ao desafio com Aeromonas hydrophila (concentragdo 10°
UFC.mI™*/15 dias), sendo avaliados os parametros hematolégicos e imunoldgicos
(determinacdo de intermediérios reativos do oxigénio do nitrogénio) antes e ap6s os desafios.
Concluiu-se que a suplementagdo de B-glucano e vitamina C nédo influencia o desempenho
produtivo da tilapia do Nilo; que a suplementacdo de 0,1% de B-glucano e 600,0 mg de
vitamina C/kg da dieta determina melhores respostas imunologicas frente ao estimulo pelo
frio e desafio com Aeromonas hydrophila e que, niveis elevados de suplementacdo de [-
glucano (0,4 e 0,8%) promovem reducdo dos parametros imunoldgicos avaliados,

independente da suplementacao de vitamina C.

Palavras chave: estresse, higidez, imunoestimulante, vitaminas
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LEVEL OF B-GLUCAN AND VITAMIN C SUPPLEMENTATION ON NILE
TILAPIA DIETS: PRODUCTIVE PERFORMANCE AND
PHISIOPATHOLOGICAL PARAMETERS

Abstract: The development of aquaculture associated to the intensification of production
system determined the interest in immunostimulant in fish diets. Growth performance,
hematological and immune responses of Nile tilapia were determined in this research. Fish
were fed diets containing 28.0% and DP/3000 kcal DE/kg and supplemented with levels of -
glucan (0.1; 0.2; 0.4 e 0.8%) and vitamin C (400 e 600 mg/kg diet) distributed in a factorial
design (4 x 2) plus a control treatment without B-glucan and supplemented with 125.0 mg vit
Cl/diet). After 60 days, growth performance of 252 tilapia (16.86 + 0.24g), randomly
distributed in 36 250L-aquaria were determined, then 108 fish were submitted to cold stress
(seven days/18.0°C) and 108 were challenged with Aeromonas hydrophila (concentration of
10°UFCmI /15 days). Hematological and immunological parameters (reactive oxygen and
nitrogen intermediates) were determined before and after challenges. Therefore, it is
concluded that B-glucan and vitamin C did not influence growth performance; 0.1% of -
glucan and 600.0 mg of vit C/kg diet determine better immunological response related to cold
stress and Aeromonas hydrophila challenge and that high levels of -glucan supplementation
(0.4 and 0.8%) determine a reduction of parameters immunological evaluated, independent of

vitamin C supplementation.

Key words: stress, health, immumostimulant, vitamins



76

Introducéo

A industria aquicola, com o passar dos anos, vem aumentado o interesse no uso de
imunoestimulantes, tanto como adjuvantes para vacinas quanto para mitigar os efeitos
secundarios causados pelo estresse, inerente a condi¢do intensiva de producdo. O aumento da
susceptibilidade dos peixes a doencas € decorrente da imunossupressdo causada,
principalmente, pelo manejo adotado e por fatores ambientais desfavoraveis (Burrells et al.,
2001).

As doengas de peixes sdo fatores limitantes no desenvolvimento da produgéo,
ocorrendo com maior freqliéncia onde as bactérias, dentre os varios patdgenos, constituam o
grupo com maior potencial causador de prejuizos econémicos na aquicultura (Frerichs e
Millar, 1993). Infeccdo por Aeromonas hydrophila é provavelmente a bacteriose mais comum
em peixes de agua doce (Noga, 2000) caracterizada como septicemia hemorragica bacteriana,
responsavel por mortalidade em sistemas intensivos de producdo (Austin e Austin, 1987; Lee
etal., 1997).

Varios grupos de substancias determinam imunoestimulacdo em animais terrestres,
mas apenas algumas se mostraram eficazes para peixes (Raa et al., 1992; Volpatti et al.,
1998). Dentre estas, destacam-se aquelas naturais, como o0s extratos retirados da parede
celular de leveduras, que incluem principalmente os B-glucanos (Engstad e Robertsen, 1993).
A utilizacdo de B-glucanos para algumas espécies de peixes melhorou a atividade do sistema
imune ndo especifico e aumentou a resisténcia contra certos patégenos (Nikl et al., 1991;
Anderson, 1992; Robertsen et al., 1994; Sakai, 1999).

O objetivo da imunoestimulacdo em peixes ndo € apenas promover maior eficiéncia da
resposta imune para infeccBes contra agentes patogénicos, mas também reduzir o efeito
imunossupressivo do estresse (Anderson, 1992). Em temperaturas abaixo do conforto térmico
para a espécie, o sistema imune ndo especifico possui maior relevancia no mecanismo de
defesa. Dessa maneira, a suplementacdo com imunoestimulante pode compensar a supresséo
do sistema imune ativando diretamente os macrofagos (Raa, 1996).

A fagocitose é importante elemento de defesa contra microorganismos (Oliver et al.,
1986), sendo que a inclusdo de B-glucano na dieta eleva a atividade fagocitica, bem como a
freqUéncia respiratoria das células (Castro et al., 2006). Entretanto, a resposta induzida pelo -
glucano é eficiente e rapida, podendo levar a exaustdo do sistema imune em concentragdes

elevadas e por periodos prolongados (Gannam e Schrock, 2001).
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Pesquisas tém demonstrado efeito sinérgico entre vitaminas e imunoestimulantes em
dietas para organismos aquaticos, promovendo reducdo dos efeitos do estresse. A vitamina C
ndo é considerada estritamente um imunoestimulante, porém fornece substratos e participa
como cofator necessario para o bom funcionamento do sistema imune em situacdes de
estresse. O efeito do estresse no sistema imune de peixes tem sido amplamente estudado
segundo Barton e Iwama (1991), principalmente pela complexidade de atuacdo. O aumento
do metabolismo durante situacOes de estresse gera a redistribuicdo e maior demanda por
vitaminas (Lovell, 1998). Segundo Wedemeyer (1969) este aumento na exigéncia é
especialmente indicado para a vitamina C.

A capacidade desta vitamina em melhorar a condi¢do de satde do peixe, influenciando
0 sistema imune e a resisténcia a doencas, quando suplementada em niveis acima da exigéncia
para 0 maximo desempenho produtivo vem sendo amplamente reconhecida (Gatlin 111, 2002).
Entretanto, resultados desses estudos ainda sdo contraditorios (Liu et al., 1989; Navarre e
Halver, 1989; Hardie et al., 1991; Waagbo et al., 1993).

A utilizacdo de vitaminas e imunoestimulantes em dietas para peixes vém se tornando
alternativa para minimizar os efeitos fisiologicos do estresse. Neste contexto, esta pesquisa
teve por objetivo avaliar a acdo da suplementacdo de niveis de B-glucano e vitamina C sobre a
resisténcia organica dos peixes, frente a diferentes fatores de estresse, como estimulo pelo frio

e desafio com Aeromonas hydrophila em juvenis tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus.

Material e Métodos

Este estudo foi conduzido na Unesp — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal,
Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquéticos — AquaNutri, Campus de Botucatu,
unidade integrada ao CAUNESP.

Formulacédo e confeccdo das ragdes

As racoes foram formuladas com base nos dados apresentados no NRC (1993) e nos
valores de digestibilidade aparente de aminoacidos (Furuya et al., 2004) e disponibilidade de
minerais de Pezzato et al. (2004). Foram confeccionadas nove dietas praticas
isoaminoacidicas com 28,0% de proteina digestivel e 3000 kcal de energia digestivel/kg, as

quais foram suplementados os aminoacidos lisina, metionina, triptofano e treonina.
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O B-glucano e a vitamina C foram adicionados em substituicdo ao amido de milho. O
percentual dos ingredientes e a composi¢do quimico-bromatoldgica das dietas experimentais
estdo apresentados na Tabela 1.

O suplemento vitaminico e mineral adicionado era isento de &cido ascérbico,
especialmente confeccionado para a pesquisa, sendo considerado como fonte deste somente o
adicionado a dieta. A vitamina C utilizada foi L-ascorbato-2-monofosfato com 35,0% de
atividade (Stay-C Roche®) e o B-glucano foi o GC-Goldcell® (85,0%) obtido a partir da
parede celular da levedura Saccharomices cerevisae.

Para o preparo das dietas, os ingredientes foram moidos em particulas menores que 0,7
mm e homogeneizados em misturador automatico. Essa mistura foi submetida ao processo de
extrusdo em equipamento de rosca simples (Extrutec®). As dietas foram secas em estufa de
circulacdo de ar forcada a 55,0°C, durante 24 horas. Os peletes foram fracionados para se

adequar ao tamanho dos peixes e posteriormente armazenados a -20,0°C.

Delineamento experimental e manejo alimentar

Duzentos e cinquenta e duas tilapias do Nilo, revertidas sexualmente, com peso médio
de 16,86 + 0,24g foram distribuidas aleatoriamente em 36 aquérios circulares, com volume de
250 litros cada, numa densidade de estocagem de sete peixes/aquario.

Para manutencdo dos parametros fisico-quimicos da &gua, o sistema de abastecimento
foi dotado de filtro mecénico e bioldgico, além de aguecimento controlado por termostato
digital e aeracdo. A temperatura da &gua dos aquarios foi mantida dentro da faixa de conforto
para a espécie (25,0 £ 2,0°C), aferida as 8h00 e 16h00. A medigdo do pH e do teor de
oxigénio dissolvido na agua foi efetuado semanalmente, por meio de peagdmetro e oximetro
digitais, respectivamente.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado num esquema
fatorial 4 x 2 com quatro niveis de suplementacdo de B-glucano (0,1; 0,2; 0,4 e 0,8% da dieta)
e dois niveis de suplementacdo de vitamina C (400,0 e 600,0 mg de &cido ascorbico/kg da
dieta) mais um tratamento controle sem a adi¢do de B-glucano e suplementado com 125,0 mg
de &cido ascorbico/kg da dieta, totalizando nove tratamentos com quatro repeticoes.

Os peixes foram alimentados ad libitum, quatro vezes ao dia, 8h00, 12h00, 14h00 e
18h00 horas, numa proporcdo que possibilitou maxima ingestdo sem perdas. A dieta foi

armazenada em freezer e, semanalmente, os potes foram abastecidos com as respectivas
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quantidades, minimizando as perdas de vitamina C. Quando necessario foi realizada a limpeza
dos aquarios, por sifonagem, para retirada de residuos. Todos os peixes foram pesados no
inicio e ao final do periodo experimental. Para tal, foi utilizada balanca de preciséo (0,01 g),

sendo as pesagens antecedidas por 12 horas de jejum.

Desempenho produtivo

Apo6s 60 dias experimentais foram avaliados os seguintes indices de desempenho
produtivo: ganho de peso, conversdo alimentar aparente, consumo aparente de dieta e

porcentagem de sobrevivéncia.

Analises hematoldgicas e bioquimicas

Apbs o periodo para avaliacdo do desempenho produtivo (60 dias), foi realizado o
hemograma. Para a determinacdo do perfil hematologico foram utilizados oito peixes por
tratamento. Os mesmos foram anestesiados com benzocaina (1,0 g/15 L) e o sangue coletado
com auxilio de seringa de 1,0 mL com anticoagulante (EDTA 3,0%), por meio da punc¢édo do
vaso caudal. A contagem de eritrocitos e leucécitos foi realizada pelo método do
hemocitdmetro em camara de Neubauer, utilizando-se o azul de toluidina a 0,01% em pipeta
de Thoma como solucéo diluente e corante.

A diferenciacdo dos leucdcitos foi realizada em extensdes sanguineas coradas com
May-Grunwald Giemsa. A taxa de hemoglobina foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina, utilizando-se “kit” de determinacdo fotocolorimétrica (Analisa
Diagnostica®). O hematécrito foi obtido utilizando-se centrifuga para microhematécrito em
5000 rpm durante cinco minutos. A proteina plasmaética total foi determinada por meio de
refratdmetro manual de Goldenberg. A andlise de albumina sérica foi efetuada utilizando-se
“kit” de analise (Analisa Diagndstica®) e as globulinas foram determinadas por célculo
diferencial. Apés a determinacgdo das concentragfes de albumina e globulina foi calculada a
relacdo albumina: globulina (A:G). As variaveis acima apresentadas foram avaliadas segundo
as técnicas descritas por Jain (1986).

As analises de cortisol plasmatico foram realizadas na Unesp — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Departamento de Reproducdo, Campus de Botucatu pelo método

radioimunoensaio utilizando-se kit DPC — Diagnostic Products Corporation® (coat-a-count,
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fase sélida).

Parametros imunologicos (intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio)

Para a determinacdo dos intermediarios reativos do oxigénio (IRO) e do nitrogénio
(IRN), o sangue foi coletado de seis peixes de cada tratamento conforme procedimento
descrito para as analises hematoldgicas. Apds a coleta do sangue, o0 mesmo foi colocado em
tubos ependorfe (1,5 mL) e levados para cAmara asséptica de fluxo laminar, modelo PCR 2.5
— Pachane®. Posteriormente, o sangue foi transferido, com auxilio de pipetador automatico,
para tubos Falcon estéreis contendo 7,0 mL de meio completo para cultura de células (meio
Leibowitz L-15 suplementado com 2,0% de soro bovino fetal, 2,0 mM de glutamina e
gentamicina) e homogeneizado, sendo os tubos mantidos em banho de gelo. Em outro tubo
Falcon foram colocados, lentamente pela parede do tubo, 3,0 mL de Percoll 51,0 e 34,0%,
respectivamente. O sangue foi entdo transferido lentamente para o gradiente de percoll, sendo,
em seguida, centrifugado a 1200 rpm, por 20 minutos, a 10,0° C.

Decorrido este periodo, o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas em
15,0 mL de L-15, sendo centrifugado a 1000 rpm, por 10 minutos, a 10,0°C. Este
procedimento foi repetido por mais uma vez. Em seguida, as células foram ressuspensas para
1,0 mL de meio L-15 contendo 0,1% de soro bovino fetal, sendo a concentragéo ajustada para
2,0x10° células/mL.

Aliquotas de 100 uL destas suspens@es foram distribuidas em placas de microcultura,
com posterior incubagdo (18,0°C). Decorridas duas horas, as células nio-aderentes foram
removidas e a monocamada de leucécitos incubada (18,0°C) por 24 horas, com a presenca ou
ndo de PMA (phorbol miristate acetate). O protocolo adotado foi adaptado de Secombes
(1990).

A producdo de peroxido de hidrogénio (H,O;) por leucdcitos sanguineos de
Oreochromius niloticus foi determinada por meio da microtécnica de oxidagdo do vermelho
fenol (Pick e Mizel, 1981). Apds a incubacdo das culturas celulares por 24 horas, 0
sobrenadante foi coletado para a dosagem de Oxido nitrico e as células utilizadas para a
determinacdo de H,0,. As células foram ressuspensas ao volume original (100 pL) em
solucdo vermelho fenol, contendo 140,0 mM de NaCl, 10,0 mM de tampédo fosfato de
potéssio pH 7,0; 5,5 mM de dextrose de raiz forte tipo 11 (0,01 mg/mL). As culturas foram
novamente incubadas em estufa a 18,0°C, por 120 minutos. Apés este periodo, a reacéo foi
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interrompida pela adicdo de 10,0 uL de NaOH 1N.

A absorbéncia foi determinada em microleitor de Elisa automatico, com filtro de 620
nM, sendo o branco constituido de vermelho fenol e NaOH. Os resultados foram expressos
em nmoles de H,0,/2,0x10° células, a partir da curva padrdo estabelecida em cada ensaio,
constituida de concentracdes molares conhecidas de H,O, em tamp&o vermelho fenol.

A producédo de NO por leucdcitos sanguineos da tilapia do Nilo foi determinada por
método colorimétrico, baseado na reacdo de Griess (Green et al., 1981), combinando 100 pL
do sobrenadante da amostra teste com 100,0 uL do reagente Griess (Need 0,1% e
sulfanilamida 1,0% em H3PO, 5,0%).

As leituras foram efetuadas em microleitor de Elisa, utilizando filtro de 540nm. Os
resultados foram expressos em pmoles de NO/2,0x10° células, comparando-se a densidade

Optica com a curva padrdo de NO, realizada em cada experimento.

Andlises de vitamina C

A determinacdo da concentracdo de vitamina C no figado foi feita pelo método HPLC
fase reversa (Wang et al., 1988) na Unesp — Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias,
Laboratorio de Quimica, Campus de Jaboticabal. Para tal, trés peixes por tratamento foram
sacrificados, os figados retirados e mantidos congelados a -80,0°C para posterior analise. As
analises de vitamina C da dieta foram realizadas no Laboratério de Alta Tecnologia — Labtec

— Campinas/SP.

Ap0s as analises, hematologicas e imunoldgicas, os peixes restantes foram divididos
em dois grupos com 108 peixes cada e submetidos a dois tipos de estresse para a avaliacdo do
estado fisioldgico. Um grupo foi submetido ao estresse pelo frio e o outro ao desafio com a

bactéria Aeromonas hydrophila.

Estimulo pelo frio

Apos o término do desempenho produtivo e das analises realizadas nesta etapa, 0s
peixes utilizados nesse experimento foram mantidos na mesma estrutura experimental do
desempenho produtivo por dois dias, para a reducdo gradativa da temperatura da agua

(25,0 + 2,0°C), ate igualarem a temperatura da agua dos aquarios da sala de estimulo pelo frio
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(20,0°C). Este procedimento evitou o choque térmico quando da transferéncia dos peixes.
Para a realizagdo desse desafio foi mantido o mesmo delineamento experimental do
desempenho produtivo, sendo que 108 peixes foram transferidos para a sala experimental
contendo 27 aquarios de 40,0 litros cada (com filtros e aeracdo individualizados), na
densidade de quatro peixes por aquario, perfazendo trés repeticdes por tratamento.
Posteriormente a transferéncia dos peixes, efetuou-se a reducdo da temperatura da dgua
dos aquarios de 20,0°C para 14,0°C (com reducdo de 2,0°C por dia), tendo 0s peixes
permanecidos nessas condicBes por sete dias. Apos esse periodo, foram avaliados 0s mesmos
parametros hematoldgicos e imunoldgicos (IRO e IRN) do desempenho produtivo e, a

determinacédo da concentragdo de vitamina C no figado.

Desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila

A cepa de bactéria utilizada foi fornecida pelo Laboratorio de Patologia de Peixes,
CAUNESP, Campus de Jaboticabal. A viabilidade e pureza da bactéria foram confirmadas na
Unesp — Instituto de Biociéncias, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Campus de
Botucatu.

Para a determinacdo do in6culo a ser utilizado no desafio experimental, trés grupos de
25 peixes cada foram infectados com diferentes concentracdes de A. hydrophila (10* 10° e
10® UFC.mI™) visando a determinacdo da concentragdo bacteriana letal para 50,0% dos peixes
testados (DLso), de acordo com metodologia proposta por Plumb e Bowser (1983). Essa
avaliacdo foi efetuada 20 dias antes da finalizacdo do periodo para avaliacdo do desempenho
produtivo.

Determinada a DLs e ap0s finalizacdo do desempenho produtivo, 108 peixes foram
inoculados com A. hydrophila por meio de inoculagdo intraperitoneal com a concentragéo
determinada do agente patégeno (10° UFC.mL™) contido em 0,1 mL de solucdo salina
(0,85%). Os peixes de todos os tratamentos receberam também uma injecdo de dexametasona
(0,04mL/100g peso vivo) visando diminuir a resisténcia dos animais e a facilitacdo da acédo da
bactéria. A avaliacdo da mortalidade foi efetuada duas vezes ao dia, juntamente com a
alimentacdo. Ao final de 15 dias foi determinado o perfil hematoldgico, a producdo de

intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio e a taxa de sobrevivéncia.
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Andlise estatistica

Os resultados desse estudo foram avaliados por meio da técnica da analise de variancia
multivariada considerando os perfis médios de resposta e quando significativo, foi
complementado com os intervalos dos contrastes de médias por Hotelling (Johnson e
Wichern, 1998), para comparacdo dos momentos anterior e posterior ao desafio. A andlise
incluiu também o contraste do tratamento controle com os demais tratamentos, por meio do
teste de Scheffé. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o procedimento GLM do

pacote computacional SAS, ao nivel de 5,0% de significancia.

Resultados

Desempenho produtivo

A suplementacédo de R-glucano e vitamina C na dieta ndo influenciou o ganho de peso,
consumo aparente da dieta e a conversdo alimentar aparente dos peixes ap6s 60 dias de
alimentacdo. Essa mesma resposta foi determinada quando do contraste do tratamento

controle com os demais tratamentos suplementados (Tabela 2).

A ndo significancia observada para os parametros de desempenho produtivo foi
também verificada para os parametros hematoldgicos e imunoldgicos avaliados nos peixes
arracoados com as dietas suplementadas com niveis de -glucano e vitamina C na dieta e
quando comparados com o tratamento controle na fase anterior ao estimulo pelo frio e

anterior ao desafio com Aeromonas hydrophila (Tabelas 3, 4, 5 e 6).

Estimulo pelo frio

Posteriormente ao estimulo pelo frio, quando comparou-se 0s peixes dos tratamentos
suplementados com [-glucano e vitamina C na dieta, estes ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, assim como quando comparados com o0s do tratamento controle para 0s
parametros hematologicos, com excecao para o volume corpuscular médio (VCM), sendo que
a suplementacdo com maior nivel de R-glucano, independente do nivel de vitamina C,
apresentou maior VCM (Tabela 4). Observou-se diferenca significativa para todos os

tratamentos quando se compararam 0s momentos, antes e apds o estimulo pelo frio, para



84

namero de eritrécitos e porcentagem de hematdcrito, com reducgdo dos valores de ambos 0s
parametros apés o estimulo (Tabela 3).

Observou-se efeito significativo do B-glucano para proteina plasmatica total (PPT),
com diminuicdo a medida que houve aumento no nivel de suplementacdo e quando da
comparacdo entre 0s peixes dos tratamentos que receberam dietas suplementadas com
R-glucano e vitamina C em relacdo aos peixes do tratamento controle. Em relacdo aos
momentos inicial e final do estimulo pelo frio, todos os tratamentos apresentaram efeito
significativo com diminuic¢do da PPT no momento final (Tabela 4).

O nivel de suplementacdo de B-glucano na dieta determinou aumento (P<0,05) da
relacdo albumina:globulina (A:G). Embora a suplementacdo de vitamina C n&do tenha
apresentado efeito significativo, observou-se tendéncia inversa dessa relacdo a medida que
ocorreu aumento da suplementacéo de vitamina C na dieta. Comparando-se 0s valores obtidos
nos peixes alimentados com a dieta controle com o0s que receberam dieta suplementada,
observou-se maior valor desta relagdo (P<0,05) no tratamento controle. A ndo suplementacao
de B-glucano (tratamento controle), juntamente com a suplementacdo de 0,1 e 0,2% na dieta,
independente do nivel de vitamina C, determinou igualmente diferenca (P<0,05) nos
momentos para a relacdo A:G. Porém, a presenca de R-glucano na dieta determinou valores
menores que a auséncia (Tabela 4).

O estimulo pelo frio determinou leucopenia, linfopenia e neutrofilia nos peixes
alimentados com a dieta controle (Tabela 5). A vitamina C também determinou aumento da
porcentagem de neutréfilos ap6s o estimulo pelo frio, fato este igualmente observado se
considerado o numero absoluto dessas células [(n° total de leucécitos x porcentagem da
célula)/100], sendo que a suplementacdo de R-glucano determinou linfocitose e neutrofilia
com o incremento da suplementacdo, igualmente ap6s o estimulo pelo frio. Houve ainda
interacdo significativa para a porcentagem de neutrofilo, com aumento da mesma a medida
que diminuiu o nivel de suplementacdo de 3-glucano e aumentou o de vitamina C na dieta.
Novamente, esses resultados foram evidenciados em relacdo ao nimero absoluto de células.

Em relagdo aos pardmetros imunes avaliados, intermediarios reativos do oxigénio e do
nitrogénio produzidos por leucdcitos sanguineos (Tabela 6), verificou-se apenas diferenca
significativa nos peixes dos tratamentos suplementados em relacdo aos peixes do tratamento
controle tanto para H,O, como para NO, com diminui¢do destes nos peixes que receberam a
dieta controle. Porém, verificou-se tendéncia de diminui¢cdo na producdo de intermediario
reativo do oxigénio a medida que ocorreu aumento do nivel de -glucano na dieta, tendo os

peixes do tratamento com maior suplementacao de 3-glucano valores de intermediario reativo
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do oxigénio préximos aos do tratamento controle. Pode-se observar efeito significativo do
momento em todos o0s tratamentos para este parametro, tendo o estresse pelo frio causado
supressao na producdo de intermediario reativo do oxigénio. Embora ndo tenha ocorrido
diferenca significativa entre momentos para intermediario reativo do nitrogénio (com exce¢do
do tratamento controle), observou-se, também, tendéncia de reducdo nos valores desse
parametro ap6s o estimulo pelo frio.

Verificou-se diferenca significativa do cortisol plasmatico dos peixes dos tratamentos
suplementados em relagédo aos peixes do tratamento controle, sendo que este tratamento
determinou maior concentracdo de cortisol plasmatico, bem como, diferenga entre momentos.
Houve diferenca significativa para a concentracdo de vitamina C no figado dos peixes do
tratamento controle em relagcdo aos peixes dos tratamentos suplementados, tanto antes como
apos o estimulo pelo frio. Houve ainda, efeito da concentracdo de vitamina C, com aumento
da concentracdo dessa vitamina no figado a medida que aumentou a suplementacdo na dieta
(Tabela 7).

Desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila

Néo foi observada diferenca (P>0,05) no perfil hematologico e nos valores
hematimétricos, antes e apds o desafio com Aeromonas hydrophila. Porém, comparando-se 0s
momentos, houve prejuizo na eritropoiese nos peixes de todos o0s tratamentos e na
porcentagem do hematocrito para os peixes do tratamento controle (Tabela 3).

Os niveis de R-glucano e vitamina C ndo influenciaram a concentracdo de proteina
plasmaética total, porém houve maior relagdo A:G (P<0,05) nos peixes do tratamento controle
quando comparados com os peixes alimentados com dietas suplementadas com (3-glucano e
vitamina C, bem como, efeito (P<0,05) do R-glucano, com aumento diretamente proporcional
da relacdo A:G com o incremento da suplementacdo de B-glucano na dieta. Quando da
avaliacdo dos momentos, observou-se diferenca significativa para os trés primeiros niveis de
suplementacdo de B-glucano (0,1; 0,2 e 0,4%), independentemente do nivel de suplementacéo
da vitamina C (Tabela 4).

A infeccdo com Aeromonas hydrophila determinou leucopenia acompanhada de
neutrofilia e monocitose nos peixes alimentados com a dieta controle (P<0,05). Houve
interacdo significativa demonstrando ser, a producdo de neutréfilo apds o desafio com
bactéria, dependente dos niveis de B-glucano e vitamina C. Comparando-se 0S momentos,

observou-se leucopenia nos peixes alimentados com a dieta controle e nos peixes que
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receberam dietas suplementadas com 0,4 e 0,8% de R-glucano, independente do nivel de
vitamina C. Linfopenia e neutrofilia foram observadas nos peixes alimentados com as dietas
suplementadas com 0,1 e 0,2% de B-glucano, igualmente independente do nivel de vitamina C
e, monocitose nos peixes arracoados com as dietas suplementadas com R-glucano e vitamina
C. Resultados esses, observados quando se considerou o numero absoluto de células (Tabela
5).

Para os parametros imunes avaliados (IRO e IRN) verificou-se que a suplementacdo
de R-glucano influenciou (P<0,05) a producdo de intermediario reativo do oxigénio e
nitrogénio apds o desafio com a bactéria e, que houve declinio na producgéo dos intermediérios
reativos com o0 aumento da suplementagdo do imunestimulante, assim como diferenca
(P<0,05) dos peixes do tratamento controle em relacdo aos peixes dos tratamentos
suplementados ap6s o desafio. Comparando-se 0s momentos, a suplementacdo com 0,1 e
0,2% de R-glucano independente do nivel de suplementacdo de vitamina C, observou-se maior
producdo de intermediario reativo do oxigénio (Tabela 6).

Durante o desafio com Aeromonas hydrophila foi quantificada a mortalidade
cumulativa (Tabela 8). Observou-se que a menor porcentagem de sobrevivéncia ocorreu nos
peixes do tratamento controle e, nos peixes dos tratamentos suplementados com as maiores
porcentagens de (3-glucano na dieta, 0,4 e 0,8%, respectivamente. Foram observados, nos
peixes, de todos os tratamentos, sinais clinicos, tais como: apatia, hemorragia ao longo do

corpo, ulceras com exposicao da musculatura e exsudato peritonial.

Discussao

O efeito da suplementacdo de B-glucano em dietas por periodos prolongados tem
recebido pouca atencdo. Na maioria dos casos, a avaliagdo se baseia predominantemente em
periodos curtos e/ou em situacbes de estresse agudo, sendo os peixes desafiados
principalmente por bactérias e por acfes de manejo. Nestas pesquisas, as avaliacbes se
baseiam sobretudo na resposta imune, sendo pouco avaliado o desempenho produtivo e 0
efeito da temperatura (Cook et al., 2003; Whittington et al., 2005).

Neste estudo, a suplementacdo de B-glucano e vitamina C, durante 60 dias, ndo
influenciou o desempenho produtivo dos peixes. Respostas semelhantes foram anteriormente
descritas para truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, alimentadas com dietas suplementadas

com B-glucano e vitamina C (Efthimiou, 1996), para Dentex dentex utilizando-se diferentes
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preparados de B-glucano na dieta (Verlhac et al., 1998) e para Dicentrarchus labrax com
suplementacdo de niveis de B-glucano na dieta (Bagni et al., 2005). Igualmente, a nao
influéncia da vitamina C no ganho de peso foi descrita para salmédo do Atlantico, Salmo salar,
dourada, Sparus aurata e para Pseudosciaena crocea (Thompson et al., 1993; Henrique et al.,
2002; Ai et al., 2006).

Entretanto, resultados da acdo do B-glucano administrado via dieta e por periodos
prolongados ainda sdo conflitantes em relacdo ao desempenho produtivo. Respostas positivas
foram descritas por Misra et al. (2006) para carpa indiana, Labeo rohita, independentemente
do nivel suplementado e por Cook et al. (2003) para Pagrus auratus, em condi¢cdes de baixa
temperatura (inverno). Porém, neste mesmo estudo, em condi¢des adequadas de temperatura
(verdo), ndo houve influéncia no ganho de peso e conversao alimentar aparente para Pagrus
auratus (Cook op. cit.) e para Dicentrarchus labrax (Bagni et al., 2005). Estes autores
ressaltaram a melhora do desempenho produtivo com a utilizacdo do p-glucano em condicdes
de inverno.

Desta forma, o possivel efeito da suplementacdo de B-glucano na dieta sobre o
desempenho produtivo, em situacfes adversas, provavelmente esteja relacionado ao aumento
da resposta do sistema imunoldgico e a manutencdo do equilibrio organico do peixe,
possibilitando dessa maneira maior consumo da dieta com conseqliente aumento no ganho de
peso. A auséncia de efeito significativo sobre o desempenho produtivo observado neste
estudo, provavelmente esteja relacionada a temperatura de conforto mantida na fase que
antecedeu os desafios.

Essa condicdo adequada refletiu também no perfil hematoldgico dos peixes. Os
valores anteriores as condi¢fes do estimulo pelo frio e desafio com a bactéria Aeromonas
hydrophila se encontraram dentro da faixa considerada ideal para peixes higidos (Feldman et
al., 2000). Esses resultados corroboram com os obtidos por Barros et al. (2002) e Barros et al.
(2004), em condiges experimentais semelhantes. Entretanto, tanto a baixa temperatura, bem
como a infecgdo por bactéria foram nocivos a eritropoiese, retratando a acao dos desafios.

O prejuizo na sintese de células sanguineas foi igualmente descrito por Harikrishnan et
al. (2003) para a carpa comum, Cyprinus carpio, infectadas com Aeromonas hydrophila.
Ainda que os momentos tenham determinado diferencas nos parametros sanguineos, a
suplementacdo de B-glucano e de vitamina C na dieta, nas diferentes concentragdes, nédo foi
capaz de manter a eritropoiese nos padrdes considerados adequados para animais sadios
(Feldman et al., 2000; Barros et al., 2006).
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Tanto nas condicGes do estimulo pelo frio e desafio por bactéria 0s peixes
encontravam-se com a capacidade de transporte de oxigénio prejudicada, confirmando
novamente a acdo dos desafios. Semelhantemente, Alves de Andrade et al. (2006) néo
observaram manutencdo da qualidade dos parametros hematologicos de matrinxd, Brycon
amazonicus, apos infeccdo por Aeromonas hydrophila quando alimentados com dietas
suplementadas com vitamina C. Neste estudo, a suplementagédo de 0,8% de B-glucano na dieta
determinou, nas condicdes do estimulo pelo frio, a liberacdo de células sanguineas imaturas.
Isto pode retratar ainda efeito nocivo da quantidade utilizada de B-glucano.

Os desafios aos quais os peixes foram submetidos causaram ainda queda na PPT,
entretanto, a severidade do estimulo pelo frio foi mais representativa, como relatado por
Hrubec et al. (2000). Porém, neste estudo, a suplementacdo de B-glucano e vitamina C na
dieta aumentou a resposta ao estresse, por meio do aumento da PPT e da diminuicdo da A:G,
caracterizada pelo aumento da producdo de globulinas, em relacdo aos peixes do tratamento
controle. Thomas (2000) destacou que em casos de estresse e inflamacdo, ocorreu aumento na
producdo de globulinas, alterando a concentracdo de proteina plasmaética total. Igualmente,
Sahoo e Mukherjee (2001) destacaram a importancia do aumento de globulinas no soro para o
mecanismo de defesa, com consequente reducdo da A:G, em peixes alimentados com dietas
suplementadas com p-glucano.

Ressalta-se ainda que, neste estudo, independentemente do desafio avaliado, a
auséncia e a suplementagdo com o maior nivel de B-glucano na dieta, proporcionaram
diminuicdo da resisténcia organica dos peixes em relacdo aos demais niveis de
suplementacdo, o primeiro pela auséncia do imunoestimulante e o segundo pela diminuicéo na
producdo de globulinas. Igualmente, Misra et al. (2006) relataram aumento da porcentagem de
globulina em carpas indianas alimentadas com dietas contendo p-glucano.

O aumento da susceptibilidade dos peixes a doengas é decorrente da imunossupressao
causada pelo estresse. A variacdo da temperatura da agua, principalmente durante épocas de
inverno, é considerada uns dos principais fatores estressores aos peixes. Como conseqiéncia,
pode-se relatar ainda o aumento da suscetibilidade a patégenos oportunistas. O leucograma
dos peixes neste estudo, ap6s o estimulo pelo frio e o desafio por bactéria, suporta esta
hipétese.

A leucopenia, observada nos peixes desta pesquisa, apés o estimulo pelo frio e o
desafio por bactéria, foi anteriormente reportada por Barton e lwana (1991). Estes autores
ressaltaram ainda que, em condicdes de estresse, esta queda na producdo total de células
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brancas foi acompanhada por linfopenia. Este quadro foi também observado neste estudo,
ainda com aumento na producdo de neutr6filos e mondcitos. Em situacdes de estresse, a
liberacdo de catecolaminas e cortisol causa constricdo esplénica, aumento do fluxo sanguineo
e migracdo dos leucocitos e, ainda, diminuicdo do numero de celulas brancas totais e de
linfécitos, juntamente com prejuizo nas fungbes fagocitarias das células (Barton e Iwana,
1991; McDonald e Milligan, 1992). Segundo Pickering e Pottinger (1985), a reducdo do
numero de linfocitos circulantes pode representar importante ligacdo entre a resposta ao
estresse e o surgimento de doencas devido a elevacdo do nivel plasmatico de cortisol.
Igualmente, Pickering (1986) relatou que a queda de linfocitos pode estar relacionada com a
capacidade do peixe de se defender contra agentes patégenos.

Avaliando-se o0s nutrientes testes individualmente, observou-se que, embora o
incremento na suplementacdo de B-glucano tenha determinado aumento do numero de
linfécitos, tanto nos peixes submetidos ao estimulo pelo frio quanto os infectados pela
bactéria, houve queda na producdo de neutréfilos e mondcitos, com menor producdo de
reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio. A producdo de neutrofilos mostrou-se
dependente tanto da suplementacdo de B-glucano, como de vitamina C. Este quadro de
alteracdo da condicdo de salde pode ser também resultado da liberacéo do cortisol e ou efeito
nocivo da quantidade de imunoestimulante suplementada.

A avaliacdo do leucograma mostrou que apds o estimulo pelo frio e o desafio por
bactéria ocorreu maior produgdo de células fagociticas, relacionadas a eliminacdo de
microorganismos invasores, predominantemente nos peixes alimentados com as dietas
suplementadas com niveis inferiores de B-glucano, tais como, neutréfilos e mondcitos.

Os valores de cortisol observados nesta pesquisa e considerados dentro da faixa para
peixes ndo estressados (Barton e lwama, 1991) ndo excluem a possibilidade deste hormonio
ter sido liberado e ter ainda influenciado as respostas fisioldgicas dos peixes. A linfopenia e a
neutrofilia associadas a situacGes de estresse por baixa temperatura e por infeccdes
bacterianas e virais e, ainda, por estresse cumulativo foram descritas por Brenden e Huizinga
(1986); Plyzycz et al. (1989); Englesma (2002) e Martins et al. (2004).

Semelhantemente ao observado no eritrograma, o estimulo pelo frio desencadeou
reducdo na contagem total de leucdcitos e na contagem diferencial, nos peixes dos
tratamentos suplementados com a maior porcentagem de B-glucano em relagéo aos demais
tratamentos. Este fato, talvez possa ser explicado pelo efeito nocivo da alta quantidade de

imunoestimulante. Igualmente, no desafio por bactéria esta reducdo esteve pronunciada nos
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peixes alimentados com as dietas suplementadas com maiores concentraces de B-glucano.
Pesquisas tém demonstrado que niveis elevados de pB-glucano na dieta podem proporcionar
imunossupressao nos peixes. Jeney et al. (1997) observaram linfocitose, neutropenia e
monocitopenia em peixes alimentados com dietas suplementadas com 1,0% de B-glucano,
sendo que valores menores de suplementacdo ndo determinaram queda na producao de células
de defesa apds estresse por transporte.

A influéncia da suplementacdo de vitamina C na contagem de neutrofilos sanguineos
apos os desafios, parece estar diretamente relacionada com o aumento da atividade dessas
células nos peixes dos tratamentos que ndo apresentaram imunossupressao. Excecdo apenas
em relacdo ao estimulo pelo frio, nos peixes dos tratamentos que receberam suplementacdo
com 0,4% de B-glucano na dieta devido, provavelmente, ao elevado desvio-padréo.

Os leucdcitos sdo capazes de armazenar grandes quantidades de acido ascorbico. Esta
capacidade pode estar relacionada as exigéncias por substancias antioxidantes com o intuito
de manter a integridade das membranas e o adequado funcionamento das células imunes
(Sobhana et al., 2002), pois peroxidos e radicais livres sé@o produzidos por estas células com o
objetivo de destruir os patdgenos fagocitados. Porém, a superproducdo destes pode ser letal
para a propria célula (Fracalossi et al., 1998). Esta hipdtese pode explicar o efeito da vitamina
sobre os neutrofilos.

A concentragdo de vitamina C no figado dos peixes foi representativa, alterando seu
valor de acordo com o nivel de suplementacdo. Resultado semelhante foi também relatado
para o bagre do canal por El Naggar e Lovell (1991). A suplementacdo desta vitamina, em
niveis acima do recomendado, propiciou reserva necessaria para promover sua redistribuicéo
e utilizacdo pelo organismo quando do estimulo pelo frio. A necessidade desta reserva com
melhora das respostas fisiologicas contra estresse e infec¢des foi anteriormente descrita por
Lim et al. (2001) e Norrgren et al. (2001). Li e Robinson (1994) concluiram que a
concentracdo desta vitamina no figado cai drasticamente quando os peixes estdo sob estresse,
necessitando adequada reserva para enfrentar situacdes adversas, como periodos que
antecedem a reducéo de temperatura.

Esta resposta foi observada, neste estudo, nos peixes alimentados com dietas
suplementadas com 600,0 mg de vitamina C/kg da dieta. Este nivel de suplementacao
determinou melhor perfil hematoldgico, propiciando dessa maneira, maior resisténcia
organica aos peixes. Fato este evidenciado quando se verifica a influéncia da suplementacéo

em relagdo a porcentagem de sobrevivéncia dos peixes nos diferentes niveis de vitamina C do
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desafio por bactéria.

Dietas suplementadas com elevados niveis de vitamina C podem ter efeito benéfico
ndo s na prevencdo de doencas em peixes saudaveis, como também no aumento da
resisténcia a infecges em peixes ja imunocomprometidos (Pezzato et al., 2004; Lim et al.,
2005). Igualmente, a atividade de determinados mecanismos do sistema imune como o
sistema complemento e a lisozima estdo correlacionadas com a concentracdo de vitamina C
nos tecidos (Chen et al., 2004).

A auséncia de diferenca significativa para o cortisol plasmatico comparando-se 0s
momentos e entre os peixes dos tratamentos suplementados talvez tenha ocorrido em virtude
da duracdo do estimulo estressor, com consequente perda do pico de cortisol plasmatico. Os
peixes do tratamento controle, com suplementacdo de vitamina C baseada apenas na exigéncia
para a espécie (Soliman et al., 1994), mostraram-se incapazes de manter o nivel inicial de
cortisol plasmatico apds o estresse.

A relacdo entre a vitamina C e a concentracdo plasmatica de cortisol ainda nao esta
bem estabelecida. Hardie et al. (1991) e Ortuno et al. (2002) demonstraram correlagao inversa
entre nivel de suplementacdo de vitamina C na dieta e cortisol plasméatico. Porém, em
pesquisas desenvolvidas com a carpa comum, bagre do canal e salmdo do Atlantico ndo foi
observado este efeito (Dabrowska et al., 1991; Davies et al., 1998; Li et al.,1998).

A suplementacdo de vitamina C em niveis elevados também pode auxiliar a resposta
do sistema imune diminuindo a toxicidade dos radicais livres reativos do oxigénio e
melhorando a estabilizacdo da membrana lipidica (Panushi e Delafuente, 1985; Secombes et
al., 1988; Lall e Oliver, 1993). O aumento na producdo de intermediarios reativos do oxigénio
pelos mondcitos/macrofagos e neutréfilos € considerado bom indicador da ativagdo do
sistema imune nao especifico em peixes (Jeney e Anderson, 1993; Jorgensen e Robertsen,
1995).

Baixas temperaturas causam reducdo na producdo de reativos intermediarios do
oxigénio e do nitrogénio por macréfagos (Hardie et al., 1994). Resposta semelhante foi
observada neste estudo para a concentracdo do reativo intermediario do oxigénio e tendéncia
para a concentracdo do reativo intermediario do nitrogénio, os quais sofreram reducdo quando
do estimulo pelo frio.

A suplementacdo com maior nivel de B-glucano na dieta apresentou menor producgao
de reativos intermediarios, proporcionando menor resisténcia tanto nos peixes do estimulo
pelo frio como para os infectados por A. hydrophila. Estes resultados confirmam os
anteriormente apresentados com relacdo a producao de células brancas de defesa.
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Respostas de imunossupressdo relacionadas com altas dosagens de B-glucano foram
igualmente observadas por outros autores. Couso et al. (2003) relataram em dourada menor
resisténcia quando desafiada com Photobacterium damselae, com producdo do reativo
intermediario do oxigénio similar ao da dieta ausente de suplementacdo; Jeney et al. (1997)
demonstraram que trutas arco-iris tornaram-se mais susceptiveis a infeccdo por
Flavobacterium colummaris; Robertsen et al. (1990) demonstraram para salméo do Atlantico
alta mortalidade quando injetado intraperitonealmente com elevadas concentracGes de
B-glucano e Whittington et al. (2005) relataram diminuicdo da resposta imunolégica da tilapia
do Nilo quando alimentada com dietas suplementadas com niveis superiores a 0,1% de
B-glucano e desafiadas por Streptococcus iniae. Estes autores inferiram, ainda, que as altas
dosagens de B-glucano podem determinar a exaustdo das células fagociticas com conseqliente
diminuicdo da atividade. Castro et al. (2006) ressaltaram ndo s6 a exaustdo do sistema imune
frente a concentracdes elevadas de B-glucano, mas também a poténcia e rapidez desta
resposta.

Igualmente as altas dosagens, o periodo prolongado também pode determinar
imunossupressao. Estas respostas foram descritas para truta arco-iris desafiada com Vibrio
anguillarum (Matsuo e Miyazano, 1993), assim como em bagre do canal (Yoshida et al.,
1995), sugerindo “feedback” negativo do B-glucano (Burrells et al., 2001). De maneira
semelhante, a administracdo continua de B-glucano por 40 dias promoveu fadiga no sistema
imune, como resultado do estado de alerta intermitente em camardo, Penaeus monodon
(Chang et al., 2000).

Os resultados deste estudo demonstraram similaridade aos anteriormente apresentados.
Porém, varios fatores podem contribuir para alteragdes no sistema imune de defesa néo
especifico contra bactéria e para a resisténcia frente situacfes adversas. Embora tenha sido
avaliada somente a producdo de intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio, esses
permitem apontar reducdo na producdo destes intermediérios, principalmente nos peixes
alimentados com dietas suplementadas com 0,8% de B-glucano. No entanto, futuras pesquisas
necessitam ser conduzidas envolvendo outros parametros imunoldgicos, 0s quais em
conjunto, permitam esclarecer os mecanismos pelos quais elevadas concentragcdes de [-
glucano interferem na resposta imune da tilapia do Nilo.

Ressalta-se, também, que o protocolo de suplementacdo (periodo de administracao,
forma e a concentracdo do imunoestimulante) possui influéncia nas respostas, tornando os

resultados por vezes contraditorios. Gannam e Schrock (2001) destacaram ainda a
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importancia da estrutura do glucano para sua atividade. Por essas razdes, o produto e sua
atividade devem ser avaliados cuidadosamente, pois comparagfes tornam-se dificeis quando
da utilizagéo de produtos comerciais.

Avaliando-se os resultados de mortalidade cumulativa apos o desafio pela bactéria,
observou-se que foram representativos em relacdo aos resultados dos parametros
anteriormente discutidos para esse desafio. Em sintese, a porcentagem de sobrevivéncia
evidenciou menor atividade do sistema imune dos peixes alimentados com dietas
suplementadas com niveis elevados de B-glucano, além de demonstrar melhor resisténcia
organica dos peixes alimentados com dietas suplementadas com 0,1 e 0,2% de 3-glucano.

A acéo do B-glucano relacionada com a porcentagem de sobrevivéncia foi igualmente
reportada por Jeney et al. (1997) para trutas arco-iris com imunossupressdo e aumento da
mortalidade quando alimentadas com dietas suplementadas com 1,0% de p-glucano na dieta e
desafiadas por F. columnaris. Sahoo e Mukherjee (2002) sugeriram que a inclusdo de 1,3
-glucano nas dietas para carpa indiana sob condi¢Ges de imunossupressao ou estresse, podem
aumentar a resisténcia contra infecgdes e reduzir a porcentagem de mortalidade e, Burrels et
al. (2001) em pesquisa com salmonideos, observaram que a suplementacdo de 0,2% de
B-glucano na dieta resultou em tendéncia de menor mortalidade em caso de infec¢cdo com
Vibrio anguillarum.

Neste estudo observou-se, ainda, que a suplementacdo com o maior nivel de vitamina
C evidenciou, embora ndo de forma significativa, a capacidade desta em proporcionar aporte
necessario para manter o sistema imune responsivo frente a infeccdo por A. hydrophila,
principalmente nos niveis de 0,1 e 0,2% de B-glucano. Resposta similar foi reportada por
Kumari e Sahoo (2005) para Clarias batrachus com maior porcentagem de sobrevivéncia
qguando alimentados com dietas suplementadas com 500,0 mg de vitamina C/kg e desafiados
pela A. hydrophila, por Sobhana et al. (2002) para carpa, Cirrhinus mrigala, com aumento da
sobrevivéncia, da atividade fagocitica e da resisténcia contra Aeromonas hydrophila, quando
alimentadas com dietas suplementadas com altas concentracGes de vitamina C; assim como,
por Ai et al. (2006) os quais relataram que a mortalidade cumulativa diminuiu a medida que
aumentou o nivel de vitamina C na dieta de Pseudosciaena crocea desafiado com bactéria.
Contrariamente, Nitzan et al. (1996) ndo constataram efeito significativo da suplementacéo de
vitamina C em relacdo a porcentagem de sobrevivéncia em hibridos de tilapia, Oreochromis
aureus x O. niloticus, submetidos ao desafio por A. hydrophila e Selvaraj et al. (2005), nédo

observaram efeito da suplementacdo de B-glucano em carpa comum desafiada pela mesma
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bactéria.

Os resultados permitem concluir que a suplementacao de B-glucano e vitamina C ndo
influenciam o desempenho produtivo da tildpia do Nilo; que a suplementacdo de 0,1% de
B-glucano e 600,0 mg de vitamina C/kg da dieta determina melhores respostas imunes frente
ao estimulo pelo frio e desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila e que, niveis elevados
de suplementagdo de p-glucano (0,4 e 0,8%) promovem reducdo dos parametros

imunoldgicos avaliados, independente da suplementacdo de vitamina C.
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Tabela 2. Valores médios e desvio-padrdo do ganho de peso por peixe (GPP), consumo
aparente da dieta (CAD) e conversédo alimentar aparente (CAA) de alevinos de tilapia do Nilo
arracoados com dietas suplementadas com niveis de 3-glucano (B-Gluc) e vitamina C (Vit C)

durante 60 dias®

R-Glucano Vit C GPP CAD CAA
(%) (mg/kg) (9) (9)
0 125 87,26 99,75 1,15
______________________ (£870)  (£687) _ (+009) _
0,1 400 88,25 97.00 1,10
( 5,08) @270)  (+0,05)
0,2 400 87,84 95,13 1,09
(+ 2,28) (+3,72)  (+0,05)
0,4 400 84,14 94,11 1,12
(+ 5,29) (+1,44)  (+0,03)
0,8 400 84,83 99,18 1,17
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, *179)  (£553)  (£004)
0,1 600 88,25 93,37 1,09
(& 3,00) *415)  (+0,05)
0,2 600 87,49 96,59 1,11
(+ 6,48) (+6,20)  (+0,03)
0,4 600 86,99 95,59 1,10
@ 1,21) (+240)  (+0,04)
0,8 600 89,97 103,63 1,16
(+ 2,93) (+329)  (+0,02)
“Cont. vs Fat. ns ns ns
R-Gluc® ns® ns ns
0,1 88,25 95,19 1,10
0,2 87,67 95,86 1,10
0,4 85,57 94,85 1,11
0,8 87,40 101,41 1,17
Vit C* ns ns ns
400 86,27 96,36 1,12
600 88,18 97,30 1,12
R-Gluc x Vit C° ns® ns ns

! Letras mintsculas comparam os diferentes niveis de B-glucano dentro de um mesmo nivel de vitamina C;
Letras maiusculas comparam diferentes niveis de vitamina C dentro de um mesmo nivel de B-glucano; Valores
médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo diferem entre si estatisticamente; > Controle
(ausente de suplementacdo de p-glucano e 125,0 mg de vitamina C/kg dieta) vs Fatorial, nivel P; * Efeito do f-
glucano, nivel P; * Efeito da vitamina C, nivel P; ® Interacdo entre p-glucano e vitamina C, nivel P; ® Néo
significativo (P>0,05).
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Tabela 7. Valores médios e desvio-padrao inicial e final de cortisol plasmético (Cortisol) e da
concentracdo de vitamina C (Vit C) no figado de juvenis de tilapia do Nilo arragoados com
dietas suplementadas com niveis de B-glucano (R-Gluc) e vitamina C (Vit C) e submetidos ao

estimulo pelo frio *

. Cortisol Cortisol Vit C Vit C
B'(f;(:;” (r}]’;/é ) inicial final inicial final
(mg/dL) (mg/dL) (ug/9) (ng/9)
0 195 4,16p 14,300 213,020 20,46
________________ *175) _ _(£210)_ _ (£1960) _ _(+349)_ _
01 100 5,71 3,17 308,79Ba. 27,24Bp
’ (+ 1,44) (+0,62) (+ 92,10) (+2,21)
02 400 5,82 3,97 355,53Ba. 29,01Bp
’ (+0,98) (£ 0,70) (+ 83,61) (+ 3,98)
04 100 5,13 5,94 328,96B0. 24,12Bp
’ (+ 2,64) (+1,62) (+ 61,74) (+ 3,45)
08 400 5,35 7,07 332,12Ba. 27,82Bp
o (179)  (£396)  _ (£5836) _ _(+2,224) _
01 500 5,56 2,99 520,27Aa 36,82A8
’ (+0,93) (+ 0,63) (+51,77) (+ 3,83)
02 - 5,28 3,61 487,68A0 35,40Ap
’ (+ 0,50) (+0,79) (+ 97,34) (+2,37)
04 500 5,94 6,35 513,99A0 34,24Ap
’ (+0,97) (+ 3,20) (+ 72,46) (+ 2,54)
08 500 5,31 6,18 463,81A0. 33,91A8
’ (+ 2,30) (+ 3,45) (+ 87,02) (+3,11)
“Cont. vs Fat. ns 0,05 0,05 0,05
R-Gluc® ns ns ns ns
0,1 5,64 3,08 414,53 32,03
0,2 5,55 4,79 421,61 32,21
0,4 5,54 6,15 421,48 29,18
0,8 5,33 6,63 397,97 30,87
Vit C* ns ns 0,05 0,05
400 5,50 5,29 331,35 27,30
600 5,52 5,03 496,44 35,09
R-Gluc x Vit C° ns ns ns ns

! Letras mintsculas comparam os diferentes niveis de B-glucano dentro de um mesmo nivel de vitamina C;
Letras mailsculas comparam diferentes niveis de vitamina C dentro de um mesmo nivel de B-glucano; Letras
gregas comparam um mesmo nivel de B-glucano e vitamina C nas diferentes condi¢es experimentais; Valores
médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo diferem entre si estatisticamente; > Controle
(ausente de suplementacdo de p-glucano e 125,0 mg de vitamina C/kg dieta) vs Fatorial, nivel P; * Efeito do f-
glucano, nivel P; * Efeito da vitamina C, nivel P; ® Interacdo entre p-glucano e vitamina C, nivel P; ® Néo

significativo (P>0,05).
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Tabela 8. Mortalidade cumulativa e porcentagem de sobrevivéncia (SBV) de juvenis de tilapia
do Nilo arragoados com dietas suplementadas com niveis de 3-glucano (3-Gluc) e vitamina C
(Vit C) e submetidos ao desafio com Aeromonas hydrophila

R-Gluc  VitC Mortalidade Cumulativa — dias ap6s o desafio SBV
(%)  (mg/kg) 1° 5° 6° 7° 8 9° 10° 11° 12° 13° 14° 15° Total (%)

0 25 0 0 1 2 2 3 4 6 6 17 1 1 1 4167
01 400 O0 0 O O O O 2 3 3 3 3 3 3 7500
0,2 40 0 0 0 0O 0O 1 2 2 2 3 3 3 3 7500
0,4 40 0 0 0 0O O 1 2 2 3 3 3 3 3 7500
0,8 40 0 0 0 0O 1 3 3 4 5 5 5 5 5 5333
01 600 0O 0O O O O O 1 2 2 2 2 2 2 8333
0,2 60 0 0O 0O 0O 0O O 1 1 2 2 2 2 2 8333
0,4 600 0 0O 0O 0O O O 1 3 4 4 4 4 4 6667
0,8 600 0 0O 1 2 2 2 2 3 3 4 5 5 5 5833




CAPITULO I

TEMPO DE ADMINISTRACAO DE B-GLUCANO E VITAMINA C PARA
TILAPIA DO NILO: PARAMETROS FISIOPATOLOGICOS



109

TEMPO DE ADMINISTRACAO DE pB-GLUCANO E VITAMINA C PARA
TILAPIA DO NILO: PARAMETROS FISIOPATOLOGICOS

Resumo: O imunoestimulante pode determinar respostas tanto positivas quanto negativas
para o sistema imune, dependendo da concentracdo e do tempo de administracdo. Desta
forma, esta pesquisa teve por objetivo determinar o melhor tempo de administracdo da dieta
suplementada com 0,1% B-glucano e 600,0 mg de vit C/kg da dieta (dieta teste) para
juvenis de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, por meio das respostas hematoldgicas e
imunoldgicas (determinacdo de intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio), apds
0s peixes serem submetidos ao estimulo pelo frio, estresse por transporte e desafio com
Aeromonas hydrophila. Foram avaliados quatro periodos de administragdo dessa dieta: 45;
30; 15 e sete dias que antecederam os desafios. Para tal, um lote de 288 alevinos de tilapia
do Nilo, com peso médio de 5,0 + 0,239 recebeu a dieta controle (0,0% [-glucano/125,0
mg vit C/kg) até atingir peso médio de 30,0 + 1,12 g, para entdo iniciar o periodo
experimental. No tratamento | os peixes receberam a dieta teste por 45 dias. No tratamento
Il os peixes receberam a dieta controle por 15 dias e a dieta teste por 30 dias; no tratamento
I11 a dieta controle foi administrada por 30 dias e a teste por 15 dias e no tratamento IV 0s
mesmos receberam 38 dias de dieta controle e sete dias a dieta teste, para posteriormente
serem submetidos aos desafios. Os resultados permitem concluir que a alimentacdo com
0,1% de B-glucano e 600,0 mg de vitamina C/kg da dieta durante 15 dias ou mais
proporcionou aumento da resisténcia organica dos peixes frente os desafios e, que, 0
fornecimento dessa dieta durante sete dias ndo foi suficiente para manter e/ou proporcionar

adequada resposta apés juvenis de tilapia do Nilo serem submetidos a situagdes adversas.

Palavras chave: B-glucano, vitamina C, estresse, transporte, Aeromonas hydrophila
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PERIOD OF B-GLUCAN AND VITAMIN C ADMINISTRATION FOR NILE
TILAPIA: PHISIOPATHOLOGICAL PARAMETRS

Abstract: Immunoestimulant can determine either positive or negative answer for the
immune system depending on the concentration and administration period. Thus this
research was conducted to determine the best administration period for diet supplemented
with 0.1% of B-glucan and 600.0 mg of vit C/kg diet for Nile tilapia juveniles, Oreochromis
niloticus, using hematological and immunological (reactive oxygen and nitrogen
intermediates) responses after fish were submitted to cold and transportation stress, and
challenged with Aeromonas hydrophila. Four periods of diet administration: 45; 30; 15 and
7 days, preceding stress, were evaluated. Two hundred and eighty eight Nile tilapia
fingerlings, average weight 5.0 + 1.12 g, were fed control diet until they reached 30.0 +
1.12 g to begin the experimental period. In treatment 1 fish were fed test diet for 45 days. In
treatment 2 fish were fed control diet for 15 days and test diet for 30 days; in treatment 3
control diet was given for 30 days and test for 15 days and in treatment 4 fish were fed for
38 days with control diet and seven with test diet. Afterwards they were submitted to stress.
It was concluded that 15 days of diet supplemented with 0.1% of 3-glucan and 600.0 mg of
vit C/kg diet increased organic fish resistance submitted to stress and that the period of
seven days was not enough to keep or yield appropriate answer for Nile tilapia juvenile

under adverse circumstances.

Key words: B-glucan, vitamin C, stress, transportation, Aeromonas hydrophila
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Introducéo

Com a intensificacdo do sistema de producdo de peixes diferentes fatores estressores
se apresentam, sendo essencial que os mecanismos de defesa funcionem adequadamente
para garantir a higidez e as condicGes fisiologicas dos peixes cultivados (Urbinati e
Carneiro, 2004). Esses fatores podem compreender desde a qualidade da agua, mudancas
bruscas de temperatura, densidade de estocagem, manejo de captura e despesca e ainda
transporte, alterando direta ou indiretamente a resisténcia organica dos peixes (Lim et al.,
2005). Como resultado do estresse pode-se descrever a continua perda da homeostase, com
reducdo do crescimento e da capacidade reprodutiva, além da supressao da resposta imune,
tornando o peixe susceptivel a doengas e a morte (Wendelaar-Bonga, 1997; VVan Weerd e
Komen, 1998).

Atualmente, a indUstria aquicola aumentou o interesse nas formas de tratamentos e
de profilaxia de doencas desencadeadas por fatores estressores, principalmente com o
emprego de vacinas e na utilizacdo de imunoestimulantes. A vacinacdo ¢ um método
alternativo de profilaxia que pode ser utilizada em larga escala, porém, a diversidade de
patogenos e de espécies de peixes ndo permite assegurar que as mesmas sejam eficazes nas
diferentes situacdes de risco que a producdo intensiva de peixes proporciona. Somado a
isto, existe a necessidade de programa especifico de vacinacdo que abrange conhecimento,
por parte dos produtores, sobre doengas, sistema imunoldgico e farmacologia (Burrells et
al., 2001; Belém-Costa, 2003; Pilarski, 2006).

A utilizacdo de imunoestimulantes em dietas se apresenta como estratégia para
melhorar as respostas de defesa contra as adversidades a que 0s peixes estdo expostos,
somado a necessidade de se encontrar alternativas para a diminui¢cdo do uso de antibioticos
e quimioterdpicos para o tratamento de doencas em peixes. Isto ocorre em funcdo do
aumento da resisténcia dos patdgenos a varios antibidticos e o possivel residuo destes no
filé para consumo humano, levando ao fim do uso desses medicamentos em diversos paises
(Anderson, 1992; FAQ, 2002; Patterson e Burkholder, 2003).

Dentre os imunoestimulantes, o B-glucano se destaca, sendo um dos principais
polissacarideos encontrados na parece celular de leveduras, fungos filamentosos e

cogumelos. O B-glucano proveniente da parede celular da levedura, Saccharomyces
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cerevisae, tem despertado interesse na aquicultura por ser produzido na natureza, por ndo
deixar residuo no produto industrializado e por ndo prejudicar a qualidade da agua de
cultivo (Robertsen et al., 1994). Sua utilizagcdo tem demonstrado melhorar a atividade do
sistema imune ndo especifico e a resisténcia contra certos patdgenos, por meio do aumento
da concentragdo plasmatica de lisozima e de complemento, incrementando ainda a
atividade fagocitica dos macrofagos em diversas espécies de peixes (Nikl et al., 1991; Yano
et al., 1991; Anderson, 1992; Chen e Ainsworth, 1992; Robertsen et al., 1994; Galeotti,
1998; Sakai, 1999).

O aparecimento de patégenos nos sistema intensivo de criagdo estd diretamente
relacionado as condigcdes de estresse a que 0s peixes estdo expostos. Conseqlientemente,
inimeras doengas ocorrem, principalmente, por parasitos, fungos, virus e bactérias. Dentre
estas, destacam-se as bactérias oportunistas, como a Aeromonas hydrophila (Belém-Costa,
2003), as quais podem, em casos de estresse, levar os peixes a morte (Shama et al., 2000).
Pesquisas também tém demonstrado acdo positiva do -glucano sobre o sistema imune nédo
especifico, especificamente contra a bactéria A. hydrophila (Kwak et al., 2003; Selvaraj et
al., 2005; Misra et al., 2006).

Entretanto, informacBes sobre o periodo de administracdo do p-glucano
suplementado em dietas para peixes sdo escassas. Desta forma, esta pesquisa teve por
objetivo determinar o melhor tempo de administragdo do p-glucano e vitamina C
suplementados em dietas para tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, avaliado por meio do

estimulo pelo frio e estresse por transporte, além do desafio com Aeromonas hydrophila.

Material e Métodos

Este estudo foi conduzido na Unesp — Universidade Estadual Paulista, Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia, Departamento de Melhoramento e Nutricdo
Animal, Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquéaticos — AquaNutri, Campus de
Botucatu, unidade integrada ao CAUNESP.
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Periodo de alimentacao

Foram avaliados quatro periodos de administracdo da dieta teste: 45; 30; 15 e sete
dias que antecederam ao estimulo pelo frio, estresse por transporte e desafio com
Aeromonas hydrophila. Para tal, um lote de 288 alevinos de tilpia do Nilo, com peso
médio de 5,0 + 0,23g recebeu a dieta controle (0,0% B-glucano/125,0 mg vit C), até atingir
peso médio de 30,0 + 1,12 g, para entdo iniciar o periodo experimental.

No tratamento | os peixes receberam a dieta teste (0,1% B-glucano/600,0 mg vit C)
por 45 dias. No tratamento 11 os peixes receberam a dieta controle por 15 dias e a dieta teste
por 30 dias; no tratamento 111 a dieta controle foi administrada por 30 dias e a teste por 15
dias e no tratamento IV 0os mesmos receberam 38 dias de dieta controle e sete dias a dieta
teste, para posteriormente serem submetidos ao estimulo pelo frio, estresse por transporte e

desafio com A. hydrophila.

Formulacéo e confeccdo das racoes

As racdes foram formuladas com base nos dados apresentados no NRC (1993) e nos
valores de digestibilidade aparente de aminoacidos (Furuya et al., 2004) e disponibilidade
de minerais de Pezzato et al. (2004). Foram confeccionadas duas dietas préaticas
isoaminoacidicas formuladas para 28,0% de proteina digestivel e 3000 kcal de energia
digestivel/kg. Foram suplementados os aminoacidos lisina, metionina, triptofano e treonina.
O B-glucano e a vitamina C foram adicionados em substituicdo ao amido de milho. A dieta
controle era isenta da suplementacdo de B-glucano e suplementada com 125,0 mg/kg de
vitamina C e a dieta teste foi suplementada com 0,1% de B-glucano e 600,0 mg/kg de
vitamina C. O percentual dos ingredientes e a composicdo quimico-bromatoldgica das
dietas experimentais estdo apresentados na Tabela 1.

O suplemento vitaminico e mineral adicionado era isento de vitamina C,
especialmente confeccionado para a pesquisa, sendo considerado como fonte somente o
adicionado a dieta. A vitamina C utilizada foi a L-ascorbato-2-monofosfato com 35,0% de
atividade (Stay-C Roche®). O B-glucano utilizado foi o GC-Goldcell® (85,0%) obtido a

partir da parede celular de levedura Saccharomices cerevisae.
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Para o preparo das dietas, os ingredientes foram moidos em particulas menores que
0,7 mm e homogeneizados em misturador automatico. A mistura foi processada em
extrusora Extrutec®. As duas dietas foram secas em estufa de circulagdo de ar forcada, a
55,0°C, durante 24 horas. Os peletes foram fracionados de acordo com o tamanho dos
peixes e posteriormente armazenados a -20,0°C. Foram realizadas anélises de vitamina C

da dieta no Laboratorio de Alta Tecnologia — Labtec — Campinas/SP.

Estimulo pelo frio

Ap0s o periodo de preparo, 96 peixes foram transferidos para a sala experimental de
estimulo pelo frio contendo 24 aquarios, na densidade de quatro peixes por aquario. O
estimulo pelo frio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado composto por
quatro tratamentos (quatro periodos de administracdo da dieta teste: 45; 30; 15 e sete dias
que antecederam o estimulo) e seis repeti¢cdes. Os aquarios, de 40 litros cada, apresentavam
filtros individualizados, aquecedores e aeracdo. A temperatura da &gua dos aquarios foi
reduzida gradativamente do conforto térmico para a espécie (25,0 + 2,0°C) para 14,0°C,
permanecendo nessa temperatura durante sete dias. Todos os peixes, independentemente do
tratamento, receberam a dieta teste suplementada com 0,1% de B-glucano e 600,0mg de
vitamina C/kg, variando apenas o tempo de administracdo. Ao final, foram determinados
parametros hematologicos e imunolégicos (determinacdo de intermediarios reativos do

oxigénio e do nitrogénio).

Estresse por transporte

Apdbs o periodo inicial de preparo, um lote 96 peixes foi transferido para quatro
aquarios de 250,0 L cada, dotados de sistema de aquecimento controlado por termostato,
filtro mecénico e biologico. Os peixes foram distribuidos aleatoriamente nos quatro
aquarios em densidade de 24 peixes por aquario. O experimento foi conduzido num
delineamento inteiramente casualizado, composto por quatro tratamentos dispostos em cada

aquario, sendo que cada peixe foi considerado uma repeticéo.
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Posterior aos periodos de administracdo da dieta teste, o estresse por transporte foi
efetuado pelo periodo de quatro horas. Foram utilizados 24 peixes por tratamento,
acondicionados em quatro caixas proprias para transporte com capacidade de 100 L cada.
Para melhor determinar a acdo do imunoestimulante e da suplementacdo com vitamina C
nenhum produto foi adicionado a &gua de transporte. Foram checados a cada hora a
temperatura, a concentracdo de oxigénio dissolvido, o pH e a concentragdo de amonia ndo
ionizada da agua da caixa de transporte. Foram determinados antes do estresse (inicial),
apos (final), depois de 24 e 72 horas do estresse 0s mesmos parametros hematolégicos e
imunoldgicos avaliados no estimulo pelo frio, alem das concentragdes de cloreto (Kits
Labtest®) e aménia plasmética (Gentzkow e Masen, 1942). Para as analises de sédio e
potassio, o sangue foi coletado sem anti-coagulante e centrifugado para separagdo do soro,
que foi congelado e armazenado a -20°C, para posterior analise em fotémetro de chama
(FC 180 Celm).

Desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila

Ap0s esse periodo de preparo, o lote restante de 96 peixes foi transferido para a sala
experimental de desafio contendo 24 aquérios, na densidade de quatro peixes por aquério.
O desafio por bactéria foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado composto
por quatro tratamentos e seis repeticdes, mesma estrutura do estimulo pelo frio.

A cepa de bactéria utilizada foi fornecida pelo Laboratério de Patologia de Peixes,
CAUNESP, Campus de Jaboticabal. A viabilidade e pureza da bactéria foram confirmadas
na Unesp — Instituto de Biociéncias, Departamento de Microbiologia e Imunologia,
Céampus de Botucatu.

Para a determinacgdo do inoculo a ser utilizado no desafio experimental, trés grupos
de 25 peixes cada, foram infectados com diferentes concentragdes de Aeromonas
hydrophila (10% 10° e 108 UFC.mI™), visando a determinacéo da concentracio bacteriana
letal para 50,0% dos peixes testados (DLsp), de acordo com metodologia proposta por
Plumb e Bowser (1983).

Determinada a DLsy e ap6s finalizagdo do estimulo pelo frio, os peixes foram

infectados com A. hydrophila por meio de inoculacdo intraperitoneal com a concentragdo
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determinada (10° UFC.mL™) do agente patégeno em 0,1 mL de solucéo salina (0,85%). Os
peixes receberam também uma injecdo de dexametasona (0,04mL/100g peso vivo) visando
diminuir a resisténcia dos animais e a facilitacdo da acdo da bactéria. A avaliacdo da
mortalidade foi efetuada duas vezes ao dia, juntamente com a alimentacdo. Ao final desse
periodo foram determinados pardmetros hematologicos, imunologicos e a taxa de

sobrevivéncia.

Analises hematoldgicas

Para a determinacdo do perfil hematoldgico foram utilizados oito peixes por
tratamento. Os mesmos foram anestesiados com benzocaina (1,0 g/15 L) e o sangue
coletado com auxilio de seringa de 1,0 mL com anticoagulante (EDTA 3,0%) por meio da
puncédo do vaso caudal. A contagem de eritrocitos e leucocitos foi realizada pelo método do
hemocitdometro em camara de Neubauer, utilizando-se o azul de toluidina a 0,01% em
pipeta de Thoma como solucdo diluente e corante.

A diferenciacdo dos leucdcitos foi realizada em extensdes sanguineas coradas com
May-Grinwald Giemsa. A taxa de hemoglobina foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina, utilizando-se “kit” de determinacdo fotocolorimétrica (Analisa
Diagnostica®). O hematdcrito foi obtido utilizando-se centrifuga para microhematécrito em
5000 rpm durante cinco minutos. A proteina plasmatica total foi determinada por meio de
refratbmetro manual de Goldenberg. A anélise de albumina sérica foi efetuada utilizando-se
“kit” de analise (Analisa Diagndstica®) e as globulinas determinadas por calculo
diferencial. Apos a determinagéo das concentragdes de albumina e globulina foi calculada a
relacdo albumina:globulina (A:G). As varidveis acima apresentadas foram avaliadas
segundo as técnicas descritas por Jain (1986).

As anélises da concentracdo de cortisol plasmatico foram realizadas na Unesp —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Departamento de Reproducéo, Campus de
Botucatu pelo método radioimunoensaio utilizando-se kit DPC — Diagnostic Products
Corporation® (coat-a-count, fase solida) e as anélises de glicose, foram realizadas

utilizando-se glicosimetro manual (Roche®).
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Parametros imunoldgicos (intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio)

Para a determinacdo dos parametros imunolédgicos (intermediarios reativos do
oxigénio — IRO e do nitrogénio — IRN), foi coletado o sangue de seis peixes de cada
tratamento conforme procedimento descrito para as analises hematoldgicas. Apds a coleta
do sangue, o mesmo foi colocado em tubos ependorfe (1,5 mL) e levados para camara
asséptica de fluxo laminar, modelo PCR 2.5 — Pachane®. Posteriormente, foi transferido
com auxilio de pipetador automatico, para tubos Falcon estéreis contendo 7,0 mL de meio
completo para cultura de células (meio Leibowitz L-15 suplementado com 2,0% de soro
bovino fetal, 2,0 mM de glutamina e gentamicina) e homogeneizado, sendo os tubos
mantidos em banho de gelo. Em outro tubo Falcon foram colocados, lentamente pela
parede do tubo, 3,0 mL de Percoll 51,0 e 34,0%, respectivamente. O sangue foi entdo
transferido lentamente para o gradiente de percoll, sendo, em seguida, centrifugado a 1200

rpm, por 20 minutos, a 10,0° C.

Decorrido este periodo, o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas em
15,0 mL de L-15 e, centrifugados a 1000 rpm, por 10 minutos, a 10,0°C. Este procedimento
foi repetido por mais uma vez. Em seguida, as células foram ressuspensas para 1,0 mL de
meio L-15 contendo 0,1% de soro bovino fetal, sendo a concentracdo ajustada para 2,0x10°

células mL™,

Aliquotas de 100 uL destas suspensdes foram distribuidas em placas de
microcultura, com posterior incubacdo (18,0°C). Decorridas duas horas, as células ndo-
aderentes foram removidas e a monocamada de leucécitos incubada (18,0°C) por 24 horas,
com a presenca ou ndo de PMA (phorbol miristate acetate). O protocolo adotado foi
adaptado descrito por Secombes (1990).

A producdo de peroxido de hidrogénio (H,O;) por leucdcitos sanguineos de tilapia
do Nilo, Oreochromius niloticus, foi determinada por meio da microtécnica de oxidagdo do
vermelho fenol (Pick e Mizel, 1981). Apds a incubacédo das culturas celulares por 24 horas,
o0 sobrenadante foi coletado para a dosagem de 6xido nitrico e as células utilizadas para a
determinagdo de H,O, As células foram ressuspensas ao volume original (100 uL) em

solucdo vermelho fenol, contendo 140,0 mM de NaCl, 10,0 mM de tampéo fosfato de
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potassio pH 7,0; 5,5 mM de dextrose de raiz forte tipo Il (0,01 mg/mL). As culturas foram
novamente incubadas em estufa a 18,0°C, por 120 minutos. Apds este periodo, a reacéo foi
interrompida pela adi¢do de 10,0 uL de NaOH 1N.

A absorbancia foi determinada em microleitor de Elisa automatico, com filtro de
620 nM, sendo o branco constituido de vermelho fenol e NaOH. Os resultados foram
expressos em nmoles de H,0,/2,0x10° células, a partir da curva padrdo estabelecida em
cada ensaio, constituida de concentragdes molares conhecidas de H,O, em tampéo
vermelho fenol.

A producdo de NO por leucdcitos sanguineos da tilapia do Nilo foi determinada por
método colorimétrico, baseado na reacdo de Griess (Green et al., 1981), combinando
100 puL do sobrenadante da amostra teste com 100,0 uL do reagente Griess (Need 0,1% e
sulfanilamida 1,0% em H3PO, 5,0%).

As leituras foram efetuadas em microleitor de Elisa, utilizando filtro de 540nm. Os
resultados foram expressos em pmoles de NO/2,0x10° células, comparando-se a densidade

Optica com a curva padrdo de NO, realizada em cada experimento.

Analise estatistica

Os resultados desse estudo foram avaliados por meio da técnica da analise de
variancia multivariada considerando os perfis médios de resposta e, quando significativo,
foi complementado com os intervalos dos contrastes de medias por Hotelling (Johnson e
Wichern, 1998), para comparagdo dos momentos anterior e posterior ao desafio. Utilizou-se
também a técnica da analise de varidncia para o modelo do experimento inteiramente
casualisado, complementada com o teste de comparacGes de Tukey (Zar, 1999). Todas as
analises foram realizadas utilizando-se o procedimento GLM do pacote computacional

SAS, ao nivel de 5,0% de significancia.
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Resultados

Estimulo pelo frio

Apos o estimulo pelo frio, os peixes dos tratamentos que receberam a dieta teste por
diferentes dias ndo apresentaram diferenca significativa nos parametros hematolégicos.
Entretanto, pode-se observar tendéncia de queda no numero de eritrocitos e na
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), além do aumento da
porcentagem de hematdcrito (Htc) e volume corpuscular médio (VCM) nos peixes
que receberam a dieta teste por sete dias em relacdo aos peixes dos demais
tratamentos (Tabela 2).

Os diferentes periodos de alimentacdo ndo determinaram efeito significativo na
proteina plasmatica total (PPT) e na relagdo albumina:globulina (A:G). lgualmente, a
alimentacdo por sete dias com a dieta teste apresentou, de forma nédo significativa, maior
A:G, com menor concentragdo de globulinas (Tabela 2).

Verificou-se diferenca significativa da concentracdo de cortisol plasmatico nos
peixes dos tratamentos alimentados por 45, 30 e 15 dias com a dieta teste em relacdo aos
peixes que receberam a dieta por sete dias, sendo que este periodo de alimentacdo
determinou maior concentracdo de cortisol plasméatico. N&o foi observado efeito
significativo para a concentracdo de glicose plasmatica (Tabela 2).

Houve diferenca significativa para a contagem total de leucdcitos, sendo que 0s
peixes alimentados por 45, 30 e 15 dias com a dieta teste apresentaram maior nimero de
leucdcitos e, os peixes alimentados por sete dias a menor. A contagem diferencial de
leucocitos ndo apresentou diferenga significativa.

Em relagdo aos parametros imunologicos avaliados, intermediarios reativos do
oxigénio (H,0O;) e nitrogénio (NO) produzidos por leucdcitos sanguineos, nao foi observada
diferenca significativa nos peixes alimentados com a dieta teste, por diferentes dias; porém,

houve tendéncia de queda nos valores para os peixes alimentados por sete dias (Tabela 2).
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Desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila

N&o foi observada diferenca significativa do tempo de alimentagdo no perfil
hematoldgico e nos valores hematimétricos dos peixes dos diferentes tratamentos apos o
desafio com Aeromonas hydrophila (Tabela 3).

Igualmente, ndo houve diferenca significativa para PPT, relacdo A:G, contagem
total de leucdcitos e contagem diferencial de leucécitos (Tabela 3). Entretanto, observou-se
para esses parametros diminuicdo dos valores nos peixes alimentados com a dieta teste por
sete dias, ressaltando que a relacdo A:G, apesar de ter apresentado maior valor para esse
tratamento, apresentou reducdo (P<0,05) na concentracao de globulina.

Para os parametros imunolégicos avaliados, intermediérios reativos do oxigénio
(H20,) e nitrogénio (NO), ndo foi observado diferenca significativa dos diferentes periodos
de alimentacdo com a dieta teste. Porém, verificou-se menor producdo dos intermediarios
reativos do oxigénio e do nitrogénio nos peixes alimentados com a dieta teste por sete dias
(Tabela 3).

Durante o desafio com a A. hydrophila foi quantificada a mortalidade cumulativa
(Tabela 4). Observou-se que a menor porcentagem de sobrevivéncia ocorreu nos peixes
alimentados por sete dias com a dieta teste, sendo em média 28,26% inferior aos demais.
Ressalta-se ainda que, no oitavo dia do desafio, foi observada a morte de aproximadamente

50,0% do total de peixes, deste tratamento.

Estresse por transporte

As concentragdes de amonia ndo ionizada (NH3) e pH da agua durante o transporte
estdo apresentadas na Figura 1. Observou-se diminui¢cdo do pH e aumento da concentracdo
de amdnia durante o transporte, sendo que a temperatura da &gua manteve-se a 23,2 + 0,3°C
e 0 oxigénio dissolvido (O,D) em 4,82 + 0,44 mg/L.

Ao final do estresse por transporte, os peixes alimentados com a dieta teste durante
45, 30 e 15 dias apresentaram valores inferiores (P<0,05) para nimero de eritrocitos e taxa

de Hb em relagdo aos peixes alimentados por sete dias (Tabela 5). Embora ndo de forma
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significativa, observou-se tendéncia de aumento do Htc e CHCM e diminui¢do do VCM
apos o transporte nos peixes desse tratamento comparado aos demais.

Confrontando-se os momentos inicial (1), final (F), 24h e 72h apds o final do
transporte, observou-se aumento significativo para nimero de eritrécitos, Hb e CHCM nos
peixes que receberam a dieta teste por sete dias, retornando gradativamente aos valores do
periodo inicial em 72 horas (Tabela 5). Ressalta-se que 0 aumento desses parametros apos o
transporte também ocorreu em todos os tratamentos, de forma n&o significativa.

O fornecimento da dieta teste por diferentes periodos ndo determinou diferenca para
a PPT e relacdo A:G. Entretanto, observou-se menor concentracdo de globulina e,
consequentemente, maior relacdo A:G nos peixes alimentados com a dieta teste durante
sete dias em relagdo aos peixes dos outros tratamentos nos diferentes momentos (Tabela 6).

Né&o foi observada diferenca significativa entre os tratamentos para a contagem total
e diferencial de leucdcitos; porém, os peixes alimentados durante sete dias com a dieta teste
apresentaram menor nimero de leucécitos totais apds o transporte. Comparando-se 0s
momentos, observou-se, apos o estresse por transporte, leucopenia, linfopenia e neutrofilia
nos peixes de todos os tratamentos, retornando aos valores iniciais apds 24 horas do
término do transporte. Entretanto, os peixes alimentados com a dieta teste durante sete dias
recuperaram a condicao pré-transporte somente apés 72 horas (Tabela 6).

Verificou-se apds o transporte diferenca significativa da concentracdo de cortisol
plasmatico nos peixes alimentados com a dieta teste durante 45, 30 e 15 dias, em relacéo
aos peixes alimentados por sete dias, sendo que este tratamento determinou maior
concentracdo do hormonio ao final, 24 e 72 horas apds o estresse por transporte. Observou-
se efeito significativo de momento para cortisol e glicose plasméatica em todos 0s
tratamentos, com aumento da concentracdo desses parametros apos o transporte. Os peixes
retornaram aos valores iniciais depois de 72 horas para cortisol plasmatico e 24 horas para
glicose plasmatica, com excecdo dos peixes alimentados durante sete dias com a dieta teste
em relacéo ao cortisol plasmatico, os quais ndo retornaram aos valores iniciais até 72 horas
depois do transporte (Tabela 7).

Os niveis séricos de sodio e potassio ndo apresentaram diferenca significativa entre
os tratamentos em nenhum momento, assim como os niveis plasmaéticos de cloreto e

amodnia (Tabela 8). Quando da avaliacdo de momento, observou-se diferenga significativa
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com aumento do potassio sérico e diminuicdo do cloreto plasmatico ap6s o transporte para
todos os tratamentos, tendo ambos retornados aos valores iniciais 24 horas ap6s o final do
transporte. Observou-se, embora de maneira ndo significativa, diminuicdo do nivel sérico

de sodio e aumento da amonia plasmatica apos o transporte, em todos os tratamentos.

Discussao

O aumento da susceptibilidade dos peixes a doencas € decorrente da
imunossupressdo causada por estresse associado a intensificagdo dos sistemas de producéo,
representado principalmente pelo manejo adotado e por fatores ambientais desfavoraveis
(Selvaraj et al., 2005). O efeito nocivo das condi¢Ges adversas sobre a higidez dos peixes
pdde ser observado nesta pesquisa com resultados de alteraces fisiologicas.

Peixes submetidos ao estimulo pelo frio apresentaram valores hematoldgicos
alterados, sendo que a dieta suplementada com B-glucano e vitamina C ndo foi capaz de
manter a eritropoiese nos padrdes considerados adequados para animais sadios (Feldman et
al., 2000; Barros et al., 2006). Nos peixes alimentados com a dieta teste por sete dias,
embora a diferenca ndo seja significativa, apresentaram seus parametros hematolégicos
aquém dos verificados nos peixes alimentados por maior periodo. A maior porcentagem de
Htc, menor taxa de Hb e menor CHCM, além do maior VCM nos peixes deste tratamento,
caracterizaram animais anémicos e evidenciaram a necessidade de maior periodo de
alimentagdo com a dieta teste na tentativa de se manter os parametros hematoldgicos, apos
os desafios, em niveis proximos aos considerados adequados para peixes higidos.

Os valores do hemograma dos peixes submetidos ao estimulo pelo frio
caracterizaram que a temperatura de 14,0°C foi mais prejudicial a manutencao do perfil
hematolégico do que a infeccdo com Aeromonas hydrophila. Talvez, em condi¢gdes mais
prolongadas desse tipo de desafio fossem determinadas também alteraces no eritrograma e
ndo s6 no leucograma, conforme esperado e observado.

A nocividade da baixa temperatura no eritrograma, como relatado neste estudo,
também foi descrita por outros autores, com alteracdes principalmente na porcentagem de
hematocrito, em funcdo da hemoconcentracdo ou hemodiluicdo (Chen et al., 1995;

McDonald e Milligan, 1997). Embora ndo tenham sido observadas nesta pesquisa, a
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literatura descreve alteragGes significativas no eritrograma do matrinxd, Brycon
amazonicus, ap6s infeccdo por A. hydrophila quando alimentados com dietas
suplementadas com vitamina C (Alves de Andrade et al., 2006) e na carpa comum,
Cyprinus carpio, infectadas também com A. hydrophila (Harikrishnan et al., 2003).

Os peixes submetidos ao estresse por transporte também apresentaram alteracfes
hematologicas. O aumento do numero de eritrocitos, da taxa de hemoglobina e CHCM,
imediatamente ap0s o estresse, sugerem maior demanda de oxigénio pelo organismo,
condicdo esta que ocorre normalmente em situagdes adversas (Carneiro, 2001). Esses
aumentos, embora de maneira nao significativa, foram observados nos peixes de todos 0s
tratamentos. Contudo, os peixes alimentados por sete dias com a dieta teste apresentaram
maior numero de eritrécitos e maior taxa de Hb em relagdo aos peixes dos demais
tratamentos, demonstrando, possivelmente, estarem sendo mais exigidos fisiologicamente
gue os demais e até este momento, respondendo a esta demanda. A concentracdo
plasmaética de cortisol desses peixes suporta esta hipétese.

A auséncia de elevada concentracdo de cortisol plasmatico apos o desafio pelo frio
talvez tenha ocorrido em virtude da duracdo do agente estressor (sete dias), com
consequente perda do pico. Entretanto, ap6s o estresse por transporte foi possivel observar
diferenca significativa da concentracdo de cortisol plasmatico nos peixes de todos 0s
tratamentos. Vale ressaltar que os peixes alimentados com a dieta teste por sete dias, além
de apresentarem maior concentracao deste corticéide, ndo retornaram aos niveis iniciais até
72 horas apo6s o final do transporte. Estes resultados corroboram com a hipotese de que 0s
peixes alimentados com a dieta teste por menos tempo, apresentaram menor resisténcia
orgéanica depois dos desafios em relagdo aos peixes que foram alimentados por maior
periodo.

Niveis elevados de cortisol apds estresse por transporte foram observados em
salméo do Atlantico, Salmo salar, e em truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, tendo esses
niveis plasmaticos retornado aos parametros iniciais apés alguns dias (lversen et al., 1998).
Resultados similares foram descritos por Carneiro (2001) que observou elevacéo
significativa nos niveis de cortisol apds o transporte de matrinxa, retornando aos niveis
iniciais 24 horas ap6s o desafio. O efeito da temperatura e do transporte alterando a

fisiologia dos peixes foi ainda relatado por Bly e Clem, (1992), os quais enfatizaram que



124

mudancas bruscas de temperatura e o transporte desencadeiam respostas primarias e
secundarias na tentativa da manutencdo da homeostase.

Igualmente ao ocorrido para o cortisol plasméatico ndo foi possivel determinar
alteracdes nos niveis glicémicos apds o estimulo pelo frio, provavelmente, em virtude da
duragdo do estimulo estressor. Porém, ao final do estresse por transporte, a elevagdo da
concentracdo plasmatica de glicose foi observada nos peixes de todos os tratamentos,
retornando aos valores iniciais em 24 horas. A alteragdo da concentracdo de glicose
relacionada com a duracdo do estimulo foi relatada por Barton (2000) que destacou que a
concentracdo de glicose plasmatica aumenta durante periodos curtos, para suprir a maior
demanda energética em situacdes de estresse. Respostas semelhantes as determinadas neste
estudo foram observadas em matrinxd e tambaqui, Colossoma macropomum, apds serem
submetidos ao estresse por transporte (Carneiro e Urbinati, 2002; Gomes et al., 2003;
Urbinati et al., 2004).

A relacdo entre o nivel de suplementacdo dietéaria de vitamina C e a concentracdo
plasmaética de cortisol ainda ndo esta fundamentada. Pesquisas tém relatado tanto correlagédo
inversa quanto a auséncia de efeito (Li et al., 1998; Ortuno et al. (2002). Entretanto, a
suplementagdo de vitamina C em niveis acima da exigéncia para crescimento, pode
proporcionar reserva necessaria para sua redistribuicdo e utilizacdo pelo organismo,
promovendo melhora das respostas fisiolégicas contra estresse e infeccdes (Lim et al.,
2001), sendo gue a concentracdo desta vitamina no figado dos peixes diminui drasticamente
em situacOes de estresse, necessitando dessa maneira, adequada reserva para enfrentar
situacdes adversas (Li e Robinson, 1994; Falcon, 2004).

Desta forma, pode-se supor que 0s peixes deste estudo alimentados com a dieta teste
por sete dias ndo apresentavam a mesma reserva de vitamina C no organismo que 0s peixes
alimentados durante 45, 30 e 15 dias. O pico de reserva de vitamina C no figado de Clarias
batrachus alimentados com dietas suplementadas com 500,0 mg/kg na dieta ocorreu
somente ap6s 30 dias de alimenta¢do, conforme relatado por Kumari e Sahoo (2005). Dessa
maneira, a maior reserva, provavelmente, contribuiu para que os peixes alimentados por
mais de sete dias com a dieta teste apresentassem adequado perfil hematoldgico apos os
desafios, com menor concentracdo de cortisol plasmatico, propiciando, portanto, maior

resisténcia organica. Soma-se a esta hipotese o fato de que o menor tempo de alimentagéo
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com o B-glucano, pode ter influenciado ainda a porcentagem de sobrevivéncia dos peixes
apos o desafio por bactéria.

Alteracdes no leucograma de peixes submetidos a estresse com comprometimento
da resisténcia organica tém sido relatadas. A leucopenia, observada nos peixes desta
pesquisa, apds os desafios, foi anteriormente reportada por Barton e lwana (1991). Estes
autores ressaltaram ainda que, em condicGes de estresse, esta queda na producdo total de
células brancas foi acompanhada por linfopenia. Este quadro foi igualmente observado nos
peixes submetidos aos diferentes desafios, tendo como referéncia, o nimero total de
leucdcitos e as porcentagens iniciais de linfocitos do estresse por transporte.

A reducdo do nimero de linfocitos circulantes pode representar importante ligacédo
entre a resposta ao estresse e o0 surgimento de doencas, devido a elevagdo do nivel
plasméatico de cortisol (Pickering e Pottinger, 1985). Alteracbes como linfopenia e
neutrofilia, associadas as situacfes de estresse por baixa temperatura e infecgdes
bacterianas, foram descritas por Englesma (2002) e Martins et al. (2004) e por Urbinati e
Carneiro (2004) em peixes submetidos ao transporte.

Neste estudo, a avaliacdo do leucograma dos peixes mostrou que apds os desafios
ocorreu maior producao de células fagociticas como neutréfilos e mondcitos, relacionadas a
eliminacdo de microorganismos invasores, predominantemente nos peixes alimentados por
mais de sete dias com a dieta teste. Considerando-se a recuperacdo e/ou manutencdo da
homeostase orgénica, observou-se que os peixes alimentados por sete dias com a dieta teste
e submetidos ao estresse por transporte necessitaram de mais tempo para a recuperacao dos
parametros leucocitarios. Novamente, ficou evidenciado a menor resisténcia dos peixes
deste tratamento em relacdo aos demais.

O comprometimento da resisténcia organica em peixes sob condi¢Ges de estresse
tem sido também avaliado por meio da concentracdo de proteina plasmatica. Observou-se,
nesta pesquisa, aumento na concentracdo da PPT ao final do desafio por transporte,
concentracao essa, similar ao determinado apos o desafio com A. hydrophila. Este aumento
pode ser explicado se considerado o aumento do nivel plasmatico de cortisol, observado ao
final do estresse por transporte e, 0 aumento da concentracdo de globulinas, verificado apds
0 estresse por bactéria, tendo como referéncia os valores iniciais de globulinas do

transporte.
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O aumento da PPT ap0s estresse por confinamento em tilapia do Nilo e transporte
em matrinxa, foi associado a diminuicdo dos processos anabdlicos, com aumento da
mobilizacdo de aminoécidos para os processos gliconeogénicos (Nolan et al., 1999;
Carneiro, 2001). Igualmente, Van der Boon et al. (1991) relataram que a elevagdo da PPT
apos o estresse por transporte pode estar relacionada com a influéncia do aumento do
cortisol plasmatico sobre o metabolismo protéico. A severidade e o longo periodo do
estimulo pelo frio causaram redugdo na PPT dos peixes no presente estudo. Esta queda
também foi relatada por Hrubec et al. (2000) e Tort et al. (1998) igualmente em
temperaturas baixas.

O aumento de globulinas no soro como mecanismo de defesa, com consequente
reducdo da A:G, foi relatado por Thomas (2000) em casos de estresse e inflamacéo e, por
Sahoo e Mukherjee (2001) em peixes alimentados com dietas suplementadas com f3-
glucano. Nesta pesquisa, peixes alimentados com a dieta teste por sete dias apresentaram
aumento da relacdo A:G imediatamente apos a realizacdo dos desafios, com diminuicao
significativa na concentracdo de globulinas nos peixes submetidos ao desafio com A.
hydrophila, em relacdo aos peixes alimentados por maior periodo. Ao final dos desafios, o
maior valor da relacdo A:G nos peixes alimentados por sete dias com a dieta teste em
relacdo aos peixes dos demais tratamentos, foi associado tanto ao aumento da albumina
plasmética como a diminuicdo das globulinas.

Novamente pode-se inferir que os peixes alimentados com a dieta teste por sete dias
apresentaram menor resisténcia organica frente as situacdes adversas impostas. Observou-
se, ainda, nos diferentes momentos de recuperagdo da homeostase pelos peixes ap0s 0
estresse por transporte, que os peixes desse tratamento apresentaram valores da relagcdo A:G
maiores. Estudos mostraram aumento das globulinas em peixes alimentados com dietas
suplementadas com fB-glucano (Misra et al., 2006); entretanto, no presente estudo, a
alimentacdo com B-glucano durante sete dias ndo foi suficiente para aumentar a resisténcia
quando comparado com periodos maiores de alimentacéo.

Durante situagdes adversas, a liberacdo de catecolaminas nos peixes proporciona
ainda aumento do fluxo sangliineo e da permeabilidade das branquias, facilitando dessa
maneira a troca de gas carbdnico por oxigénio, o qual € mais exigido durante situacfes de

estresse (Carneiro, 2001). O aumento na permeabilidade das branquias permite ainda a
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perda de eletrdlitos, como sédio e cloreto, além do influxo de agua, causando distlrbios
osmoregulatorio e eletrolitico em peixes de agua doce (McDonald e Milligan, 1997,
Wendelaar Bonga, 1997).

Neste estudo, o estresse por transporte apesar da baixa densidade, também
determinou alteraces eletroliticas. Os peixes de todos os tratamentos apresentaram
dificuldade de manter as concentragdes de sodio sérico e principalmente de cloreto
plasmaético, imediatamente apds o transporte, retornando aos valores iniciais em 24 horas;
sendo que, os peixes alimentados com a dieta teste por sete dias apresentaram 0S menores
valores desses ions. Respostas semelhantes foram relatadas por Carneiro e Urbinati (2001)
para matrinx&s, Brycon cephalus, submetidos ao transporte por 4 horas sem a adi¢éo de sal
na agua e por Redding e Schreck (1983) para salméo do pacifico, Oncorhynchus kisutch,
submetidos ao estresse de confinamento em agua isoténica.

O aumento do potéssio sérico observado nos peixes deste estudo ao final do
transporte, pode ser resultado da maior fragilidade dos eritrocitos, causada pelo aumento
dos niveis de catecolaminas em situacdes de estresse, conforme relatado por Carneiro e
Urbinati (2001) e observado no plasma e soro dos peixes ao final do transporte, os quais
apresentavam coloracdo vermelha caracteristica de hemdlise. Este resultado ndo se repetiu a
partir de 24 horas apds o transporte.

No presente estudo, a elevagdo da concentracdo de amobnia plasmatica,
imediatamente apds o estresse por transporte, foi também relatada por El-Shafey (1998) e
Carneiro e Urbinati (2002). Contudo, nesta pesquisa, este aumento ndo foi representativo,
possivelmente em virtude da baixa densidade utilizada. Somado a este fato, o jejum
realizado nos peixes durante o periodo pre-transporte também pode ter contribuido para a
diminuicdo da excrecdo de amdnia, conforme relatado por Grottum et al. (1997). Niveis de
amOnia ndo ionizada, na agua de transporte, inferiores aos considerados toxicos foram
igualmente reportado por El-Shafey (1998).

Estudos demonstraram que a suplementacdo de B-glucano na dieta melhorou a
resisténcia em peixes (Raa et al., 1990; Nikl et al., 1993; Siwicki et al., 1994; Efthimiou,
1996; Robertsen, 1999). Segundo Robertsen et al. (1994), o aumento da resisténcia contra
bactérias patogénicas em peixes alimentados com B-glucanos é explicado, em parte, pelo

aumento da atividade fagocitica dos macréfagos. O aumento na producgédo de intermediarios
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reativos do oxigénio pelos mondcitos/macrofagos e neutrofilos € considerado um dos
indicadores da ativacdo do sistema imune ndo especifico em peixes (Jeney e Anderson,
1993; Jorgensen e Robertsen, 1995).

A reducdo na producdo de reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio pelas
células de defesa em funcdo da baixa temperatura, como relatado nesta pesquisa, nos peixes
de todos os tratamentos submetidos ao estimulo pelo frio, foram anteriormente descritos
por Hardie et al. (1994) e Cook et al. (2003). Os peixes alimentados por sete dias com a
dieta teste apresentaram menor producdo de intermediarios reativos do oxigénio e do
nitrogénio, de maneira ndo significativa, proporcionando menor resisténcia tanto nos peixes
submetidos ao estimulo pelo frio como para os infectados por A. hydrophila. Estes
resultados, somados aos anteriormente apresentados com relacdo a producdo de células
brancas de defesa, confirmam a menor resisténcia organica.

Respostas contrarias foram obtidas por Sahoo e Mukherjee (2001) em pesquisa com
a carpa indiana, Labeo rohita, os quais determinaram protecao contra A. hydrophila quando
alimentadas por sete dias com dietas suplementadas com 0,1% de [-glucano.
Semelhantemente, Kumari e Sahoo (2006) relataram que a suplementagdo com 0,1% de
B-glucano durante sete dias na dieta para bagre do canal, Ictalurus punctatus, foi suficiente
para aumentar a resisténcia ndo especifica frente a situa¢fes adversas. No entanto, Couso et
al. (2003) observaram maior resisténcia e producdo do reativo intermediario do oxigénio
guando douradas, Sparus aurata, foram alimentadas com dietas suplementadas por mais de
15 dias com 0,1% de B-glucano e desafiadas com Photobacterium damselae.

A inconsisténcia dos resultados obtidos nas pesquisas conduzidas com B-glucano
em dietas para peixes ressalta a importancia do protocolo de estudo com destaque para a
forma de administracdo, nivel de suplementagdo e periodo de administracdo deste
imunoestimulante. Ressalta-se ainda que a estrutura e a fonte do glucano influenciam sua
atividade. Por essas raz0es, o produto e sua atividade devem ser considerados, pois
comparacdes tornam-se dificeis quando da utilizacdo de produtos comerciais (Raa, 1996;
Gannam e Schrock, 2001).

Pesquisas demonstraram que o periodo de 30 dias (0,1% de B-glucano na dieta) foi
suficiente para melhor resisténcia para truta arco-iris submetidas a estresse (Jeney et al.,
1997; Volpatti et al., 1998). No entanto, o tempo de 42 dias de alimentacdo (250,0 mg
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B-glucano /kg dieta) foi necessario para a carpa indiana apresentar maior atividade do
macrofago, lisozima e sistema complemento quando desafiadas com A. hydrophila e
Edwardsiella tarda (Misra et al., 2006).

Contudo, o periodo de 40 dias de administragdo continua de 0,2% de B-glucano
promoveu fadiga no sistema imune do camardo marinho, Penaeus monodon, como
resultado do estado de alerta intermitente (Chang et al., 2000). A exaustdo do sistema
imune foi anteriormente descrita por Castro et al. (1999), os quais relataram que a resposta
induzida pelo B-glucano € eficiente e rapida sobre a atividade respiratoria de leucdcitos.
Diferentemente, a vitamina C administrada constantemente ndo se mostrou prejudicial para
Penaeus monodon (Chang et al., 1996).

A suplementacdo de vitamina C em niveis elevados apresenta resultados
contraditorios, com melhora na resisténcia contra A. hydrophila em carpa, Cirrhinus
mrigala, e Vibrio harveyi para Pseudosciaena crocea, e, ausente de efeito positivo contra
A. hydrophila para hibridos de tilapia, Oreochromis aureus x O. niloticus (Nitzan et al.,
1996; Sobhana et al., 2002; Ai et al., 2006).

Avaliando-se os resultados de mortalidade cumulativa apds o desafio com a
bactéria, observou-se que foram representativos em relacdo aos resultados dos parametros
anteriormente discutidos referente a esse desafio. Em sintese, a menor porcentagem de
sobrevivéncia dos peixes alimentados por sete dias com a dieta teste, acompanhado da
menor concentracdo de globulinas e da menor producdo dos intermediarios reativos do
oxigénio e do nitrogénio, contribuiu para menor resisténcia organica dos peixes frente a
esse desafio.

A reducdo da porcentagem de mortalidade sob condigdes de imunossupressao ou
estresse em funcdo de suplementagcdo com B-glucano foi descrita para carpa indiana (Sahoo
e Mukherjee, 2002) e para salmonideos infectados com Vibrio anguillarum e alimentados
com 0,2% de B-glucano na dieta (Burrels et al., 2001).

Os resultados desse estudo permitem concluir que a alimentacdo com 0,1% de
B-glucano e 600,0 mg de vitamina C/kg da dieta durante 15 dias, ou mais, proporcionou
aumento da resisténcia organica dos peixes frente ao estimulo pelo frio, estresse por

transporte e desafio com Aeromonas hydrophila e, que, a administracdo dessa dieta durante
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sete dias ndo foi suficiente para manter e/ou proporcionar adequada resposta ap0s juvenis

de tildpia do Nilo serem submetidos a situacdes adversas.
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Tabela 1. Percentual dos ingredientes e composicdo quimico-bromatolégica das dietas
experimentais

0% B-glucano 125,0 mg vitC  0,1% B-glucano 600,0 mg vit C

Ingrediente (Dieta Controle) (Dieta Teste)

Farelo soja 28,520 28,520
Gluten de milho 14,088 14,088
Farinha peixe 3,000 3,000
Farinha carne - 40 3,500 3,500
Fuba milho 2,000 2,000
Farelo trigo 12,500 12,500
Quirera de arroz 27,150 27,150
Amido de milho 1,072 0,823
Celulose 2,380 2,380
L-lisina 0,970 0,970
DL-metionina 0,380 0,380
Triptofano 0,020 0,020
Treonina 0,380 0,380
Fosfato bicalcico 3,380 3,380
Sal comum 0,100 0,100
Suplem vit e min* 0,500 0,500
BHT? 0,020 0,020
B-glucano® 0,118
Vitamina C* 0,040 0,171
TOTAL (%) 100 100
Energia digestivel (kcal) 3000,00 3000,00
Proteina digestivel (%) 28,00 28,00
Fibra bruta 5,00 5,00
Extrato etéreo 2,63 2,63
Célcio total 2,00 2,00
Faésforo disponivel 0,80 0,80
DL-metionina 0,75 0,75
AAS 0,91 0,91
L- lisina 2,10 2,10
Triptopfano 0,26 0,26
Treonina 1,23 1,23
Vitamina C (mg/kg)* 92,00 492,00

1 Suplemento vitaminico e mineral (Supre Mais, niveis/kg do produto): Vitamina A, 1.200.000 Ul; Vitamina
D3, 200.000 Ul; Vitamina E 1.200 mg; Vitamina K3, 2.400 mg; Vitamina B, 4.800 mg; Vitamina B,, 4.800
mg; Vitamina By,, 4.800 mcg; Vitamina Bg, 4.800 mg; Vitamina C, zero®; Pantotenato de calcio, 12.000 mg;
Niacina, 24.000 mg; Acido félico, 1.200 mg; Biotina, 48 mg; Cloreto de colina, 108 g; Cobalto, 10 mg;
Cobre, 3.000 mg; Sulfato ferroso heptahidratado, 50.000 mg; lodo, 100 mg; Manganés, 20.000 mg; Selénio,
100 mg; Sulfato de zinco, 30.000 mg; Veiculo g.s.p., 1.000 g; Antioxidante; *p-glucano 85,0%; *Vitamina C
35,0% ativa; >Adequado & pesquisa; * Analisado.
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IMPLICACOES

Este estudo sugeriu as seguintes implicacdes:

1. A intensificagdo dos sistemas de producdo expOe de maneira relevante a inter-
relacdo entre os peixes e 0 ambiente onde vivem, demonstrando ao produtor a
importancia da manutencdo do equilibrio organico dos peixes, para o
enfrentamento das situacdes adversas. A disponibilidade de dieta balanceada
com principios pautados em nutrigdo, salude e responsabilidade ambiental
representam entre outros fatores, inerentes a producdo intensiva de peixes,
diminuicdo das perdas e aumento da resisténcia dos peixes frente a agentes

estressores.

2. O estabelecimento de protocolo para avaliacdo de imunoestimulantes visando
padronizar o periodo de administracdo, a forma e a concentracdo do produto se
faz necessario para que se possa evitar possiveis respostas contraditdrias nos

diferentes estudos.

3. A resposta positiva do uso de imunoestimulantes em dietas nas semanas que
antecedem manejos intensos, ndo necessariamente significa que o produtor tera
que adquirir mais um tipo de dieta no universo da producédo. A utilizagéo desses
compostos na forma de “nacleo” permitiria que o proprio produtor incorporasse
esse “nucleo” na dieta no momento adequado. Para tal, pesquisas necessitam

serem conduzidas com esse intuito.
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