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Que a morte de tudo que acredito ndo me tape os ouvidos e a boca.
Porque metade de mim é o que eu grito, mas a outra metade é siléncio.

Que a musica que eu ouco ao longe seja linda, ainda que triste.
Que as pessoas que eu amo sejam sempre amadas, mesmo que distantes.
Porque metade de mim é partida e a outra metade é saudade.

Que as palavras que eu falo ndo sejam ouvidas como prece nem
repetidas com fervor,

Apenas respeitadas como a tnica coisa que resta a alguém inundado de
sentimento.

Porque metade de mim é o que eu ougo, mas a outra metade é o que
calo.

Que essa minha vontade de ir embora se transforme na calma e na paz
que eu merego.

Que essa tensdo que me corrdi por dentro seja um dia recompensada.
Porque metade de mim é o que eu penso e a outra metade é um vulcao.

Que o medo da soliddo se afaste, que o convivio comigo mesmo se torne
ao menos suportavel.

Que o espelho reflita em meu rosto o doce sorriso que eu me lembro de
ter dado na infancia.

Porque metade de mim é a lembranca do que fui, a outra metade eu ndo
sei...

Que nao seja preciso mais do que uma simples alegria para me fazer
aquietar o espirito.

E que o teu siléncio me fale cada vez mais.

Porque metade de mim ¢é abrigo, mas a outra metade é cansaco.

Que a arte nos aponte uma resposta, mesmo que ela ndo saiba.

E que ninguém a tente complicar porque é preciso simplicidade para
fazé-la florescer.

Porque metade de mim é a platéia e a outra metade, a cangao.

E que minha loucura seja perdoada.

Porque metade de mim é amor e a outra metade... também.

(Metade - Oswaldo Montenegro)
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Ao meu pai Waltemir (in memorian), que durante sua breve
existéncia na Terra, soube transmitir a paz e a felicidade que
necessitivamos. De onde estd, sei que vibra também por mais esta
conquista. A vocé, saudoso e querido pai, muito obrigada...

Aos meus avos Walter (in memorian), Olga e Nice (in memorian),
pelo amor, incentivo e aprendizado a cada dia de nossa convivéncia.
Apesar de toda a dor e sofrimento que a vida lhes proporcionou, sempre
tinham um sorriso a oferecer. A vocés, meus avés queridos, que tanta
confianga depositaram em mim, meu muito obrigada...

A Marco Aurélio, pela paciéncia, forca e dedicagdo em todos os
momentos. Sem duavida, seu companheirismo, cumplicidade e amor
foram fundamentais nesta etapa. Vocé é muito especial e sera sempre
lembrado, com muito carinho e amor...
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A Profa. Dra. Elisabeth Criscuolo Urbinati

A minha querida orientadora meus mais sinceros agradecimentos.
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CAPITULO 1

EFEITO DA VITAMINA C NO SISTEMA IMUNOLOGICO
DOS PEIXES



INTRODUCAO GERAL
O estresse e seus efeitos sobre os peixes

Nos ultimos anos, a aquicultura mundial tem se desenvolvido muito, ganhando
impulso e cada vez mais novos adeptos (FAO, 2001). Com a expansdo da piscicultura,
observa-se crescente interesse por parte dos produtores no que diz respeito a busca de
solucdes para evitar os prejuizos causados por mortalidade e problemas de producdo. Entre os
aspectos importantes para a otimizacao da atividade estdo aqueles que afetam o desempenho,
a reproducdo e a resisténcia dos animais as doencas, e para 0s quais se tém voltado os
esforgos cientificos na busca de solucdes. Inevitavelmente, em todas as fases do processo de
producéo, ocorrem procedimentos considerados adversos aos peixes. O estresse causado pelas
praticas comuns da piscicultura; tais como captura, confinamento, transporte, qualidade da
agua, entre outros, aumenta a incidéncia de doencas e mortalidade e prejudica o desempenho
dos animais (Pickering, 1981; Barton & Iwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997, Hontela,
1997; Barnett, 1998).

Na tentativa de definir o estresse, Pickering (1981) afirmou que existem poucos
conceitos que tém evocado tanta discussdo e desacordos como aquele do estresse quando
aplicado em sistemas bioldgicos. Brett (1958) estabeleceu o estresse como sendo um estado
produzido por um fator ambiental, ou ndo, que provoca resposta adaptativa do organismo para
alcancar novo patamar de equilibrio frente as condi¢des reduzidas de sobrevivéncia. Mais
tarde, Pickering (1981) definiu o estresse como uma condi¢do na qual o equilibrio dindmico,
ou homeostase de um determinado organismo, é perturbado ou influenciado por um estimulo
interno ou externo, denominado estressor.

De acordo com Selye (1950), um animal estressado passa por trés fases distintas, que
ele denominou de Sindrome Geral da Adaptacdo (SGA). O primeiro estigio da SGA é uma
reacdo de alarme, usualmente caracterizada por uma répida resposta fisioldgica, seguida de
um segundo estdgio de resisténcia. Durante a segunda fase, o organismo se adapta ao
distdrbio com o objetivo de recuperar a homeostase. Se o estresse € muito intenso ou persiste
por longo prazo, a adaptacdo pode ndo ser mais possivel e o organismo entra no terceiro
estagio que é o de exaustdo.

Segundo Barton & Iwama (1991) o estresse em peixes € um estado causado por um
estressor, resultando em alteracdo da homeostase e seu grau, ou severidade, pode ser
quantificado através das respostas geradas pelo animal frente a situagdo estressante em que se
encontra. As respostas de estresse sdo classificadas como primarias, secundérias e terciérias,

de acordo com o nivel de organizagédo, e muitas delas tém sido usadas como indicadores da
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alteracdo homeostatica nos peixes. As respostas primarias compreendem a ativacao de centros
cerebrais, resultando na liberacdo massiva de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e
corticosteroides (cortisol) no plasma. Entre as respostas secundérias, estdo os efeitos
metabdlicos, como alteracdes na glicemia, no &cido latico e no glicogénio hepético e
muscular; efeitos hematoldgicos, como alteragdo no nimero de células vermelhas e brancas e,
ainda, os efeitos hidroeletroliticos, como alteracdes nas concentra¢es plasmaticas de ions
(cloro, sodio, potassio), proteinas e na osmolaridade (Wendelaar Bonga, 1997). As respostas
terciérias incluem mudangas no comportamento, diminuicdo do crescimento, da capacidade
reprodutiva e aumento na suscetibilidade a doengas (Wedemeyer & McLeay, 1981) (Figura
1).

Dentre os varios efeitos primarios de estresse em peixes, Mazeaud & Mazeaud (1981)
observaram que varias espécies de salmédo, apds estresse de manejo, apresentaram, dentro de
minutos aumento plasmatico moderado de noradrenalina e significativo de adrenalina,
recuperando os valores basais em trés dias. O aumento dos niveis de cortisol ap0s exposicéo a
um fator estressante também é relatado em muitos trabalhos abordando diferentes fases do
manejo. Barnett & Pankhurst (1998) encontraram niveis plasmaticos de cortisol
significativamente mais altos em Rhombosolea tapirina ap6s captura, confinamento e
transporte. Estudo realizado por Pottinger (1998), com Cyprinus carpio, simulou os disturbios
naturais ocorridos durante a pesca (captura e exposicao aérea), onde foi encontrado aumento
nos niveis plasmaticos de cortisol, e retorno aos valores basais 24 horas mais tarde. Aumento
nos niveis de cortisol também foi verificado em Salvelinus fontinalis (Benfey & Biron, 2000)
e Salmo salar (Sadler et al., 2000) submetidos ao estresse de captura e confinamento. Além
disso, também foram observados efeitos secundarios de estresse como aumento da glicemia,
lactato, hematocrito e diminui¢do da concentragdo de linfocitos.

Em peixes tropicais, Carneiro & Urbinati (2001a,b) estudaram as respostas fisioldgicas
do Brycon cephalus submetido ao estresse de transporte por 4 horas e encontraram aumento
nos niveis de cortisol apos transporte e recuperacdo dos valores iniciais 24 horas mais tarde. A
glicemia também elevou-se na chegada, confirmando uma resposta fisioldgica secundaria dos
peixes submetidos a este fator estressante. Um aumento no cortisol plasméatico e na
concentracdo de glicose acompanhado de diminuicdo das concentracdes de cloreto também
foi verificado em B. cephalus juvenis transportados por 4 horas em trés diferentes densidades
(Urbinati et al., 2003). Procedimento de captura e transferéncia de tanque provocou em
Rhamdia quelen resposta caracteristica de estresse, com valores de cortisol atingindo um pico

uma hora depois do procedimento (Barcellos et al., 2001).
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Poucos estudos enfocam, de forma isolada, o impacto da captura como agente
estressor. Carmichael et al. (1983) observaram a ocorréncia de estresse em Micropterus
dolomieui ap0s captura e transporte, enquanto Tomasso et al. (1980) registraram aumento de
corticosterdides plasmaticos e hipercloremia em hibridos de fémeas de Morone chrysops X
machos de Morone saxatilis confinados em rede por dez minutos. Clearwater et al. (1997)
também encontraram altos niveis de cortisol plasmatico em Chelidonichthys kumu submetidos
a captura por anzol e linha e afirmaram, pelos valores obtidos, que todos os peixes foram
altamente estressados com este procedimento.

Chopin et al. (1996) estudaram, em Pagrus major, os efeitos da captura por anzol e
linha e por rede de arrasto verificando niveis de cortisol mais baixos nos peixes nédo
submetidos a captura. Além disso, 44% dos peixes capturados por rede morreram, fato
atribuido ao entrelagamento nos filamentos da rede, o que seria responsavel pelo aumento dos
niveis de estresse dos animais.

Sloman et al. (2001) submeteram exemplares de Oncorhynchus mykiss a estresse por
imersdo no ar, durante trinta segundos, e observaram os efeitos deste procedimento agudo na
proliferacdo das células cloreto, j& que elevacdes das concentracBes plasmaticas do cortisol
parecem estar envolvidas na proliferacdo destas células no epitélio branquial, estrutura
envolvida no transporte ativo de ions nas branquias. Trinta minutos apds o procedimento, as
concentracfes plasmaticas de cortisol foram significativamente maiores nos peixes
manipulados quando comparado a animais ndo manipulados. Apesar de ter ocorrido elevacéo
dos niveis de cortisol, ndo foram encontradas diferencas significativas na densidade das

células cloreto entre 0s grupos.
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Figura 1. Respostas fisioldgicas ao estresse em peixes de dgua doce (adaptado de Mazeaud & Mazeaud, 1981).



O sistema imunoldgico em peixes

Os peixes sdo os vertebrados mais primitivos e constituem um importante elo entre os
invertebrados e os vertebrados mais altos. Possuem mecanismos nao especificos de defesa dos
invertebrados, como a fagocitose desenvolvida por macrofagos e leucdcitos granulares, e
também sdo os primeiros animais a desenvolver resposta celular e humoral através de
linfocitos (Verlhac & Gabaudan, 2000) e, segundo Sakai (1999) seu sistema imunolégico é
basicamente semelhante ao descrito em mamiferos.

A pele e 0 muco representam um importante mecanismo nao especifico de defesa ja
que previnem a entrada de microorganismos no corpo do animal. No entanto, quando o
microorganismo penetra nos tecidos uma resposta inflamatdria ndo especifica € provocada.
Macrofagos e leucécitos circulantes (neutrdfilos) sdo quimicamente atraidos ao local e
imediatamente comegcam a fagocitar e destruir os invasores. Estas células séo auxiliadas por
varios fatores solGveis como o sistema complemento (grupo de proteinas e componentes ndo
protéicos) e lisozima (enzima que lisa a parede celular de bactérias). H4 também mecanismos
celulares menores (células NK) e uma bateria de fatores solGveis que atuam em varios niveis.
No caso da invasdo por virus, citocinas nao especificas, como interferon -1, sdo produzidas a
fim de inibir a replicacdo viral (Verlhac & Gabaudan, 2000).

Muitas vezes, 0s mecanismos ndo especificos de defesa séo suficientes para impedir a
infeccdo. Quando isto ndo acontece, a doenca se desenvolve acionando 0s mecanismos
especificos de defesa que produzirdo uma memoria imunoldgica, bloqueando o
desenvolvimento de uma nova infeccdo causada pelo mesmo patogeno. As células envolvidas
nas respostas imunoldgicas especificas sdo os macrofagos que servem como células
apresentadoras de antigenos e os linfécitos cuja funcdo seria mediar a resposta imunolégica
(linfocito T) e produzir anticorpos (linfocito B) (Wedemeyer, 1996).

Muitos fatores podem influenciar a resposta imunoldgica nos peixes (Figura 2). Entre
eles estdo estressores, como fatores ambientais de origem natural, além de alguns nutrientes e
micronutrientes. Dependendo do tipo, quantidade e duracdo da exposicdo a estes fatores, 0s
efeitos sobre o animal podem ser negativos ou positivos (Verlhac & Gabaudan, 2000).

Efeitos negativos foram encontrados por lida & Kurogi (2001) trabalhando com
estresse social em Oreochromis niloticus, onde foi observada reducdo da atividade
respiratoria e fagocitica dos neutréfilos nos peixes subordinados e por Ortufio et al. (2002)
que encontraram diminuigdo na atividade complemento e reducéo da atividade respiratoria de
leucdcitos em Spaurus aurata submetidos a diversos fatores estressantes. Ainda nesta espécie,

Tort et al. (1996) relataram diminuicéo significativa dos niveis de linfécitos circulantes e no



titulo de aglutinacdo apds trés semanas de adensamento, enquanto Rotllant et al. (1997)
observaram estado de imunodepressao semelhante em Pagrus pagrus igualmente submetidos
ao estresse por adensamento. Ja efeitos benéficos podem ser observados utilizando-se

moduladores que estimulem o sistema imunoldgico, destacando os imunoestimulantes.

Sazonalidade Proteina

Fotoperiodo Lipideos

Temperatura

Fatores
ambientais

Sistema
imunologico

Antioxidantes
Vitaminas

Carotendides
Metais pesados

Manejo
Transporte

Micronutrientes

Outros
imunomoduladores

Qualidade da &gua
Poluicao
Captura

Glucanos

Adjuvantes

Figura 2. Fatores que influenciam a resposta imunoldgica (adaptado de Verlhac & Gabaudan,
2000).

Imunoestimulantes

A busca de reducdo do estresse nas praticas da piscicultura para se atingir o bem estar
dos animais se reveste de importancia pelo resultado na melhoria da produtividade. Algumas
técnicas tém sido utilizadas para minimizar o estresse de peixes cultivados, tais como uso de
anestésico (MacAvoy & Zaepfel, 1997; Griffiths, 2000, Urbinati & Carneiro, 2001; Carneiro
& Urbinati, 2001b; Pirhonen, & Schreck, 2003; Small, 2003), sal (Wurts, 1995; Carneiro &
Urbinati, 2001a), mas o uso de imunoestimulantes, em peixes, tem ganho importancia como
indutores de protecdo contra doencas e estimuladores de mecanismos ndo especificos de
defesa (Anderson, 1992). Eles agem ativando as células brancas do sangue (leucdcitos) e

tornando o animal mais resistente & infeccdo por virus, bactéria, fungos e parasitas (Raa,



2000). Varias substancias podem ser consideradas imunoestimulantes (Tabela 1), sendo desde
agentes quimicos, componentes bactericidas e polissacarideos, até extratos de animais e
vegetais, fatores nutricionais e citocinas.

Os imunoestimulantes podem reduzir as perdas causadas por doencgas na aquicultura,
mas, além de ndo serem efetivos contra todas as doencas, implicam em aumento no
desembolso. Portanto, para se ter o efeito desejado, 0 momento e 0 modo da aplicacdo, a
dosagem e as condicdes fisiologicas dos peixes precisam ser levadas em consideracdo (Sakali,
1999).

Dentre as vérias substancias que estimulam o sistema imunoldgico, o glucano é
bastante conhecido em estudos com peixes (Sakai, 1999). O glucano é um componente da
parede celular de algumas espécies de fungos e, dentre os varios tipos existentes, os das
leveduras séo os mais estudados. Em O. mykiss, Jeney et al. (1997) relataram maior produgéo
extra e intracelular de radicais oxidativos e fagdcitos mais ativos nos grupos alimentados com
altos niveis deste peptideo, enquanto Verlhac et al. (1996) observaram que o glucano
associado a altas doses de vitamina C promoveu um efeito estimulatério nos parametros
imunoldgicos especificos e ndo especificos.

Muitas vezes, substancias com propriedades imunoestimulantes podem compensar a
imunodepressdo causada por outras substancias. Montero et al. (1999) observaram que S.
aurata mantidos em alta densidade de estocagem apresentaram maior atividade de lisozima
no soro do que aqueles mantidos em baixa densidade e tal efeito néo era observado quando 0s
animais da alta estocagem eram alimentados com ragéo suplementada com vitamina C e E.
Em Ictalurus punctatus, Lim et al. (2000) encontraram menor numero de células vermelhas
nos peixes alimentados com uma dieta deficiente em ferro e este nimero aumentava quando
3000 mg de vitamina C eram adicionados a ragao.

Algumas vitaminas estdo entre os mais importantes nutrientes que influenciam o
sistema imunologico. A vitamina C, por exemplo, € um importante nutriente na alimentagéo
dos peixes (Lovell, 1989) e parece ter uma variedade de papéis nos processos vitais. Sua
forma principal, o acido L- ascérbico, é um poderoso agente redutor e aparentemente funciona
nessa atividade em uma variedade de reacOes de hidroxilagcdo, que sdo prejudicadas na
deficiéncia de vitamina C. Talvez as mais significativas e certamente bem caracterizadas
sejam as hidroxilacfes necessarias para sintese de coladgeno (Linnea et al., 1988). A vitamina
C também participa da formacgéo de norepinefrina a partir da dopamina e da conversdo do
triptofano em 5-hidroxitriptofano, que por descarboxilacdo origina a serotonina. Esta

envolvida também em outros processos fisiologicos como o metabolismo da tirosina, o



metabolismo de ions metélicos e a protecdo das células contra processos oxidativos
(Sgarbieri, 1987). Uma dieta deficiente em acido ascorbico ndo s6 reduz a taxa de
crescimento (Mazik, 1987; Martins, 1995), mas também pode causar deformidades fisicas,
como escoliose e lordose (Halver et al., 1975; Martins, 1995), lenta cicatrizagdo de ferimentos
(Halver, 1972; Halver et al., 1975; Alexis, 1997; Wahli et al., 2003), aumento na mortalidade

e diminuicdo na resisténcia a infec¢bes (Hardie et al., 1991; Martins, 1998).

Tabela 1. Imunoestimulantes usados em peixes e camarfes

Quimicos sintéticos
Levamisol

FK - 565

MDP (dipeptideo muramil)

Substancias bioldgicas

(1) Derivadas de bactérias

B- glucano

Peptidoglucano

FCA

EF203

LPS (lipopolisacarideo)

Células de Clostridium butyricum
Células de Achromobacter stenohalis
Células de Vibrio anguillarum

(2) Polissacarideos
Quitina
Oligosacarideos

(3) Extratos Vegetais e Animais
Ete (Tunicado)

Hde (Abalone)

Saponina

Glicirizina

(4) Fatores nutricionais
Vitamina C
Vitamina E

(5) Horménios, citocinas e outros
Lactoferrina

Interfron

Hormonio do crescimento
Prolactina

Adaptado de Sakai (1999)

Os dados disponiveis na literatura sobre a capacidade de sintese de acido ascorbico

pelos teledsteos ainda sdo conflitantes, mas a maioria dos autores sugere que esse grupo é



mesmo incapaz de sintetizar vitamina C (Wilson, 1973; Moreau & Dabrowski, 1996;
Fracalossi et al., 2001), o que justificaria a necessidade da suplementacdo dietéria.

Poucos estudos foram realizados para se determinar a exigéncia de vitamina C em
espécies nativas. Suplementacdo da dieta de Piaractus mesopotamicus, com 139 mg acido
ascorbico (AA)/kg de racdo, melhorou seu desempenho zootécnico, além de outros efeitos
benéficos (Martins, 1998). Estudos com espécies da regido Amazdnica sugeriram que
Astronotus ocellatus necessita de no minimo 25 mg AA/kg de racdo para melhorar seu ganho
de peso (Fracalossi et al., 1998), enquanto dietas suplementadas com 100 a 500 mg AA/kg de
ragdo promoveram maior crescimento e maior resisténcia ao estresse em Colossoma
macropomum (Chagas, 1998; 2001).

Quando se trata de adicdo de &cido ascorbico em alimentos para organismos aquaticos,
um dos grandes problemas enfrentados € a instabilidade desta vitamina, que devido & sua
labilidade em altas temperaturas e propensdo a oxidagdo, acaba se perdendo durante o
processamento e estocagem do alimento (Fracalossi et al., 1998). Assim, novos componentes
tem sido investigados para uso em alimentacdo aquatica. Os derivados fosforados de &cido
ascorbico, como o ascorbil polifosfato, tém sido usados em alimentagdo de peixes pela
eficacia para vérias espécies e boa estabilidade durante o processamento e estocagem de

alimento seco e umido (Lovell, 1989).

Efeitos da suplementagdo com vitamina C em peixes

A vitamina C tem mostrado efeito positivo na reducdo das respostas de estresse
(Fletcher, 1997). Estudos com diferentes niveis de vitamina C tém avaliado os beneficios da
suplementacdo, dentre os quais pode-se citar o bom funcionamento do sistema imunolégico e,
conseqiientemente, a capacidade de prevencédo do estresse em peixes (Waagbo, 1994).

Estudos de Mazik et al. (1987), com I. punctatus alimentados com dietas deficientes
em vitamina C, indicaram maior suscetibilidade a toxicidade por aménia e ao estresse causado
por baixas concentracOes de oxigénio dissolvido do que os peixes alimentados com dietas
suplementadas com vitamina C. Henrique et al. (1998) trabalharam com diferentes niveis de
vitamina C na racdo de S. aurata e submeteram os animais a 24 horas de hipoxia. Os autores
observaram uma hiperglicemia significativa e tendéncia no aumento do cortisol plasmatico
nos peixes alimentados com dieta livre de &cido ascorbico, e sugeriram possivel relacao entre
a dieta suplementada com &cido ascorbico e a resposta fisioldgica ao estressor a que 0s peixes

foram submetidos. Borges et al. (1997) observaram, apds captura, aumento na glicose
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sanglinea e diminuicdo intensa de glicogénio hepatico em P. mesopotamicus alimentados
com dieta ndo suplementada com vitamina C e sugeriram que a deficiéncia deste nutriente
pode intensificar, a curto prazo, as respostas desta espécie ao estresse. O efeito da vitamina C
no crescimento foi observado por Wang et al. (2002) em Paralichthys olivaceus. Neste
trabalho, peixes alimentados com a dieta controle (sem suplementacdo) apresentaram
sintomas de deficiéncia (anorexia, escoliose, hemorragia), menor ganho em peso e menor taxa
de eficiéncia protéica.

Varios trabalhos relatam o papel da vitamina C nas respostas imunoldgicas especificas
e ndo especificas em peixes (Waagbo et al., 1993; Martins et al., 1995; Verlhac & Gabaudan,
1994; Verlhac et al., 1998). Considerando a acdo desta vitamina nos mecanismos nao
especificos de defesa, Wahli et al. (2003) observaram em O. mykiss, através de cortes
histolégicos, que maior cicatrizagdo estava correlacionada com a quantidade de vitamina C
presente na dieta. Além disso, aumento no indice fagocitico foi observado por Roberts et al.
(1995) em Scophthalmus maximus e por Johnson & Ainsworth (1991) em I. punctatus. A
vitamina C também ¢ atribuido o aumento da resisténcia a infec¢do por Edwardsiella tarda e
E. ictaluri em I. punctatus (Durve & Lovell, 1982; Li & Lovell, 1985), por Vibrio
anguillarum em Salmo gairdneri (Navarre & Halver, 1989) e por Aeromonas salmonicida e
Vibrio salmonicida em S. salar (Erdal et al., 1991; Hardie et al., 1991; Thompson et al.,
1993).

Altos niveis deste nutriente tém sido propostos como sendo benéficos para reduzir os
efeitos fisiologicos do estresse em peixes (Hardie et al., 1991). No entanto, no caso de I.
punctatus expostos a infec¢do por E. ictaluri, Li et al. (1998) observaram que megadoses de
vitamina C na dieta ndo provocaram aumento de resisténcia a doencas ou efeito significativo
na producdo de anticorpos depois da exposi¢do ao patdgeno e concluiram que concentragdes
relativamente baixas de vitamina C na dieta foram adequadas para as resposta imunoldgicas.

Tendo em vista que os estressores em aquicultura sdo inevitaveis, e sabendo dos
grandes prejuizos que ocorrem neste processo, deve-se buscar estratégias que atenuem seus
efeitos nocivos nos peixes. O uso de ragcdes suplementadas com niveis adequados de vitamina
C em periodos que antecedem o manejo poderia ser uma destas estratégias, considerando o
papel mitigador que este nutriente parece exercer no estresse. Atualmente, as indudstrias
processadoras de alimento para organismos aquaticos ja incluem este ingrediente em suas
dietas. Porém, estudos adicionais sdo necessarios para se conhecer as exigéncias das
diferentes espécies nativas e o efeito desta vitamina na atenuacao das respostas ao estresse nas

diversas situacdes encontradas no cultivo de peixes.
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CAPITULO 2

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE MATRINXA (Brycon
cephalus) ARRACOADOS COM DIFERENTES NIVEIS DE
VITAMINA C E SUBMETIDOS A EXPOSICAO AEREA
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ABSTRACT
This work evaluated the participation of vitamin C on physiological responses of
matrinxa (Brycon cephalus) submitted to air exposure. In the first experimental phase, 900
fish (70.15g) were randomly distributed in fifteen 500L boxes (60 fish/box) and fed 5
experimental rations (treatments): Control (no addition); T100 (100 mg); T200 (200 mg);
T400 (400 mg) and T800 (800 mg of vitamin C/ kg ration). Each ration was offered to fish
from 3 boxes during 60 days and, after that, the second phase began. The experiment was
divided in 3 steps, each one was considered a block (repetition) and samplings were carried
out in different days. In each sampling, 28 fish of each treatment were transferred to 100 L
plastic boxes (4 boxes/treatment, 7 fish/box), where they stayed for 48 hours until the stressful
factor application, that consisted in taking out all fish of boxes, with polyethylene nets
previously adapted to the boxes, maintaining them out of the water for two minutes. The
samplings were carried out 5, 15, 30 and 60 min after they return to the water. Each sampled
box was removed of the experiment to avoid additional stress. Blood were collected for
glucose, cortisol, total protein, sodium, chloride, calcium determination, hematocrit,
hemoglobin and white and red cells count and liver for hepatosomatic index (HSI) calculation
and glycogen determination. No significant differences in the cortisol, chloride, total protein,
hemoglobin, leukocytes, glycogen and HSI values were registered. The blood glucose
decreased, in all treatments, at 15 and 30 min. At 60 min it surpassed the levels registered in
first sampling (5 min.). The T100fish showed, in all sampling times, blood glucose
significantly elevated when compared to fish fed of control, T200 and T800. The serum
calcium in T800 fish was larger than those of the control and T100 fish and the levels were
significantly smaller at 30 and 60 min when compared to those registered at 5 min. Serum
sodium level increased at 15 min, decreasing significantly in one hour, regardless the
treatment. There were no differences in hematocrit of fish from different treatments in each
sampling but T800 fish presented the lowest values at 15 min, which did not return to the
basal values. The total number of erythrocytes decreased, in all treatments at 30 and 60 min,
not returning to the initial levels (5 min). Mortality was observed during the experiment. The
air exposure for 2 min evoked hematological, hormonal, metabolic and electrolytic alterations
in matrinxd and the vitamin C, in the levels and time of administration tested, did not

minimize the stress response.

Key-words: Brycon cephalus, air exposure, stress, ascorbyl - polyphosphate.
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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi avaliar a participacdo da vitamina C nas respostas
fisiologicas indicadoras de estresse no matrinxa (Brycon cephalus), durante exposicdo aerea.
Na primeira fase experimental, 900 exemplares (70,15g) foram distribuidos aleatoriamente
em 15 caixas de amianto de 500L (60 peixes por caixa), aos quais foram oferecidas 5 ra¢oes
(tratamentos): racdo controle (Controle, sem adi¢do); racdo 1 (T100, 100 mg); racdo 2 (T200,
200 mg); racdo 3 (T400, 400 mg); racdo 4 (T800, 800 mg de vitamina C /kg racio). Cada
racao foi fornecida a peixes de 3 caixas por 60 dias e, apds este periodo, teve inicio a segunda
fase experimental, realizada em 3 etapas, cada uma considerada um bloco (repeticdo) que
consistiu de amostragens em dias diferentes. Em cada amostragem, 28 peixes por tratamento
eram transferidos para caixas de polietileno de 100L (4 caixas por tratamento, 7 peixes por
caixa), onde permaneciam por 48 horas até serem submetidos a aplicacdo do fator estressante
que consistiu em suspender simultaneamente todos o0s peixes de cada caixa, com armacoes de
polietileno previamente adaptadas as caixas, mantendo-os fora da dgua por dois minutos. Aos
5, 15, 30 e 60 minutos apds o retorno a agua, os peixes foram anestesiados e amostrados.
Cada caixa amostrada era retirada do experimento para evitar estresse adicional. Foram
coletados sangue para determinacdo de glicose, cortisol, proteina total plasmatica, sodio,
cloreto, calcio, hematdcrito, hemoglobina e contagem de células brancas e vermelhas, e
figado para célculo do indice hepatossomatico (IHS) e determinacdo do glicogénio. N&o
houve diferenca significativa nos valores de cortisol, cloreto, proteina total, hemoglobina,
leucdcitos, glicogénio e IHS. A glicemia diminuiu em todos os tratamentos aos 15 e 30
minutos e, aos 60 minutos, superou 0s niveis registrados na primeira amostragem (5 min). O
calcio sérico nos peixes do T800 foi maior do que o do controle e T100 e os niveis foram
significativamente menores aos 30 e 60 minutos quando comparado ao registrado aos 5
minutos. O nivel de s6dio sérico aumentou aos 15 minutos, diminuindo significativamente em
uma hora, independente do tratamento. N&do houve diferenca no hematocrito dos peixes dos
diferentes tratamentos em cada tempo de amostragem, mas os peixes do T800 apresentaram
valores mais baixos do grupo aos 15 minutos, ndo retornando aos niveis observados aos 5
minutos. O numero total de eritrocitos diminuiu em todos os tratamentos aos 30 e 60 minutos.
A exposicao aérea por 2 minutos provocou alteracdes hematoldgicas, hormonais, metabolicas
e eletroliticas em matrinxa e a vitamina C, nos niveis e tempos de administracdo testados, ndo

minimizou as respostas de estresse.

Palavras — chave: Brycon cephalus, exposicao aérea, estresse, ascorbil polifosfato.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, com a expansdo da piscicultura, é grande a preocupacdo dos
produtores em evitar os prejuizos causados por mortalidade e problemas de producgdo, ja que
em todas as fases deste processo ocorrem procedimentos considerados adversos aos peixes. O
estresse causado pelas praticas comuns da piscicultura; tais como captura, confinamento,
transporte, qualidade da agua, entre outros, aumenta a incidéncia de doencas e mortalidade
além de prejudicar o desempenho dos animais (Pickering, 1981; Barton & Iwama, 1991;
Wendelaar Bonga, 1997, Hontela, 1997; Barnett & Pankurst, 1998) e é crescente o interesse
em buscar solugdes que atenuem estes efeitos nocivos.

Neste sentido, 0 uso de imunoestimulantes vem ganhando importancia nos altimos
tempos como indutores de protecdo contra doencas e estimuladores de mecanismos nao
especificos de defesa (Anderson, 1992; Sakai, 1999). Algumas vitaminas se destacam por
influenciar o sistema imunoldgico e, dentre elas, a vitamina C tem mostrado efeito positivo na
reducdo das respostas de estresse (Fletcher, 1997). Estudos testando diferentes niveis de
vitamina C tém avaliado os beneficios da suplementacdo, dentre os quais pode-se citar o0 bom
funcionamento do sistema imunoldgico e a capacidade de prevencdo do estresse em peixes
(Waagho, 1994).

Ictalurus punctatus alimentados com dietas deficientes em vitamina C apresentaram
maior suscetibilidade a toxicidade da amdnia e ao estresse causado por baixas concentracfes
de oxigénio dissolvido do que individuos alimentados com dietas suplementadas com a
vitamina (Mazik et al., 1987). Spaurus aurata alimentados com dieta isenta de &cido
ascorbico, e submetidos a 24 horas de hipoxia, apresentaram hiperglicemia significativa e
tendéncia a aumento do cortisol plasmatico (Henrique et al., 1998), enquanto Piaractus
mesopotamicus alimentados com dieta ndo suplementada com vitamina C apresentaram, apds
captura, aumento na glicose sangiiinea e diminuigdo intensa de glicogénio hepatico, sugerindo
que a deficiéncia deste nutriente pode intensificar, a curto prazo, as repostas ao estresse em
peixes (Borges et al., 1997).

Tendo em vista que o0s estressores em aquicultura sdo inevitaveis, e sabendo dos
grandes prejuizos que ocorrem neste processo, deve-se buscar estratégias que atenuem seus
efeitos nocivos nos peixes. O uso de ra¢fes suplementadas com niveis adequados de vitamina
C em periodos que antecedem o manejo poderia ser uma destas estratégias, considerando o
papel mitigador que este nutriente parece exercer no estresse. Porém, estudos adicionais sdo

necessarios para se conhecer as exigéncias das diferentes espécies nativas e o efeito desta
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vitamina na atenuacdo das respostas ao estresse nas diversas situacdes encontradas no cultivo
de peixes.

O matrinxd (Brycon cephalus) é uma espécie da Bacia Amazonica (Howes, 1982),
com grande potencial para piscicultura (Saint Paul, 1986; Castagnolli, 1992). Esta espécie é
modelo de estudo de varias formas de estresse que incluem transporte (Carneiro & Urbinati,
2001a,b; Urbinati et al., 2003; Carneiro & Urbinati, 2002; Bendhack & Urbinati, 2003),
confinamento (Rocha et al., 2003), respostas a substancia de alarme (lde et al., 2003),
exposicdo a aménia (Alexandrino et al.,, 2002) e perseguicdo na captura (Hoshiba,
comunicacdo pessoal). Por outro lado, ndo ha relatos sobre as respostas fisioldgicas desta
especie provocadas pela exposicdo aérea dos peixes durante a captura que antecede o
transporte, de forma isolada, e, tampouco, acerca dos efeitos da vitamina C sobre respostas
desta natureza.

O presente experimento avaliou, em B. cephalus, a participagdo da vitamina C
adicionada a dieta nas respostas fisioldgicas (hormonal, metabolicas, i6nicas e hematoldgicas)
indicadoras de estresse provocado pela exposicdo dos peixes ao ar durante a captura,

considerando principalmente o possivel efeito mitigador deste nutriente sobre estas respostas.

MATERIAL E METODOS
Animais
Foram utilizados 900 juvenis de B. cephalus provenientes de reproducdo induzida e
fornecidos pelo Centro de Aquicultura da UNESP — CAUNESP, Jaboticabal, SP, com peso e
comprimento padrdo médio de 70,15 + 18,049 e 18,04 + 1,47cm, respectivamente. Os animais
foram mantidos em viveiros de terra e alimentados diariamente com ragdo comercial, com

28% de proteina bruta (PB) até o inicio do periodo experimental .

Protocolo Experimental
O experimento foi dividido em duas fases. Na primeira, 900 exemplares foram
distribuidos aleatoriamente em 15 caixas de amianto de 500L (60 peixes por caixa) nos quais
foram testados cinco tratamentos (cinco ragfes experimentais), cada um aplicado a peixes de
3 caixas. Foi adquirida uma ragdo comercial (SUPERFISH - 28, 28%PB e aproximadamente
4.000Kcal de energia bruta/kg), a qual foi fabricada utilizando-se PREMIX ausente de
vitamina C. A fim de se verificar se racao era realmente isenta desta vitamina, amostras foram

levadas ao Departamento de Tecnologia (FCAV-UNESP-Jaboticabal) e através de método
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titulométrico, adaptado de Ranganna (1977), AOAC (1975) e Instituto Adolfo Lutz (1985),

apenas tracos desta vitamina foram detectados. Esta racdo comercial foi, entdo, moida, e, apds
este processo, adicionada com as doses desejadas de vitamina C. Em seguida, as ragdes foram
peletizadas, estocadas em sacos plasticos escuros e mantidas a 4°C. Cada tratamento

correspondeu a uma ragdo experimental, como mostra o esquema a seguir:

Tratamento 1: racdo controle (Controle - sem adicao);

Tratamento 2: ragdo 1 (T100 - 100 mg de vitamina C/kg racéao);
Tratamento 3: racdo 2 (T200 - 200 mg de vitamina C /kg racéo);
Tratamento 4: racdo 3 (T400 - 400 mg de vitamina C /kg racéo).
Tratamento 5: racdo 4 (T800 -> 800 mg de vitamina C /kg racao).

Para estabelecer a quantidade de vitamina de cada tratamento, levou-se em
consideracao estudos anteriores com pacu (Martins, 1998), tambaqui (Chagas, 2001) e acara-
acu (Fracalossi, 1998). A fonte de vitamina C incorporada as racdes foi o ascorbil polifosfato
(Stay C 35, Roche®).

Os peixes foram alimentados diariamente (manhd e tarde) com a ragdo controle até
aparente saciedade, durante o periodo de aclimatacdo, antes da aplicacdo de cada tratamento.
A racdo experimental foi fornecida durante 60 dias, sempre verificando se o alimento estava
sendo consumido. Apos este periodo, teve inicio a segunda fase do experimento, a qual foi
realizada em trés etapas, cada uma considerada um bloco (repeticdo) e realizada em dia
diferente. Em cada etapa, 28 peixes de cada tratamento foram transferidos para caixas de
polietileno de 100L (4 caixas por tratamento, 7 peixes por caixa), onde permaneceram por 48
horas para aclimatacdo até serem submetidos a aplicacdo do fator estressante e amostragem do
material bioldgico.

O fator estressante consistiu em suspender simultaneamente todos os peixes de cada
caixa, com armacdes de polietileno previamente adaptadas ao formato das caixas, mantendo-
os fora da agua por dois minutos. Apos 5, 15, 30 e 60 minutos do retorno dos animais a agua,
eles foram amostrados para coleta do material biologico. O anestésico benzocaina (66mg L™
de &gua) foi adicionado a dgua de uma caixa de espera de 100L, e, nos devidos tempos de
amostragem, as armagdes eram transferidas para esta caixa. Todos os peixes da caixa foram

anestesiados, mas somente 4 foram sacrificados para coleta do material biolégico. Os animais
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restantes de cada caixa ndo foram reaproveitados nas etapas seguintes para evitar estresse
adicional.

Os parametros de qualidade de adgua foram monitorados ao longo do experimento,
sendo a temperatura (maxima e minima) e oxigénio dissolvido medidos diariamente e pH,
condutividade elétrica e amonia, semanalmente, incluindo o dia da aplicacdo do fator

estressante.

Amostragem e Métodos Bioquimicos

Quatro animais de cada caixa foram amostrados em cada etapa. De dois deles, foi
retirado sangue heparinizado, por punc¢édo caudal, e separada uma aliquota para determinacao
de glicose (King & Garner, 1947), hemoglobina (kit Labtest), hematdcrito, em tubos capilares
e contagem total de leucGcitos e eritrocitos, em camara de Neubauer. O restante foi
centrifugado para separacdo do plasma para analise de proteina total (Gornall et al., 1949) e
cloreto (kit Labtest). De dois outros animais, o sangue foi retirado sem anticoagulante, para
extracdo de soro, no qual se analisou cortisol (Radioimunoensaio — RIA - com kit DPC),
sodio e célcio (seletor de ions ISELAB DRAKE). Os animais foram pesados e em seguida,
abertos ventralmente para coleta e pesagem do figado para célculo do indice hepatossomatico
— IHS [(peso do figado(g)/peso do corpo(g)) x 100] e determinacdo do glicogénio (Moon et
al., 1989). Todas as analises laboratoriais foram realizadas no departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da FCAV,UNESP, Jaboticabal.

Analise Estatistica
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados (DBC), em
esquema fatorial 5 x 4 (tratamentos x tempos de coletas). Os resultados obtidos foram
analisados por ANOVA, utilizando o programa SAS, e expressos através de média + erro
padrdo da média. As médias foram comparadas através do teste de Tukey, com nivel de 5%
de significancia.

RESULTADOS
Os parametros de qualidade da dgua mantiveram-se dentro dos niveis considerados
6timos a peixes tropicais (Proenca & Bittencourt, 1994) durante todo o periodo experimental,

como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros de qualidade da agua analisados durante todo o periodo experimental.

Parametros Valores
Temperatura maxima (° C) 24,1+ 0,10
Temperatura minima (° C) 22,0+0,12
Oxigénio dissolvido (mg L™) 4,99 + 0,06
Condutividade (uS cm™) 41,48+ 0,76
pH 5,92 + 0,03
Aménia total (mg L™) 0,112 + 0,002

Nenhuma diferenca significativa entre tratamentos ou entre tempos de amostragem foi
registrada na analise de cortisol sérico, cloreto plasmatico, proteina total plasmatica,
hemoglobina, leucdcitos, glicogénio hepético e indice hepatossomatico (IHS). O nivel de
sodio sérico aumentou aos 15 minutos, diminuindo significativamente em uma hora
(p=0,0416), independente do tratamento. Os niveis de célcio sérico nos animais alimentados
com 800 mg de vitamina C foram significativamente maiores do que os dos animais controle
e do tratamento 100 (p=0,0099) e, em todos os tratamentos, 0s niveis foram
significativamente menores aos 30 e 60 minutos (p=0,0006) quando comparados aos
registrados aos 5 minutos (Tabela 2). A glicose sangiinea diminuiu, em todos os tratamentos,
aos 15 e 30 minutos e aos 60 minutos superou, embora sem significancia estatistica, os niveis
registrados na primeira amostragem (5 min). Além disso, os peixes do T100 apresentaram, em
todos os tempos de amostragem, glicemia significativamente mais alta que aquela dos peixes
do controle, T200 e T800 (Figura 1). Em relacdo ao hematdcrito foi observada interacéo entre
o0s tratamentos e os tempos de amostragem aplicados (p=0,0179). Nao houve diferenca neste
parametro entre os peixes dos diferentes tratamentos em cada tempo de amostragem, mas 0s
peixes do T800 apresentaram os valores mais baixos do grupo aos 15 minutos (p=0,0009),
ndo retornando aos niveis observados aos 5 minutos (Figura 2). O numero total de eritrécitos
foi maior em todos os tratamentos aos 5 minutos, diminuindo significativamente (p=0,0028)
aos 30 e 60 minutos (Figura 3).

Sinais de deficiéncia de vitamina C, como escoliose, lordose e hemorragia, ndo foram
observados. A ndo deteccdo de sinais de deficiéncia neste trabalho pode estar relacionada ao
fato dos animais ainda terem estocada em seus tecidos quantidades desta vitamina suficientes
para ndo permitir o aparecimento destes sintomas classicos. Mortalidade foi observada ao

longo do experimento, estando associada aos confrontos entre 0s animais.
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Tabela 2. Cortisol, cloreto, proteina total, sodio, calcio, hemoglobina, leucdcitos, glicogénio hepatico e indice hepatosomatico (IHS) de B.

cephalus alimentados com diferentes niveis de vitamina C durante 60 dias e submetidos a exposicdo ao ar. Letras maiusculas diferentes indicam

diferengas entre os tratamentos e minudsculas entre os tempos de amostragem

Tratamentos (mg Vitamina C/kg de racéo)

Tempos apos estressor (minutos)

0 100 200 400 800 5 15 30 60

Cortisol sérico 116,19 93,64 113,52 108,03 120,78 111,74 120,63 107,76 101,60
(ng mi™h) +897 A +1793A 65 A +325A +910A +11194a t701a +834a + 10,912
Cloreto plasmatico 75,25 82,06 84,35 87,21 88,27 83,15 86,63 84,07 79,86
(mEq L'l) +267A +325 A +353A +330A +163A +417a +212a +274a +352a
Proteina tot. plasm. 5,85 5,32 6,82 5,93 6,74 5,80 6,86 6,11 5,76
(mg ml™) + 036 A +046 A +040 A + 046 A +121A +049a +030a +043a +o077a
Sodio sérico 116,05 122,50 126,02 127,55 125,48 123,22 131,38 124,17 115,31
(mEq L™ +184 A +543 A +282A +356 A +442 A + 342 ab +271a + 4,01 ab +2,00b
Caélcio sérico 0,46 0,45 0,50 0,51 0,55 0,56 0,50 0,44 0,47
(mEq L'l) +003 B +001B +002AB +005AB  +005A +004a + 0,02 ab +002b +002b
Hemoglobina 11,27 11,58 11,29 11,27 12,70 12,04 10,92 11,81 11,70
(g dl'l) +048 A +030A +049 A +032A +047 A +0364a +040a +0720a to57a
Leucdcitos 5271,0 5820,1 4935,4 5160,4 5014,6 5666,0 5060,0 5035,0 5206,8
(células pL™) +45873 A 48242 A F+42360 A  +30206 A 45057 A F48426a  F24439a 491,722 F220544
Glicogénio hepatico 8,75 6,99 8,33 8,61 8,95 8,62 8,16 7,94 8,59
(g 1009 tecido™) +058 A +027 A +039A +037A +034 A +o033a +055a +055a to041a
IHS (%) 1,38 1,35 1,40 1,38 1,39 1,34 1,43 1,41 1,33

+003 A +004 A 1005 A +002 A +0,05 A +0,02a +0,02 a +0,03a +004a
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Figura 1. Glicose sangiiinea (mg dI™') de B. cephalus alimentados com diferentes niveis de
vitamina C e submetidos a exposicdo ao ar. Letras maiusculas diferentes indicam diferencas

entre os tratamentos e letras mindsculas entre tempos.
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Figura 2. Hematdcrito (%) de B. cephalus alimentados com diferentes niveis de vitamina C e

submetidos a exposicdo ao ar. Letras maiusculas diferentes indicam diferencas entre os

tratamentos dentro de cada tempo de amostragem e letras mindsculas entre tratamentos nos

diferentes tempos.
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Figura 3. Numero de eritrécitos (células puL™ x 10° de B. cephalus alimentados com
diferentes niveis de vitamina C e submetidos a exposicdo ao ar. Letras mailsculas diferentes

indicam diferencas entre os tratamentos e letras mindsculas entre tempos.
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DISCUSSAO

Em todas as fases do processo de producdo ocorrem procedimentos considerados
adversos aos peixes. O estresse causado por praticas de rotina como a captura aumenta a
incidéncia de doencas e mortalidade e prejudica o desempenho dos animais (Chopin et al.,
1996; Clearwater et al., 1997; Sloman et al., 2001).

O aumento de cortisol plasméatico é uma resposta primaria observada em peixes
submetidos a diferentes tipos de estresse (Barton & Iwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997,
Pottinger, 1998) e, em geral, seu padréo de resposta apos aplicacdo de estressor agudo, como
a captura, consiste de répida elevacdo (minutos) seguido de declinio (horas ou dias). Neste
trabalho, os valores de cortisol pré-estresse ndo foram medidos, mas 0s niveis 5 minutos apos
exposicdo ao ar (110ng ml™) foram semelhantes aos observados em juvenis da espécie apds
estresse de transporte (Urbinati et al., 2003) e podem ser considerados altos quando
comparados aos valores basais da espécie descritos por Rosato et al. (2003) (40ng ml™) e por
Urbinati et al. (2003) (60ng mI™). Em espécimes adultos, foram observados niveis basais em
torno de 110ng ml™, que dobraram ap6s 4 horas de transporte (Carneiro & Urbinati, 2001a).
Martins (2000), ao submeter pacu a estresse por captura, ndo observou diferenga entre os
niveis basais de cortisol e 0s encontrados apds 1, 2 e 3 horas da aplicagdo do fator estressante,
e os valores observados foram muito superiores (492ng ml™) aos encontrados neste trabalho.
A auséncia de alteracdo dos niveis de horménio no pacu, apds o estressor, pode indicar que
este foi insuficiente para gerar respostas de estresse e 0s niveis mais altos em relacdo aos
encontrados para matrinxa podem estar relacionados a espécie.

A vitamina C esta envolvida indiretamente na biossintese de cortisol, por prevenir a
conversdo de acidos graxos insaturados em ésteres de colesterol componentes importantes
deste horménio (Montero et al., 1999). No entanto, os niveis testados ndo afetaram a
concentragdo de cortisol corroborando outros trabalhos (Johnson & Ainsworth, 1991; Li et
al., 1998). De acordo com Dabrowska et al. (1991), mudangas no nivel de cortisol em
Cyprinus carpio relacionadas ao estresse sdo independentes da dose de vitamina C ingerida,.
O estressor aplicado no matrinxa foi agudo e é possivel que a resposta dos peixes alimentados
com vitamina C, frente a um estressor cronico, fosse diferente. Neste caso, a quantidade de
vitamina C acumulada nos tecidos poderia ser suficiente para minimizar esta resposta.

A glicemia é uma das respostas secundarias mais utilizadas para se quantificar estresse
em peixes. A hiperglicemia relatada em varias espécies de teledsteos em situacéo de estresse é
mediada principalmente pelo efeito das catecolaminas (Mazeaud & Mazeaud, 1981,

Wendelaar Bonga, 1997) que agem no figado e musculo esquelético provocando a quebra do



30

glicogénio, principal carboidrato de reserva dos peixes, para fornecer energia ao animal para
gue este enfrente a situacdo adversa na qual ele se encontra. O aumento no nivel sangiineo de
glicose como resposta de estresse € documentado em varios trabalhos (Carmichael et al.,
1983; Benfey & Biron, 2000; Sadler et al., 2000; Carneiro et al., 2002b; Urbinati et al., 2003)
e evidéncias sugerem que o cortisol pode ajudar a manter os altos niveis de glicose no sangue
apos o estresse, embora 0s mecanismos envolvidos neste processo ainda ndo sejam claros
(Wendelaar Bonga, 1997). Exceto para os peixes do tratamento 100, do mesmo modo que o
cortisol, a glicose sanguinea indicou que a vitamina C ndo interferiu na resposta dos peixes.

Os valores glicémicos encontrados pos exposicdo aérea foram mais elevados que os
valores basais descritos por Rosato et al. (2003) (55mg dI™) e por Carneiro et al. (2002a) e
Urbinati et al. (2003) (44mg dI"") em adultos e juvenis desta espécie, respectivamente, mas
sdo proximos ao encontrado em juvenis de matrinxa antes do transporte por Bendhack (87mg
dI') (dados ndo publicados) e com o verificado por Martins (2000) (117mg dI™) em pacu ap6s
1 hora de estresse por captura. Ja Barcellos et al. (2001) estressaram R quelen transferindo-os
de tangue e encontraram, uma hora ap0os a transferéncia, niveis glicémicos mais elevados
(160mg dI™) que os deste trabalho, no mesmo tempo de amostragem. J4, Ortufio et. al. (2002)
observaram niveis glicémicos mais baixos (55mg dI™") em S. aurata ap6s exposicao aérea.

Né&o foi observada diferenca significativa no glicogénio hepatico entre tratamentos e
os valores encontrados estdo de acordo com o observado para adultos da espécie antes da
aplicacdo do estressor (Urbinati & Carneiro, 2001). Adicionalmente, a concentracdo de
proteina plasmatica, embora menor do que o encontrado no mesmo estudo, ndo diferiu
significativamente entre os tratamentos. Processos glicogenolitico e gliconeogénico podem
ser provocados pela acdo do cortisol, e contribuem, respectivamente, para a deplecdo da
reserva hepética e muscular do animal e aumento da demanda energética pela formacdo de
glicose (Mommsen et al., 1999). Apesar dos altos niveis de glicemia encontrados, os valores
de proteina total plasmatica e glicogénio hepatico sugerem que os animais deste estudo ndo
disponibilizaram de forma significativa estas reservas energéticas, mesmo apos a aplicacdo do
fator estressante.

Pardmetros hematoldgicos sdo considerados indicadores de estresse em peixes, ja que
as catecolaminas e o cortisol induzem mudancas nas células sanglineas (Mazeaud &
Mazeaud, 1981). O efeito estimulatdrio das catecolaminas e também do cortisol promove o
aumento do consumo de oxigénio pelos tecidos (Morgan & lwama, 1996), havendo, assim,
necessidade de rapida diferenciacédo e proliferacéo de eritrécitos. Por outro lado, 0 aumento da

concentracdo de catecolaminas em resposta ao estresse, pode resultar na liberacdo de
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eritrocitos no sistema circulatério (McDonald & Milligan, 1997). Desta forma, aumento nos
parametros envolvendo as células vermelhas do sangue, como hemoglobina e hematocrito é
muitas vezes observado (Benfey & Biron, 2000; Wojtaszek et al., 2002; Urbinati et al., 2003).
Neste trabalho, as respostas hematolédgicas obtidas se comportaram, de certa forma, de acordo
com o padréo esperado. Aumento no hematdcrito, embora nao significativo, foi observado
logo apds os estresse (5 minutos), quando comparado aos valores basais encontrados por
Bendhack & Urbinati (2003) (24%) e Urbinati et al. (2003) (35%) em juvenis da espécie e
maior porcentagem de hematdcrito foi encontrada no tratamento com a maior nivel de
vitamina (T800). De acordo com Barros et al. (2002), em O. niloticus, houve efeito
significativo da vitamina C na porcentagem de hematdcrito, ja que aumento deste parametro
foi determinado com o incremento da vitamina. De acordo com o basal observado por
Bendhack & Urbinati (2003) (1,85 x 10°%) e Urbinati et al. (2003) (2,00 x 10°) em matrinxas
juvenis, o numero de eritrocitos, da mesma forma que o hematdcrito, aumentou
moderadamente aos 5 minutos, diminuindo, em seguida, em todos os tratamentos, aos 15
minutos, ndo retornando ao valor inicial até o final do experimento. Embora ndo se tenha
verificado diferencas significativas entre tratamentos ou tempos de amostragem, 0 mesmo
perfil pode ser sugerido para hemoglobina, que aumentou ap6s 5 minutos de ocorrida a
exposicdo aérea (12g dI™) quando comparado ao basal encontrado em matrinxa juvenil
(Bendhack & Urbinati , 2003) (9g dI™) e em pacu (Martins, 2000) (10g dI™*). Por outro lado,
Tort et al. (1996) e Sadler et al. (2000) ndo encontraram diferencas nestas respostas quando
submeteram, respectivamente, S. aurata e S. salar a estresse por adensamento de estocagem.
Mudangas no numero de células brancas também sdo observadas em peixes sob condicdes de
estresse (Ellis, 1981). Diminui¢do no numero de linfocitos (linfopenia) e aumento no numero
de neutrdfilos circulantes (neutrofilia) sdo freqiientemente observados em peixes estressados
(Tort et al., 1996; Rotlant et al., 1997; Benfey & Biron, 2000; lida & Kurogi, 2001). Nao
foram encontradas diferencas significativas no nimero total de leucocitos no presente estudo
e os valores obtidos foram superiores ao descrito para espécie por Tavares-Dias et al. (1999),
embora os animais utilizados por tais autores fossem maiores e ndo tenham sido submetidos a
nenhum fator de estresse. O nimero de células vermelhas e brancas sdo parametros que
podem refletir o estado de estresse em que o animal se encontra, mas deve-se considerar que
diversos fatores podem contribuir para variacdo quantitativa dos elementos sangliineos em
peixes, tais como sexo, comprimento, peso, estado nutricional, entre outros, além do ambiente

no qual o animal é mantido (Tavares —Dias et al., 1998).
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Vaérios trabalhos relatam o papel da vitamina C nas respostas imunoldgicas
especificas e ndo especificas em peixes (Waagbo et al., 1993; Martins et al., 1995; Verlhac &
Gabaudan, 1994; Verlhac et al., 1998). Contudo, de acordo com os indicadores usados, a
vitamina C ndo afetou a resposta do sistema imunoldgico dos matrinxds submetidos a
exposicdo ao ar. Li et al. (1998) verificaram em I. punctatus que megadoses de vitamina C na
dieta ndo provocaram aumento de resisténcia a doencas ou efeito significativo na producao de
anticorpos depois da exposicdo a Edwardsiella. ictaluri. Nossos resultados suportam a
conclusdo de que a resposta do matrinxd ao estresse agudo ndo estd associada a
suplementacéo de vitamina C.

Ap0s situacdes estressantes pode ocorrer diminuicdo na concentracdo plasmatica de
jons, como sodio e cloreto pois a elevacdo das catecolaminas induz o aumento da
permeabilidade das branquias, resultando em alteragdes nos niveis eletroliticos sangliineos em
funcdo do gradiente em relacdo ao meio externo (Eddy, 1981). Ao comparar 0s niveis de
cloreto plasmatico encontrados (75,25 a 88,27 mEq L™) com os valores basais descritos por
Urbinati et al. (2003) (120,05 mEq L) e Bendhack (dados ndo publicados) (114,41 mEq L™),
em juvenis da espécie, é possivel sugerir um estado de hipocloremia nos animais. Por outro
lado, esta diminuicdo de cloreto ndo foi observada por Tomasso et al. (1980) em hibridos
submetidos a estresse por confinamento. Assim como para o cloreto, diminui¢fes nos niveis
de sddio sdo observadas ap0s situacBes de estresse. Os niveis sericos de sodio encontrados no
presente estudo (115,31 a 131,38 mEq L™) foram menores do que o basal observado por
Carneiro & Urbinati (2002) em matrinxd adulto (175mEq L™). Carmichael et al. (1983)
também encontrou, em Micropterus dolomieui, diminuigdo nos niveis de sodio apos captura e
transporte. Os resultados obtidos sugerem que a exposicdo aérea provocou alteracdes
eletroliticas nos animais e que estas ndo foram minimizadas pelo uso de vitamina C como o
observado por Davis et al. (1998) em I. punctatus alimentados com e sem vitamina C ap0s
estresse.

Os resultados deste trabalho permitem concluir que (1) a exposicdo aérea por dois
minutos provocou alteragdes hematoldgicas, hormonais, metabdlicas e eletroliticas em
matrinxa e (2) a vitamina C, nas doses e tempos de administragdo testados, ndo minimizou as

respostas a este tipo de estresse.
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IMPLICACOES

O objetivo da industria em relacdo ao cultivo de organismos aquéaticos é otimizar o
crescimento visando uma producdo de alta qualidade e, neste sentido, uma das maiores
preocupacdes é evitar o surgimento de doencas. Por outro lado, peixes sdo geralmente
cultivados em espacos fechados e as praticas de manejo comuns em piscicultura tendem a ter
um efeito adverso na satde dos animais. Como trata-se de algo inevitavel, o que se tem feito é
buscar estratégias de cultivo que minimizem o estresse em peixes.

Durante as ultimas décadas, a vacinagdo tem se estabelecido como um método
importante na prevencdo de doencas infecciosas no cultivo de peixes por induzir respostas
imunoldgicas especificas e aumentar a capacidade de destruicdo de patdgenos através de
mecanismos ndo especificos de defesa. Apesar da vacinacdo ser um método bastante efetivo
no controle de doencas de peixes, no Brasil, os estudos neste sentido, estdo apenas
comecando. Muito precisa ainda ser descoberto e a cooperacdo entre a ciéncia basica e
aplicada deve desenvolver-se ainda mais para garantir maior sucesso.

Outras técnicas sdo utilizadas para minimizar o estresse de peixes cultivados e, dentre
elas, 0 uso de imunoestimulantes tem ganho importancia nos ultimos tempos por agir como
indutores de protecdo contra doengas e estimuladores de mecanismos ndo especificos de
defesa. Embora para muitos autores seja controverso dizer que a vitamina C é um
imunoestimulante, ndo se pode negar seus efeitos positivos em aquicultura. Animais
alimentados com dietas deficientes em vitamina C ndo sé apresentam reducdo na taxa de
crescimento como deformidades fisicas, lenta cicatrizacdo de ferimentos e aumento da
mortalidade por diminuir a resisténcia a infecgdes. A conscientizagdo da importancia deste
nutriente jA& € comum entre os aqlicultores e racdes comerciais ja sdo vendidas com
quantidades determinadas para manutencdo do metabolismo basal do animal.

E comum a industria usar dos beneficios que uma substancia oferece para encarecer o0s
produtos da qual ela faz parte. No caso da vitamina C, muitas vezes, altas quantidades sdo
incorporadas as ragGes por se achar que quanto maior a dose, melhor o efeito e,
consequientemente, maior o preco. Em se tratando de imunoestimulantes, nem sempre esta
relacdo dose-efeito é verdadeira. Muitas vezes, altas doses, ao invés de ajudarem o animal
aumentando sua respostas imunoldgicas, acabam por inibi-las.

Sem duavida, a vitamina C é um importante nutriente na alimentacdo dos peixes. No
entanto, novas investigacGes devem ser realizadas, principalmente com relacdo as exigéncias

dietéticas desta vitamina nas diferentes espécies de peixes, incluindo-se o matrinxa. Um outro
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ponto importante € um melhor entendimento do sistema imunologico dos peixes, dando
énfase na imunidade celular. Uma vez compreendido o funcionamento do sistema
imunolégico fica mais facil elucidar o mecanismo de acdo da vitamina C e como ela
contribuiria para aumentar a resisténcia do animal a infecgdes.

O matrinxa (B. cephalus) foi escolhido como animal experimental por tratar-se de uma
espéecie que responde intensamente durante uma situacdo estressante, mas que se recupera
relativamente rapido desta condicdo quando comparado a outros peixes. Alguns dos
problemas enfrentados durante trabalhos com esta espécie sdo as fortes interagdes agonisticas
observadas entre 0s animais 0 que resulta em alta taxa de mortalidade. Além disso, a
heterogeneidade de tamanho é outro fator que parece influenciar este comportamento, tendo
em vista o estabelecimento de hierarquia de dominancia na presenca de peixes com tamanhos
diversos. ObservagGes mostram que juvenis s&0 muito agressivos e que este comportamento
parece diminuir em densidades mais altas. Contudo, a “densidade ideal” em condic¢Ges
laboratoriais ainda ndo é conhecida e estudos neste sentido seriam de grande valia para
trabalhos com esta espécie.

Diante do encontrado neste trabalho, foi possivel concluir que a exposicdo aérea por 2
minutos foi suficiente para provocar respostas fisioldgicas de estresse no matrinxa. Além
disso, as doses de vitamina testadas para esta espécie ndo exerceram nenhum papel na
minimizacdo do estresse ao qual os animais foram submetidos. A grande variacdo encontrada
nas andlises hematologicas, tanto intra como interespecificas, faz com que mais estudos sejam
realizados neste sentido. Estudos adicionais tambem sdo recomendados, principalmente com
relacdo a necessidade dietaria de vitamina C para esta espécie, melhor compreensdo do seu

sistema imunoldgico e maior entendimento sobre seu comportamento.



