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Desempenho produtivo e resposta inflamatoria de pacu (Piaractus
mesopotamicus) alimentado com racao suplementada

com cromo trivalente

RESUMO

O cromo trivalente € um micronutriente essencial para saude dos animais
atuando no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas. Porém produz efeitos
antag6nicos como reducdo do cortisol plasmatico e potencializacdo da insulina. A
suplementacdo na dieta de peixes visa a reducdo de problemas decorrentes do
estresse devido a melhora do sistema imune. Assim o presente trabalho avaliou o
cromo trivalente como agente imunomodulador, utilizando 0, 12, 18, 36 mg de cromo/kg
de dieta durante 90 dias, estudando o desempenho produtivo, a hematologia e a
resposta celular na inflamagao aguda induzida por infiltrado de Aeromonas hydrophila e
tioglicolato na bexiga natatéria de pacus (Piaractus mesopotamicus). Para o ensaio de
desempenho e hematologia os peixes foram distribuidos em esquema fatorial 4X2,
sendo quatro tratamentos e duas repeticdes. Os dados revelaram que nao houve
interferéncia do cromo na conversao alimentar, no ganho de peso, no ganho de
comprimento total, no ganho de comprimento parcial e na taxa de crescimento
especifico. O numero de eritrocitos, hematdcrito e o volume corpuscular médio embora
apresentassem diferencas significativas (P<0,05) apds 90 dias de suplementacdo em
relacdo aos peixes nao suplementados, mostraram amplas e inconclusivas oscilagoes.
Portanto a suplementagcdo com cromo trivalente ndo interferiu nestes parametros. No
ensaio de inflamacdo os peixes foram sacrificados por aprofundamento do plano
anestésico e o exsudato colhido para avaliacdo do componente celular apos seis, 24 e
48 horas da aplicacdo dos estimulos. Um grupo mantido como controle foi injetado com
salina e examinado apdés os mesmos periodos. Os resultados demonstraram aumento
gradativo do numero de células totais acumuladas nos tempos determinados. Nos
peixes que receberam racdo contendo 18 mg/kg de cromo e inoculados com
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A.Hydrophila observou-se incremento da reacdo inflamatéria com acumulo de
trombdcitos, linfécitos e macréfagos em ordem decrescente. Nos peixes injetados com
tioglicolato predominaram os linfécitos e trombdcitos. Apds 48 horas ocorreu maior
acumulo de células em ambos os estimulos demonstrando o efeito benéfico do cromo
facilitando o desenvolvimento da inflamacdo e por conseqiéncia os mecanismos de

defesa.

Palavras chaves: Imunoestimulante, suplementacédo, hematologia, inflamacéao, peixes,

Aeromonas hydrophila.
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Growth and inflammatory response of pacu (Piaractus mesopotamicus)
fed trivalent chromium supplemented

The trivalent chromium is an essential element animal’s health acting over
carbohydrates, fat and proteins metabolism. However, this substance produces
antagonist effects such as reduction of plasma cortisol and increase of insulin. The
purpose of the supplemented given to fishes was to decrease disturbance caused by
stressing factors due to immunity improvement. Therefore, the present work aimed to
evaluate the trivalent chromium as an immunomodulator substance by using 0, 12, 18,
and 36 mg/kg of chromium offered during 90 days, to study the growth, blood
parameters and cellular response in acute inflammation induced by Aeromonas
hydrophila and thioglycolate in the swim bladder of Pacu (Piaractus mesopotamicus).
Fishes were allocated into four groups, at a 4X2 factorial and two replicates. Data
revealed there was no influence of chromium on feed conversion, weight gain, total
length gain, partial length gain and specific growth rate. Although some differences
(P<0.05) were found for erythrocytes number, hematocrit and mean corpuscular volume
(MCV) values after 90 days of experiment in comparison to non supplemented fishes, all
differences found were wide and showed no conclusive oscillations. The fishes were
euthanatized by deepening of anesthesia and exudates was collected. The results
showed a progressive accumulation of total inflammatory cells after 6, 24 and 48 h for
both stimulated groups. Control group was injected saline solution. The results showed
a progressive accumulation of total inflammatory cells after 6, 24 and 48 h for both
stimulated groups. Fishes fed diet consisting of 18 mg/kg of trivalent chromium
presented an accentuated inflammatory reaction, with accumulation of thrombocytes,
lymphocytes and of a lesser amount of macrophages in A. hydrophila induced fishes.
Lymphocytes and thrombocytes were predominant in thioglycolate induced fishes.
Greater cell accumulation was found 48 h after inflammatory reaction, which
demonstrated a beneficial effect of chromium, which in turn led to inflammation
development and defense mechanisms activation.

Key words: hematology, inflammation, Aeromonas hydrophila, supplemented diet, fishes.
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CAPITULO | - Consideracdes Gerais
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INTRODUCAO

A aquicultura mundial € uma atividade com potencial de crescimento e
desenvolvimento entre as atividades do setor primario. O cultivo de organismos
aquéaticos € responsavel por 7,5% de toda producao global de alimentos, ja o pescado
corresponde a quinta maior fonte extrativista perdendo apenas para o arroz, produtos
florestais, leite e trigo (BORGHETT]I, 2003).

Segundo relatério publicado pela FAO (1992) o Banco Mundial sugeriu que a
aquicultura podera contribuir nos préximos quinze anos com 40% da produg¢do mundial
de pescados utilizando o minimo de investimento governamental, diferentemente da
pesca extrativista que absorve mais de 54 bilhdes em incentivos para manter sua

operacao.

A producao pesqueira mundial em 2004 foi de 59,4 milhdes de toneladas. A
aquicultura foi responsavel por 41,3 milhdes de toneladas, gerando 70,3 bilhdes de
dolares entre os anos de 1999 a 2001, o volume de pescado capturado no mundo
cresceu 7,8% e a aquicultura 187,6%, sendo que a maior parte (24,4 milhdes de
toneladas) foi de peixe (FAO, 2006).

O Brasil esta inserido no contexto internacional como um dos paises com
potencial aquicola devido ao vasto territério e condicbes climaticas que favorecem a
criacdo de peixes de agua doce (CASTAGNOLLI, 1995). Segundo dados do
Departamento de Pesca e Aquicultura —=DPA — do Ministério da Agricultura, caso sejam
mantidas as taxas de crescimento de 15% ao ano, & possivel que o Brasil alcance
producao superior a 300 mil t/ano (BORGHETTI et al., 2003).

A piscicultura € considerada uma atividade importante, principalmente, nos
estados do sul e sudeste, onde o crescimento é acelerado, devido ao aumento do
consumo de proteina de origem animal. Nestes estados o nUmero de pesque-pagues,
destinados a pesca esportiva, aumentou sensivelmente e sao relevantes do ponto de
vista social e econémico. Apenas no Estado de Sao Paulo, existia mais de 3.000
pesque-pagues e somente na bacia do rio Piracicaba, geravam renda anual superior a
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U$$ 60 milhdes, com lucros de mais de 100% para maioria expressiva dos produtores
(KITAMURA et al., 1999).

Uma das espécies cultivadas em pisciculturas e pesque-pagues € 0 pacu,
(Piaractus mesopotamicus), originario da Bacia do Rio Prata e do Pantanal do Mato
Grosso, habita as grandes cole¢cbes de agua dos rios Parana, Mogi-Guacu e baixo Tieté
(PETRERI JR, 1989). A preferéncia pela espécie ocorre devido as suas caracteristicas
de precocidade, rusticidade, carne saborosa e de alto valor comercial, além de um
6timo crescimento e adaptacao a alimentacao artificial, o que intensifica sua criacdo em
sistemas de cultivo (CASTAGNOLI & CYRINO, 1986).

Apesar desses dados favoraveis, a atividade enfrenta desafios para otimizar
seus sistemas de producao. Os problemas sanitarios encontrados sao provenientes de
varios fatores, relacionados ao desconhecimento das caracteristicas dos peixes
tropicais mais adequados a criacao nas condigcdes brasileiras. Sdo escassos os dados
sobre nutricdo, fisiologia, patologia além de outras é&reas importantes para o
desenvolvimento da piscicultura (FUJIMOTO et al., 2003).

Substancias adicionadas a dieta podem favorecer o mecanismo de defesa dos
animais, aumentando a resisténcia ao estresse e a doengas comuns nos sistemas de
cultivos, o que permite melhorar as condigdes de manejo, reduzindo o custo de
producao sem afetar o desempenho e minimizando o impacto ambiental (FUJIMOTO &
CARNEIRO, 2001).

2. CROMO

Juntamente com as vitaminas os oligoelementos sdo essenciais para a saude
dos peixes. Dentre os microminerais de importédncia esta o cromo, um elemento de
transicao, encontrado naturalmente em estado oxidado, na forma di, tri e hexavalente.
Este ultimo esta associado a problemas de toxicidade, porém, a forma trivalente é
interessante do ponto de vista nutricional, pois é estavel, tem baixa toxicidade e



Marcello Pardi de Castro 19

apresenta ampla margem de seguranga para suplementag¢ao alimentar (ANDERSON.
1992).

Em 1993 qualquer composto de cromo era considerado tdxico pela Enviromental
Protection Agency (EPA), figurando entre os vinte elementos de maior toxicidade. O
Conselho Nacional do Meio ambiente CONAMA, resolucdo 1986 estabelece valores
limitantes para concentragdes de cromo na agua, 0,05 mg de cromo hexavalente/L e
0,5 mg de cromo trivalente/L para aguas classe 2 destinadas a piscicultura. Para
efluentes de qualquer natureza, os limites sdo de 0,5 mg de cromo hexavalente/L e 2,0

mg de cromo trivalente/L.

As concentracdes de cromo trivalente e hexavalente na agua séo reguladas pela
reacdo de oxi-redugao (a transformacdo do cromo trivalente em hexavalente ou vice
versa), que pode acontecer apenas na presenca de outro par redox, o qual recebe ou
libera os trés elétrons necessarios para que ocorra a reagdo (MOWAT, 1997). Em
ambientes aquaticos poluidos a concentragdo de oxigénio € baixa e a redugdo do
cromo trivalente para hexavalente é favorecida, sendo facilmente difundido no ambiente
e causando danos em 6érgdos e tecidos de organismos aquaticos (CASTRO et al.,
2007).

Estudos do Comité Técnico da Organizacdo Mundial da Saude (1973) e o
Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS-International Programme on
Chemical Safety. 1988) descreviam o cromo trivalente (Cr®) como essencial para o
homem e os animais. O National Research Council (1980) estipulou como maxima
concentracao dietética para bovinos 3.000 mg/kg de 6xido de cromo e 1.000 mg/kg de

cloreto de cromo. Em ambas as formas esta presente o como Cr® (CETESB, 1999).

O Cr® é potencializador da acdo da insulina, sendo um fator de tolerancia a
glicose (MOWAT, 1997). Experiéncias de suplementacdo indicam que diminui a
concentragcdo plasmatica de cortisol, facilitando a agdo de mecanismos de defesa
organica, particularmente, em situagbes estressantes (WEDEMEYER, 1997). Na
vigéncia da inflamacédo aguda em ratos Wistar a insulina e os corticosterdides adrenais
exercem efeitos fisioldgicos antagbnicos (MORAES & GARCIA LEME, 1982)
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Em peixes, estudos realizados com pacus (Piaractus mesopotamicus) revelaram
que nao ocorreram diferenca significativa no desempenho produtivo entre os peixes
suplementados e ndo suplementados com cromo trivalente quanto ao consumo de
racdo, ganho de peso, indice de conversao alimentar e taxa de crescimento especifico
(FUJIMOTO et al., 2005).

Porém os parametros fisiologicos apontaram maior concentracdo de cortisol
plasmatico nos pacus nao suplementados sugerindo efeito antiestressante do cromo. A
composicao corporal e eficiéncia na utilizacdo de nutrientes nos pacus alimentados com
seis e 12 mg/kg de cromo apresentaram melhora na qualidade da carcaga, aumento do
teor protéico e reducao da gordura, sem afetar o desempenho produtivo. Em densidade
de 4 kg/m® a concentracdo de 6 mg/kg de cromo conduziu melhores resultados que o
observado no grupo controle e na densidade mais alta, foram necessarios 12 mg/kg
para a obtencao de resultados semelhantes ( FUJIMOTO et al., 2005).

Segundo ALKAHEM et al. 1994 o cromo também aumenta os niveis de
imunoglobulinas séricas, retendo outros tracos de elementos minerais, o que pode

melhorar o sistema imune e auxiliar na redugéo de parasitismo nos peixes.

FUJIMOTO et. al. (2005) verificaram a reducdo de monogendides e P. pillulare
no parasitismo de peixes suplementados com seis, 12 e 18 mg de carboquelato de
cromo/kg ao final de sete dias. Porém os resultados demonstraram que de acordo com
a intensidade parasitaria houve diferenca quanto ao nivel de cromo necessario para
controle. Os peixes mantidos nas maiores densidades necessitaram de quantidade
maior de cromo na dieta para produzir o mesmo efeito antiparasitario ocorrido na
densidade mais baixa. Tal fato sugere agbes benéficas ao organismo de peixes

mantidos em alta densidade de estocagem.

Desta maneira o cromo trivalente pode ser utilizado como imunoestimulante na
suplementacéao alimentar de peixes, exercendo papel fundamental nos mecanismos de
defesa desses animais, otimizando as acées inflamatérias da insulina ou bloqueando a

liberacao de cortisol, em situagdes de estresse.
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3. INFLAMACAO

O processo inflamatério tem componentes comuns nas diferentes classes de
vertebrados como células teciduais fixas, leucécitos, mediadores da reacdo inflamatéria
e proteinas plasmaticas. Uma complexa rede de comunicagdes entre os diversos tipos
celulares coordena o desenvolvimento, crescimento, diferenciagdo e metabolismo
celular em todos os 6rgdos. O acumulo de leucécitos no sitio lesado € uma das
principais caracteristicas do processo inflamatério. A mobilizagdo adequada e em tempo
habil de leucdcitos da microcirculagdo para o foco lesado pelo mecanismo de
quimiotaxia é uma das etapas fundamentais da reacdo e se traduz como a primeira
manifestacdo de defesa do organismo e a principal caracteristica do fenémeno
(GARCIA LEME, 1989).

Em mamiferos a resposta inflamatéria € bem conhecida e bifasica em relagcéo
aos tipos celulares que ocorrem no exsudato. A fase aguda € caracterizada por
vasodilatacdo arteriolar, capilar e venular; aumento de permeabilidade vascular em
vénulas de médio calibre com formacao de edema; marginagao leucocitéria, diapedese,
quimiotaxia e acumulo de leucécitos no foco lesado e fagocitose por células
competentes. Nas primeiras 24 horas, predominam as células polimorfonucleadas do
tipo neutrofilos, sendo o fenbmeno de carater exsudativo e agudo. Quando o agente
persiste no foco inflamatdrio, a reacédo torna-se cronica e apresenta caracteristicas
proliferativas, com o acumulo de leucécitos mononucleados como os macréfagos e
seus derivados epitelidides e policariontes, linfécitos, plasmécitos, fibroblastos, fibras
colagenas, neovasos e na dependéncia do agente causal, eosinéfilos. Este quadro
pode sofrer pequenas variagdes em fungéo do tipo de tecido afetado, do agente causal
e do nivel de especificidade da resposta. Todavia, € estereotipado e altamente
complexo em fungdo dos seus mecanismos de regulacdo envolvendo mediadores
quimicos autacéides e moduladores diversos de acao autécrina, paracrina e enddécrina

(GARCIA LEME, 1989).



Marcello Pardi de Castro 22

No entanto, o estudo da inflamagao e os mecanismos que podem aumentar ou
diminuir sua eficiéncia nos peixes, ndo tem acompanhado a evolugdo do mesmo

processo nos mamiferos (MORAES et al., 2003).

A fagocitose de eritrécitos de cobaia e de Bacillus anthracis por mononucleares
peritoneais € o primeiro fenbmeno inflamatério descrito em peixes (METICHNIKOFF,
1893 e 1905 e MESNIL, 1895). Posteriormente, varios autores descreveram as células
presentes na inflamacgao induzida por varios tipos de flogégenos, em diversas espécies
de peixes e tempos variados de observacgao.

Em 1963, Post verificou apds injecdao intramuscular de adjuvante completo de
Freund mais Aeromonas hidrophila morta extensa reacao inflamatéria no local da
inflamacao. Foram encontrados abscessos em quase todos os peixes tratados, porém
nao foi observada a fagocitose da bactéria e nem no periténio

FINN e NIELSSEN (1971) estudaram a resposta inflamatéria em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), a temperaturas de cinco e 15 °C, demonstrando a existéncia
de fendmenos vasculares que afetam a permeabilidade, marginacao leucocitaria,
fagocitose por polimorfonucleados e macréfagos, auséncia de pus e abscessos,
podendo ser considerada uma resposta similar aos mamiferos, porém com diferencas

em tempo e extensao.

SUZUKI (1984) identificou e caracterizou quanto a sua fungdo e morfologia os
leucocitos de duas espécies de peixes teledsteos, Sebastes schlegeli e Salmo
gairdneri. Em trabalho posterior (1986) observou que a injecdo de parafina liquida na
cavidade de tilapias (Oreochromis niloticus) induziu a infiliracdo somente de neutrofilos.

JORGENSEN et. al. (1993) induziram inflamacao em Salmo salar pela glucana e
relataram acumulo de macréfagos, neutréfilos e pela primeira vez, descreveu-se a
presenca de trombdcitos no sitio lesado.

Na inoculagdo de Aeromonas hidrophila na bexiga natatéria de tilapia-do-nilo
(Oreochromis niléticos), REQUE (2005) observou que a suplementacao alimentar com
levedura (parede celular de Saccharomyces Serevisiae) induziu maior migracao de



Marcello Pardi de Castro 23

células para o foco inflamatério, sendo que os trombadcitos tiveram maior predominancia
com 71%.

A injec@o de carragenina na bexiga natatéria de tildpias (O. Niloticus) e de pacus
(Piaractus mesopotamicus) induziu congestdo vascular, acumulo predominante de
trombdcitos e macroéfagos, raros granulécitos e edema (MATUSHIMA & MARIANO.
1996; MARTINS et al. 2000 e MARTINS et al. 2006).

BELLO et al. (2006) estudaram a resposta crbnica granulomatosa em
Oreochromis niloticos suplementados com vitaminas E, onde observaram incremento
na migragao celular e na formacao de gigantocitos e células de Langhans no tecido
subcutdneo implantado com laminula de vidro. Ocorreu também reducdo na
concentragdo de cortisol plasmatico nos peixes suplementados, sugerindo uma
interacdo benéfica com os mecanismos fisiolégicos do estresse.

Assim, ainda s&o controversas as informacbes sobre participacao dos tipos
celulares na inflamacdo em peixes. Isto ocorre devido a presenca de variaveis como
espécie de peixe, posicao filogenética e dificuldade na distingcao entre diferentes tipos
celulares (JORGENSEN et al., 1993; MATUSHIMA & MARIANO 1996).

4. TIOGLICOLATO

A reacado inflamatéria é desencadeada por varios estimulos e podem induzir
caracteristicas distintas de origem, biologica, quimica ou fisica. O agente indutor do
processo inflamatério age sobre os tecidos e induz a liberacado de mediadores que ao
agirem nos receptores existentes nas células da microcirculagdo e nos leucécitos,
produzem aumento da permeabilidade vascular, exsudacdo de plasma e de células
sanguineas para o intersticio.

O tioglicolato é um meio de cultura adequado e recomendado para o cultivo de
bactérias. Sua constituicdo inclui peptona de caseina, extrato de levedura, dextrose,
cloreto de sédio, L-cistina de Difco (DIFCO, 1978). Este flogogeno é muito utilizado nos
estudos de inflamacao, por induzir acumulo de macrofagos, quatro dias depois da sua
injecdo na cavidade peritoneal de ratos (SOUZA & FERREIRA, 1985).
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Jenkins e Klecius (1998) injetaram escalene, adjuvante incompleto de Freund,
soro de cabra, tioglicolato ou salina na cavidade peritonial do bagre do canal, Ictalurus
punctatos, identificando a migracao de macréfagos nos dois primeiros flogdgenos.

O uso de tioglicolato e A. hydrophila para a inducao do processo inflamatério em
peixes resultou em acumulo de exsudato de coloragdo amarelada e consisténcia
gelatinosa nas bexigas natatérias de 16 pacus (P. mesopotamicus). Isso demonstra que
o meio de cultura tioglicolato também pode ser utilizado para induzir processo
inflamatério em peixes (BOZZO et al, 2007).

5. AEROMONAS HYDROPHILA

As bactérias do género Aeromonas sao cosmopolitas, encontradas em fontes
naturais de 4gua, no solo e animais de agua doce (DAVIS et al., 1990). Sdo bastonetes
méveis, com flagelos polares, sem esporos, sem capsulas e Gram negativas. Todas
sao aerdbias e anaerdbias facultativas (STOSKOPF, 1993). As espécies que causam
enfermidade em peixes de agua doce sao Aeromonas hydrophila, A. sobria e A. caviae.
A Aeromonas salmonicida € a Unica espécie do complexo Aeromonas nao-movel que é
patégeno obrigatério de peixes (GRIFFIN et al., 1953).

A Aeromonas hydrophila pode infectar peixes mal nutridos e com injurias fisicas
decorrentes de despesca e transporte (AUSTIN & AUSTIN, 1987). Os tanques com alta
carga de matéria organica e agua de ma qualidade facilitam sua ocorréncia
principalmente nos periodos de outono e inverno.

Os peixes doentes perdem o apetite, reduzem sua atividade, apresentam
natacao vagarosa € tendem a se posicionar nas areas mais rasas do tanque (FINN,
1970); apresentam erosdo nas nadadeiras, ulceras cutaneas sem forma definida com
bordas hemorragicas e sufusées na base das nadadeiras. Exoftalmia com opacidade e
hemorragia ocular, cavidade celomdtica distendida e ascite também sdo observados.
No intestino identifica-se fluido de coloracdo amarelada até sanguinolenta; hemorragia,

e hiperplasia de érgdos como o figado, bago e rins. Foram observados bem como



Marcello Pardi de Castro 25

petéquias na luz da cavidade celomatica. (AUSTIN & AUSTIN, 1987; NOGA, 1995;
PAVANELLI et al., 1999).

BARTON et al. (1991) demonstraram que linhagens de A. hydrophila produzem
hemolisinas, citotoxinas e enterotoxinas. As hemolisinas sdo proteinas citoliticas extra-
celulares que agem na membrana celular por sua inser¢do na camada bi-lipidica
(HOWARD & BUCKLEY, 1985). As enterotoxinas sao produtos extracelulares que
podem agir diretamente sobre o epitélio. As proteases podem contribuir para a
patogenicidade causando danos diretos aos tecidos, aumentando a invasao bacteriana
(SAKAI, 1985).

6. MODELO EXPERIMENTAL

A bexiga natatoria possui as fungdes de auxiliar a flutuabilidade do peixe e em
algumas espécies sao utilizadas como 6rgao sensorial recebendo e transmitindo sons.
Este 6rgao é composto por tinica interna que esta em contato com o limen do 6rgéo. E
revestida por epitélio de transicdo e uma camada adjacente composta por tunica
externa de tecido conjuntivo vascularizado (ROBERTS, 1981).

A bexiga natatéria de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) foi utilizada como
modelo para indugdo do processo inflamatério e o estudo de suas células (ENDO,
1995). A injecao de lipopolissacarideo (LPS) na bexiga natatéria de tilapias
Oreochromis niloticus induziu a formacédo de exsudato constituido principalmente por
neutréfilos (96%) vinte e quatro horas depois da aplicagao (ENDO et al., 1997).

A carragenina injetada na bexiga natatéria de tilapia (Oreochromis niloticus)
(MATUSHIMA et al. 1996) ou de pacu (Piaractus mesopotamicus) (MARTINS et al.,
2000; BOZZO et al., 2007) induziu reagao inflamatéria local avaliada quantitativamente

e qualitativamente nas lesdes e no exsudato formado.
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7. OBJETIVOS

Com base nas consideragdes supracitadas o presente trabalho teve como
objetivo estudar a suplementacéo com trés niveis de cromo trivalente 12, 18 e 36 mg/kg

em pacu (Piaractus mesopotamicus) avaliando:

e O desempenho produtivo e variaveis hematoloégicas durante noventa dias de

suplementacéo.

e A evolugdo do processo inflamatério induzido por solugéo salina 0,65%, e infiltrado
de Aeromonas hydrophila inativada, injetadas na bexiga natatéria.

e A evolucdo do processo inflamatério induzido por solucdo salina 0,65% e
tioglicolato, injetados na bexiga natatéria.
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RESUMO

O objetivo deste ensaio foi avaliar o desempenho produtivo e variaveis
hematolégicas de pacus (Piaractus mesopotamicus) alimentados com ragao
suplementada com quatro niveis de carboquelato de cromo, zero, 12, 18 e 36 mg/kg de
racdo, durante 90 dias. Para tanto os peixes foram distribuidos em esquema fatorial
4X2, sendo quatro tratamentos e duas repeticdes. Os dados revelaram que ndo houve
interferéncia do cromo na conversao alimentar, no ganho de peso, no ganho de
comprimento total, no ganho de comprimento parcial e na taxa de crescimento
especifico. O numero de eritrécitos, hematécrito e volume corpuscular médio (VCM)
embora apresentassem algumas diferencas significativas (P<0,05) ap6s 90 dias de
suplementacdo em relacdo aos peixes ndo suplementados, mostraram amplas e
inconclusivas oscilagdes. Portanto, a suplementagdo com cromo trivalente nao interferiu

com os parametros avaliados.

Palavras chaves: Cromo, peixes, imunoestimulantes, suplementac¢éo e hematologia.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate growth performance and
hematological values in the pacu, Piaractus mesopotamicus , fed four different trivalent
chromium supplemented diets (0, 12, 18 and 36mg/kg of diet), during 90 days. The
fishes were distributed into four treatments, 4X2 factorial scheme, and two replicates.
Data obtained revealed there were no influence of chromium on feed conversion, weight
gain, total length gain, partial length gain and specific growth rate. Although some
differences (P<0.05) were found for erythrocytes number, hematocrit and mean
corpuscular volume (MCV) values after 90 days of experiment in comparison to non
supplemented fishes, all differences found were wide and showed no conclusive
oscillations. Therefore, diets supplemented with trivalent chromium did not influence the

parameters evaluated.

Key words: chromium, fish, growth and hematology.
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INTRODUCAO

A suplementagdo com cromo trivalente em peixes esta diretamente relacionada a
insulina que controla a glicemia e outros aspectos do metabolismo de carboidratos,
gorduras e proteinas (HERTZ et al., 1989).

O cromo trivalente é um dos constituintes da molécula organometalica distinguida
como o fator de tolerdncia a glicose (GTF), que potencializa a agao da insulina
(ANDERSON, 1981) reduz a hiperglicemia de jejum em diabéticos, a glicosuria e a
hipocalemia em humanos (ANDERSON, 1993).

Segundo KITCHALONG et al. (1995) o cromo na forma orgénica de tripicolinato
pode diminuir a deposi¢do de gordura e modificar a qualidade da carcaca em carneiros,
0 que também foi observado por HOSSAIN et al. (1998) em galinhas poedeiras
suplementadas com leveduras ricas em cromo.

Estudos realizados por CHRISTIANSEN & KLUNGSOYR (1987); PALMER &
RIMAM (1972) demonstraram que o0 aproveitamento de energia produzida pelo
metabolismo dos carboidratos € baixo em varias espécies de peixes devido a
deficiéncia de insulina. Porém HERTZ et al. (1989) e MONNSEN & PLISETSKAYA
(1991) encontraram nos peixes quantidade de insulina semelhante a de mamiferos,
constatando que a insulina € pouco eficiente no transporte de glicose.

HERTZ et al. (1989) demonstraram que a adicdo de cromo trivalente na forma
inorganica de cloreto a dieta de carpas (Cyprinus carpio), inibe a gliconeogenese e
potencializa a acédo da insulina. Esse aumento na utilizacdo de glicose foi demonstrado
em tilapias (Oreochromis niloticus) suplementadas com 6éxido de cromo, as quais
também apresentaram melhor desempenho produtivo (SHIAU & CHEN, 1993) e em
tilapias hibridas (O. niloticus X O. aureus) maior ganho de peso, deposi¢cao de energia e
de glicogénio hepatico (SHIAU & LIN, 1993). Neste dltimo caso nao interferiu na
digestibilidade e na utilizagdo do carboidrato (SHIAU & LIANG, 1995).

Em pacus (Piaractus mesopotamicus) suplementados com carboquelato de
cromo e submetidos a diferentes densidades, os paréametros fisiol6gicos apontaram
maior concentragcdo de cortisol plasmatico no grupo controle, sugerindo efeito
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antiestressante do cromo. A composicao corporal e eficiéncia na utilizagcao de nutrientes
nos pacus alimentados com seis e 12 mg/kg de cromo apresentaram melhora na
qualidade da carcaga, aumento do teor protéico e redugdo da gordura, sem afetar o
desempenho produtivo. Na densidade de 4 kg/m® a concentragdo de 6 mg/kg de cromo
conduziu melhores resultados que o observado no grupo controle e na densidade mais
alta, foram necessérios 12 mg/kg para a obtencdo de resultados semelhantes
(FUJIMOTO et al., 2005).

Porém a suplementagao alimentar também influencia o quadro hematol6gico dos
peixes, podendo ser alterado frente a mudangas ambientais (TAVARES-DIAS et al.,
2003). A utilizagao de imunoestimulantes beneficia a resposta eritrocitaria e favorece os
mecanismos de defesa, oferecendo perspectivas promissoras para 0 manejo sanitario
nas pisciculturas (SAKAI, 1999).

Resultados encontrados por BOZZO et al. (2007) descrevem o potencial
imunoestimulante das vitaminas isoladas ou associadas para o restabelecimento do
namero de eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito em Piaractus mesopotamicus.
REQUE (2005) observou aumento nos indices hematimétricos de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticos) suplementadas com parede celular de Saccharomyces
Serevisiae e comprovou o efeito imunoestimulante da levedura ap6s desafio com
Aeromonas hidrophila na bexiga natatoria.

QUINTANA (2002) afirmou que houve aumento no hematdcrito e no tamanho
dos eritrécitos em pacus (Piaractus mesopotamicus) suplementados com carboquelato
de cromo e desafiados com injecdo de LPS na cavidade celomatica. Segundo
HOUSTON et al. (1996) estas variacbes podem ocorrer devido a capacidade de
adaptacao dos peixes ao ambiente e as condi¢cdes a que estdo submetidos, sofrendo
alteragdes do quadro hematolégico aumentando ou reduzindo o numero de células
circulantes.

Com base nas consideragdes supracitadas este ensaio teve como objetivo
estudar a possivel interacdo da suplementacdo alimentar com cromo trivalente,
avaliando o desempenho produtivo e as variaveis hematolégicas de pacus (Piaractus
mesopotamicus).
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MATERIAL E METODOS

Local

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Patologia de Organismos
Aquaticos do Centro de Aquicultura (Caunesp), no Centro de Pesquisa em Sanidade
Animal (CPPAR) e no Departamento de Patologia Veterinaria da Universidade Estadual

Paulista (Unesp) Campus de Jaboticabal.

A B
Figura 01: Laborat6rio de ictiopatologia unidade CPPAR (A); Tanques de 310L (B).

Material biolégico e manejo

Foram utilizados 480 pacus (Piaractus mesopotamicus) jovens, com peso médio
de 80 + 11g, acondicionados em 24 tanques de 310 L na densidade de 5 kg/m® (com 20
peixes por tanque), abastecidos com agua corrente desprovida de cloro e vazao de um
litro por minuto. Os pacus foram aclimatados durante 15 dias antes do inicio do ensaio
sendo alimentados com racdo basica comercial. Depois da aclimatacdo receberam
dieta suplementada com diferentes niveis de cromo trivalente durante 90 dias. Para
minimizar os efeitos do estresse de captura, transporte e manejo, passaram por
tratamento profilatico em solucao de NaCl na proporcao de 6 g/L de agua, durante 15
minutos por trés dias consecutivos (CARNEIRO e URBINATI, 2001).
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Dietas e alimentacao

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (9:00h e 17:00h) e a racao
fornecida a vontade, até nao haver mais procura pelo alimento. Neste periodo o fluxo
de agua foi interrompido e acionada a aeracao.

Para alimentagao foi formulada uma dieta basal peletizada, utilizando como fonte
de cromo trivalente o carboquelato, incorporado na racao fazendo-se a pré-mistura em
por¢cdes de 100g, homogeneizando e entdo misturando ao restante de cada partida.
Apds a peletizagdo, as racbes foram embaladas e estocadas a 18°C negativos, para
minimizar as perdas. Ressalta-se que o premix utilizado era isento de cromo.

A dieta formulada utilizou 28% de PB e 4100 kcal de EB, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Composigao percentual e quimico-bromatolégia das dietas experimentais.

Ingredientes %
Farinha de peixe 13,00
Farelo de soja 23,00
Farelo de trigo 21,00
Milho moido 25,00
Farelo de arroz 16,00
Oleo de soja degomado 1,00
Suplemento vitaminico e mineral* 1,00

Composicao Calculada**

Proteina Bruta (%) 26,00
Extrato Etéreo (%) 6,23
Fibra Bruta (%) 6,25
Energia Bruta (kcal/kg de racao) 3900
Relacao Ca:P 1,45:1

Composi¢do do suplemento mineral e vitaminico (nutriente/Kg): Ferro 15000mg, Cobre 5000mg, lodo
500mg, Manganés 17000mg, Zinco 12000mg, Selénio 70mg, veiculo 1000g, Vitamina A 12000UlI, Vitamina
D; 1500Ul, Vitamina E 50mg, Vitamina K 4mg, Vitamina By, 7mg, Vitamina B, 7mg, acido Pantoténico
60mg, ac. Nicotinico 120mg, cloreto de colina 600mg, metionina 700mg, antioxidante 500mg.
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Analise de cromo

Ao final do experimento foram coletadas amostras com 509 de racao de cada um
dos tratamentos para determinagcdo das concentragcdes de cromo presentes nas dietas.
Encaminhadas para o Laboratério de Bioquimica de Microorganismos e Plantas do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Unesp, Campus de Jaboticabal, foram analisadas pela técnica de espectrofotometria
por inducao de plasma utilizando o aparelho ICP-OES da marca GBC INTEGRA XM
para definicdo dos niveis de cromo.

Qualidade de agua

Semanalmente foram monitoradas as varidaveis de qualidade de agua como,

temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade.

Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
4X2 sendo quatro niveis de carboquelato de cromo 0, 12, 18 e 36 mg/kg de dieta e
duas repeticoes.

Anestesia, Biometria

Para a andlise de desempenho produtivo e coleta de sangue foram realizadas
trés biometrias aos 30, 60 e 90 dias de experimento. Todos os peixes de cada parcela
foram pesados e pré-anestesiados na prépria caixa com solucdo de benzocaina
(1:20.000) diluida em alcool 98° (0,1g/mL), completando-se o volume de um litro. Para
aprofundamento da anestesia os animais ficaram imersos em solucdo aquosa de
benzocaina na propor¢cao de 1:10.000. até que perdessem o equilibrio (WEDEMEYER.
1970).
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Desempenho Produtivo

Para determinar o desempenho de producao foi avaliado o ganho de peso (Gp=
peso final —inicial); conversao alimentar (CA = consumo de racao / ganho de peso) e
taxa de crescimento especifico TCE= 100 x (In peso final - In peso inicial / dias de
experimento). Foram realizadas biometrias mensais para avaliagcdo do comprimento
total (extremidade da cabeca a extremidade da cauda), comprimento padrdo (cabeca

ao pedunculo caudal) e o peso.

Hematologia

Foram colhidas amostras de sangue de 12 peixes de cada tratamento, para
contagem de eritrécitos, leucocitos, trombaocitos e determinagéo da taxa de hematdcrito
e glicemia em cada biometria mensal. Aproximadamente 1,5 a 2,0 mL de sangue foram
retirados por meio de pung¢ao dos vasos caudais, utilizando frascos, agulhas e seringas
limpos, esterilizados e com EDTA sddico. Dessas amostras foram feitas extensdes
sanglineas, secas ao ar e coradas com corante de ROSENFELD (1947), por 10
minutos. Posteriormente, foi realizada a determinacdo do hematécrito (Ht) pelo método
do microhematocrito, da concentracdao hemoglobina (Hb) pelo método de CHONDAR
(1982) e de eritrocitos totais (Er), realizadas em contador automatico de células. Apés a
obtencdo destes dados foram calculados os indices hematimétricos: Volume
Corpuscular Médio (VCM) (VCM= HtX10/ Er em fentolitros); Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM) (HCM= Hb X 100/ Er em picograma/ célula). Outra aliquota de sangue foi
destinada a determinagéo da glicemia pelo método descrito por King e Garner (1947).

Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Para os
valores de F com diferenca significativa (P<0,01), utilizou-se o teste de Tukey para
comparagdo de médias a 5% de probabilidade. Os dados que nédo apresentaram

distribuicdo normal foram transformados em log x + 1,5 ou arc. sen x 100.
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Biometria e coleta de sangue de pacu

(Piaractus mesopotamicus)

F

Figura 02: Balanga (A); Ictiométro (B); Pungéo da veia caudal (C,D); Extenséo sangiinea (E) e Corante Rosenfeld

modificado (F).
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CAPITULO Il — Resultados e Discussao
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta os valores médios e desvios padroes para as variaveis de

qualidade da agua no decorrer do periodo experimental.

Tabela 2. Médias e desvio padréo das variaveis da qualidade de agua temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (O.D) e
condutividade elétrica nos tanques com pacu (Piaractus mesopotamicus) suplementados com niveis de cromo trivalente.

Variaveis

Temperatura O,D (mg/L) PH Condutividade

1 o

Més 29,23+1,0 5,5+0,4 8,19+0,2 192,58+1,3
2 c

Més 28,78+1,3 5,82+0,3 7,82+0,1 197,30%1,0
3 c

Més 27,22+1,0 5,70+0,3 7,95+0,1 191,18+2,3
4¢

Més 28,49+1,3 5,67%0,1 7,16%0,1 188+1,8

Média 28,4310,8 5,67+0,1 7,78+0,4  192,43+3,6

Segundo CASTAGNOLLI & CYRINO (1986) as variaveis fisico-quimicas
apresentadas estdo dentro da faixa de conforto para essa espécie. O local onde foi
realizado o experimento € coberto e construido de alvenaria, o que mantém a
temperatura constante sem grandes picos de oscilagdes. O fluxo de agua com vazao
superior a um litro de agua por minuto e a baixa densidade de estocagem garantiram a
retirada da matéria organica existente no fundo do tanque, mantendo a concentracao
do oxigénio dissolvido. Como exposto na tabela 2 a concentragdo média de 5,67 mg/L
O.D esta acima do recomendado (3,0 mg de O.D/ L de agua) por OSTRENSKY &
BOEGER (1998) para a criacdo de peixes tropicais. Embora o cromo seja um metal
pesado intimamente ligado com a condutividade da 4gua, ndo se observou interferéncia
nesta variavel. O cromo trivalente presente na agua proveniente do residuo da ragao ou
como metabdlito excretado pelos peixes nado alterou a condutividade. Este fato foi
observado por CASTRO et al. (2007) que nao constatou interferéncia nas variaveis
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aquaticas das trés formas de cromo trivalente (cloreto de cromo, 6xido de cromo e
carboquelato de cromo) adicionadas na agua. Quanto ao pH, verifica-se que os valores
mantiveram-se superiores ou iguais a sete, permanecendo proximo da neutralidade
(pH=7), valores estes indicados para a criacdo da espécie em questdo (OSTRENSKY &
BOEGER, 1998).

Analise do cromo na racao

Na analise do cromo residual observou-se que mesmo utilizando a mistura
mineral isenta de cromo, os ingredientes continham uma quantidade do metal em sua

composicao. (tabela 3).

Tabela 3. Analise de concentragdo do cromo (mg/kg) nas ragdes ao final do experimento.

Tratamento (mg/kg) concentracao de cromo
Racao nao suplementada 0,2
Racao com 12 13,1
Racao com 18 17,8
Racao com 36 32,4

Como observado na tabela acima os niveis de cromo tiveram pequena variagao
de acordo com os propostos inicialmente por este ensaio, com excec¢ao do nivel de 32,4
mg/Kg. Porém esta concentracado € superior (2 vezes) ao recomendado pela literatura
(BALDAN, 2004; FUJIMOTO et al., 2005), o que se adequa ao objetivo proposto que
era uma concentracao acima de 18mg/Kg.

Variaveis zootécnicas

Os resultados das variaveis zootécnicas avaliadas, ganho de peso (GP); ganho
em comprimento total (GCT), ganho em comprimento parcial (GCP), conversao
alimentar (CA) e taxa de crescimento especifico (TCE), referentes aos 90 dias de
experimento estdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 04. Valores médios, erro padrdo e analise de variancia do ganho de peso, ganho de comprimento total, ganho de
comprimento parcial, conversdo alimentar e taxa de crescimento especifico de pacus (piaractus mesopotamicus) suplementados

com niveis de cromo trivalente.

Variaveis

0 k
Concentrages (mg/kg) Gp (9) GCT (cm) GCP (cm) CA TCE (%dia)

1° N&o suplementado 36+4,52" 2,3+0,02" 1,5+ 0,03™ 1,1+0,02" 0,2+ 0,05™

Més 12 28+4,52" 2,2+ 0,02™ 1,3+0,03™ 1,3+0,02" 0,2+0,05™
18 31+4,52"™ 2,2+0,02™ 1,5+0,03" 1,1+0,02" 0,2+0,05"™
36 314,52 2,3+ 0,02™ 1,5+0,03"™ 1,2+0,02" 0,2+0,05™
Valores F 0,37 0,09 0,21 0,37 0,19
Pr>F 0,7739 0,9626 0,8911 0,7739 0,8991
2° N&o suplementado 25+4 52" 2,1+ 0,02™ 1,7+0,03" 1,8+0,02" 0,4+0,05"™
Més 12 21+4,52" 2,0£0,02™ 1,6+0,03" 1,8+0,02" 0,3+0,05™
18 19+4,52™ 1,8+0,02"™ 1,6+0,03" 1,9+0,02™ 0,3+0,05™
36 20+4,52™ 1,7+0,02" 1,6+0,03" 1,8+0,02" 0,4+0,05™
Valores F 0,56 1,46 0,21 0,05 0,82
Pr>F 0,6454 0,2549 0,8861 0,9839 0,4992
3° N&o suplementado 23+4,52" 1,9+0,02" 1,6+0,03" 1,8+0,02" 0,4+0,05™
Més 12 17+ 4,52™ 1,8+0,02" 1,7+0,03"™ 1,9+0,02" 0,4+0,05"™
18 17+4,52™ 1,8+0,02" 1,7+0,03™ 1,8+0,02™ 0,4+0,05™
36 18+4,52" 1,7+0,02" 1,5+0,03" 1,8+0,02" 0,3+0,05™
Valores F 0,33 0,10 0,21 0,05 0,69
Pr>F 0,5422 0,9874 0,7298 0,8793 0,3502

Médias aritméticas de 480 pacus por més (4 tratamentos x 120 animais por tratamento), comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em
comum ou ns (nao significativo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
Pr>F — Probabilidade de significancia de F

A avaliagcdo das médias demonstra que nao ocorreu diferenca significativa entre
0s peixes ndo suplementados e os demais tratamentos. Também n&o ocorreu interagao

dos peixes suplementados com cromo ao longo dos 90 dias de experimento.

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por BALDAN (2004) que
nao observou diferenca no ganho de peso, conversao alimentar, taxa de crescimento
especifico e consumo alimentar em pacus (Piaractus mesopotamicus) suplementados
com 6xido de cromo em diferentes concentragées (0, 10, 50,100,300 e 1000 mg/Kg™).
MOWAT (1997) também nao encontrou diferenca significativa para o desempenho
produtivo utilizando 6xido de cromo como suplementacdo, porém, ressalta que isto
ocorre pela baixa disponibilidade do cromo na forma inorganica que pode estar
relacionada com a formacgao de éxido de cromo insoluvel. Este fato demonstra que a
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suplementacao com cromo depende da forma e fonte utilizadas, pois o cromo na forma

orgéanica de carboquelato é melhor absorvido que as formas inorganicas (NRC, 1996).

Para FUJIMOTO et al (2005) a suplementacao com carboquelato de cromo para
pacus (Piaractus mesopotamicus) submetidos a alta densidade (20 kg/m®) ndo foi
significativo na avaliagdo da conversao alimentar, ganho de peso e consumo de ragao.
Entretanto SHIAU & LIN (1993) relataram ganho de peso significativo de tilapias
hibridas (O. niloticus X O. aureus) com racdo suplementada com 2 mg/kg de cromo,
com o aumento do consumo de racdo e ganho de peso, em 10 semanas de
alimentacao. Esse fato pode ser decorrente do melhor aproveitamento de carboidratos,
resultante do efeito potencializador do cromo sobre a agao da insulina. Esse efeito,
entretanto, varia entre as espécies de peixes (HERTZ et al., 1989 e SHIAU & LIN,
1993).

Assim observa-se que nem sempre 0 emprego de imunoestimulantes como o
cromo pode ser traduzido no aumento das varidveis zootécnicas ou pela maior
eficiéncia na utilizagdo de nutrientes na dieta. Tal fato foi observado por SAKABE et al.
(2007) em tilapias do Nilo (Oreochromis nildticus) suplementadas com acidos
essenciais utilizados como imunoestimulantes. Segundo o autor ndo foi encontrado
diferenca no desempenho produtivo entre os animais suplementados e né&o

suplementados.

SALVADOR (2008) suplementou tilapias do Nilo (Oreochromis nildticus) com
parede celular de Saccharomyces cervisiae e também ndo constatou diferenca
significativa entre os animais suplementados na avaliagdo do desempenho. Para tanto
€ possivel concluir que o carboquelato de cromo nao produziu efeito sobre desempenho
produtivo neste experimento. Existe divergéncia de resultados entre os véarios autores
citados nas pesquisas com cromo trivalente em dietas para peixes, principalmente pela
diversidade de espécie e ordem evolutiva na escala filogenética. O que ressalta a
importancia de estudos referentes a forma de cromo utilizada, e o nivel de

suplementacdo empregado.
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Variaveis hematoldgicas

Os resultados da andlise das variaveis hematolégicas eritrocitos (ERIT),
hematocrito (HT), volume globular médio (MCV), hemoglobina (HB) e glicemia estao

apresentados na tabela 5.

Tabela 05. Valores médios, erro padrédo e analise de variancia dos eritrocitos, hematdcrito, volume globular médio, hemoglobina e
glicemia de pacus (piaractus mesopotamicus) suplementados com niveis de cromo trivalente.

Variaveis
ERIT (10°mm®  HT (%) VCM (u3) HB(g/dL) Glicemia (g/dL)

Concentracoes (mg/kg)

1° N3o suplementado 1,6 #0090 30 A 08 193 A(1:80) 10 A ©32) 66 A G50
Més 12 1 ,6 A (0,09) 31 A (0,88) 192 A (1,80) 1 0 A (0,32) 59 AB (3,30)
18 15 A (0,09) 31 A088) 197 A(180) 10 A0:32) 48 B 330
36 1 ,7 A (0,09) 28 A (0,88) 164 B (1,80) 12 A (0,32) 49 AB (3,30)
Valores F 1,30 1,03 14,27 1,87 3,75
Pr>F 0,3019 0,4001 0,0001 0,1680 0,0275
N2o suplementado 1,6 A 009 26 A 08 165 A (180 10 A ©32) 53 A0
90 12 18 A (0,09) 31 A088) 170 A (180) 19 A(032) 50 A(330)
Més 18 1 ,8 A (0,09) 30 A (0,88) 170 A (1,80) 11 A (0,32) 61 A (3,30)
36 1 ,8 A (0,09) 29 A (0,88) 158 A (1,80) 12 A (0,32) 60 A (3,30)
Valores F 2,99 3,01 2,14 2,96 1,31
Pr>F 0,0551 0,0546 0,1273 0,0568 0,2990
N&o suplementado 2,2 4009 3g A 088) 174 AB(80 {3 A(032) 61 AB30
30 12 2.0 A (0,09) 31 B (088 154 B (1:80) 19 A(032) 65 A (3:30)
MéS 18 1 ’9 AB (0,09) 31 B (0,88) 165 B (1,80) 11 A (0,32) 49 A (3,30)
36 1 ,6 B (0,09) 31 B (0,88) 197 A (1,80) 11 A (0,32) 65 A (3,30)
Valores F 5,94 5,57 5,92 1,22 3,21
Pr>F 0,0046 0,0060 0,0046 0,3295 0,0452

Médias aritméticas de 480 pacus por més (4 tratamentos x 120 animais por tratamento), comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em
comum nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Andlise de variancia esta representada por letras mailsculas para comparagédo dos tratamentos dentro de cada periodo estudado.

Pr>F — Probabilidade de significancia de F.

Na analise das médias obtidas ndo ocorreu interacbées do cromo com o quadro
hematolégico apresentado, pois os resultados demonstram amplas oscilagdes, ndo se
verificando respostas padronizadas. Isso também foi observado por TORT et al. (1996)
que descreveram as oscilacoes das diversas variaveis hematolégicas de sea bream
(Sparus aurata) mantidos em alta densidade como tentativas do organismo para se

adaptar as condi¢cdes a que foram submetidos.
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Nos eritrocitos observou-se que as médias foram crescentes dentro dos
tratamentos ao longo dos meses, apenas a concentracao de 36 mg/Kg no terceiro més
diferiu do controle e obteve reducdo no numero de eritrocitos (tabela 05). Porém a
média obtida € semelhante as encontradas no primeiro més de suplementagédo, nao

sendo conclusiva.

O hematdcrito diferiu nas concentragdes de 12,18 e 36 mg/Kg reduzindo a
média se comparada ao grupo controle no terceiro més (tabela 05). Isto também foi
observado por TAVARES-DIAS et al. (2001) em tambaquis (C. macrocomum)
submetidos ao estimulo de captura e manejo. O mesmo foi descrito por FUJIMOTO et
al. (2005) que encontraram interacao significativa do hematécrito em pacus (Piaractus
mesopotamicus) submetidos a alta densidade/m®. Ambos os trabalhos determinaram a
reducdo no hematécrito devido a situacdo de estresse produzida. Porém no presente
estudo ndo ocorreu estimulo estressante e a redugcao do hematécrito no terceiro més
nao tem correlagcdo com os outros indices eritrocitarios, o que impossibilita uma analise

mais detalhada da variavel.

No volume corpuscular médio (VCM) a suplementacdo com cromo interagiu na
concentragdo de 36 mg/Kg no primeiro més, apresentando diferenca também nas
concentragdes 12 e 18 mg/Kg no terceiro més (tabela 05). A hemoglobina nao
apresentou diferenga significativa em nenhuma das concentragées de cromo utilizada,

em relacdo ao tempo de suplementagao.

A Glicemia nos peixes nao foi modificada por efeito da suplementacao na dieta
com carboquelato de cromo e nao houve interacdo significativa entre os tempos,
mantendo-se similares nos grupos pesquisados, diferindo apenas na concentragao de
18 mg/Kg no primeiro més (tabela 05). O mesmo foi relatado por BALDAN (2004) que
nao observou diferenga na glicemia e no glicogénio hepatico.

Esses resultados também corroboram com FUJIMOTO (2005) onde néao
observou a diferenca entre o0s peixes suplementados com cromo e o controle. A
variabilidade dos resultados ocorre devido a caracteristicas biolégicas que influenciam

diretamente a hematologia nos peixes como a escala filogenética, o comportamento e



Marcello Pardi de Castro 51

diferencas na morfologia das células sanglineas, que podem diferir quanto ao padrao e
numero apresentados de acordo com a espécie (TAVARES DIAS & MORAES, 2004).

CONCLUSAO

Nesse contexto é possivel inferir que a suplementacdo de pacus (Piaractus
mesopotamicus) com cromo trivalente durante 90 dias ndo interagiu sobre as variaveis

hematoldgicas e no desempenho produtivo nesse experimento.
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RESUMO

Este ensaio teve como objetivo avaliar a cinética do componente celular da
inflamag&o aguda induzida por Aeromonas hydrophila inativada e tioglicolato na bexiga
natatoria de pacus (Piaractus mesopotamicus) que receberam racao suplementada com
cromo trivalente (controle, 12, 18 e 36 mg/kg). A inflamacéo foi avaliada seis, 24 e 48
horas depois dos estimulos. Um grupo mantido como controle foi injetado com salina e
examinado apdés os mesmos periodos. Nos tempos determinados os peixes foram
sacrificados por aprofundamento do plano anestésico e o exsudato colhido para
avaliagdo do componente celular. Os resultados demonstraram aumento gradativo do
namero de células totais acumuladas apds seis, 24 e 48 horas para os dois estimulos.
Nos peixes que receberam ragao contendo 18 mg/kg de cromo observou-se incremento
da reacgao inflamatéria com acumulo de trombdcitos, linfécitos e macréfagos no grupo
inoculado com A. Hydrophila. Nos peixes injetados com tioglicolato predominaram os
linfécitos e trombdcitos. Apds 48 horas ocorreu maior acumulo de células em ambos os
estimulos demonstrando o efeito benéfico do cromo facilitando o desenvolvimento da

inflamacgéo e por consequéncia os mecanismos de defesa.

Palavras Chave: bexiga natatéria, peixes, inflamacao, imunoestimulantes, Aeromonas

hydrophila, tioglicolato, cromo e suplementacgao.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the kinetics of cellular components at the site of
acute inflammation induced by heat-inactivated Aeromonas hydrophila and
thioglycolate, in the pacu, Piaractus mesopotamicus, swim bladder. Fishes were fed
supplemented trivalent chromium diets at 0 (control), 12, 18, and 36 mg per kg of diet.
Assessment of inflammatory cells was done at 6, 24 and 48h, after different stimuli.
Control group was injected sterile saline solution. The fishes were euthanatized by
deepening of anesthesia and exudate was collected. The results showed a progressive
accumulation of total inflammatory cells after 6, 24 and 48 h for both stimulated groups.
Fishes fed diet consisting of 18 mg per kg of diet of trivalent chromium presented an
accentuated inflammatory reaction, with accumulation of thrombocytes, Iymphocytes
and macrophages in A. hydrophila induced fishes. Greater cell accumulation were found
48 h after both stimuli, which demonstrated an beneficial effect of chromium, which in

turn led to inflammation development and defense mechanisms activation.

Key words: swim bladder, fishes, inflammation, Aeromonas hydrophila, tioglicolate

chromium, supplemented.
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INTRODUCAO

A inflamagéo dilui, destréi e circunscreve agentes agressores como forma de
defesa do organismo. A mobilizagdo adequada e em tempo habil de leucdcitos da
microcirculagéo para o foco inflamado é uma das suas etapas fundamentais, primeira
acao de defesa do organismo e principal caracteristica do fendbmeno (GARCIA LEME,
1989). A fagocitose de eritrocitos de cobaia e de Bacillus anthracis por mononucleares
peritoneais é o primeiro fenbmeno inflamatério descrito em peixes (METCHINIKOFF,
1893; 1905; MESNIL, 1895)

Na inflamacdo induzida pela carragenina na bexiga natatéria de tilapias
(Oreochromis niloticus) e pacus (Piaractus mesopotamicus) ocorre congestao vascular,
edema, acumulo predominante de trombécitos e macrofagos e poucos granulécitos
(MATUSHIMA & MARIANO, 1996; MARTINS et al., 2006). A utilizacao de tioglicolato, A.
Hydrophila ou endotoxina de Escherichia coli como flogbgenos, provoca acumulo de
trombdcitos, linfécitos, macrofagos e granuldcitos, independente do tipo de estimulo
lesivo e do tempo de avaliagdo do processo (BOZZO et al., 2007)

Tildpias do Nilo alimentadas com ragdo suplementada com Saccharomyces
cerevisiae e inoculados com A. hydrophila acumularam numero total de células no sitio
lesado maior que o grupo controle apos seis e 24 horas. Os peixes que receberam
parede celular (0,3%) apresentaram maior acumulo de células totais do que os que
receberam levedura autolizada (2%). A contagem diferencial evidenciou predominancia
significativa de trombécitos e em menor numero de neutréfilos, macréfagos e linfécitos
nos grupos que receberam dieta suplementada, apds seis e 24 horas, em relagcdo ao
controle (REQUE, 2005).

Na vigéncia da inflamagédo aguda em ratos Wistar a insulina e os corticosteréides
adrenais exercem efeitos fisiologicamente antagdnicos, sendo o primeiro de agcao pro
inflamatéria enquanto o segundo exerce agédo antiinflamatéria (MORAES & GARCIA
LEME, 1982; MORAES et al, 1987). Entdo o cromo trivalente como agente

potencializador da agdo da insulina (MOWAT, 1997) e redutor da concentracao
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plasmatica de cortisol em situacoes estressantes (WEDEMEYER. 1997) quando
utilizado como suplemento dietético poderia incrementar a intensidade da resposta

inflamatoria favorecendo a resisténcia as infecgdes, particularmente, as oportunistas.

Desta maneira a alimentacao de peixes com ragado suplementada com o cromo
podera exercer papel fundamental no mecanismo de defesa, promovendo maior
disponibilidade de glicose no desenvolvimento dos diferentes eventos que compde a
inflamacéo e bloqueando a liberacao de cortisol plasmatico, conduzindo a melhora da

atividade de defesa organica em situacdes de estresse.

OBJETIVO

Com base nas consideragdes supracitadas o presente ensaio teve como objetivo
avaliar a cinética do componente inflamatério induzido por tioglicolato e Aeromonas
hydrophila inativada na bexiga natatéria de pacu (P. mesopotamicus), suplementados

com cromo.
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MATERIAL E METODOS

Local

Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Patologia Veterinaria e
no Centro de Pesquisa em Sanidade Animal (CPPAR) da Universidade Estadual

Paulista (Unesp), Campus de Jaboticabal.

Peixes e manejo

Foram armazenados 480 pacus (Piaractus mesopotamicus) jovens, com peso
médio de 80 + 11g, acondicionados em 24 tanques de 310 L na densidade de 5 kg/m?®,
abastecidos com agua corrente desprovida de cloro e vazao de um litro por minuto. Os
pacus foram aclimatados durante 15 dias antes do inicio do ensaio sendo alimentados
com racao basica comercial. Depois da aclimatagdo receberam dieta suplementada
com diferentes niveis de cromo trivalente durante 90 dias. Para o experimento de
inflamacao foram utilizados 180 peixes, subdivididos em parcelas do lote destinadas
para esse ensaio e escolhidos ao acaso.

Semanalmente foram monitoradas as variaveis de qualidade de agua como,
temperatura (28,4+ 0,8), pH (7,7+0,4), oxigénio dissolvido (5,7+0,1), condutividade
(192,4+ 3,6), que permaneceram dentro da faixa de conforto para os peixes
(CASTAGNOLLI & CYRINO, 1986; OSTRENSKY & BOEGER, 1998).

Dietas e alimentacao

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (9:00h e 17:00h) e a racao
fornecida a vontade, até ndao haver mais procura pelo alimento. Neste periodo o fluxo
de agua foi interrompido e acionada a aeragao.

Para alimentagéo foi formulada uma dieta basal peletizada utilizando como fonte
de cromo trivalente o carboquelato incorporado fazendo-se a pré-mistura em porcoes
de 100 g, homogeneizando e entdo misturando ao restante de cada partida. Apos a

peletizacdo, as ragdes foram embaladas e estocadas a 18°C negativos, para minimizar
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as perdas. O premix utilizado era isento de cromo. Na formulagdo da dieta havia 28%

de PB e 4100 kcal de EB, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Composicao percentual e quimico-bromatolégia das dietas experimentais.

Ingredientes

%

Farinha de peixe 13,00
Farelo de soja 23,00
Farelo de trigo 21,00
Milho moido 25,00
Farelo de arroz 16,00
Oleo de soja degomado 1,00
Suplemento vitaminico e mineral* 1,00
Composicao Calculada**

Proteina Bruta (%) 26,00
Extrato Etéreo (%) 6,23
Fibra Bruta (%) 6,25
Energia Bruta (kcal/kg de racao) 3900
Relacao Ca:P 1,45:1

Composi¢do do suplemento mineral e vitaminico (nutriente/Kg): Ferro 15000mg, Cobre 5000mg, lodo
500mg, Manganés 17000mg, Zinco 12000mg, Selénio 70mg, veiculo 1000g, Vitamina A 12000UlI, Vitamina
D; 1500Ul, Vitamina E 50mg, Vitamina K 4mg, Vitamina B>, 7mg, Vitamina B, 7mg, acido Pantoténico

60mg, ac. Nicotinico 120mg, cloreto de colina 600mg, metionina 700mg, antioxidante 500mg.

Analise de cromo

Ao final do experimento foram coletadas amostras com 509 de racao de cada um

dos tratamentos para determinagado das concentragdes de cromo presentes nas dietas.

Encaminhadas para o Laboratério de Bioguimica de Microorganismos e Plantas do

Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da

Unesp, Campus de Jaboticabal, foram analisadas pela técnica de espectrofotometria
por inducdo de plasma utilizando o aparelho ICP-OES da marca GBC INTEGRA XM

para definicdo dos niveis de cromo.
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Cultivo e Preparo da Aeromonas hydrophila

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas cepas de Aeromonas
hydrophila, pertencentes ao Laboratério de Ictiopatologia da Universidade Estadual
Paulista, cultivadas em meio Middlebrook 7H10, durante seis semanas.

O cultivo de A. hydrophila foi inativado pelo calor em banho-maria a 40° C, por 30
minutos, dissolvido em 0,5 mL de solugéo salina 0,65%. Posteriormente foi padronizado
em PBS, para conter 4,4 x 10* unidades formadores de colénias (UFC)/ mL (solucéo
estoque) e armazenado a - 20 °C até o momento da inoculagédo (ELDAR et al. 1997 e
AKHLAGHI. 1999). O titulo do inéculo foi determinado pela contagem da bactéria com
4’6-diamino-2-fenilindol (DAPI), de acordo com POTER & FEIG (1980), para a
contagem de microflora aquéatica.

Antes da inoculacdo a solucdo estoque foi diluida para conter 3x10° UFC/mL que
foram inoculados na bexiga natatéria. Os indculos utilizados foram semeados em meios

de cultivo apropriados para certificacdo da inatividade bacteriana.

Anestesia

Para a inoculagdo dos estimulos inflamatérios e coleta de sangue todos os
peixes foram pré-anestesiados na propria caixa com solugdo de benzocaina (1:20.000)
diluida em alcool 98° (0,1 g/mL), completando-se o volume para um litro. Para
aprofundamento da anestesia os animais ficaram imersos em solucdo aquosa de
benzocaina na proporcao de 1:10.000 até que perdessem o equilibrio (WEDEMEYER,
1970).

Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em parcelas subdivididas
sendo quatro niveis de carboquelato de cromo 0, 12, 18 e 36 mg/kg na dieta, trés
estimulos inflamatérios (0,5 mL de solugéo de cloreto de sodio estéril a 0,65%, 0,5 mL
de tioglicolato a 6% em salina e 3x10° unidades formadoras de colonia (UFC) de A.
hydrophila) com duas repeticdes conforme demonstra a tabela 2.
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Tabela 02. Delineamento experimental para o ensaio de inflamagdo em pacus (Piaractus mesopotamicus)

suplementados com niveis de cromo trivalente.

Sacrificio pos-inoculacao

Grupo experimental (mg/kg de racao)

6 horas 24horas 48horas
T1 = nao suplementado + aeromonas inativa (n=35) N=5 N=5 N=5
T2 = 12mg + Aeromonas inativa (n=35) N=5 N=5 N=5
T3 = 18mg + Aeromonas inativa (n=35) N=5 N=5 N=5
T4 = 36mg + Aeromonas inativa (n=35) N=5 N=5 N=5
T5 = ndo suplementado + salina (n=35) N=5 N=5 N=5
T6 = 12mg + salina (n=35) N=5 N=5 N=5
T7 = 18mg + salina (n=35) N=5 N=5 N=5
T8 = 36mg + salina (n=35) N=5 N=5 N=5
T9 = nao suplementado + tioglicolato (n=35) N=5 N=5 N=5
T10 = 12mg + tioglicolato (n=35) N=5 N=5 N=5
T11 = 18mg + tioglicolato (n=35) N=5 N=5 N=5
T12 = 36mg + tioglicoato (n=35) N=5 N=5 N=5

Inducéao da Inflamacao

Os estimulos foram aplicados na regido anteromediana, um centimetro a direita
do final do opérculo, a altura da linha lateral, com auxilio de agulha e seringa de
tuberculina esterilizada, de modo a atingir a bexiga natatéria anterior. A seguir os peixes
foram submetidos a banhos em solugao 10 g/L de cloreto de sédio, durante 15 minutos,
e nos dois dias seguintes, novos banhos em solucdo de 1,0 g/L, durante 15 minutos
(MARTINS et al., 2006).
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Avaliacao do processo inflamatério

A contagem total e diferencial de células presentes no foco inflamatério foi
realizada seis, 24 e 48 horas ap0s as aplicagdes dos estimulos lesivos.

Os peixes foram sacrificados por aprofundamento da anestesia, até perderem
completamente os movimentos operculares (ROSS & ROSS 1997). Em seguida foram
dissecados e o interior da bexiga natatoéria lavado com a injecéo de 0,5 mL de solugao
de PBS, contendo 0,01 mL de EDTA a 5%. O mesmo volume injetado foi recolhido com
pipeta Pasteur e transferido para tubos de centrifuga mantidos em gelo. Uma aliquota
desse volume foi transferida para cdmara de Neubauer para contagem das células
totais.

Para a contagem do diferencial de trombdcitos, linfécitos, macrofagos e
granuldcitos, o exsudato foi centrifugado a 1000 rpm, por cinco minutos, em centrifuga
clinica. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento total retirado com pipeta Pasteur,
colocado sobre lamina histolégica e homogeneizado e fixado com soro de peixe. A
seguir foi realizada a extensao do exsudato, posteriormente corada pancromicamente
com corante May-Grunwald-Giemsa-Wrigth (Tavares-Dias & Moraes, 2003) para

contagem em microscopia de luz.

Hematologia

Para avaliagdo das variaveis hematolégicas foram colhidas amostras de sangue
de 12 peixes de cada tratamento e foi destinada a determinagéo da glicemia pelo
método descrito por King e Garner (1947).

Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Para os
valores de F com diferenca significativa (P<0,01), utilizou-se o teste de Tukey para
comparagdo de médias a 5% de probabilidade. Os dados que nédo apresentaram

distribuicdo normal foram transformados em log x + 1,5.
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Inducao do processo inflamatodrio, necropsia e colheita do exsudato
em pacu (Piaractus mesopotamicus)

Figura 01: Injegdo do estimulo inflamatério (A); Abertura longitudinal (B e C); Lavagem com PBS (D); Incisdo na
bexiga natatéria (E); Colheita do exsudato ( F).
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CAPITULO Ill — Resultados
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Glicemia

Apoés seis horas pode-se observar que os niveis de cromo reduziram a glicose no
sangue, sendo o tratamento de 12 mg/Kg de cromo no grupo salina (GS) e o tratamento
de 18mg/Kg no grupo bactéria (GB) e no grupo tioglicolato (GT) mais efetivos nesse
intervalo. O controle demonstrou maior concentracao de glicose diferindo dos demais
tratamentos com cromo no GS e GT. Apos 24 horas observou-se aumento do controle
no GS, diferindo dos demais tratamentos com cromo. Apds 48 horas apenas o GB
apresentou reducado das médias dos tratamentos com cromo diferindo do controle. Na
analise dos tempos entre os tratamentos, verifica-se que ocorreu interacao do cromo na

reducdo da glicemia demonstrando a potencializagao sobre a acéo da insulina.

Tabela 03. Valores médios, erro padrdo e andlise de variancia da glicemia de pacus (piaractus mesopotamicus)
suplementados com cromo trivalente e injetados com salina (S), tioglicolato (T) e Aeromonas hydrophila (B) apés seis,
24 e 48 horas.

Niveis de Cromo

Glicemia
Nao suplementado 12mg 18mg 36mg
S 86 ABb (3,30) 58 Aa (3,30) 60 Aa (3,30) 76 Aab (3,30)
6 horas B 69 Aab (3,82) 62 Aa (3,82) 61 Aa (3,82) 69 Aa (3,82)
T 99 Bb (6,61) 58 Aa (6,61) 52 Aa (6,61) 71 Aa (6,61)
Valores F 5,366 0,114 0,481 0,337
Pr>F 0,0076 0,8941 0,6187 0,7140
S 81 Ab (3,35) 68 Ab (3,35) 56 Aa (3,35) 67 Aab (3,35)
24 horas B 73 Aa (3,87) 65 Aa (3,87) 64 Aa (3,87) 59 Aa (3,87)
T 74 Aa (6,70) 66 Aa (6,70) 54 Aa (6,70) 67 Aa (6,70)
Valores F 0,442 0,057 0,605 0,512
Pr>F 0,6431 0,9461 0,5472 0,5997
S 58 Aa (3,76) 77 Aa (3,76) 81 Aa (3,76) 60 Aa (3,76)
48 horas B 86 Bb (4,35) 58 Aab (4,35) 69 Aab (4,35) 57 Aa (4,35)
T 70 ABa (7,53) 63 Aa (7,53) 75 Aa (7,53) 65 Aa (7,53)
Valores F 3,552 1,615 0,593 0,244
Pr>F 0,0354 0,2061 0,5533 0,7841

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento), comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em
comum n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Andlise de variancia esta representada por letras mailsculas para colunas na comparagéo das substancias aplicadas dentro de cada periodo estudado
e letras mindsculas para linhas na comparagéo entre os diferentes tratamentos.

Pr>F — Probabilidade de significancia de F.
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INFLAMACAO

A distribuicdo dos dados representa as médias do log™” das células inflamatérias
obtidas na aplicagdo dos estimulos lesivos, salina (S) tioglicolato (T) e Aeromonas
hydrophila (B), em pacus (Piaractus mesopotamicus) nao suplementados e
suplementados com 12, 18 e 36 mg/Kg de cromo apds seis, 24 e 48 horas de inducéo

do processo inflamatério.

Leucodcitos Totais

Pela figura 02 verifica-se que nos peixes nao suplementados, seis horas apos a
aplicacao dos estimulos, o GB apresentou o maior acumulo de células totais em relagao
ao GT e GS. Apoés 24 horas o numero de células totais foi maior no GT, seguido do GB
e este maior que o GS, quadro mantido até 48 horas.

Na comparacao entre os peixes suplementados e ndo suplementados, seis horas
apos a aplicacdo dos estimulos, o GS nao diferiu entre si quanto ao nimero de células
totais acumuladas, o mesmo sendo observado no GB. No GT apenas aqueles
suplementados com 18 mg/kg apresentaram acumulo de células totais
significativamente maior diferindo dos nao suplementados e das demais concentrages.

Nos peixes injetados com salina ndo houve diferenca significativa entre os
suplementados com os diferentes niveis de cromo depois de 24 horas. No GT ocorreu
acumulo de células significativamente maior nos peixes suplementados com 18 mg/kg
em relagdo aos nao suplementados e das demais concentragdes. Nos outros casos nao
houve diferenca significativa.

Depois de 48 horas ndo houve diferenca significativa nos peixes estimulados
com salina e que receberam as diferentes concentragdes de cromo. No GB e no GT
observou-se acumulo de células significativamente maior na concentragao de 18 mg/kg

em relagao aos nao suplementados ou suplementados com outros niveis.
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Tabela 04. Valores médios, erro padrdo e andlise de varidncia expressos em Iog'1 dos leucécitos totais de pacus

(piaractus mesopotamicus) suplementados com cromo ftrivalente e injetados com salina (S), tioglicolato (T) e

Aeromonas hydrophila (B) ap6s seis, 24 e 48 horas de inducédo do processo inflamatério.

Niveis de Cromo

LT
Nao suplementado 12mg 18mg 36mg
S 5 6 A2 (0.13) 0 4 Aa(0.19) 5 1 Aa(0.13) 1 ghal013)
6 horas B 3.4 Aa015) 31 Aa(0.15) 3.1 Ba(015) 31 Ba(0.15)

T oG Aal01s) 0 7 Aa(0.15) o g Aab (0,15) 5 3 Aab (0,15)
Valores F 2,959 1,837 3,962 5,896
Pr>F 0,0599 0,1673 0,0248 0,0049

S 5 7Aa(0.12) 5 g Aa(0.12) 5 3 Aa(0.12) 5 5 Aa(0,12)
24 horas B 3.0 b (019) 3.0 A2 (0.19) 2,6Aa (0,19) 5 g Aab (0.19)

T 3.582(0.19) 5 g Aa(0.19) 333B(019) 3.0 82(0.19)
Valores F 3,940 0,324 6,317 3,573
Pr>F 0,0253 0,7232 0,0035 0,0347

S 5 g A2 (0.16) 0 7 Aa(0,16) 5 Aa(0.16) 5 g A2 (0.16)
48 horas B 3.0 A2 (0.19) 5 g Aa(0.19) 0 7 ABa(0.19) 5 7 Aa(0,19)

T 5 4ha(033) 3.1 Aa (039 3.3 8a(033) 5 g Aa(039)
Valores F 1,731 0,383 4,242 0,148
Pr>F 0,1847 0,6821 0,0195 0,8632

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento), comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em

comum n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Andlise de variancia esta representada por letras mailsculas para colunas na comparacao das substancias aplicadas dentro de cada periodo estudado

e letras mindsculas para linhas na comparagéo entre os diferentes tratamentos.

Pr>F — Probabilidade de significancia de F.
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Figura 02. Valores médios do nimero de leucécitos totais na bexiga natatéria de pacus (Piaractus mesopotamicus),
injetados com salina 0,65% (S), Aeromonas hidrophila (B) e tioglicolato (T). Nao suplementados (Omg/Kg de cromo),
suplementados com 12, 18 e 36 mg/Kg de cromo na dieta, avaliados apds seis, 24 e 48 horas de indugédo do

processo inflamatério.
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Trombocitos

Pela figura 03 verifica-se que nos peixes nao suplementados, seis horas apés a
aplicacao dos estimulos, o GB apresentou o maior acumulo de trombdcitos em relacao
ao GT e GS. Apo6s 24 horas o numero de trombécitos foi maior no GT, seguido do GB e
este maior que o GS, quadro mantido até 48 horas.

Na comparacao entre os peixes suplementados e ndo suplementados, seis horas
apods a aplicacdo dos estimulos, o GS nao diferiu entre si quanto ao numero de células
totais acumuladas, o mesmo sendo observado no GT. No GB apenas aqueles
suplementados com 36 mg/kg apresentaram acumulo trombdcitos significativamente
maior diferindo dos ndo suplementados e das demais concentracoes.

Nos peixes injetados com salina ndo houve diferenca significativa entre os
suplementados com os diferentes niveis de cromo depois de 24 horas. No GT ocorreu
acumulo trombdcitos significativamente maior nos peixes suplementados com 36 mg/kg
em relacdo aos nao suplementados e nas demais concentracdes. Nos outros casos nao
houve diferenca significativa.

Depois de 48 horas nao houve diferenga significativa nos peixes estimulados
com salina e que receberam as diferentes concentragdes de cromo. No GB e no GT
observou-se acumulo de trombdcitos significativamente maior na concentragdo de 18

mg/kg em relagdo aos nao suplementados ou suplementados com outros niveis.
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O resultado do numero de trombdécitos esta representado na tabela 5.

Tabela 05. Valores médios, erro padrdo e analise de varidncia expressos em Iog'1 dos trombécitos de pacus

(piaractus mesopotamicus) suplementados com cromo ftrivalente e injetados com salina (S), tioglicolato (T) e

Aeromonas hydrophila (B) ap6s seis, 24 e 48 horas de inducédo do processo inflamatério.

Niveis de Cromo

Trombdcitos R
Nao suplementado 12mg 18mg 36mg
S 0.2 A2 (005) { o Aa(005) 0.4 a(0.05) 1 0ha009)
6 horas B 0.4 Aa(0.06) 0.6 A2 (0.06) 1.0 Bab(008) 5 g B0 (0.06)
T 04 M0 0 g Aa(0.11) 0 g ABa(0.11) 0.8 Aa 0.1
Valores F 1,350 0,931 3,383 4,812
Pr>F 0,2650 0,3971 0,0411 0,0120
S 0.8 A2(0.05) 1.0 2005 1.0 "a005) 1.0 Aa005)
24 horas B 162006 5 o Aa(0.06) 4 82 (0.06) 5 0 A2 (0.08)
T 7 B0 0.1 0.4 201 0 o ABa(0.11) 16.0 BOO11)
Valores F 0,296 1,567 4,121 3,319
Pr>F 0,0002 0,2156 0,0216 0,0000
S 3 0 Aa(0.05) 0.6 A2 (0.09) 0.8 A2(0.09) { o Aa(005)
48 horas B 0,8 12 (0.0 2,0 2008 1,0 ha(00) 4,0 %2000
T 5 0 ha (0.11) 0.6 A2 01 0 4 Aa(011) 3.0 Aa 011
Valores F 0,196 1,526 1,259 2,078
Pr>F 0,8230 0,2242 0,2893 0,1336

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento), comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em

comum n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Andlise de variancia esta representada por letras mailsculas para colunas na comparagéo das substancias aplicadas dentro de cada periodo estudado

e letras mindsculas para linhas na comparagéo entre os diferentes tratamentos.

Pr>F — Probabilidade de significancia de F.
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Figura 03. Valores médios do nimero de trombdcitos na bexiga natatéria de pacus (Piaractus mesopotamicus),
injetados com salina 0,65% (S), Aeromonas hidrophila (B) e tioglicolato (T). Nao suplementados (Omg/Kg de cromo),
suplementados com 12, 18 e 36mg/Kg de cromo na dieta, avaliados nos intervalos de seis, 24 e 48 horas apés
indugéo do processo inflamatorio.
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Linfécitos

Pela figura 04 verifica-se que nos peixes ndo suplementados, seis horas apés a
aplicacdo dos estimulos, ndo houve diferenca significativa entre os trés grupos que
receberam estimulos diferentes. Apds 24 horas o numero de linfécitos foi
significativamente maior no GT, seguido do GB e este maior que o GS, quadro mantido
até 48 horas.

Na comparacao entre os peixes suplementados e ndo suplementados, seis horas
apdés a aplicacdo dos estimulos, o GS nao diferiu entre si quanto ao numero de
linfécitos acumulados, 0 mesmo sendo observado no GT. No GB apenas aqueles
suplementados com 18 mg/kg apresentaram acumulo linfécitos significativamente
maior, diferindo dos ndo suplementados e das demais concentragoes.

Nos peixes injetados com salina ndo houve diferenga significativa entre os
suplementados com os diferentes niveis de cromo depois de 24 horas. No GT ocorreu
acumulo linfécitos significativamente maior nos peixes suplementados com 36 mg/kg
em relagdo aos nao suplementados e nas demais concentragdes. Nos outros casos nao
houve diferenca significativa.

Depois de 48 horas nao houve diferenga significativa nos peixes estimulados
com salina e que receberam as diferentes concentra¢des de cromo. No GT observou-se
acumulo de linfocitos significativamente maior na concentragao de 18 mg/kg em relacéao
aos nao suplementados ou suplementados com outros niveis. No GB ndo houve

diferencga entre suplementados e ndao suplementados.
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O resultado do numero de linfécitos esta representado na tabela 6.

Tabela 06. Valores médios, erro padrao e andlise de variancia expressos em Iog'1 dos linfécitos de pacus (piaractus

mesopotamicus) suplementados com cromo trivalente e injetados com salina (S), tioglicolato (T) e Aeromonas

hydrophila (B) apds seis, 24 e 48 horas de indugéo do processo inflamatorio.

Niveis de Cromo

Linfocitos R
Nao suplementado 12mg 18mg 36mg
S 32 Aa (0,08) 92 Aa (0,08) 1.0 Aa (0,08) 28 Aa (0,08)
6 horas B 3.2 Aa (0,09) 4.4 Aa (0,09) 0.8 Aa (0,09) 1,2 Aa (0,09)
T 16.0 Aa (0,09) 8.4 Aab (0,09) 0.2 Ab (0,09) 02 Ab (0,09)
Valores F 0,687 0,620 0,197 1,149
Pr>F 0,5042 0,5391 0,8218 0,3217
S 0.6 Aa (0,06) 0.6 Aa (0,06) 04 Aa (0,06) 16 Aab (0,06)
24 horas B 02 Aa (0,05) 19 Aa (0,05) 58 Bb (0,05) 0.6 Aa (0,05)
T 58 Ba (0,06) 0.8 Aa (0,06) 5 o Ba(0,06) 46 Ba (0,06)
Valores F 6,063 0,541 8,151 4,914
Pr>F 0,0043 0,5826 0,0009 0,0111
S 36 Aa (0,08) 0.6 Aa (0,08) 0.4 Aa (0,08) 36 Aa (0,08)
48 horas B 3.0 Aa (0,07) 36 Aa (0,07) 0.8 Aab (0,07) 9.0 Aa (0,07)
T 1 ’4 Aa (0,07) 1 ,2 Aa (0,07) 6,2 Ba (0,07) 1 ,4 Aa (0,07)
Valores F 1,193 1,237 4,202 0,723
Pr>F 0,3083 0,2955 0,0202 0,4868

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento), comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em

comum n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Andlise de variancia esta representada por letras mailsculas para colunas na comparagao das substancias aplicadas dentro de cada periodo estudado

e letras mindsculas para linhas na comparagéo entre os diferentes tratamentos.

Pr>F — Probabilidade de significancia de F
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Figura 04. Valores médios do nimero de linfécitos na bexiga natatéria de pacus (Piaractus mesopotamicus),
injetados com salina 0,65% (S), Aeromonas hidrophila (B) e tioglicolato (T). Nao suplementados (Omg/Kg de cromo),
suplementados com 12, 18 e 36 mg/Kg de cromo na dieta, avaliados apds seis, 24 e 48 horas de indugédo do

processo inflamatorio.
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Macréfagos

Pela figura 05 verifica-se que nos peixes ndo suplementados, seis horas apés a
aplicacdo dos estimulos, ndo houve diferenca significativa entre os trés grupos que
receberam estimulos variados. Apds 24 horas o numero de macréfagos foi
significativamente maior no GT, seguido do GB e este maior que o GS, quadro mantido
até 48 horas.

Na comparacao entre os peixes suplementados e ndo suplementados, seis horas
apdés a aplicacdo dos estimulos, o GS nao diferiu entre si quanto ao numero de
macréfagos, o memso ocorrendo com GB e GT.

Depois de 24 horas os grupos GS e GB nao apresentaram diferenca significativa
entre os nao suplementados e os suplementados com os diferentes niveis. O GT
apresentou acumulo de macréfagos significativamente maior nas concentracées de 18
e 36 mg de cromo/kg de racgao.

Depois de 48 horas nao houve diferenca significativa nos peixes estimulados
com salina e que receberam as diferentes concentragcdes de cromo. No GB observou-se
acumulo de macréfagos significativamente maior nos peixes nao suplementados em
relacdo aos suplementados com as diferentes concentragcdes de cromo. No GT os
suplementados com 18 mg/kg apresentaram acumulo de macrofagos significativamente

maior que 0s nao suplementados ou suplementados com outros niveis.
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O resultado do numero de macrofagos esta representado na tabela 07.

Tabela 07. Valores médios, erro padrdao e andlise de variancia expressos em Iog'1 dos macrofagos de pacus
(piaractus mesopotamicus) suplementados com cromo ftrivalente e injetados com salina (S), tioglicolato (T) e
Aeromonas hydrophila (B) ap6s seis, 24 e 48 horas de indugdo do processo inflamatério.

Niveis de Cromo

Macroéfagos R
Nao suplementado 12mg 18mg 36mg
S 0.0 Aa (0,02) 04 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02)
6 horas B 0.4 A2(0.03) 0.0 A2 003) 0.0 Aa(003) 0.4 A2 003)
T 0.6 Aa009) 0.4 A2 (009) 0.0 A2 (009 0.0 A2 009)
Valores F 0,000 4,000 0,000 0,000
Pr>F 10,000 0,0240 10,000 10,000
S 0.0 A2 (0.09) 0.2 Aa(0,05) 0.0 A2 (0.05) 0.2 Aa(0.05)
24 horas B 0.0 Aa (0,06) 0.0 Aa (0,06) 0 OAa (0,06) 0.2 Aa (0,06)
T 06Ab(0,11) 00Aa(0,11) O4Ab(0,11) 44Bb(0,11)
Valores F 3,355 0,204 0,816 17,558
Pr>F 0,0421 0,8162 0,4443 0,0000
S 0.0 ABa(0.03) 0.0 A2 (0,09 0.0 ABa(0.09) 0.0 Aa(009)
48 horas B 1,2 Bb (0,06) 0’0 Aa (0,06) 0,0 Aa (0,06) 0’2 Aab (0,06)
T 0 OAa (0,06) 0.0 Aa (0,06) 0.8 Ba (0,06) 0.2 Aa (0,06)
Valores F 6,000 0,000 0,667 0,667
Pr>F 0,0045 10,000 0,5146 0,5146

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento), comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em
comum n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Andlise de variancia esta representada por letras mailsculas para colunas na comparagao das substancias aplicadas dentro de cada periodo estudado
e letras mindsculas para linhas na comparagéo entre os diferentes tratamentos.

Pr>F — Probabilidade de significancia de F.
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Figura 05. Valores médios do nimero de macréfagos na bexiga natatéria de pacus (Piaractus mesopotamicus),
injetados com salina 0,65% (S), Aeromonas hidrophila (B) e tioglicolato (T). Nao suplementados (Omg/Kg de cromo),
suplementados com 12, 18 e 36 mg/Kg de cromo na dieta, apds seis, 24 e 48 horas de indugdo do processo

inflamatério.
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Células Granulociticas Especiais (CGE)

Os valores das médias dos CGEs foram representados na tabela 7 depois de
seis, 24 e 48 horas de experimento.

O GB apresentou acumulo de CGEs somente no intervalo de seis horas e foi
observado maior acumulo dessas células nos tratamentos de 36mg/Kg de cromo, que
diferiu dos demais tratamentos. Ainda no GB houve uma reducdo de células no
tratamento de 18mg/Kg sendo significativamente menor que os outros grupos. O GT
apresentou acumulo de CGE nos trés tempos de observacao, porém diferiu dos demais
grupos e dos demais tratamentos na concentracdo de 12mg/Kg, apés seis horas do
estimulo lesivo. O GS também apresentou CGEs nos trés intervalos, porém o maior
numero de célula foi observado no controle no intervalo de 24 horas e ficou abaixo das
médias obtidas pelos outros estimulos.

Analisando os tempos x tratamentos podemos concluir que o acumulo de CGE
foi maior no GT e que nos intervalos de seis e 24 horas a concentragao de células foi
maior no controle e no tratamento de 12mg/Kg de cromo. No intervalo de 48 horas a
concentracdo de células foi maior nos tratamentos com maior quantidade de cromo (18

e 36mg/Kg de cromo).
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O resultado do numero de CGEs esta representado na tabela 08.

Tabela 08. Valores médios, erro padrio e andlise de variancia expressos em log” de CGEs de pacus (piaractus

mesopotamicus) suplementados com cromo trivalente e injetados com salina (S), tioglicolato (T) e Aeromonas

hydrophila (B) apds seis, 24 e 48 horas de indugéo do processo inflamatorio.

Niveis de Cromo

CGEs _
Nao suplementado 12mg 18mg 36mg
0.0 Aa (0,04) 0.0 Aa (0,04) 02 ABa (0,04) 0.2 Aa (0,04)
6 horas 0.0 Aa (0,04) 0.0 Aa (0,04) 0.0 Bab (0,04) 0.4 Ab (0,04)
0.0 Aa(0,08) 50 Bb (0,08) 14 Aa (0,08) 0.0 Aa (0,08)
Valores F 0,000 8,186 4,311 0,312
Pr>F 1,0000 0,0008 0,0184 0,7321
0.4 A2 (0.02) 0.2 Aa(0,02) 0.0 A2 (0.02) 0.0 A2(0.02)
24 horas 0.0 Aa (0,03) 0.0 Aa (0,03) 0 OAa (0,03) 04 Aa (0,03)
0.4 Aa (0,05) 0.2 Aa (0,05) 0.0 Aa (0,05) 06 Aa (0,05)
Valores F 1,305 0,390 0,000 1,990
Pr>F 0,2768 0,6770 1,0000 0,1449
0.2 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.2 Aa (0,02)
48 horas 0.0 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.4 Aa (0,02)
0.0 Aa (0,04) 0.0 Aa (0,04) 02 Aa (0,04) 0.4 Aa (0,04)
Valores F 0,570 0,000 0,570 0,432
Pr>F 0,5660 1,0000 0,5660 0,6495

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento), comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em

comum n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Andlise de variancia esta representada por letras mailsculas para colunas na comparagao das substancias aplicadas dentro de cada periodo estudado

e letras mindsculas para linhas na comparagéo entre os diferentes tratamentos.

Pr>F — Probabilidade de significancia de F.
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Neutrofilos

Os valores das médias dos neutréfilos foram representados na tabela 9 depois
de seis, 24 e 48 horas de experimento.

O GB apresentou neutrofilos apenas ap6s 24 horas e no tratamento de 36mg/Kg
de cromo. Ja no GT, observou-se acumulo de neutréfilos nos intervalos de 24 e 48
horas apenas sendo significativo no intervalo de 24 horas nos tratamentos com maior
nivel de cromo (18 e 36mg/KQ), atingindo o apice de células no tratamento de 18mg/Kg.
O GS apresentou acumulo de neutréfilos e diferiu nos intervalos de seis e 48 horas nos
niveis de 12 e no controle respectivamente.

Na analise das médias de neutrofilos representadas na tabela 16, pode-se
observar que o GB nao demonstrou acumulo significativo. O GS apresentou acumulo
de neutréfilos apenas nos tratamentos com menores niveis de cromo, ja o GT obteve
maior resposta de neutréfilos se comparado aos outros estimulos e o apice da resposta

ocorreu no tratamento de 18mg/kg de cromo no intervalo de 24horas (tabela 09).
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Tabela 09. Médias expressas em log'1 do nimero de neutréfilos de pacus (piaractus mesopotamicus)
injetados com, salina (S) tioglicolato (T) e Aeromonas hydrophila (B) e suplementados com niveis de

cromo trivalente nos intervalos de observagao de seis, 24 e 48 horas.

Niveis de Cromo

Neutrofilos ~
Nao suplementado 12mg 18mg 36mg
S O 0 Aa (0,01) 0 2 Ba (0,01) 0 O Aa (0,01) O OAa (0,01)
6 horas B 0.0 Aa (0,01) 0.0 Aa (0,01) 0.0 Aa (0,01) 0.0 Aa (0,01)
T 0.0 Aa(0,01) 0.0 Aa (0,01) 0.0 Aa (0,01) 0.0 Aa (0,01)
Valores F 0,000 4,000 0,000 0,000
Pr>F 1,0000 0,0240 1,0000 1,0000
S 0.0 Aa (0,01) 0.0 Aa (0,01) 0.0 Aa (0,01) 0.0 Aa (0,01)
24 horas B 0.0 Aa (0,01) 0.0 Aa (0,01) 0.0 Aa (0,01) 0.2 Aa (0,01)
T 0 0 Aa (0,03) 0 O Aa (0,03) 0 6 Bb (0,03) 0 O Aa (0,03)
Valores F 0,000 0,000 7,186 1,075
Pr>F 1,0000 1,0000 0,0018 0,3452
S 0 6 Bb (0,01) 0 O Aa (0,01) 0 O Aa (0,01) 0 2 Aa (0,01)
48 horas B 0,0 Aa (0,02) 0,0 Aa (0,02) 0,0 Aa (0,02) 0,0 Aa (0,02)
T 0 0 Aa (0,03) O 0 Aa (0,03) 0 2 Aa (0,03) 0 2 Aa (0,03)
Valores F 5,663 0,000 0,847 0,847
Pr>F 0,0060 1,0000 0,4309 0,4309

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento), comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em
comum nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Andlise de variancia esta representada por letras mailsculas para colunas na comparagao das substancias aplicadas dentro de cada periodo estudado
e letras mindsculas para linhas na comparagéo entre os diferentes tratamentos.

Pr>F — Probabilidade de significancia de F



Marcello Pardi de Castro 87

Eosindfilos

Os valores das médias dos eosindfilos foram representados na tabela 10
depois de seis, 24 e 48 horas de experimento. No intervalo de seis horas ndo ocorreu
acumulo de eosindfilos em nenhum dos grupos injetados. Apds 24 horas o GB
apresentou o maior numero de células no tratamento de 36 mg/Kg de cromo e no GT
observou-se acumulo de eosindéfilos apenas no controle e no tratamento 36 mg/Kg de
cromo. No intervalo de observacdo de 48 horas o GS maior acumulo de eosinéfilos no
tratamento de 12 mg/Kg de cromo, o GB e o GT nao apresentaram médias expressivas
neste intervalo. Analisando o resultado das médias de eosindfilos pode-se observar que
o GB obteve o apice do acumulo no intervalo de 24 horas e no maior nivel de cromo. O
GS apresentou maior migracao de células no intervalo de 48 horas no grupo sem
suplementacao de cromo.
Tabela 10. Valores médios, erro padrédo e analise de variancia expressos em Iog'1 dos eosindfilos de pacus (piaractus

mesopotamicus) suplementados com cromo trivalente e injetados com salina (S), tioglicolato (T) e Aeromonas
hydrophila (B) apés seis, 24 e 48 horas de indugdo do processo inflamatério.

Niveis de Cromo

Eosinodfilos

Nao suplementado 12mg 18mg 36mg
S 0.0 Aa (0,00) 0.0 Aa (0,00) 0.0 Aa (0,00) 0.0 Aa (0,00)
6 horas B 0,0 Aa (0,00) 0,0 Aa (0,00) 0,0 Aa (0,00) 0,0 Aa (0,00)
T 0.0 Aa(0,00) 0.0 Aa (0,00) 0.0 Aa (0,00) 0.0 Aa (0,00)
Valores F 0,000 0,000 0,000 0,000
Pr>F 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
S 0.0 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02)
24 horas B 0.0 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.6 Aa (0,02)
T 0.2 Aa (0,04) 0.0 Aa (0,04) 0.0 Aa (0,04) 0.2 Aa (0,04)
Valores F 0,667 0,000 0,000 2,000
Pr>F 0,5147 1,0000 1,0000 0,1436
S 0.0 Aa (0,02) 0.2 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.2 Aa (0,02)
48 horas B 0.4 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02)
T 0.0 Aa (0,04) 0.0 Aa (0,04) 0.0 Aa (0,04) 0.4 Aa (0,04)
Valores F 2,661 0,665 0,000 1,282
Pr>F 0,0783 0,5153 1,0000 0,2829

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento), comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em
comum n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Andlise de variancia esta representada por letras mailsculas para colunas na comparacao das substancias aplicadas dentro de cada periodo estudado
e letras mindsculas para linhas na comparagéo entre os diferentes tratamentos.

Pr>F — Probabilidade de significancia de F.
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CAPITULO Ill - Discussao
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DISCUSSAO

Os resultados demonstram que tanto a inoculacdo de A. hydrophila quanto a
injecéo de tioglicolato foram capazes de desenvolver resposta inflamatéria em relagao
ao grupo injetado com solugdo salina em todos os tempos de observagdo. Esses
resultados estdo de acordo com os de BOZZO et al. (2007) que utilizaram os mesmos
agentes no mesmo modelo e com MARTINS et al. (2006, 2007) e MATUSHIMA &
MARIANO (1996) usando carragenina. Em todos esses casos, assim como no presente
ensaio, as células predominantes no foco lesado foram trombdcitos, linfocitos e
macréfagos. A presenga de neutréfilos, células granulociticas especiais ou eosindfilos €
rara, fato que leva a pensar que tenham pouco significado no modelo experimental em
apreco.

Comparando o desenvolvimento do processo inflamatério entre os agentes
lesivos no tratamento dos peixes nao suplementados observa-se que no grupo
inoculado com A. hydrophila inativada ocorreu acumulo de células inflamatérias totais
em todos os tempos de observagdo em relacao ao grupo injetado com salina. Essa
resposta foi aguda e maxima apos seis horas e manteve-se até 48 horas. Por outro lado
nos que receberam tioglicolato como estimulo lesivo a resposta foi tardia, sendo
maxima apds 24 horas, sempre em relagdo ao grupo injetado com salina. Apds 48
horas a reacdo era drasticamente menor. Essa diferenca observada quanto a
precocidade da resposta possivelmente esteja relacionada aos tipos de agente
injuriante. Enquanto a bactéria é oportunista e presente no trato gastrintestinal dos
peixes e no ambiente aquatico o tioglicolato € material inerte, estranho e de alto peso
molecular (DIFCO, 1978). Entdo o primeiro caso seria de pronto reconhecimento pelo
organismo com o rapido recrutamento e acumulo de células inflamatoérias. No segundo,
como o material é estranho, o reconhecimento € mais lento assim como o acumulo do
componente celular.

Os peixes inoculados com A. hydrophila que receberam suplementacao
alimentar com cromo na concentracdo de 18 mg/kg apresentaram incremento da reagcao

inflamat6ria em comparacdo aos grupos ndo suplementados ou suplementados com
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outros niveis apos 48 horas. Apesar desse incremento os tipos celulares predominantes
nao sofreram alteragc6es qualitativas, ou seja, continuaram a ser trombacitos, linfocitos e
macrofagos.

Quando o tioglicolato foi usado como estimulo lesivo nos peixes suplementados
com 18 mg de cromo/kg de racdo o mesmo fenémeno foi observado apds 24 e 48
horas. Do mesmo modo os ndo suplementados ou suplementados com outros niveis de
cromo nao apresentaram o mesmo fenémeno.

Alguns grupos de compostos adicionados a dieta de peixes favorecem as
respostas de defesa. Tais substdncias sdo agrupadas sob a designacdo de
imunoestimulantes e tém perspectivas promissoras para o manejo profilatico (SAKAI,
1999). Dentre eles destaca-se o cromo trivalente, micronutriente funcional que entre
outras acoes, favorece diminui a deposicdo de gordura e aumenta a deposicdo de
proteina em pacus (Piaracatus mesopotamicus) (FUJIMOTO et al., 2007). Esse efeito
decorre do fato de esse mineral agir como elemento potencializador da acédo da
insulina, constituindo-se em um fator de tolerancia a glicose (MOWAT. 1997) que facilita
a unido da insulina com seu receptor presente na superficie celular, aumentando a
sensibilidade da célula a glicose (MERTZ e ROGINSKI, 1969).

Na inflamagdo aguda induzida pela carragenina em ratos Wistar a insulina e os
corticosterdides adrenais exercem efeitos fisiologicos antagbnicos. Na fase inicial da
reacdo as propriedades da insulina providenciam glicose como fonte de energia
necessaria para o desenvolvimento dos diferentes eventos que a compde. Apos duas
horas, por ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal ocorre a liberacdo de
corticosterdides adrenais no sentido de controlar e limitar o desenvolvimento do
fendmeno inflamatério (MORAES & GARCIA LEME, 1982; MORAES et al., 1987).
Entdo o cromo trivalente, enquanto agente potencializador da acéo da insulina e fator
de tolerancia a glicose poderia, no contexto da presente observagado, agir no mesmo
sentido. Ou seja, providenciar maior disponibilidade de energia e favorecer o
desenvolvimento dos eventos da resposta a A. hydrophila e ao tioglicolato.

Em apoio a essa hipotese, verifica-se que os peixes suplementados com cromo

trivalente, em quaisquer dos niveis utilizados, apresentaram reducdo dos niveis



Marcello Pardi de Castro 91

glicémicos. Esses resultados corroboram as observacdoes de Anderson (1994) que
verificaram redugéo da glicemia em humanos suplementados com éxido de cromo.

Além disso, a suplementacdo da dieta com esse microelemento tende a reduzir
os efeitos nocivos do estresse em espécies domésticas por diminuir os niveis
circulantes de cortisol (MOWAT, 1997). Efeito da suplementagédo alimentar com cromo
trivalente em pacu diminui¢cdo da atividade do sistema complemento (MONTERO et al.,
1999). Entdo, no presente ensaio o cromo trivalente poderia, além de prover maior
disponibilidade de energia para o desenvolvimento dos eventos inflamatérios, agir
também na redugdo dos niveis circulantes de cortisol, facilitando ainda mais o
desenvolvimento da inflamacéo.

Peixes confinados, independentemente da densidade populacional, estdo em
ambiente diferente daquele para o qual foram selecionados pela evolugcdo genética.
Assim, é possivel que mantenham alta demanda por energia mesmo que 0s niveis de
cortisol estejam em padrdoes considerados normais. Desta forma, ao terem sua dieta
suplementada com vitamina C (PETRIC et al., 2003; MORAES et al., 2003; BRUM,
2003), vitamina E (BELO, 2002), parede celular de levedura ou levedura integra e
autolisada (REQUE, 2005), acidos graxos esséncias (SAKABE, 2007) consigam maior
patamar homeostatico, reduzindo a estimulagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-interrenal
com menor liberagcdo de cortisol, favorecendo ou facilitando a resposta inflamatéria de
modo a tornar mais eficientes as defesas contra patégenos. No caso deste ensaio o
mecanismo pelo qual o cromo trivalente pode incrementar a resposta inflamatéria
aponta o mesmo sentido de facilitar o acesso as fontes de energia culminando com o
incremento da resposta inflamatéria. Assim, todos os elementos supracitados podem
contribuir para a melhora do patamar homeostatico do organismo e conseqientemente
sua resisténcia as infecgodes.

Com base na discussao acima fica aconselhado a utilizagdo da suplementacao
alimentar com 18 mg de cromo trivalente/kg de racdo como forma de prevenir

enfermidades em peixes confinados.
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CONCLUSAO

Os peixes que receberam a ragdo suplementada com 18 e 36mg de cromo/kg

incrementaram a resposta inflamatéria.

Os niveis de cromo reduziram a glicemia demonstrando a potencializagdo sobre

a acao da insulina independente do estimulo lesivo.
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