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Camarada d’agua,

Viva a vida mais leve

N&o deixe que ela escorregue
E Ihe cause mais dor (...)

Viva a tua maneira

N&o perca a estribeira
Saiba do teu valor

E amanheca brilhando mais forte

Que a estrela do norte

A noite entregou (...)
“Camarada d’agua

Fique peixe de manhd, de madrugada
Fique toda hora que for...”

(O Teatro Mégico)
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CAPITULO I — Consideragdes Gerais



A ocorréncia de doengas em piscicultura € consequéncia de diversos fatores
envolvidos nos métodos zootécnicos de criagdo e de variagbes nas condigdes
ambientais. Mudancas das condi¢cBes adequadas da concentracdo de oxigénio
dissolvido, pH, temperatura, salinidade, elevadas concentragdes de amonia e de COp,
bem como a presenca de poluentes na 4gua e 0 manejo zootécnico que envolve elevada
densidade populacional, captura e transporte, fazem parte de ampla variedade de
situacOes capazes de induzir o estresse em peixes (Wedemeyer,1969; Smart, 1981:
Yadav e Akela, 1993; Alkahem, 1994). A severidade do processo varia com o tipo,
intensidade e o tempo de duracdo do efeito estressante e a espécie de peixe considerada.
Além disso, peixes alimentados com racBes desbalanceadas ou mal nutridos séo
susceptiveis ndao sO a bactérias patogénicas mas, também, as oportunistas (Stoskopf,
1993 e Woo e Bruno, 1998).

Na tentativa de controlar doencas bacterianas, nos ultimos anos, intensificou-se a
utilizagdo de antibidticos nas pisciculturas. Por este motivo, torna-se cada vez maior a
preocupacdo com o desenvolvimento de patdgenos resistentes e o potencial risco desta
resisténcia ser transferida ao homem através dos produtos e subprodutos animais. Diante
deste problema, iniciam-se estudos testando imunoestimulantes.

Os imunoestimulantes compreendem um grupo de compostos biologicos ou
sintéticos que aumentam e eficiéncia dos mecanismos de defesa especificos e nédo
especificos. S@o considerados imunoestimulantes combinaces vitaminicas, tracos
minerais e produtos derivados de plantas ou animais que se mostram efetivos na
prevencdo de doencas. Embora 0 modo de agdo de tais substancias ndo seja bem
caracterizado, elas podem ser injetadas ou incorporadas ao alimento. Os resultados
podem ser testados por meio de modelos experimentais com animais adequados para tal
fim, com a determinacdo de pardmetros imunes ou por meio de desafio com pat6genos
(Siwicki et al., 1994).



1. Estresse e Doenca

Selye (1950) definiu o estresse como “a somatéria das reacdes de determinado
organismo para tentar manter ou restabelecer seu metabolismo normal frente as
agressdes externas”. As alteracbes morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas
resultantes do estresse constituem o que esse autor denominou de Sindrome Geral de
Adaptacdo (SGA). Os eventos que compde a SGA incluem trés fases: a) fase de
alarme, na qual o organismo sente o estimulo estressante; b) de resisténcia, na qual o
organismo sofre modificacBes na tentativa de se adaptar ao estresse, atingindo novo
patamar de equilibrio; c) fase de exaustdo, na qual o organismo perde a capacidade
de adaptacdo com quebra da homeostase organica. E a partir desse momento que os
animais sofrem profundas alteragdes fisiologicas e bioquimicas, sujeitos

freqlientemente as enfermidades parasitarias e infecciosas.

Qualquer que seja a origem do estresse, 0s organismos atingidos tornam-se mais
susceptiveis as infeccBes e tal susceptibilidade relaciona-se com os altos niveis
circulantes de cortisol. Existem véarias observagdes que evidenciam essa relacdo. A
administracdo de cortisol exdgeno em trutas arco-iris Oncor hynchus mykiss tornou-as
mais susceptiveis as infecgdes por Saprolegnia sp. e a furunculose causada pela
Aeromonas salmonicida (Pickering, 1989; 1992). Trutas arco-iris submetidas ao
estresse de confinamento com pouca &gua, por 30 minutos, apresentaram altos niveis
de cortisol circulantes e taxas elevadas de mortalidade ao desafio com A. salmonicida
e Vibrio sp (Fevolden et al., 1991, 1992). A injecdo de cortisol exdgeno confirma

esses resultados (Fevolden e Roed, 1993).

As imunoglobulinas produzidas por linfocitos apresentam importante papel no
sistema imune, neutralizando bactérias ou tornando-as mais susceptiveis a fagocitose
(Ingram, 1980). A administracdo de cortisol em salmonideos, durante duas semanas
(1,0 mg/g na dieta) provocou diminuigdo na concentracdo de imunoglobulina M
(IgM) plasmatica, na primeira semana (Nagae et al., 1994). Estimulos estressantes
determinam a hipersecrecdo do cortisol, que inibe a fagocitose por macré6fagos do
baco e rim (Narnaware et al., 1994) e acelera a morte apoptotica de leucocitos
(Alford et al., 1994).



2. Aeromonas hydrophila

A bactéria Aeromonas hydrophila é um bastonete mével e possui flagelos polares.
N&o produz esporos, é gram negativa e ndo capsulada, aerébia e anaerdbia facultativa
(Stoskopf, 1993). Tem ampla distribuicdo geografica e causa a septicemia
hemorréagica, caracterizada pela presenga de pequenas lesbes superficiais,
hemorragias locais, particularmente nas branquias e opérculos, ulceras, exoftalmia e
distensdo abdominal. Internamente, pode haver acimulo de liquido ascitico, anemia e

lesBes no figado e rins (Austin e Austin, 1987).

A doenca causada por A. hydrophila esta associada ao excesso de matéria organica
na agua (Post, 1987), acometendo peixes em condicOes de estresse e/ou associa-se &
infeccdo por outros patdgenos, como no caso do protozoario ciliado Epistylis. Alguns
isolados podem ser considerados patdégenos entéricos de humanos. Assim, a presenca
de elevados niveis de aeromonas em piscicultura intensiva pode apresentar risco de
infeccdo para o peixe e também para funcionarios da piscicultura e consumidores
(Vieira, 2003).

Angka et al. (1995) isolaram A. hydrophila de bagre do canal Ictalurus punctatus de
diversos ambientes do oeste de Java, na Indonésia e verificaram que as cepas da
bactéria apresentaram diferentes niveis de viruléncia. Vérias cepas foram capazes de
provocar lise de eritrdcitos de peixes, coelhos, ovelhas, vacas, cavalos e do homem.
Até cinco dias apds a injecdo intraperitoneal da bactéria, os peixes apresentaram
lesBes musculares, na pele do local da injegdo, no figado e rins. A presenca deste
patdbgeno € maior em aguas com temperaturas mais elevadas, particularmente na
aquicultura de paises tropicais, a A.hydrophila é considerada grave problema
econdmico, porém é dificil distinguir as perdas diretas causadas por esta doenca das

de outras infec¢fes concomitantes (Vieira, 2003).

O uso de antibidticos para tratar infecgdes bacterianas e sua incorpora¢do em doses
sub-terapéuticas na ragdo de peixes resultou em aumento global da resisténcia aos
antibidticos pelas bactérias. Neste sentido, Vivekanandhan et al. (2002) isolaram 319
cepas de A. hydrophila de 536 peixes e 278 camardes, durante dois anos. A

resisténcia foi testada frente a 15 antibidticos e 100% das cepas apresentaram



resisténcia a meticilina e rifampicina, 99% a bacitracina e novobiocina e 3% ao

clorafenicol.

Considerando esse problema, véarias pesquisas relacionadas ao uso de
imunoestimulantes para a prevencdo de doencas na aquicultura tém sido realizadas
(Siwicki et al., 1994; Park e Jeong, 1996). Sobhana et al. (2002) verificaram que
Cirrhinus mrigala alimentados com suplemento dietético contendo 1000 mg de
vitamina C/ kg e submetidos ao desafio com A. hydrophila, apresentaram menor taxa
de mortalidade que o grupo que nao recebeu o suplemento. Siwicki et al. (1994)
confirmam o potencial uso de diversas substancias imunoestimulantes no cultivo de
peixes para a prevencdo da doenca causada pela A. salmonicida. Os peixes

alimentados com dietas suplementadas se mostraram mais resistentes a doenga.

3. Vitamina C

A maioria das espécies de peixes ndo é capaz de sintetizar a vitamina C,
dependendo de fontes externas para suprir suas necessidades (Chatterjee et al., 1975). O
acido ascorbico contribui para a formacdo do tecido 6sseo e cartilaginoso e sua
deficiéncia provoca deformagfes Osseas, branquiais, hemorragias superficiais e de
Orgdos internos, anorexia e aumento das consequiéncias nocivas do estresse (Halver,
1953). Os fibroblastos sintetizam o colageno e a vitamina C tem papel fundamental na
transformac&o de prolina em hidroxi-prolina nesse processo (Mitoma e Smith, 1960). A
suplementacdo dietética com vitamina C diminui os efeitos negativos do estresse,
estimula a cicatrizagdo de feridas, minimiza a toxicidade de contaminantes da agua e
incrementa a resposta de macrdfagos na inflamacéo granulomatosa (Gill, 1991; Brum,
2003 e Petric, 2000).

Wahli et al. (1986) observaram que trutas arco-iris arragoadas com dietas
suplementadas com vitamina C apresentaram-se mais resistentes a infestagdo pelo
parasito Ichthyophthirius multifiliis, cuja intensidade de infestacdo por tomitos foi 84%
menor, com maior producgdo de anticorpos especificos, indicando melhora da resposta
imune.

Salmdes Salmo salar alimentados com dietas contendo niveis elevados de

vitamina C apresentaram aumento dos niveis séricos de anticorpos quatro semanas ap0s



a vacinagdo contra Vibrio salmonicida, que permaneceram elevados até 17 semanas
(Navarre e Halver, 1989). Trutas arco-iris demonstraram aumento da resposta da via
alternativa do sistema complemento, da resposta de anticorpos e da taxa de fagocitose,
apos vacinacdo com Yersinia ruckeri quando a dieta foi suplementada com vitamina C
(Verlhac et al., 1993).

Bagre do canal experimentalmente infectado com Edwardsiella ictaluri, resistiu
a infeccdo quando recebeu megadoses de vitamina C (3000 a 4000 mg/kg) em funcéo
do aumento da producdo de anticorpos e da atividade do sistema complemento (Li e
Lovell, 1985). Todavia esse efeito ndo foi observado, posteriormente, quando o ensaio
foi repetido utilizando a mesma espécie infectada com E. ictaluri (Li et al., 1993).

Peixes com deficiéncia dessa vitamina sofrem diminuicdo da atividade
hemolitica do sistema complemento e do indice fagocitico (Li e Lovell, 1985) mas o
oposto também foi observado (Liu et al., 1989). Segundo Siwicki et al. (1994) trutas
arco-iris alimentadas com dieta suplementada com as vitaminas C e E, apresentaram
maior indice fagocitico que as alimentadas com dieta ndo suplementada.

Resultados demonstram que Piaractus mesopotamicus que receberam dieta
suplementada com vitamina C apresentaram aumento do acumulo de macréfagos e a
formacdo de células policariontes na inflamagdo granulomatosa por corpo estranho
(Petric, 2000), menor concentracdo de cortisol circulante quando em alta densidade,
amenizando os efeitos negativos do estresse (Brum, 2003), além da diminuicéo da carga
parasitaria por Anacanthorus penilabiatus (monogenea) (Martins, 1998). Além disso,
em pacus submetidos ao estresse por alta densidade verificou-se que no grupo que
recebeu suplementacdo dietética ocorreram menores teores de cortisol plasmatico que
em animais que ndo receberam a dieta suplementada. Esse fato produziu reflexos sobre
0 acumulo de macrdfagos e formagdo de gigantdcitos policariontes, particularmente
quando o tipo Langhans é considerado. Nos animais que ndo receberam dieta
suplementada houve inibicdo dessa resposta, enquanto que no grupo que recebeu
suplementacdo essa resposta ndo diferiu do observado em pacus normais que ndo
receberam &cido ascorbico. 1sso sugere que a vitamina C promova algum tipo de
beneficio aos mecanismos de defesa do organismo tanto em peixes normais quanto em
estressados (Brum, 2003).



4. Vitamina E

A vitamina E protege as membranas celulares contra a peroxidacéo lipidica. Na
sua deficiéncia observa-se reducdo no tempo de sobrevivéncia e deformagdes na
membrana de eritrocitos, aumento de hemolise in vitro; perda de apetite, piora da
conversdo alimentar, diminuicdo do hematdcrito, distrofia muscular e encurtamento do
opérculo (Bai e Lee, 1998), redugdo da quantidade de macrdfagos peritoneais e da
atividade de linfocitos T e B em trutas arco-iris desafiadas com Y. ruckeri (Blazer e
Wolke, 1984).

Dietas ricas em vitamina E reduziram os niveis plasmaticos de corticosterdides
em ratos (Watson e Petro, 1982) e bezerros (Mudron et al., 1996). Em peixes, Montero
et al. (1998) verificaram que Sparus aurata alimentados com dietas contendo baixos
teores de vitamina E (18,5 mg/kg) apresentaram niveis plasmaticos mais elevados de
cortisol, quando comparados com peixes arragoados com dietas suplementadas com
167,5 mg/kg de vitamina E.

De modo semelhante ao verificado para a vitamina C, a suplementag&o alimentar
com 450 mg vitamina E/kg de ragdo, mostrou resultados ainda mais marcantes no
mesmo modelo experimental. Resultados sugerem que a suplementacdo com vitamina E
reduz significativamente os teores plasmaticos de cortisol em pacus mantidos em alta
densidade em relacdo aos que ndo recebem essa vitamina. Alem disso, a suplementagéo
com a vitamina E acelerou o acumulo de macréfagos, a formacdo de macrofagos
policariontes e de cépsula conectiva em laminulas de vidro implantadas no tecido
subcutaneo de pacus normais. Quando se compara o0 acimulo de tais células em pacus
estressados que ndo receberam dieta suplementada verificou-se redugdo na sua
formacédo, enquanto que nos estressados que receberam dieta suplementada com essa
vitamina a formacdo de gigantécitos policariontes foi semelhante ao observado no
grupo controle ndo tratado. Esses resultados demonstram os beneficios da vitamina E

tanto em peixes nao estressados quanto em estressados (Belo, 2002).



5. Interagéo vitamina C x vitamina E

Os efeitos benéficos das vitaminas C e E sdo muito estudados individualmente
(Gill, 1991; Wahli et al., 1986; Li e Lovell, 1985; Ndoye et al., 1990; Verlhac et al.,
1993; Belo, 2002). Porém, sdo escassos 0s estudos que associam a suplementacdo de

ambas na dieta de peixes e pouco se conhece sobre os efeitos da interagdo in vivo.

Em estudos com S salar, Hamre et al. (1997) encontraram dois mecanismos de
interacdo entre as vitaminas C e E, sendo um de efeito sinérgico de protecéo simultanea
as fases lipidica e aquosa contra oxidagdo e outro em que ha agdo da vitamina C na
regeneracdo da vitamina E nos tecidos. Os dados de crescimento, mortalidade,
hematologia e de oxidacéo lipidica no figado demonstraram que a vitamina C protege o

peixe da deficiéncia de vitamina E.

Shiau e Hsu (2002) estudaram o efeito da suplementagdo com diferentes niveis
de vitamina E para hibridos de tilapia, Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus,
alimentados com dois niveis de vitamina C: o nivel adequado a exigéncia da espécie e
um nivel trés vezes maior. Os peixes que receberam o nivel adequado de vitamina C e
nédo receberam suplementacéo de vitamina E apresentaram ganho de peso e eficiéncia
alimentar menor que os demais. Todavia, 0s autores sugerem que a suplementacdo com
vitamina C em altos niveis (3x maior que o adequado) pode suprir a auséncia de

vitamina E na dieta.

Foi estudada a utilizagdo de megadoses das vitaminas C (3 g/kg) ou E (1,2 g/kg)
e sua associacdo em S aurata. Individualmente, verificou-se que a suplementacdo de
vitamina C melhorou a atividade respiratoria dos peixes e o alto nivel de vitamina E
aumentou a atividade fagocitica desta espécie. Quando se associou estas vitaminas
observou-se efeito sinérgico, com incremento simultdneo nas atividades respiratoria e

fagocitica dos peixes (Ortufio et al., 2001).

6. Respostas hematoldgicas a infecgéo

Os peixes possuem o0s mecanismos de defesa ndo especificos e os especificos.
Este ultimo requer longo periodo de tempo para a sintese de anticorpos e ativacdo de
células especificas (Anderson, 1992). Os mecanismos de defesa ndo especificos sdo

representados basicamente pela inflamagdo local cuja principal caracteristica € o



acimulo de leucdcitos no tecido invadido. Assim o organismo tenta eliminar o agente
agressor pela fagocitose e/ou secre¢do de enzimas liticas ou circunscreve-lo por meio de
barreira de leucécitos e tecido conectivo (Garcia Leme, 1989). Uma variedade de tipos
de leucdcitos estdo envolvidos nas defesas celulares ndo especificas do peixe, incluindo
mondcitos/macrofagos, granuldcitos e células citotoxicas ndo especificas (Secombes,
1996).

Os macrdfagos sdo células mononucleadas, altamente fagociticas, podem
secretar radicais livres de oxigénio e nitrogénio e matar uma variedade de patdgenos
(bactérias, larvas de helmintos) (Secombes, 1996). Os granuldcitos sdo altamente
moveis e tendem a predominar durante os primeiros dias apos a infec¢do. Sdo divididos
em neutrofilos, eosinéfilos e basdéfilos, sendo que o Gltimo é ausente na maioria das
espécies de peixes. Os granuldcitos, principalmente os neutrdfilos, sdo fagociticos e
produzem oxigénio reativo, porém, sua atividade bactericida € relativamente pobre,
guanto comparada com os macrofagos (Secombes, 1996).

Os casos de resposta inflamatéria aguda sdo caracterizados por neutrofilia e
monocitose no sangue e acimulo de neutréfilos e macréfagos no local da injaria ou
infeccdo (Secombes, 1996; Roberts, 1989). A neutrofilia inicia-se uma hora apds os
estimulos inflamatérios e comumente atinge pico com 48 horas (Secombes, 1996).
Outro estudo demonstrou que a injecdo intraperitoneal de Vibrio alginolyticus em
Pleuronectes platessa provocou acimulo de fluido na cavidade com presenga de

neutrofilos e macréfagos (MacArthur et al. 1984).

7. Objetivos Gerais

Ajustar a populacdo de Aeromonas hydrophila adequada a ser utilizada em
estudos de desafio em Piaractus mesopotamicus,

Verificar a interferéncia do cortisol exdgeno em peixes infectados
experimentalmente com a bactéria Aeromonas hydrophila;

Avaliar o desempenho produtivo e os parametros hematoldgicos de Piaractus
mesopotamicus alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de
vitamina C e E;

Estudar as respostas hematoldgicas, bem como ocorréncia de sinais clinico-

patolégicos e taxa de mortalidade de Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas



suplementadas com diferentes niveis de vitamina C e E e submetidos ao desafio com

Aeromonas hydrophila.
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Cortisol exdgeno em pacus (Piaractus mesopotamicus) infectados experimentalmente
por Aeromonas hydrophila

Resumo

Este trabalho estudou o efeito do cortisol exdgeno e do tamanho dos peixes na
susceptibilidade a infeccdo por Aeromonas hydrophila em Piaractus mesopotamicus.
Foram testadas quatro concentragdes da bactéria (zero; 6x10°%; 6x10° e 6x10% ufc/mL)
em peixes submetidos ou ndo a injecdo de 0,04 mg cortisol/kg de peso vivo, divididos
em dois blocos de acordo com o peso (entre 15 e 25g e 30 e 40g), totalizando 16 caixas,
cada uma com seis peixes. O cortisol foi injetado intraperitonealmente no lado esquerdo
do abdome do peixe, 24 horas antes da inoculagdo com bactéria. Os inoculos de A.
hydrophila foram diluidos em solucdo salina até a obtengdo das concentracdes
desejadas, e inoculados intraperitonialmente no lado direito do abdome, tornando
possivel a identificacdo de possiveis lesdes provocadas pelas inje¢des. Durante sete dias
foram observadas, a cada 12 horas, a mortalidade e os sinais clinicos, sendo feita
necropsia dos peixes mortos. Os sobreviventes foram necropsiados ao final do
experimento. A aplicacdo do cortisol exdgeno e o tamanho dos peixes ndo interferiram
na ocorréncia de sinais clinicos, uma vez que somente os inoculados com a maior
concentracdo da bactéria apresentaram pequena lesdo hemorragica no local da injecéo,
independentemente do tamanho e da presenca do cortisol exdgeno. Peixes dos grupos
que receberam as duas maiores concentracdes de bactérias apresentaram a cavidade
abdominal hemorragica. Observou-se que apenas a maior concentragdo de bactéria
provocou a morte dos animais durante o periodo estudado. Verificou-se a interferéncia
do cortisol e do tamanho do peixe na susceptibilidade a Aeromonas hydrophila, sendo
que as altas taxas de mortalidade ocorrem mais rapidamente em peixes menores e que

receberam a injecdo de cortisol.

Palavras-chave: cortisol exdgeno, infec¢do experimental, Aeromonas hydrophila,

Piaractus mesopotamicus



Exogenous cortisol in pacus (Piaractus mesopotamicus) infected by Aeromonas
hydrophila
Abstract

The present work evaluated the effects of exogenous cortisol and fish size in the
susceptibility for Aeromonas hydrophila infection in Piaractus mesopotamicus. Four
bacteria concentrations (zero; 6x10°% 6x10’ and 6x10° cfu/mL) were tested in fish
injected or not with 0.04 mg of cortisol/body weight 24 hours before bacteria
inoculation. Fish were divided in two groups by weight, ranging from 15 to 25g and
from 30 to 40g, occupying 16 tanks with six fish each. Cortisol was injected
intraperitoneally on the left side of fish abdomen. Aeromonas hydrophila inoculums
were diluted in saline solution to reach the expected concentrations. Bacteria were
injected intraperitonially on the right side of the abdomen, therefore, it was possible to
identify any lesions caused by both injections. Mortality and clinical signs were
observed every 12 hours during seven days. Necropsy was performed as soon as
possible in dead fish, and in all of survivor fish at the end of the test. Exogenous cortisol
applications and fish size did not present influence in the occurrence of clinical signs, as
well only fish inoculated with the highest bacteria concentration showed a small
hemorrhagic lesion in the injection point, independently of size and presence of
exogenous cortisol. Fish that received the two highest concentrations of bacteria showed
hemorrhagic abdominal cavity. Only the highest bacteria concentration caused death of
the animals during the experiment. It was possible to observe the influence of cortisol
and fish size in the susceptibility to A. hydrophila hence the higher mortality occurs

faster in small fish that received the cortisol injection.

Keywords: exogenous cortisol, experimental infection, Aeromonas hydrophila,

Piaractus mesopotamicus



INTRODUCAO

A bactéria Aeromonas hydrophila é um bastonete com flagelos polares, ndo
produz esporos, é gram negativa, ndo capsulada, aerdbia e/ou anaerdbia facultativa
(Stoskopf, 1993), registrada como patdgeno de grande variedade de espécies de peixes
de &gua doce e, ocasionalmente, de peixes marinhos. Tem ampla distribuicdo geografica
e causa a septicemia hemorrégica, caracterizada pela presenca de pequenas lesdes
superficiais como hemorragias focais, particularmente nas branquias e opérculos,
Ulceras e abcessos. Exoftalmia, anemia, lesdes de figado e rim e distensdo abdominal,
gracas ao acumulo de liquido ascitico séo frequentes. Esta doengca acomete 0s peixes
que se encontram sob condigdes de estresse e/ou associada a infec¢do por outros agentes

da microbiota da 4gua, sendo considerado patdgeno oportunista (Austin e Austin, 1987).

Angka et al. (1995) isolaram A. hydrophila de bagre do canal (lctalurus
punctatus) de diversos ambientes do oeste de Java, na Indonésia, e verificaram que as
cepas da bactéria apresentaram diferentes niveis de viruléncia. Vérias cepas foram
capazes de provocar lise dos eritrdcitos de peixes, coelhos, ovelhas, vacas, cavalos e do

homem.

O estresse estd sempre presente nas pisciculturas, em fun¢do do manejo
zootécnico como a alta densidade de estocagem e por consequéncia a deterioracdo da
qualidade da &gua, maior competicdo entre os individuos com redugdo do
aproveitamento dos nutrientes da racdo. Qualquer que seja a origem do estresse, 0s
organismos atingidos tornam-se mais susceptiveis as infecgdes e tal susceptibilidade
relaciona-se com os altos niveis circulantes de cortisol. Existem vérias observagdes que
evidenciam essa relagdo (Pickering, 1989; 1992; Fevolden et al., 1991, 1992; Fevolden
e Roed, 1993).

Muitos autores utilizam implantes de cortisol em peixes com o objetivo de
estudar o estresse cronico provocado pela liberagdo gradativa do cortisol (Vijayan et al.,
1997, 2003, Singer et al., 2003). Tripathi e Verma (2003) estudaram as respostas ao
cortisol em bagre do canal e observaram que a injecdo intraperitoneal de 0,04 mg de
cortisol/ 100g de peso vivo do peixe produziu respostas de estresse agudo e que o efeito
6timo, quanto aos conteildos de enzimas e proteinas no sangue, foi alcancado 12 h apds

a injecéo.



Com este ensaio, objetivou-se determinar a concentracdo de A. hydrophila adequada a
ser utilizada em estudos de desafio em Piaractus mesopotamicus e avaliar o efeito do

cortisol exdgeno em peixes infectados experimentalmente com a bactéria.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido na “Unesp — Universidade Estadual Paulista”, no Centro
de Aquicultura da Unesp de Jaboticabal, em aquarios de 50 L de capacidade, com
aeracdo continua e sem renovacao de dgua. A temperatura e oxigénio dissolvido da agua
foram mensurados diariamente. Em cada aquéario, foram acondicionados seis peixes.
Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados, em esquema fatorial 4 x 2, sendo
quatro concentracdes de A. hydrophila (A0 - 0, Al - 6 x 10°, A2 - 6 x 10’, A3 - 6 x 10°
ufc/peixe, diluidas em 0,2 mL de solugdo salina estéril), em peixes submetidos ou néo a
injecdo de cortisol (C1 - 0,04 mL/100 g de peso vivo e CO, respectivamente),
distribuidos em dois blocos (B1 — peixes com peso entre 15 e 25 g e B2 - entre 30 e 40
g), totalizando, assim, 16 unidades experimentais. A concentragdo de cortisol utilizada

foi sugerida por Tripathi e Verma (2003).

A cepa de A. hydrophila utilizada foi isolada de peixes naturalmente infectados,
apresentando lesdes caracteristicas. A identificacdo foi realizada no Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias —
Unesp de Jaboticabal. Utilizou-se o meio de cultura BHI para crescimento da bactéria.
Apos o crescimento, este foi centrifugado, desprezou-se o sobrenadante e os indculos
precipitados foram diluidos em solucdo salina (0,65%) estéril até a obtencdo das

concentragdes desejadas, utilizando-se a Escala de MacFarland.

Nos tratamentos que receberam o cortisol, injetou-se o0 produto
intraperitonealmente no lado esquerdo do abdome do peixe, 24 h antes da inoculacdo da
bactéria. Os indculos de Aeromonas hydrophila foram injetados intraperitonealmente no
lado direito do abdome, de modo que fosse possivel identificar possiveis lesdes
provocadas pelas inje¢des. A mortalidade e os sinais clinicos foram observados a cada
12 horas durante sete dias. Os peixes mortos foram necropsiados imediatamente e 0s

sobreviventes, ao final do ensaio apos sacrificio.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados deste ensaio observou-se que aplicagdo do cortisol exdgeno e o
tamanho dos peixes ndo interferiram na ocorréncia das caracteristicas clinico-
patoldgicas. Os peixes inoculados com a maior concentracdo da bactéria (6 x 10°
ufc/peixe) apresentaram pequena lesdo hemorragica no local da injecéo, independente
do seu tamanho e da presenca do cortisol exdgeno (Figura 1-A). Os peixes dos demais
tratamentos ndo apresentaram esta lesdo. Em todos os exemplares que receberam 6 x
10® e 6 x 10’ ufc/peixe, 0 exame interno revelou marcado quadro congestivo-

hemorragico no figado, rim cefalico e baco (Figura 1-B).

Figura 1 — A - Piaractus mesopotamicus inoculados com 6 x 10® ufc de Aeromonas
hydrophila/peixe, apresentando pequena lesdo hemorragica no local da inje¢do. B — quadro
congestivo-hemorrégico no figado, rim cefalico e baco de P. mesopotamicus inoculados com

6 x 10% e 6 x 10" ufc de Aeromonas hydrophila/peixe.

Quanto a mortalidade, a analise estatistica dos dados encontra-se na Tabela 1.
Apenas a maior concentragdo de bactéria (6 x 10® ufc/mL) provocou a morte dos
animais durante o periodo estudado. Angka et al. (1995), estudando a viruléncia de
cepas de A. hydrophila, classificaram como avirulenta a cepa que provoca a morte dos
peixes apenas em doses elevadissimas (10%), como é o caso do presente estudo.

Sabe-se que qualquer que seja a origem do estresse 0s organismos atingidos
tornam-se mais susceptiveis as infecces e tal susceptibilidade relaciona-se com os altos
niveis circulantes de cortisol. Existem varias observacfes que evidenciam essa relacao

(Fevolden e Roed, 1993). A administracdo de cortisol exdégeno em trutas arco-iris



tornou-as mais susceptiveis as infecgdes por Saprolegnia sp e a furunculose causada
pela A. salmonicida (Pickering, 1989; 1992). Trutas arco-iris submetidas ao estresse de
confinamento com pouca &gua, por 30 minutos, apresentaram altos niveis de cortisol
circulante e sofreram taxas elevadas de mortalidade ao desafio com A. salmonicida e
Vibrio sp. (Fevolden et al., 1991, 1992). No entanto, neste estudo, verificou-se que a
aplicacdo de cortisol exdgeno em pacus ndo provocou diferenca na taxa de mortalidade
dos peixes submetidos ao desafio por A. hydrophila, o que se observou foi diferenca no
tempo decorrido para a morte ap6s o desafio (Tabela 1 e Figura 2).

Os resultados da analise de variancia (Tabela 1) indicaram que houve efeito
significativo dos blocos sobre a mortalidade, de modo que o grupo dos peixes maiores
(bloco 2) apresentou menor taxa de mortalidade que o grupo dos peixes menores (bloco
1), embora todos os animais tivessem o mesmo lote de origem e a mesma idade. Entre
0s peixes, 0 comportamento de dominancia é bastante conhecido. Este comportamento
varia com a espécie do peixe, sendo que algumas espécies como a tilapia do Nilo
apresentam este comportamento muito acentuado, estabelecendo hierarquia social no
grupo de animais. Esta é a causa da desuniformidade no desenvolvimento dos lotes, de
modo que 0s peixes submissos sofrem um desgaste maior, consumindo mais suas
reservas de carboidratos durante os movimentos de fuga e reduzindo, assim, a taxa de
crescimento especifico (de-Oliveira-Fernandes e Volpato, 1993). Isso provavelmente
tenha interferido no grau de resisténcia desses animais as doencas, tornando-os mais
susceptiveis as doengas. Alem disso, lida e Kurogi (2001), investigando o efeito do
estresse na atividade de defesa ndo especifica em tilapia do Nilo, verificaram que com
poucas horas apds transferir dois animais de tamanho diferente para um mesmo aquario,
0 peixe maior sempre domina e 0 menor torna-se subordinado. A concentragdo do
cortisol no plasma do subordinado é maior que no dominante, indicando que o
subordinado esta estressado. Os autores também relataram as conseqtiéncias do cortisol
elevado nos subordinados, como reducdo nas respostas imunoldgicas, atividades
fagocitica e respiratoria e elevada susceptibilidade a infeccdo bacteriana.

Observando o tempo decorrido para a morte dos peixes ap6s a inoculacao, foi
possivel notar que as altas taxas de mortalidade ocorreram mais rapidamente (24 horas
apos a inoculacdo) em peixes menores e que receberam a injecdo de cortisol. Nos

demais grupos, a morte dos animais sé se iniciou 36 horas ap0s a inoculagdo (Figura 2).



Alguns autores demonstram os mecanismos de ac¢do do cortisol e explicam como este
interfere na redugdo da imunidade dos peixes. A administracdo de cortisol em
salmonideos, durante duas semanas (1,0 mg/g na dieta) provocou diminuigdo na
concentragdo de imunoglobulina M (IgM) plasmatica, ap6s uma semana de alimentagéo
(Nagae et al., 1994). As imunoglobulinas produzidas por linfdcitos apresentam
importante papel no sistema imune, neutralizando bactérias ou tornando-as mais
susceptiveis a fagocitose (Ingram, 1980). O estresse, gracas a hipersecrecdo de cortisol,
também inibe a fagocitose por macrdfagos do baco e rim (Narnaware et al., 1994) e

acelera a morte apoptdtica de leucdcitos (Alford et al., 1994).



Tabela 1 - Estatistica obtida na analise de variancia dos dados de mortalidade de

Piaractus mesopotamicus submetidos a injecdo de cortisol (0 ou 0,02 mg/peixe) e a

inoculagdo experimental com Aeromonas hydrophila (0, 6 x 108, 6 x 10" ou 6 x 10°

UFC/peixe) em fungdo do tempo decorrido para a morte.

Estatisticas

Mortalidade*

F para bloco 6,04 [0,019]**
F para Aeromonas 39,01 [<0,01]**
F para cortisol 1,77 [0,19]
F para tempo 2,04 [0,13]
F para interagdo Aeromonas X cortisol 1,77 [0,17]
F para interacdo Aeromonas x tempo 2,04 [0,07]
F para interacéo cortisol x tempo 0,21 [0,89]
0,21 [0,99]
F para interacdo Aeromonas X cortisol x tempo
CVv 31,00
Medias para Aeromonas: 0 UFC/peixe 0°
6 x 10° o
6 x 10 o
6 x 10° 0,97°
Médias para Blocos: 1 0,34%
2 0,15°

*valores de F, ** valores de probabilidade p
médias transformadas em arco seno VX

Letras iguais nas colunas ndo diferem entre si

Os dados de mortalidade apresentam F Levene para homogeneidade de variancia > 0,05

e X? para normalidade (Shapiro Wiks) > 0,05
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Figura 2 — Valores médios de mortalidade (%) em Piaractus mesopotamicus inoculados
intraperitonealmente com 6 x 10® ufc/peixe . B1 — peixes com peso entre 15 e 25 g, B2 —
peixes com peso entre 30 e 40 g, C1 — submetidos & injecdo de cortisol, CO — nédo

receberam cortisol.

Assim, nas condi¢bes em que foi realizado este ensaio é possivel inferir que
apenas a concentracdo de 6 x 10° ufc/peixe provocou morte dos animais. Ndo houve
interferéncia da aplicacdo do cortisol na ocorréncia de sinais clinicos e na taxa de
mortalidade de P. mesopotamicus inoculados intraperitonealmente com A. hydrophila.
Entretanto, 0s peixes menores apresentaram maior susceptibilidade a bactéria, com

maiores taxas de mortalidade .
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Hematologia e desempenho produtivo de pacus (Piaractus mesopotamicus)

alimentados com dietas suplementadas com vitaminas C e/ou E

Resumo

Pacus com peso médio de 10,5 + 1,2 g foram alimentados com dietas suplementadas
com trés niveis de vitamina C e/ou vitamina E (zero, 250 e 500 mg de vitamina/kg de
racdo). Os peixes foram mantidos em caixas plasticas de 300 L, sendo alimentados
durante 60 dias com dieta isenta de vitaminas C e E, na tentativa de diminuir suas
reservas vitaminicas. Apds este periodo foram redistribuidos na densidade inicial de 14
peixes/caixa e as dietas-teste foram oferecidas por mais sessenta dias. As coletas foram
feitas aos trinta e sessenta dias de tratamento com dietas-teste, sendo analisados os
pardmetros zootécnicos e hematoldgicos. Pelos resultados obtidos no presente estudo
conclui-se que os peixes alimentados com dieta sem suplementagéo das vitaminas C e E
durante 120 dias ndo apresentam sinais evidentes caracteristicos de deficiéncia. No
entanto, a deficiéncia de vitamina E provoca aumento no numero de eritroblastos. Os
peixes que recebem dieta deficiente das vitaminas C e E tendem a aumentar o consumo
de racdo, entretanto, os indices de desempenho zootécnico ndo sdo melhorados. Pela
analise dos parametros hematologicos, conclui-se que a suplementacdo com as

vitaminas C e E é essencial para incrementar a hematopoiese nos peixes.

Palavras-chave: hematologia, desempenho produtivo, vitamina C, vitamina E,

Piaractus mesopotamicus



Hematology and production of pacu (Piaractus mesopotamicus) fed with vitamins

C and/or E diets supplemented

Abstract

Pacus Piaractus mesopotamicus (with 10,5 = 1,2 g ) were fed with diets containing
three levels of C and/or E vitamins (zero, 250 and 500 mg vitamin/kg of diet). Fish
were kept in 300 L plastic tanks and fed during the first 60 days with diets without
supplementation, making an attempt to reduce the vitaminics sources. After this period,
fish were randomly redistributed in an initial density of 14 fish/tank and the tested diets
were offered through 60 days. Data collection was done on the thirty and the sixty days
of feeding for zoothecnical and hematological analysis. The results show that 120 days
of feeding with diets vitamins C and E free are not enough to promote clinical signs of
vitaminic deficiency, however the vitamin E deficiency increase the eritroblast number.
The fish fed diet vitamin C and E free, show bigger consumption, however, the
production indexes are not improved. Regard to hematological parameters, it is ended
the vitamins C and E supplementation is essential to increase the hematopoiese in the
fish.

Keywords: hematology, growth, vitamin C, vitamin E, Piaractus mesopotamicus



INTRODUCAO

O &cido ascorbico contribui para a formagdo do tecido dsseo e cartilaginoso e
sua falta ou deficiéncia na dieta provoca deformacdes dsseas, branquiais, hemorragias
no corpo e 6rgdos internos, falta de apetite e aumento das consequéncias negativas do
estresse (Halver, 1953). A sintese de colageno é dependente da atividade de fibroblastos
e a vitamina C tem papel importante na maturagdo destas células (Mitoma e Smith,
1960). Sinais de escorbuto em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) tais como
escoliose, lordose, coloragdo escura da pele, branquias palidas, letargia e nado na
superficie, surgiram apds 18 semanas de alimentacdo desprovida de vitamina C
(Navarre e Halver, 1989). Distor¢do e ma formacdo da esclerotica, distor¢do dos
filamentos branquiais e destruicdo de estruturas vertebrais, curvaturas dos espinhos
dorsal e ventral com separagdo de vértebras sdo outras consequéncias do escorbuto
(Dabrowski, 1990). Diversos autores relatam que a suplementacdo com vitamina C em
dietas para organismos aquaticos preveniu os efeitos negativos do estresse e
incrementou a resposta imune (Gill, 1991; Li e Lovell, 1985; Petric, 2000; Brum, 2003).

A vitamina E, por sua vez, protege as membranas celulares contra a peroxidagao
lipidica. Na sua deficiéncia observou-se reducdo no tempo de sobrevivéncia,
deformagcbes na membrana de eritrocitos, aumento de hemolise in vitro, perda de
apetite, piora da conversdo alimentar, distrofia muscular e encurtamento do opérculo
(Bai e Lee, 1998). Em estudos com salmédo do Atlantico, Salmo salar, Hamre et al.
(1997), encontraram dois mecanismos de interagcdo entre as vitaminas C e E: efeito
sinérgico de protecdo simultanea das fases lipidica e aquosa contra oxidagdo e a acéo da
vitamina C na regeneracdo da vitamina E nos tecidos. Os dados de crescimento,
mortalidade, hematoldgicos e de oxidacdo lipidica no figado demonstraram que a
vitamina C protege o peixe da deficiéncia de vitamina E.

Deste modo, neste trabalho, objetivou-se avaliar o desempenho produtivo e 0s
pardmetros hematologicos de pacu, Piaractus mesopotamicus Holberg, 1887,

alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis das vitaminas C e/ou E.



MATERIAL E METODOS

Tratamentos

Este ensaio foi conduzido em Delineamento em Blocos Casualisados (DBC), com trés
blocos, em esquema fatorial 3 x 3, sendo testados trés niveis de vitamina C (0, 250 e
500 mg de vitamina C/kg de ragdo) e trés niveis de vitamina E (0, 250 e 500 mg de

vitamina E/kg de racdo).

Peixes

Os peixes utilizados foram pacus jovens pesando, ao inicio do ensaio, 10,5+1,2
g. As unidades experimentais constaram de caixas de 300 L de capacidade com
renovacdo de agua e aeracdo continua, sendo os peixes estocados na densidade inicial de
14 peixes/caixa, localizadas no Laboratorio de Patologia de Organismos Aquéticos do

Centro de Aquicultura da Unesp de Jaboticabal-SP.

Com o objetivo de diminuir as reservas de vitaminas dos peixes durante dois
meses que antecederam 0 experimento, estes foram estocados em ambiente com baixa
incidéncia de luz, impedindo a ocorréncia de fitoplancton, que é rico em vitamina C. A
dieta oferecida neste periodo era isenta de suplementacdo de ambas as vitaminas (C e
E). Transcorridos estes dois meses, iniciou-se a alimentacdo com as dietas teste, na
quantidade correspondente a aproximadamente 5% de peso vivo, oferecida em duas
refeicOes diérias e evitando sobra de racdo nas caixas. Este periodo experimental teve

duracéo de dois meses.
Racéo

De modo a atender as exigéncias nutricionais dos animais, a ragdo base foi
formulada e preparada no Centro de Aquicultura da Unesp de Jaboticabal. Na Tabela 1

esta representada a composicao percentual dos ingredientes utilizados.



Tabela 1 — Composicgao percentual basica das dietas experimentais

Ingrediente %
Farelo de soja 26,22
Milho 31,13
Farelo de trigo 28,58
Farinha de peixe 11,62
Oleo de soja 1,95
Suplemento vitaminico e mineral* 0,50

Composigéo Calculada

Proteina Bruta (%) 26,00
Extrato Etéreo (%) 7,00
Fibra Bruta (%) 5,81
Energia Bruta (kcal/kg de racéo) 4.150
Extrativo N&o Nitrogenado (%) 44,00
Matéria Mineral 6,77

* Composicdo do suplemento vitaminico e mineral (Supremais): vitamina A
1.200.000 Ul, vitamina B1 4.800 mg, vitamina B12 4.800 mg, , vitamina B2 4.800
mg, vitamina B6 4.800 mg, vitamina D3 200.000 Ul, vitamina K3 2.400 mg, Acido
félico 1.200 mg, Biotina 48 mg, Pantotenato de célcio 12.000 mg, Cloreto de colina
108 g, Niacina 24.000 mg, Selénio 100 mg, lodo 100 mg, Cobalto 10 mg Cobre
3.000 mg, Ferro 50.000 mg, Manganés 20.000 mg, Zinco 30.000 mg, veiculo 1.000
g, antioxidante 25 g.

Utilizou-se suplemento vitaminico e mineral preparado exclusivamente para
este ensaio, isento das vitaminas C e E. A ragdo foi preparada da seguinte maneira:
todos os ingredientes foram moidos finamente e pesados. O suplemento vitaminico e

mineral, bem como as fontes de vitamina C e E nos niveis desejados foram



incorporados a racdo, homogeneizando-os inicialmente ao milho moido e depois
misturandos aos demais ingredientes. A mistura foi feita em misturador modelo em “Y”
e a racdo peletizada a temperatura aproximada de 65° C, utilizando uma matriz que

conferiu aos peletes diametro de aproximadamente 2,5 mm e 7 mm de comprimento.

As fontes das vitaminas C e E utilizadas foram, respectivamente, 0 ROVIMIX
STAY C 35 Roche® (ascorbil polifosfato — 35 % de atividade) e 0 ROVIMIX E 50
Adsorbato Roche® (50 % de atividade). Os calculos da concentracdo das vitaminas de
cada tratamento foram feitos com base na disponibilidade das vitaminas dos produtos
utilizados. Depois de pronta, a racdo foi estocada em sacos plasticos e congeladas. A
porcdo correspondente a uma semana de alimentacdo era armazenadas a 4° C. Para
determinacdo dos niveis das vitaminas C e E nas dietas, amostras das racdes foram

analisadas no Laboratério da Labtec Mojiana®.
Variaveis limnoldgicas e taxa de renovacao de agua

Durante o periodo experimental foram monitoradas diariamente as seguintes
variaveis limnoldgicas: temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade da agua.

A taxa de renovagdo de agua foi controlada semanalmente.

As variaveis limnologicas mantiveram-se dentro dos valores recomendados para
0 bem estar dos peixes (Sipalba-Tavares, 1994), com: temperatura 30,5+1,8° C,
oxigénio dissolvido 4,8+0,8 mg.L™?, condutividade elétrica 204,1+28,1 uS.cm™ e pH
8,6+1,1. A taxa de renovagdo da 4gua manteve-se 4515 mL/s.

Avaliacéo do desempenho produtivo

Foram mensurados 0 comprimento total e o peso dos peixes, 0 peso do figado de
dois exemplares por caixa (seis peixes/tratamento) mensalmente, durante os dois meses
de alimentacdo com as dietas teste. O consumo de ragdo (CR) pelos peixes foi
determinado semanalmente, durante todo o experimento. Com essas medidas foi
possivel avaliar os indices: ganho de peso (GP), conversdo alimentar aparente (CA),
fator de condicdo (FC) e indice hepatossomatico (IHS), utilizando-se as seguintes

equagcdes:
GP = Peso final — Peso inicial;

CA = CRI/GP;



FC = [Peso/(Comprimento)®] x 100;
IHS = (Peso figado/Peso peixe) x 100.
Avaliagdes hematoldgicas

As coletas e analises do sangue foram realizadas mensalmente durante os
dois meses de alimentacdo com as dietas teste. Coletou-se aliquotas de sangue por
punc¢do do vaso caudal de dois exemplares por caixa, a cada coleta, utilizando-se
seringas contendo EDTA (10%). A contagem de eritrdcitos foi realizada em
contador automatico de células sangtiineas (Modelo CC510, da Celm) e a dosagem
de hemoglobina de acordo com o método de Collier (1944). O hematdcrito foi
determinado de acordo com as recomendagfes de Goldenfarb et al. (1971). As
constantes corpusculares como o volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) foram calculadas segundo Wintrobe (1934). Para contagem diferencial de
leucdcitos foram preparados esfregagos corados pancromaticamente e as células
foram examinadas a microscopia de luz. Foram contadas até 200 células por
esfregaco, estabelecendo-se o percentual de cada componente celular de interesse.
Os leucocitos totais, trombdcitos totais e eritroblastos foram quantificados
indiretamente nas mesmas extensdes contando o nimero de trombdcito, leucdcito e

eritroblasto para cada 2000 eritrocitos.

RESULTADOS
O resultado das andlises de vitamina C e E na racdo foram proximos aos niveis

adicionados e estdo apresentados na tabela 1:



Tabela 1 — Niveis esperado e detectado das vitaminas C e E adicionados as dietas

experimentais

Nivel Esperado (mg/kg) Nivel Detectado (mg/kg)
Tratamento Vitamina C Vitamina E Vitamina C Vitamina E
1 0 0 ND ND
2 250 0 234 ND
3 500 0 461 ND
4 0 250 ND 223
5 0 500 ND 460
6 250 250 233 251
7 250 500 240 482
8 500 250 482 235
9 500 500 484 519

ND: ndo detectado

Desempenho produtivo

No presente trabalho, o grupo controle foi alimentado com dieta desprovida das

vitaminas C e E durante 16 semanas e ao final deste periodo ndo foram observados
sinais caracteristicos da deficiéncia. As estatisticas obtidas na analise de variancia dos
dados de desempenho: ganho de peso (GP), consumo de ragdo (CR), conversédo
alimentar (CA), fator de condicdo (FC) e indice hepatossomatico (IHS) estdo
apresentadas na Tabela 2. Verificou-se a interferéncia da suplementacao pelas vitamina
C e E nos valores de consumo de racéo e IHS.
Tabela 2 - Estatistica obtida na analise de variancia dos dados de desempenho (ganho de
peso — GP, consumo de ragdo - CR, conversao alimentar — CA, fator de condicdo — FC e
indice hepatossomatico — IHS) de Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas
contendo 0, 250 e 500 mg de vitamina C e/ou E/kg de ragdo, em fungdo do tempo de
alimentacéo (30 e 60 dias).



Variavel

Estatisticas GP (g) CR (g/dia) CA FC IHS (%)
0,92"™ 4,18* 0,31 0,93 1,37

F para BL

F paraVC 0,30 ™ 0,57 0,41 0,59 0,95

F para VE 0,07 "™ 1,75 0,05 0,69 1,43

F para interacdo VC x VE 0,43™ 10,01 0,31 0,51 3,39*

F para PR 2,37"™ 102,71** 5,55* 39,50**  31,05**

F para interacdo VC x PR 0,03"™ 0,74 0,03 0,93 0,41

F para interagdo VE x PR 0,01™ 0,86 0,09 0,20 1,50

F para interacdo VCx VEXPR 0,39 ™ 0,77 0,28 0,52 0,92

Ccv 46,85 547 45,00 12,95 48,41

CV parcela 33,20 3,12 28,59 13,88 28,86

Legenda: BL — bloco; VC - vitamina C na dieta, VE — vitamina E na dieta, PR - periodo
* p<0,05; ** p<0,01

Letras iguais nas colunas: ndo ha diferenga estatistica entre os valores

Todas as variaveis apresentam F Levene para homogeneidade de variancia > 0,05 e X?

para normalidade (Shapiro Wiks) > 0,05

A suplementacdo com as vitamina C e E interferiu no consumo de ragéo e nos
valores de indice hepatossomatico dos peixes. Os peixes alimentados com dieta
deficiente de vitamina C (0 mg/kg), apresentaram menor consumo de ragdo, quanto

maior o nivel de vitamina E na dieta (Tabela 3).

Peixes alimentados com dieta deficiente de vitamina C (0 mg/kg) apresentaram

maior IHS, quanto maior o nivel de vitamina E na dieta (Tabela 4).



Tabela 3 - Comparacdo das médias do consumo de racdo (g/dia) de Piaractus
mesopotamicus alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de
vitamina C (0, 250 e 500 mg/kg) e E (0, 250 e 500 mg/Kkg).

Vitamina E
Vitamina C 0 250 500
0 59,48™2 54,757 54,44 7"
250 54,7642 56,99 A2 55,90 A4
500 55,47 42 55,86 2 54,654

Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo ha diferenca significativa (p>0,05)
Letras minasculas comparam linhas e letras maitsculas comaparam colunas
Tabela 4 - Comparacdo das meédias do indice hepatossomético (%) de Piaractus

mesopotamicus alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de
vitamina C (0, 250 e 500 mg/kg) e E (0, 250 e 500 mg/Kkg).

Vitamina E
Vitamina C 0 250 500
0 1,307 1,467 1,68
250 1,577 1,337 1,427
500 1,407 1,38% 1,39%

Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo ha diferenca significativa (p>0,05)

Letras minGsculas comparam linhas e letras maidsculas comaparam colunas

Independentemente do nivel de vitamina na dieta, 0 consumo de racdo e a
conversdo alimentar aumentaram do primeiro para o segundo més, de acordo com o
desenvolvimento dos peixes, enquanto houve reducdo no indice hepatossomatico e fator
de condicdo (Figura 1).
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Figura 1 — Comparacdo de medias de consumo alimentar, conversao alimentar (CA) indice
hepatossomaético (IHS) e fator de condi¢do (FC) de Piaractus mesopotamicus alimentados

com diferentes niveis de vitamina C e E (0, 250 e 500 mg/kg) durante 60 dias.

Parametros hematoldgicos

Nas Tabelas 4, 5 e 6 estdo apresentadas as estatisticas obtidas na andlise de
variancia dos dados de contagem de eritrocitos (Er), hemoglobina (Hb), hematdcrito
(Ht), proteina total (Pt) e globulina (Gl), volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), contagem de trombdcitos e contagem diferencial de leucocitos do

sangue dos peixes.



Tabela 4 - Estatistica obtida na andlise de variancia dos dados de contagem de

eritrocitos (Er), hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), proteina total (Pt) e globulina (GI)

do sangue de Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas contendo 0, 250 e 500

mg de vitamina C e/ou E/kg de racdo, em funcdo do tempo de alimentagdo (30 e 60

dias).
Variavel
Estatisticas Er Hb Ht Pt Gl
(x1000/mm (g %) (%) (g/dL) (g/dL)
)
F para BL 11,31** 2,06™ 2,74"™ 1,32™ 1,27™
F para VC 1,08™ 0,57™ 1,52™ 3,02™ 0,82™
F para VE 0,67™ 1,89™ 1,13™ 0,21™ 0,07™
F para VC x VE 151"™ 1,52"™ 2,02™ 1,07™ 0,49™
F para PR 327,37** 33,36** 33,95** 99,01** 86,45**
F para VC x PR 0,51™ 2,98™ 0,58 ™ 0,04™ 1,12™
F para VE x PR 0,71™ 0,35™ 2,49™ 0,29™ 0,29™
FparaVCXVExPR 0,74™ 0,67™ 1,37™ 0,59™ 0,23™
Ccv 12,85 8,18 6,10 9,65 13,50
CV Parcelas 9,77 8,91 3,66 8,03 12,66

Legenda: BL — bloco; VC - vitamina C na dieta, VE — vitamina E na dieta, PR - periodo

* p<0,05; ** p<0,01

As variaveis apresentam F Levene para homogeneidade de variancia > 0,05 e X? para
normalidade (Shapiro Wiks) > 0,05



Tabela 5 - Estatistica obtida na analise de variancia dos dados de volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), contagem de trombdcitos (Tr) e eritroblastos (Eb) do
sangue de Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas contendo 0, 250 e 500 mg

de vitamina C e/ou E/kg de ragdo, em fungdo do tempo de alimentagéo (30 e 60 dias).

Variaveis™
Estatisticas VCM HCM CHCM Tr Eb

(fL) (%) (%) (x1000/mm* (x1000/mm®

) )

F para BL 4,74™ 3,72™ 0,20™ 1,28™ 0,38™
F para VC 0,33"™ 0,45" 0,02 2,09 2,14™
F para VE 2,45" 2,94 0,94 1,77 4,74*
F para VC x VE 1,93™ 1,00™ 1,12"™ 0,71™ 2,02"™
F para PR 105,93**  66,74** 9,38** 44, 77** 0,01
F para VC x PR 0,65 0,06 2,18 4,52 0,22
F para VE x PR 041" 0,21"™ 0,71"™ 0,28 0,77™
F para VC x VEXPR 0,36"™ 0,31"™ 0,72" 0,69"™ 0,29
cVv 16,60 16,37 6,42 36,88 43,41
CV Parcelas 17,75 22,93 7,97 36,22 41,17

Legenda: BL — bloco; VC - vitamina C na dieta, VE — vitamina E na dieta, PR - periodo
* p<0,05; ** p<0,01

As variaveis apresentam F Levene para homogeneidade de variancia > 0,05 e X? para
normalidade (Shapiro Wiks) > 0,05



Tabela 6 - Estatistica obtida na analise de variancia dos dados de contagem de
leucdcitos totais (Le), linfocitos (Li), mondcitos (Mo), neutréfilos (Ne), eosinofilos (Eo)
e células granulociticas especiais (CGE) do sangue de Piaractus mesopotamicus
alimentados com dietas contendo 0, 250 e 500 mg de vitamina C e/ou E/kg de racdo, em

funcéo do tempo de alimentagéo (30 e 60 dias).

Variavel
Estatisticas Le Li Mo Ne Eo CGE

(x1000/m (x1000/m (x1000/m (x1000/m (x1000/m (x1000/m

m°) m°) m?) m°) m?) m?)
F para BL 0,93™ 0,80™ 0,16™ 4,77 2,67™ 2,71
F para VC 0,01™ 0,03™ 1,41™ 2,70™ 0,59"™ 3,13*
F para VE 0,39™ 0,29"™ 0,73™ 1,89™ 0,92"™ 4,44*
F para VC x VE 0,85™ 0,82 0,50"™ 1,22™ 2,97 ™ 4,16%*
F para PR 10,71* 9,85* 2,28"™ 11,73** 0,22"™ 4,21*
F para VC x PR 0,13™ 0,07™ 3,69* 1,26™ 0,58"™ 1,83™
F para VE x PR 1,69™ 1,56™ 2,51"™ 0,48"™ 0,14™ 3,32*
FparaVCXxVEXPR 0,49™ 0,57™ 0,82 2,00™ 0,22 2,01™
CcVv 52,17 52,92 56,24 61,11 138,14 161,29
CV Parcelas 44,55 45,14 56,59 60,51 133,36 192,25

Legenda: BL — bloco; VC - vitamina C na dieta, VE — vitamina E na dieta, PR - periodo
* p<0,05; ** p<0,01
As variaveis apresentam F Levene para homogeneidade de variancia > 0,05 e X? para
normalidade (Shapiro Wiks) > 0,05

N&o se observou efeito dos tratamentos sobre os dados de contagem de
eritrocitos, hematocrito, proteina total e globulinas e hemoglobina do sangue. Como
demonstrado na Figura 3, a contagem de eritrocitos, o hematdcrito, proteina total,
globulinas e hemoglobina foram crescentes do primeiro para o segundo més. Também
ndo foi observada interferéncia da dieta nos valores de volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e globulinas do sangue dos peixes. Porém, todos estes
parametros variaram do primeiro para o segundo més, sendo que os valores de VCM e

HCM diminuiram e 0 CHCM aumentou (Figuras 3 € 4).
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Figura 3 — Comparacdo de medias das varidveis eritrocitarias, proteina total e globulinas do
sangue de Piaractus mesopotamicus alimentados com diferentes niveis de vitamina C (0, 250
e 500 mg/kg) durante 60 dias.
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Figura 4 — Comparacao de médias da hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM), nimero de leucdcitos, trombdcitos, linfocitos e
neutrofilos do sangue de Piaractus mesopotamicus alimentados com 0, 250 e 500 mg de

vitamina C e/ou E/kg de racdo durante 60 dias.



O nudmero de trombdcitos, leucdcitos totais, linfocitos e neutréfilos ndo foi
afetado pelos niveis de vitamina da dieta. No entanto, o nimero dessas células

aumentou do primeiro para o segundo més (Figura 4).

Observa-se, ainda, efeito da vitamina E no niumero de eritroblastos, de modo que

guanto maior o nivel desta vitamina na dieta, menor € o nimero desta célula (Figura 5).
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Figura 5 — Comparacdo de médias da contagem de eritroblastos do sangue de Piaractus

mesopotamicus alimentados com 0, 250 e 500 mg de vitamina E/kg de racdo durante 60 dias.

Verificou-se interacdo significativa entre as vitaminas C e E sobre o nimero de
células granulociticas especiais. O maior valor encontrado para este tipo celular foi
observado no grupo que recebeu dieta ausente de suplementacdo de vitamina C (0
mg/kg) e 250 mg/kg de vitamina E (Tabela 7).

Aos 60 dias de alimentacdo, notou-se que o nuimero de trombdcitos células
aumentou proporcionalmente ao nivel de vitamina C da dieta. Para 0s peixes
alimentados com os dois maiores niveis da vitamina na dieta (250 e 500 mg/kg), o
nimero de trombacitos foi crescente do primeiro para o segundo més (Tabela 8). O
nimero de mondcitos aumentou do primeiro para o segundo més de alimentagdo
somente no grupo que recebeu o maior nivel da vitamina C na dieta (500 mg/kg)
(Tabela 9). Como demonstrado na Tabela 10, verificou-se ainda, que houve
interferéncia da suplementacdo com vitamina E no nimero de células granulociticas
especiais. O maior valor encontrado para esta célula foi observado no grupo que recebeu

dieta suplementada com 250 mg/kg de vitamina E durante 60 dias.



Tabela 7 - Comparagdo das medias do numero de células granulociticas especiais

(x1000.mm™) especiais de Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas

suplementadas com diferentes niveis de vitamina C (0, 250 e 500 mg/kg) e E (0, 250 e

500 mg/kg).

Vit E
Vit C 0 250 500
0 0,237° 2,367 0,477°
250 0,45% 0,39 0,21
500 0,54 0,61°° 0,68

Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo ha diferenca significativa (p>0,05)

Letras minasculas comparam linhas e letras maitsculas comaparam colunas

Tabela 8 - Comparacdo das médias do nimero de trombécitos (x1000.mm™) de

Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis

de vitamina C (0, 250 e 500 mg/kg) em fungéo do tempo de alimentagéo (30 e 60 dias).

Periodo
Vitamina C 30 60
0 47,18 62,21
250 46,227 74,5352
500 41,937 90,40%

Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo ha diferenca significativa (p>0,05)

Letras minusculas comparam linhas e letras maidsculas comaparam colunas



Tabela 9 - Comparacéo das médias de niimero de mondcitos (x1000.mm™) de Piaractus
mesopotamicus alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de
vitamina C (0, 250 e 500 mg/kg) em funcéo do tempo de alimentag&o (30 e 60 dias).

Periodo
Vitamina C 30 60
0 1,307B2 1,33B2
250 1,717 1,328
500 1,058° 2,402

Legenda: VC - vitamina C na dieta, PR — periodo
Letras minasculas comparam linhas e maitsculas comparam colunas

Letras iguais nas colunas ou linhas: ndo ha diferenca estatistica entre os valores

Tabela 10 - Comparagdo das medias do numero de células granulociticas especiais
(x1000.mm™®) especiais de Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas
suplementadas com diferentes niveis de vitamina E (0, 250 e 500 mg/kg) em funcédo do

tempo de alimentagéo (30 e 60 dias).

Periodo
Vitamina E 30 60
0 0,42 0,39 %
250 0,504 1,747
500 0,384 0,525

Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo h4 diferenca significativa (p>0,05)

Letras minusculas comparam linhas e letras maidsculas comaparam colunas

DISCUSSAO

Sinais de escorbuto em truta arco-iris (O. mykiss) tais como escoliose, lordose,
coloracdo escura da pele, branquias pélidas, letargia e nado na superficie do aquério,
surgem ap6s 18 semanas de alimentacdo desprovida de vitamina C (Navarre e Halver,
1989). Fujimoto e Carneiro (2001) verificaram que alevinos de pintado
Pseudoplatystoma corruscans alimentados durante 12 semanas com dieta deficiente de

vitamina C apresentaram convexidade na cabeca, fragilidade das nadadeiras e



mandibula deslocada para tras. No entanto, no presente estudo, o grupo controle foi
alimentado com dieta ndo suplementada com as vitaminas C e E durante 16 semanas e,
ao final deste periodo, ndo houve sinais macroscopicos caracteristicos da deficiéncia,
sugerindo que espécies carnivoras, como a truta e o pintado, sdo mais susceptiveis a
deficiéncia vitaminica e devem apresentar maior exigéncia destas vitaminas que as
espécies onivoras.

Resultados de estudos com pintado demonstraram que peixes alimentados com
dieta isenta de vitamina C consumiram menor quantidade de racdo que os alimentados
com as demais dietas (Fujimoto e Carneiro, 2001). Diversos autores relataram que a
deficiéncia das vitaminas C e E provocou perda de apetite (Halver, 1953, Bai e Lee,
1998). Entretanto, no presente estudo, a suplementacdo com as vitaminas C e E
interferiu no consumo dos peixes, de modo que para peixes alimentados com dieta
deficiente de vitamina C (0 mg/kg), quanto maior o nivel de vitamina E na dieta, menor
foi o consumo de ragdo. Com estes resultados sugere-se que 0 peixe pode tentar suprir a
deficiéncia das vitaminas consumindo maior quantidade de racdo, embora esta diferenca
no consumo ndo tenha resultado em melhora nos demais parametros de desempenho. Ha
ainda outras hipOteses para esclarecer este comportamento alimentar, a de que estas
vitaminas possam participar em alguma etapa ainda desconhecida nos mecanismos de
saciedade da fome, ou a hipotese de que a palatabilidade da racéo seja alterada pela
inclusdo das vitaminas e que P. mesopotamicus consiga perceber esta alteragdo,
reduzindo parcialmente a ingestdo da racdo com as vitaminas.

N&o se verificou efeito (p>0,05) dos tratamentos sobre o ganho de peso, a
conversdo alimentar e a eficiéncia alimentar neste ensaio. A influéncia das vitaminas no
desempenho dos peixes ndo é bem esclarecida. Resultados semelhantes ao do presente
ensaio sdo encontrados na literatura em estudos com suplementacéo de vitamina C em
bagre do canal Ictalurus punctatus, Labeo rohita e piaucu Leporinus obtusidens (Durve
e Lovell, 1982, Ortufio et al., 2001, Mello et al., 1999). Estudando a suplementagcdo com
mega doses das vitaminas C e E, 3 g/kg e 1,2 g/kg, respectivamente, em Sparus aurata,
Ortufio et al. (2001) também ndo verificaram efeito desses niveis vitaminicos no ganho
de peso dos peixes.

Por outro lado, muitos estudos relatam o efeito positivo da suplementacdo

vitaminica. Hibridos de tildpia, Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus



alimentados com dieta suplementada com nivel adequado de vitamina C e que ndo
receberam vitamina E apresentaram ganho de peso e eficiéncia alimentar menor que 0s
grupos arragoados com niveis adequados das duas vitaminas, todavia, de acordo com 0s
resultados, os autores sugeriram que a suplementacdo com vitamina C em altos niveis
(3x maior que o adequado) pode suprir a auséncia de vitamina E na dieta (Shiau e Hsu,
2002). Sealey e Gatlin (2002) observaram efeito positivo da suplementacdo pelas
vitaminas C e E no desempenho do hibrido Morone chrysops x Morone saxatilis, de
modo que a adi¢do de 25 e 2500 mg de vitamina C/kg de ragdo aumentou a eficiéncia
alimentar e protegeu o peixe da deficiéncia de vitamina E na dieta, evitando reducéo no
crescimento e mortalidade dos peixes e que a inclusdo de 30 e 300 mg de vitamina E/kg
de racdo preveniu a mortalidade em peixes alimentados com dietas deficientes de
vitamina C. Lee e Dabrowski (2004) observaram que a suplementag&o com 0 ou 160 mg
de vitamina E/kg de racdo associada a adicdo de 250 mg de vitamina C/kg de racéo,
durante 32 semanas, elevou a taxa de crascimento de Perca flavescens, demonstrando
que a longo prazo, a suplementacéo pelas vitaminas C e E pode interferir positivamente
no desempenho dos peixes.

Com relacdo ao IHS, Bagre Clarias gariepinus submetidos a condigfes
estressantes apresentaram reducdo do indice hepatossomatico (IHS) e a adi¢do de 1000
mg de vitamina C/kg de racdo corrigiu esta condicdo mesmo em situacdo estressante
(Datta e Kaviraj, 2003). No presente estudo, observou-se efeito significativo da
interacdo entre as vitaminas C e E nos valores de IHS, sendo que para peixes
alimentados com dieta sem suplementacdo de vitamina C (0 mg/kg), quanto maior o
nivel de vitamina E na dieta, maiores foram os valores deste indice, sugerindo que a
suplementacdo com a vitamina E pode proteger a fase lipidica do figado contra a
oxidagao, contribuindo para o acumulo de gordura neste tecido, com aumento no peso
do 6rgdo. No entanto, esta hipGtese s6 poderia ser confirmada com a andlise de
contelldo de lipideos no figado. Hamre et al. (1997), em estudos com S salar,
verificaram que a suplementacdo com as vitaminas C e E exerceu protecdo simultanea
das fases lipidica e aquosa do figado contra oxidacao.

A reducdo no IHS observada neste ensaio corrobora com o0s estudos com bagre
do canal, em que a condicdo de jejum provocou reducao neste indice, sendo que peixes

submetidos ao jejum apresentaram IHS em torno de 0,75, enquanto o grupo alimentado



apresentou valores proximos a 1,53 (Peterson e Small, 2004). Outros autores
demonstraram a influéncia da dieta no IHS. Keenbiyehett e Wilson (1998) verificaram
que a temperatura de 32° C, quanto maior a relacdo energia/proteina da dieta, maiores
foram os valores de IHS no hibrido M. chrysops? x M. saxatilis?, indicando que esta
condigdo pode alterar o metabolismo do figado dos peixes. No entanto, no presente
ensaio, 0s peixes receberam a mesma dieta durante o periodo experimental, ndo foram
submetidos ao jejum ou qualquer outra condicdo estressante e, portanto, ndo ha
justificativa para a reducéo no IHS.

As avaliagdes hematoldgicas ndo demonstraram alteraces claras dessa
deficiéncia, pois a dieta fornecida aos peixes continha tragos vitaminicos provenientes
dos ingredientes utilizados e o tempo de alimentacdo com a dieta sem suplementagéo
pode ter sido insuficiente para a espécie apresentar os sinais caracteristicos de
deficiéncia. Hamre et al. (1997), relataram que salméo do Atlantico alimentados durante
22 semanas com dietas isentas de vitamina E, independentemente do nivel de vitamina
C, apresentaram alteragdes nos parametros hematoldgicos.

No presente estudo, observou-se que a suplementacdo vitaminica nédo interferiu
no hematocrito. Fato que também foi observado em Sebastes schelegeli, no qual os
autores relataram que a dieta ndo interferiu nesse parametro, permanecendo entre 38 e
40,7 % (Lim et al., 2004). Apesar de ndo alterados pela suplementagéo vitaminica, os
valores do hematdcrito e hemoglobina foram crescentes do primeiro para o segundo
més, seguindo a mesma tendéncia. Tavares-Dias et al. (2000a, b) demonstraram que
existe alta correlagdo positiva (p<0.01) entre estes parametros sanguineos. Post (1987)
revelou que a concentracdo de hemoglobina para peixes saudaveis esta em torno de 10
@/100 mL, porém estes valores variam com a deficiéncia de nutrientes essenciais,
espécie de peixe, condi¢cbes ambientais e fase de crescimento. As concentracfes
descritas por este autor foram, semelhantes as do presente estudo.

A eritropoiese dos peixes ocorre no bago e rins. As formas jovens dos eritrdcitos
sdo denominadas eritroblastos e sdo caracterizadas por apresentarem tamanho celular e
do nucleo maiores que do eritrocito maduro (Tavares-Dias e Moraes, 2004). Neste
trabalho, observou-se que o nivel de vitamina E na dieta provocou alteracdo no numero
de eritroblastos do sangue de P. mesopotamicus, sendo que os peixes alimentados com

dieta deficiente de vitamina E apresentaram maior nimero destas células no sangue.



Muitos autores demonstraram que a deficiéncia de vitamina E induziu a fragilidade de
eritrocitos causando a sua degeneracdo em muitas espécies como o bagre do canal
(Wilson et al., 1984; Wise et al., 1993), salméo do Atlantico (Hamre et al., 1997), truta
arco-iris (Cowey et al., 1983; Furones et al, 1992) e pacus (Belo, 2002). Neste estudo,
apesar de ndo ter sido mensurada a fragilidade dos eritrocitos, observou-se que 0s peixes
alimentados com dieta deficiente da vitamina E, freqlentemente, apresentaram o0s
eritrocitos lisados nas extensdes sanguineas. Deste modo, para manter o nivel de
eritrocitos adequado, sugere-se que o peixe incremente a producdo dessa célula,
tentando compensar esta perda aumentando o nimero de eritroblastos no sangue.

N&o houve efeito da suplementagdo com as vitaminas sobre a concentracdo de
proteina plasmatica e globulinas. Resultados semelhantes foram descritos por Sealey e
Gatlin (2002), em que a suplementacdo com vitamina C (0, 25 ou 2500 mg/kg) e E (0,
30 e 300 mg/kg) no hibrido M. chrysops x M. saxatilis ndo alterou os niveis de proteina
e imunoglobulina totais do plasma.

Quando o organismo animal é invadido por determinado microorganismo pela
primeira vez, os mecanismos de defesa ndo especificos sdo mais importantes do que a
resposta imune especifica, ja que esta ultima requer longo periodo de tempo para o
acumulo de anticorpos e ativacdo de células especificas (Anderson e Jeney, 1993).
Assim o organismo tenta eliminar o microrganismo pela fagocitose e/ou secregdo de
enzimas liticas ou circunscreve-lo por meio de uma barreira de leucdécitos (Garcia
Leme, 1989). Uma variedade de tipos de leucdcitos estdo envolvidos nas defesas
celulares ndo especificas do peixe, incluindo mondcitos/macréfagos, granulécitos e
células citotoxicas ndo especificas (Secombes, 1996).

Os granuldcitos sdo fagociticos e produzem oxigénio reativo, porém, sua
atividade bactericida é relativamente pobre, comparada com os macréfagos (Secombes,
1996). Neste estudo, o numero de células granulociticas especiais no sangue foi superior
em peixes alimentados com dieta ausente de suplementagéo de vitamina C e 250 mg de
vitamina E/kg.

O numero de mondcitos aumentou do primeiro para 0 segundo més de
alimentacdo no grupo que recebeu o maior nivel da vitamina C na dieta (500 mg/kg).
Em estudos com a mesma espécie, Petric (2000) descreveu de que a suplementacao

alimentar com 500 mg/kg de racdo de vitamina C acelerou e aumentou o acumulo de



macrofagos bem como a formacéo de macrofagos policariontes em laminulas de vidro
implantadas no tecido subcutdneo de P. mesopotamicus, confirmando os beneficios
desta suplementacao.

Para os peixes alimentados com os dois maiores niveis da vitamina na dieta (250
e 500 mg/kg), o nimero de trombdcitos foi crescente do primeiro para o segundo més.
Neste experimento nao foram avaliados niveis maiores que 500 mg/kg da vitamina C na
dieta, de modo que outros estudos podem ser realizados com objetivo de verificar se o
namero de trombacitos continua aumentando com niveis mais elevados de vitamina.

Pelos resultados obtidos no presente estudo conclui-se que P. mesopotamicus
alimentados com dieta sem suplementagdo das vitaminas C e E durante 120 dias nédo
apresentam sinais evidentes caracteristicos de deficiéncia. No entanto, a deficiéncia de
vitamina E provoca aumento no nimero de eritroblastos. Os peixes que recebem dieta
deficiente das vitaminas C e E tendem a aumentar o consumo de racdo, entretanto, os
indices de desempenho zootécnico ndo sdo melhorados. Pela analise dos parametros
hematologicos, conclui-se que a suplementagdo com as vitaminas C e E é essencial para

incrementar a hematopoiese nos peixes.
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Resumo

Com este trabalho avaliou-se o efeito da suplementagdo com zero, 250 e 500 mg de
vitamina C e/ou E/ kg de racdo de Piaractus mesopotamicus desafiados pela Aeromonas
hydrophila. Os peixes foram alimentados com dietas suplementadas com trés niveis
(zero, 250 e 500 mg de vitamina/kg de racdo) de vitamina C e/ou vitamina E. Os peixes
foram mantidos em caixas plasticas de 300 L, sendo alimentados durante 60 dias com
dieta isenta de suplementagdo de vitaminas C e E na tentativa de diminuir suas reservas
vitaminicas. Ap0s esse periodo foram redistribuidos na densidade inicial de 14
peixes/caixa e as dietas-teste foram oferecidas por mais sessenta dias, ao final dos quais
foram submetidos ao desafio com a bactéria A. hydrophila. A via de inoculacéo e a
concentracdo de bactéria utilizada foram determinadas em testes preliminares, de modo
que utilizou-se 6 x 10° ufc/peixe inoculada intraperitonealmente. Para verificar o efeito
das dietas testadas, a coleta de dados foi feita antes e apds o desafio. Foram analisados
0s parametros hematoldgicos, ocorréncia de sinais clinicos e mortalidade. Embora a
suplementacdo com as vitaminas C e E ndo tenha diminuido a taxa de mortalidade dos
peixes frente ao desafio com a bactéria, conclui-se que para peixes cultivados em
sistema intensivo, em que a principal fonte de nutrientes € oriunda da ragdo, a
suplementacdo com as vitaminas C e E é essencial para o bom funcionamento do
sistema imune. No entanto, da mesma forma que a deficiéncia vitaminica deve ser
evitada, o excesso das vitaminas também pode causar danos aos peixes. De acordo com
as respostas hematoldgicas, para juvenis de P. mesopotamicus, 0s niveis das vitaminas

C e E recomendados séo de 500 e 250 mg/kg de racdo, respectivamente.

Palavras-chave: Piaractus mesopotamicus, vitamina C, vitamina E, desafio,

Aeromonas hydrophila, hematologia

Physiology of Piaractus mesopotamicus fed diets supplemented with vitamin C

and/or E, challenged by Aeromonas hydrophila



Abstract
Pacus Piaractus mesopotamicus were fed diets supplemented with three levels (zero,

250 and 500 mg vitamin/kg of diet) of C and/or E vitamins and challenged with
Aeromonas hydrophila. Fish were kept in 300 L plastic tanks and fed during the first 60
days with diets without vitamins C and E, making an attempt to reduce the vitaminics
sources. After this period, fish were maintained in an initial density of 14 fish/tank and
the tested diets were offered during 60 days. At the end of experiment, all fish were
infected with 6 x 10° ucf Aeromonas hydrophila/fish injected intraperitoneally.
Vitamins C and E supplementation has not decreased mortality rate of the challenged
fish with A. hydrophila. However, it is ended fish cultivated in intensive system
production, in that the main source of nutrients is originating from of the offered food,
vitamin C and E supplementation is essential to good operation of the immune system.
In the same way that the vitamin deficiency should be avoided, the vitamin excess can
cause damages to fish. With the hematological data, for P. mesopotamicus juvenile, the

recommended levels of vitamins C and E are 500 and 250 mg/kg, respectively.

Keywords: Piaractus mesopotamicus, vitamin C, vitamin E, challenge, Aeromonas
hydrophila, hematology

INTRODUCAO

A ocorréncia de doengas em pisciculturas é consequéncia de diversos fatores
envolvidos nos métodos de criacdo e variagdes nas condi¢des do ambiente. Desta forma,
0s peixes cultivados podem se tornar mais susceptiveis ndo s6 as bactérias patogénicas
mas também as oportunistas (Stoskopf, 1993; Woo e Bruno, 1998). Aeromonas

hydrophila é um bastonete movel gram negativo registrado como patégeno oportunista



de grande variedade de espécies de peixes de &gua doce e pode ser considerado de
ampla distribuicdo geografica. A doenga causada pela bactéria é a septicemia
hemorragica, caracterizada pela presenca de pequenas lesdes superficiais, hemorragias
focais, particularmente nas branquias e opérculos, Ulceras, abcessos, exoftalmia e
distensdo abdominal. Internamente, pode haver acumulo de liquido ascitico, anemia e
lesdes no figado e rins (Austin e Austin, 1987).

O uso de antibidticos para tratar infecgGes bacterianas resultou em aumento
global da resisténcia. Por este motivo, estudos a respeito de imunoestimulantes estéo se
tornando mais freqlientes. Os imunoestimulantes compreendem um grupo de compostos
biol6gicos ou sintéticos que ativam rapidamente os mecanismos de defesa ndo
especificos. S&o considerados imunoestimulantes combinaces vitaminicas, tracos
minerais e produtos derivados de alguma planta ou animal que se mostram efetivos na
prevencdo de doencas. Todavia seu modo de agdo ndo esta bem caracterizado. Assim,
substancias podem ser injetadas ou misturadas ao alimento e os resultados podem ser
testados por meio de modelos experimentais com animais adequados para tal fim, como
a determinacdo de parametros imunes ou por meio de desafio com patogenos (Siwicki et
al., 1994).

A maioria das espécies de peixes ndo € capaz de sintetizar a vitamina C,
dependendo de fontes externas para suprir suas necessidades (Chatterjee et al., 1975).
Diversos autores relataram que a suplementagdo com vitamina C em dietas para
organismos aquaticos preveniu os efeitos negativos do estresse, estimulou a cicatrizacdo
de feridas, minimizou a toxicidade de contaminantes da agua e incrementou a resposta
imune (Gill, 1991; Li e Lovell, 1985; Petric, 2000; Brun, 2003). No entanto, em outros
estudos ndo houve aumento na resisténcia dos peixes suplementados com mega doses de
vitamina C (Li et al., 1993).

A vitamina E protege as membranas celulares contra a peroxidacéo lipidica. Na
sua deficiéncia observa-se reducdo no tempo de sobrevivéncia e deformagdes na
membrana de eritrocitos, aumento de hemdlise in vitro (Bai e Lee, 1998), reducdo da
quantidade de macro6fagos peritoneais e da atividade de linfécitos T e B em trutas arco-
iris desafiadas com Yersinia ruckeri (Blazer e Wolke, 1984). Por outro lado, estudos
demonstraram que peixes alimentados com ragdo suplementada com vitamina E,

apresentaram titulos de anticorpos estatisticamente mais elevados que peixes nédo



suplementados (Ndoye et al., 1990; Verlhac et al., 1993). Além de acelerar
marcadamente o acumulo de macrdfagos, a formagdo de macrofagos policariontes e de
capsula conectiva em laminulas de vidro implantadas no tecido subcutaneo de pacus
normais em relagdo aos que ndo receberam a vitamina (Belo, 2002).

Os efeitos benéficos das vitaminas C e E sdo bastante estudados individualmente
(Gill, 1991, Wahli et al.,1986, Li e Lovell, 1985, Ndoye et al., 1990; Verlhac et al.,
1993, Belo, 2002). Porém sdo escassos 0s estudos que associam a suplementacdo das
vitaminas C e E na dieta de peixes e pouco se conhece sobre os efeitos da interagéo
dessas vitaminas in vivo. Alguns estudos sobre esta associacdo demonstraram que
existem dois mecanismos de interagdo entre as vitaminas C e E: um efeito sinérgico de
protecdo simultanea das fases lipidica e aquosa contra oxidacéo e a agdo da vitamina C
na regeneracdo da vitamina E nos tecidos. Os dados de crescimento, mortalidade,
hematologicos e de oxidagdo lipidica no figado demonstraram que a vitamina C

protegeu o peixe da deficiéncia de vitamina E (Hamre et al., 1997; Shiau e Hsu, 2002).

Com este ensaio objetivou-se avaliar as respostas hematoldgicas de Piaractus
mesopotamicus alimentados com dietas suplementadas com as vitaminas C e/ou E,

submetidos ao desafio por Aeromonas hydrophila.

MATERIAL E METODOS

Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em Delineamento em Blocos Casualisados (DBC), com 3
blocos, em esquema fatorial 3 x 3, sendo testados: 3 niveis de vitamina C (0, 250 e 500
mg de vitamina C/Kg de racéo) e 3 niveis de vitamina E (0, 250 e 500 mg de vitamina
E/Kg de racédo)

Material Biol6gico e Manejo Experimental

Foram utilizados pacus (Piaractus mesopotamicus) juvenis, com peso inicial de 10,5 +
1,2 g. O experimento foi conduzido em caixas de 300 L de capacidade, sendo 14

peixes/caixa, localizadas no Laboratério de Patologia de Organismos Aquéticos do

Centro de Aquicultura da “Unesp — Universidade Estadual Paulista” de Jaboticabal-SP.

Na tentativa de diminuir as reservas de vitaminas dos peixes, estes foram

estocados em ambiente com baixa incidéncia de luz, para evitar a ocorréncia de



fitoplancton, alimento fonte de vitamina C, e alimentados com dieta sem suplementacéo
de ambas as vitaminas (C e E) durante dois meses que antecederam o experimento.
Apos este periodo, iniciou-se a alimentacdo experimental, quando foi oferecida aos
peixes uma quantidade correspondente a aproximadamente 5% de peso vivo das dietas
experimentais, dividida em duas refeicdes ao dia, de modo que ndo sobrasse ragédo nas

caixas, durante dois meses.
Variaveis Limnoldgicas e Taxa de Renovacéo de Agua

Durante o periodo experimental foram monitoradas diariamente as variaveis
limnoldgicas: temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade da &gua. A taxa de

renovacao de agua foi controlada semanalmente.

As varidveis limnoldgicas mantiveram-se dentro dos valores recomendados para
0 bem estar dos peixes (Sipalba-Tavares, 1994), com: temperatura 30,5+1,8° C,
oxigénio dissolvido 4,8+0,8 mg.L™, condutividade elétrica 204,1+28,1 uS.cm™ e pH
8,6%1,1. A taxa de renovacdo da agua manteve-se 4515 mL/s.

Racéao

A racdo base foi formulada e preparada no Centro de Aquicultura da Unesp de
Jaboticabal, de modo que atendesse as exigéncias do peixe Piaractus mesopotamicus. A

composicao e ingredientes utilizados encontram-se na tabela 1.

Tabela 1 — Formula e composicdo béasica das dietas experimentais para Piaractus

mesopotamicus

Ingredientes %
Farelo de soja 26,22
Milho 31,13
Farelo de trigo 28,58
Farinha de peixe 11,62
Oleo de soja 1,95
Suplemento vitaminico e mineral* 0,50

Composigéo Calculada




Proteina Bruta (%) 26,00

Extrato Etéreo (%) 7,00
Fibra Bruta (%) 5,81
Energia Bruta (kcal/kg de racéo) 4.150
Extrativos Ndo Nitrogenados (%) 44,00
Matéria Mineral 6,77

* Composicdo do suplemento vitaminico e mineral: vitamina A 1.200.000 Ul,
vitamina B1 4.800 mg, vitamina B12 4.800 mg, , vitamina B2 4.800 mg, vitamina B6
4.800 mg, vitamina D3 200.000 Ul, vitamina K3 2.400 mg, Acido folico 1.200 mg,
Biotina 48 mg, Pantotenato de calcio 12.000 mg, Cloreto de colina 108 g, Niacina
24.000 mg, Selénio 100 mg, lodo 100 mg, Cobalto 10 mg Cobre 3.000 mg, Ferro
50.000 mg, Manganés 20.000 mg, Zinco 30.000 mg, veiculo 1.000 g, antioxidante 25

g.

Utilizou-se suplemento vitaminico-mineral isento das vitaminas C e E. O
preparo da racdo foi realizado da seguinte maneira: todos os ingredientes foram moidos
finamente e pesados. O suplemento vitaminico-mineral, bem como as fontes de
vitamina C e E nos niveis desejados foram incorporados a ragdo, homogeneizando-os
inicialmente ao milho moido e depois misturando-os aos demais ingredientes. A mistura
foi feita em misturador modelo em “Y”. A racdo foi peletizada a temperatura
aproximada de 65° C, utilizando uma matriz que conferiu aos peletes diametro de

aproximadamente 2,5 mm e 7 mm de comprimento.

Utilizou-se ROVIMIX STAY C 35 Roche® (ascorbil polifosfato — 35 % de
atividade) como fonte de vitamina C e 0 ROVIMIX E 50 Adsorbato (50 % de atividade)
Roche®, como fonte de vitamina E. Os célculos da concentracdo das vitaminas de cada
tratamento foram feitos com base na disponibilidade das vitaminas dos produtos
utilizados. Depois de pronta, a racdo foi estocada em sacos plasticos e congeladas. A
cada semana, a por¢do correspondente aquele periodo de alimentacdo era armazenada a
4°C.



Amostras de racdo foram enviadas ao Laboratério da Labtec Mojiana®, onde
foram realizadas analises para determinar os niveis das vitaminas C e E nas dietas teste.

O resultado das analises estdo apresentados na tabela 2:

Tabela 2 — Niveis esperado e detectado das vitaminas C e E das dietas experimentais

Nivel Esperado (mg/kg) Nivel Detectado (mg/kg)

Tratamento Vitamina C Vitamina E Vitamina C Vitamina E
1 0 0 ND ND

2 250 0 234 ND

3 500 0 461 ND

4 0 250 ND 223

5 0 500 ND 460

6 250 250 233 251

7 250 500 240 482

8 500 250 482 235

9 500 500 484 519
ND: ndo detectado

Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydrophila utilizada neste experimento foi isolada de dois
exemplares de Oreochromis niloticus, com sinais clinicos caracteristicos de septicemia
hemorrégica, no Departamento de Medicina Veterindria Preventiva da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp de Jaboticabal. O procedimento realizado foi
0 seguinte: pesou-se 10 g de amostras aleatdrias de musculo dos peixes. As amostras
foram trituradas e incubadas em 100 mL de Caldo Soja Triptona (TSB) acrescido de
ampicilina na concentragdo de 10 mg/litro e incubadas por 24 horas a 30° C. Em
seguida, foi feito o plaqueamento deste material em &gar Vermelho de Fenol Amido
Ampicilina, incubado por 24 h a 30° C. As coldnias suspeitas foram selecionadas e
plaqueadas em agar Triplice Acucar Ferro (TSI) pelo mesmo periodo e temperatura de
incubagdo. As culturas que apresentavam reacdo acido tanto na base como no bisel, com
ou sem formagdo de gés, foram submetidas as provas da oxidase, fermantacdo do
manitol, producéo de indol, hidrolise da esculina e arginina, descarboxilagéo da lisina e

ornitina e producdo de acetoina a partir da glicose, para caracterizacdo da espécie.

Desafio
De acordo com os resultados obtidos em testes preliminares, o desafio foi

realizado apds 60 dias de alimentagdo com as dietas teste, por injecdo intraperitoneal da



A. hydrophila na concentracdo de 6 x 10° ufc de A. hydrophila/peixe diluida em 0,2 mL
de solugéo salina estéril, utilizando-se a Escala de MacFarland.

Ap0s o desafio, a mortalidade e a ocorréncia de sinais clinicos foram observados
a cada 12 horas durante 10 dias. Logo ap6s a morte, 0S peixes eram pesados,
identificados e congelados em recipiente hermeticamente fechado para posterior analise
microbioldgica.

Avaliagdes hematoldgicas:

As coletas e analises de sangue foram realizadas apds 60 dias de alimentacéo
com as dietas teste e 24 horas apos o desafio. Aliquotas de sangue foram coletadas por
puncdo do vaso caudal de dois exemplares por caixa, a cada coleta, utilizando-se
seringas contendo EDTA (10%) para avaliacdo das variaveis eritrocitérias e células
sanguineas de defesa organica (leucocitos e trombacitos), da concentracdo de proteinas
plasmatica total e globulinas. A contagem de eritrdcitos foi realizada em contador
automatico de células sanguineas (Modelo CC510, da Celm) e a dosagem de
hemoglobina de acordo com o método de Collier (1944). O hematocrito foi
determinado de acordo com as recomendacOes de Goldenfarb et al. (1971). As
constantes corpusculares como o volume corpuscular médio (VCM) e a concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculadas segundo Wintrobe (1934).
Para contagem diferencial de leucécitos foram preparados esfregacos corados
pancromaticamente e as células foram examinadas & microscopia de luz. Foram
contadas até 200 células por esfregaco, estabelecendo-se o percentual de cada
componente celular de interesse. Os leucocitos totais, trombacitos totais e eritroblastos
foram quantificados indiretamente nas mesmas extensdes contando-se o ndmero de

trombacito, leucdcito e eritroblasto para cada 2000 eritrocitos.
Parametros microbiol6gicos:

Apbs o desafio, os peixes mortos, foram pesados, identificados e congelados
em recipiente estéril e hermeticamente fechado para posterior anélise microbiolégica

(reisolamento da A. hydrophila, seguindo o procedimento descrito no isolamento da

bactéria).

Analise Estatistica



Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F) e, de acordo
com este resultado, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
confiabilidade. A anéalise estatistica foi feita separadamente para 0s periodos que
antecederam e procederam o desafio. Os valores de mortalidade foram correlacionados

com o peso dos peixes.

RESULTADOS

Parametros hematoldgicos
Apesar de ndo ter sido quantificada a fragilidade dos eritrdcitos, nos peixes dos

tratamentos que receberam dieta ausente de suplementagdo de vitamina E notou-se a
presenca acentuada de eritrocitos lisados verificados nas extens@es sanguineas.

Nas Tabelas 2, 3 e 4 estdo representadas as estatisticas obtidas na anélise de
variancia dos dados de contagem de eritrécitos (Er), hemoglobina (Hb), hematdcrito
(Ht), Proteina Total (Pt) e Globulina (Gl), volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), contagem de trombdcitos (Tr) e eritroblastos (Eb) e leucograma dos
peixes antes e apos o desafio.

Tabela 2 - Estatistica obtida na andlise de variancia dos dados de contagem de
eritrocitos (Er), hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), Proteina Total (Pt) e Globulina
(GI) do sangue de Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas contendo 0, 250 e
500 mg de vitamina C e/ou E/kg de racdo, antes e apds o desafio com Aeromonas
hydrophila.

Variavel
Estatisticas Er Hb Ht Pt Gl
gx1000/mm (9 %) (%) (g/dL) (g/dL)
)
F para BL 3,28* 1,83™ 3,94* 0,41™ 1,00™
F para VC 1,17™ 4,10* 1,25™ 1,61™ 1,78"™

F para VE 0,51™ 5,53** 6,97* 0,98™ 0,50™



F para VC x VE 1,79™ 3,047 4,97* 0,35™ 0,46

F para PR 4,15* 3,13™ 0,39"™ 64,38** 53,18**
F para VC x PR 1,09™ 1,16™ 1,58"™ 0,15™ 0,14"™
F para VE x PR 0,59™ 0,27"™ 0,16™ 0,76 ™ 0,23™
F para VC x VE x PR 1,29™ 0,76 ™ 1,76 ™ 2,10™ 0,99
CVv 0,57 0,79 0,78 0,86 0,81
CV Parcelas 7,91 6,65 5,29 11,82 15,79

Legenda: BL — bloco; VC - vitamina C na dieta, VE — vitamina E na dieta, PR - periodo
* p<0,05; ** p<0,01

Todas as variaveis apresentam F Levene para homogeneidade de variancia > 0,05 e X?
para normalidade (Shapiro Wiks) > 0,05

Tabela 3 - Estatistica obtida na analise de variancia dos dados de volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragcdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), contagem de trombdcitos (Tr) e eritroblastos (Eb) do
sangue de Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas contendo 0, 250 e 500 mg
de vitamina C e/ou E/kg de racdo, antes e ap0s o desafio com Aeromonas hydrophila.

Variavel”
Estatisticas VCM HCM CHCM Tr Eb

(fL) (%) (%) gx1000/mm §X1000/ mm

)

F para BL 2,48"™ 1,24™ 2,35™ 0,82"™ 4.61*
F para VC 0,84"™ 0,05™ 3,25* 3,02™ 3,65*
F para VE 2,15"™ 2,04™ 0,01™ 0,21™ 0,43™
F para VC x VE 0,92 0,32™ 4,02** 1,62"™ 0,62
F para PR 2,44 6,22* 7,82* 12,62** 5,45*
F para VC x PR 0,44 0,43™ 0,02"™ 4,33* 1,28™
F para VE x PR 0,81"™ 0,68™ 0,31"™ 1,76"™ 0,19™
F para VC x VE x PR 1,15™ 0,95™ 0,25™ 0,68 1,51™
CVv 0,63 0,63 5,74 0,66 28,37
CV Parcelas 13,22 14,91 6,25 33,73 39,33

Legenda: BL — bloco; VC - vitamina C na dieta, VE — vitamina E na dieta, PR - periodo
* p<0,05; ** p<0,01

Todas as variaveis apresentam F Levene para homogeneidade de variancia > 0,05 e X?
para normalidade (Shapiro Wiks) > 0,05

Tabela 4 - Estatistica obtida na analise de variancia dos dados de contagem de
leucdcitos totais (Le), linfocitos (Li), mondcitos (Mo), neutréfilos (Ne), eosinofilos (Eo)
e células granulociticas especiais (CGE) do sangue de Piaractus mesopotamicus
alimentados com dietas contendo 0, 250 e 500 mg de vitamina C e/ou E/kg de racéo,
antes e ap6s o desafio com Aeromonas hydrophila.

Variavel

Estatisticas Le Li Mo Ne Eo CGE
(x1000/m  (x1000/m (x1000/m (x1000/m (x1000/m (x1000/m
m®) m°) m®) m°) m®) m°)

F para BL 1,10™ 1,95™ 1,54™ 4 40** 0,62™ 0,81™

F para VC 0,20™ 0,30™ 0,12"™ 0,52"™ 0,82™ 1,61"™



F para VE 0,18™ 0,39™ 0,74™ 0,94™ 0,30™ 2,22

F para VC x VE 1,16"™ 1,03™ 0,82™ 0,72™ 1,50™ 2,91*
F para PR 4531*%*  63,12**  7,46* 16,94**  6,21* 3,80™
F para VC x PR 0,62™ 0,61™ 0,91™ 0,10™ 0,34™ 2,88"™
F para VE x PR 2,36 1,72 3,59™ 2,39™ 0,76 551"
F para VC x VE X PR 0,51"™ 0,56 " 0,84 " 0,91 1,05™ 2,58 "™
CcVv 65,51 0,74 63,78 91,76 0,63 0,72
CV Parcelas 51,72 56,69 64,87 62,81 166,43 192,25

Legenda: BL — bloco; VC - vitamina C na dieta, VE — vitamina E na dieta, PR - periodo
* p<0,05; ** p<0,01

Todas as variaveis apresentam F Levene para homogeneidade de variancia > 0,05 e X?
para normalidade (Shapiro Wiks) > 0,05

Verificou-se o efeito da interacdo entre as vitaminas C e E sobre os valores de
hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM). A deficiéncia de vitamina E (0 mg/kg) provocou aumento nos valores
de hematdcrito quando os niveis de vitamina C foram baixos (0 ou 250 mg/kg). Esta
mesma resposta também foi observada em peixes que receberam 500 mg de vitamina
C/kg de racgdo associada ao maior nivel da vitamina E (500 mg/kg) (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparacdo das médias de hematdcrito (%) de Piaractus mesopotamicus
alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de vitamina C (0, 250 e
500 mg/kg) e E (0, 250 e 500 mg/kg).

Vitamina E
Vitamina C 0 250 500
0 34,007 31,677 31,177
250 32,0075 29,677° 31,084
500 29,58 % 29,42"° 32,427
Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo h4 diferenca significativa (p>0,05)
Letras minasculas comparam linhas e letras maitsculas comaparam colunas
Os peixes alimentados com dieta isenta de suplementacdo das vitaminas C e E (0
mg/kg) apresentaram os maiores valores de hemoglobina (Tabela 6). Ja a suplementacao
com 500 mg de vitamina C/kg de racdo provocou aumento da CHCM (Tabela 7).
Tabela 6 - Comparacdo das médias da concentracdo de hemoglobina (dL.mm?) de
Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis
de vitamina C (0, 250 e 500 mg/kg) e E (0, 250 e 500 mg/kg).
Vitamina E
Vitamina C 0 250 500
0 9,62 9,017 8,61"%
250 8,56 % 8,50 8,71
500 9,507 8,38"" 9,117




Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo h4 diferenca significativa (p>0,05)
Letras minasculas comparam linhas e letras maitsculas comaparam colunas

Tabela 7 - Comparagdo das médias da concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(%) de Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas suplementadas com diferentes
niveis de vitamina C (0, 250 e 500 mg/kg) e E (0, 250 e 500 mg/Kkg).

Vitamina E
Vitamina C 0 250 500
0 28,3775 28,4272 29,147
250 26,77 B2 28,7212 28,13/
500 30,504 28,52/ 28,20

Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo ha diferenca significativa (p>0,05)
Letras minusculas comparam linhas e letras maidsculas comaparam colunas

Quanto maior o nivel de vitamina C na dieta, maior foi o nimero de trombdcitos
circulantes. Porém, apds o desafio, houve reducdo nesse nimero nos animais que

receberam 500 mg de vitamina C/kg de ragédo (Tabela 8).

Tabela 8 - Comparagdo das médias do nimero de trombécitos (x1000.mm™) especiais
de Piaractus mesopotamicus alimentados durante 60 dias com dietas suplementadas
com diferentes niveis de vitamina C (0, 250 e 500 mg/kg) antes a ap6s o desafio com a a
bactéria Aeromonas hydrophila.

Desafio
Vitamina C antes apos
0 62,2152 52,617
250 74,53 /B2 68,68 2
500 90,4072 50,25 AP

Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo h4 diferenca significativa (p>0,05)
Letras mindsculas comparam linhas e letras maitsculas comaparam colunas

O grupo de peixes que recebeu dieta ausente de suplementacgdo de vitamina E (0

mg/kg) apresentou menor numero de monacitos antes do desafio (Tabela 9).

Tabela 9 - Comparacéo das médias do nimero de mondcitos (x1000.mm™) especiais de
Piaractus mesopotamicus alimentados durante 60 dias com dietas suplementadas com
diferentes niveis de vitamina E (0, 250 e 500 mg/kg) antes a ap6s o desafio com a a
bactéria Aeromonas hydrophila.

Desafio
Vitamina E antes apos
0 1,277° 3,632
250 1,704 2,131
500 2,084 2,261

Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo ha diferenca significativa (p>0,05)



Letras minasculas comparam linhas e letras maitsculas comaparam colunas

O maior namero de células granulociticas especiais foi observado nos peixes que
ndo receberam suplementacdo de vitamina C e com 250 mg de vitamina E/kg de racao
(Tabela 10). Nos peixes que receberam 250 mg de vitamina E/kg na dieta, ap6s o

desafio houve redugdo no nimero desta célula (Tabela 11).

Tabela 10 - Comparagdo das medias do numero de células granulociticas especiais
(x1000.mm™) de Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas suplementadas com
diferentes niveis de vitamina C (0, 250 e 500 mg/kg) e E (0, 250 e 500 mg/kg).

Vitamina E
Vitamina C 0 250 500
0 0,437° 2,027 0,347°
250 0,662 0,40 B2 0,25%2
500 0,53%2 0,57 B2 0,752

Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo ha diferenca significativa (p>0,05)
Letras minusculas comparam linhas e letras maidsculas comaparam colunas

Tabela 11 - Comparagdo das medias do numero de células granulociticas especiais
(x1000.mm™®) especiais de Piaractus mesopotamicus alimentados durante 60 dias com
dietas suplementadas com diferentes niveis de vitamina E (0, 250 e 500 mg/kg) antes a
apos o desafio com a a bactéria Aeromonas hydrophila.

Desafio
Vitamina E antes apos
0 0,39 "2 0,697
250 1,74%2 0,254
500 0,52 B2 0,377

Nota: Letras iguais nas linhas ou colunas: ndo ha diferenca significativa (p>0,05).
Letras minasculas comparam linhas e letras maitsculas comaparam colunas
Nao se verificou efeito dos niveis de vitaminas C e E na dieta sobre a contagem

total de eritrécitos, proteina total e globulinas do sangue dos peixes durante este
periodo. Entretanto, o nimero de eritroblastos foi menor em peixes suplementados com
500 mg de vitamina C na dieta (Figura 1).

O numero de eritrécitos aumentou, enquanto as concentracdes de proteina total e
globulinas do sangue dos peixes de todos os tratamentos diminuiram apds o desafio
(Figura 2).

A suplementacdo vitaminica também ndo interferiu nos valores de volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) do sangue. No

entanto, independente do tratamento, apds o desafio com a A. hydrophila, houve



reducdo nos valores de hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de

hemoglobina corpuscular média (CHCM) e contagem de eritroblastos (Figura 2).
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Figura 1 — Comparacdo de médias do numero de eritroblastos do sangue de Piaractus
mesopotamicus alimentados com 0, 250 e 500 mg de vitamina C.
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Figura 2 — Comparagdo de médias das variaveis eritrocitarias, proteina total e globulinas do
sangue de Piaractus mesopotamicus antes (60 dias) e apds (61 dias) o desafio
com Aeromonas hydrophila.

A contagem de leucdcitos totais, bem como o nimero de linf6citos, mondcitos,
neutrofilos e eosindfilos do sangue dos peixes ndo foram alterados pela dieta durante
este periodo. Entretanto, apds o desafio, 0 niumero de leucdcitos totais, linfocitos e
eosinofilos diminuiram, enquanto o numero de neutréfilos e mondcitos aumentou
(Figura 3).



65 60
60 a 1 55 a
% 55 T 50
E 50 £ 45
8 45 S 40
=< 40 g 35
‘8’ 35 o 30
£ 30 b €25 I
g 25 2 20
g 20 1 315
15 . 10
5
10 - - - -
Periodo (dias) Periodo (dias)
3.6 4,0 a
3,4 a
—~ 3,2 ~ 35
[ 4 E
E g’g € 30
8 26 S
=) S 25
< 24 b g
o 2.2 2 20
£ 20 g b
S 18 S 15
§ 1,6 3
1,4 1,0
1c2> 0,5
’ 60 61 60 , | 61
Periodo (dias) Periodo (dias)
0,6
~ 05 a
Q2 1
£ _
£
S 04
o
—
Z 0,3
[%2])
ke
e 02 b
& 1
w 0,1
0,0
60 61

Periodo (dias)

Figura 3 — Comparacdo de médias da contagem total e diferencial de leucécitos do sangue de
Piaractus mesopotamicus antes (60 dias) e apds (61 dias) o desafio com
Aeromonas hydrophila.

Mortalidade e Sinais Clinicos
Ap0s o desafio com a bactéria, observou-se a mortalidade dos peixes durante 10

dias, a cada 12 h. Na Tabela 12 estdo expressos os resultados das estatisticas obtidas na



analise de variancia dos dados de mortalidade de P. mesopotamicus alimentados com
dietas suplementadas com diferentes niveis de vitamina C (0, 250 e 500 mg/kg) e E (0,
250 e 500 mg/kg), submetidos ao desafio. Verificou-se que os tratamentos ndo
interferiram nos valores de mortalidade dos peixes apds o desafio. Independente do
tratamento, as taxas de mortalidade foram crescentes até 72 horas. Apds esse periodo a
mortalidade diminuiu gradativamente até a estabilizagdo depois de 168 horas.

Como representada na Tabela 12, houve diferenca significativa nas taxas de
mortalidade dos diferentes blocos. Vale ressaltar que estes se encontravam em
ambientes distintos, com diferentes valores de temperatura da &gua. O bloco 3
correspondia as caixas localizadas em ambiente fechado, onde a temperatura era mais
elevada (24° C) e as taxas de mortalidade foram maiores quando comparadas aos
demais ambientes, com temperatura em torno de 21° C.

Foi feita a correlacdo entre o peso dos peixes mortos apos o desafio e o tempo
decorrido para a morte (Figura 4). Verificou-se correlacdo linear positiva significativa
(p<0,01) entre estes dados, sendo representada pela equacéo y = 0,239x + 68,524, com
R = 0,93. Esta correlagdo indicou que a susceptibilidade dos peixes a infeccdo esta
relacionada ao tamanho do animal, sendo que nos primeiros dias apds o desafio, ocorreu
a morte dos peixes de menor peso, demonstrando que os peixes mais pesados tiveram

maior resisténcia a doenca, embora fossem da mesma idade.

Tabela 12 - Estatisticas obtidas na andlise de variancia dos dados de mortalidade de
Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas suplementadas com 0, 250 e 500 mg
de vitamina C e/ou E/kg de rac¢do, submetidos ao desafio por Aeromonas hydrophila.

Estatisticas Mortalidade (%)
F para BL 18,72**
F para VC 2,04
F para VE 0,17
F para interagdo VC x VE 1,35
CVv 61,23
Médias para Blocos: B1 16,67°
B2 1,11°
B3 40,00°

Legenda: BL — bloco; VC - vitamina C na dieta, VE — vitamina E na dieta

* p<0,05; ** p<0,01

Todas as variaveis apresentam F Levene para homogeneidade de variancia > 0,05 e X?
para normalidade (Shapiro Wiks) > 0,05
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Figura 4 — Correlacdo de Pearson entre o peso (g) de Piaractus mesopotamicus mortos ap6s o

desafio com Aeromonas hydrophila e o tempo (h) decorrido para a morte.

Quanto a ocorréncia de caracteristicas clinico-patoldgicas, Depois de 24 horas
apos a inoculagdo, surgiram petéquias e sufusGes na superficie do corpo, a cavidade
abdominal apresentou-se distendida, com conteldo ascitico (2,0 a 3,0 ml) transparente e
limpido. A partir do segundo dia apds o desafio, alguns peixes isolaram-se do cardume,
apresentaram coloragdo enegrecida, hematoma no local da inje¢do, hemorragia anal,
nadadeiras pélvicas corroidas e hemorragicas, sobrevindo a morte em poucas horas. O
exame interno revelou marcado quadro congestivo-hemorréagico no figado, rim cefalico

e bago.

DISCUSSAO

Alguns autores demonstraram que ndo houve relacéo entre a dieta alimentar e os
valores de hematdcrito em peixes (Lim et al., 2004). Outros, relacionaram a deficiéncia
de vitamina C & reducdo do valor de hematdcrito (Lim e Lovell 1978). No presente
estudo, observou-se efeito da interagéo entre as vitaminas C e E sobre os valores de
hematdcrito. Houve aumento deste pardmetro tanto em peixes com deficiéncia de
vitamina E (0 mg/kg) associada & alimentagdo com baixos niveis de vitamina C (0 ou
250 mg/kg) quanto em peixes que receberam os maiores niveis de ambas as vitaminas
(500 mg/kg), sugerindo que esta resposta hematoldgica possa estar relacionada tanto a
deficiéncia vitaminica quanto a hipervitaminose e que a suplementacdo com 500 mg/kg
de vitamina C associada ao mesmo nivel da vitamina E pode ser considerada excessiva

para a espécie estudada.



Da mesma forma que ocorreu com os valores de hematdcrito, a concentragdo de
hemoglobina aumentou na deficiéncia das vitaminas. Estudos de Tavares-Dias et al.
(2000a e 2000b), demonstraram correlagdo positiva entre a concentragdo de

hemoglobina e os valores de hematdcrito.

Embora tenha ocorrido redugdo nos niveis de proteina total e globulinas do
sangue apos os desafio, a suplementacdo com as vitaminas C e E ndo alterou estes
parametros hematoldgicos. Resultados da literatura revelaram que, peixes acometidos
tanto por bactérias como por parasitos apresentaram alteracdo neste parametro
hematologico, com reducdo nos niveis de proteinas do sangue (Boon et al., 1990) e que
a suplementacdo com as vitaminas C e E ndo teve influéncia sobre estes parametros
hematoldgicos (Sealey e Gatlin, 2002)

Os peixes possuem os mecanismos de defesa ndo especificos e especificos. Este
altimo requer longo periodo de tempo para a sintese de anticorpos e ativacdo de células
especificas (Anderson e Jeney, 1992). Ja mecanismos de defesa ndo especificos séo
representados basicamente pela inflamacdo local cuja principal caracteristica € o
acumulo de leucdcitos no tecido invadido. Assim o organismo tenta eliminar o agente
agressor pela fagocitose e/ou secre¢do de enzimas liticas ou circunscreve-lo por meio de
barreira de leucdcitos e tecido conectivo (Garcia Leme, 1989).

Os casos de resposta inflamatdria aguda sdo caracterizados por neutrofilia e
monocitose no sangue e acumulo de neutréfilos e macréfagos no local da injaria ou
infeccdo (Secombes, 1996; Roberts, 1989). Em peixes, a neutrofilia inicia-se uma hora
apos os estimulos inflamatdrios e comumente atinge um pico com 48 horas (Secombes,
1996). Outro estudo demonstrou que a injecdo intraperitoneal de Vibrio alginolyticus
em Pleuronectes platessa provocou acumulo de fluido na cavidade com presencga de
neutrofilos e macréfagos (MacArthur et al. 1984). No presente estudo, apesar de ndo
terem sido realizadas as analises dos fluidos, observou-se que 24 horas ap6s o desafio
com a A. hydrophila houve aumento no nimero de neutréfilos e mondcitos no sangue,
corroborando com estudos com trutas arco iris infectadas por Vibrio anguillarum
(Lamas et al., 1994) e salmdo do Atlantico infectados por Renibacterium salmoniarum
(Bruno e Munro, 1986), em que também ocorreu aumento dessas células no sangue.

No presente estudo observou-se redugdo no nimero de trombdcitos e linfécitos

no sangue dos peixes 24 h ap6s o desafio, sugerindo a migragdo dessas células ao foco



de inflamacéo, assim como verificado por Lamas et al. (1994) no sangue de trutas arco
iris infectadas por V. anguillarum.

Segundo Secombes (1996), trés grandes eventos ocorrem durante as respostas
inflamatdrias. Primeiro, € o aumento no suprimento de sangue da area infectada,
acompanhado por aumento na permeabilidade capilar e depois migragdo dos leucocitos
para fora dos capilares circundando o tecido infectado. O patdgeno, entdo, é
rapidamente rodeado por uma rede de células fagociticas com potente atividade
microbicida, que impede sua expansdo ou o remove completamente. Desta forma, a
hip6tese de migracdo das células aos focos de inflamacdo pode ser confirmada pelos
estudos da composi¢do celular do exsudado inflamatério induzida na bexiga natatoria
por tioglicolato, A. hydrophila e endotoxina (LPS) de Escherichia coli em P.
mesopotamicus, em que Bozzo (2004) demonstrou que as células predominantes no
foco inflamado foram os trombdcitos, acompanhados de menor quantidade de linfécitos,
enguanto que macréfagos e granuldcitos estavam presentes em quantidades baixas
desde as avaliacdes iniciais, independentemente do estimulo inflamatorio considerado.

Quanto a suplementacéo vitaminica, ha relatos de que a suplementacao alimentar
com 500 mg/kg de ragdo de vitamina C acelerou e aumentou o acimulo de macréofagos
bem como a formagao de macrofagos policariontes em laminulas de vidro implantadas
no tecido subcutdneo de P. mesopotamicus (Petric, 2000). No presente estudo,
observou-se a interferéncia da suplementacdo com vitamina C no nUmero de
trombacitos e eritroblastos (formas jovens de eritrocitos) do sangue dos peixes, sendo
que antes do desafio ocorreu incremento no nimero de trombdcitos no sangue, quanto
maior o nivel de vitamina C da dieta. No entanto, ap6s o desafio, houve redugdo nos
valores dos trombdcitos apenas no grupo de peixes que recebeu o maior nivel de
vitamina C, podendo-se sugerir a migracdo mais rapida dessas células aos focos de
inflamacg&o. Quanto aos eritroblastos, peixes alimentados com o maior nivel da vitamina
C (500 mg/g) apresentaram menor nimero dessa célula no sangue.

Testando a adi¢do de 500 mg de vitamina E/kg de racdo, Belo (2002) observou
incremento de macrofagos bem como a formacdo de macrofagos policariontes em
laminulas de vidro implantadas no tecido subcutaneo de P. mesopotamicus. No presente
estudo, verificou-se que o grupo de peixes que recebeu dieta deficiente de vitamina E (0

mg/kg) apresentou menor nimero de mondcitos antes do desafio. Estes resultados



sugerem que a suplementacdo com as vitaminas C e E pode aumentar a eficiéncia da
resposta inespecifica local, bem como o0s processos de cicatrizagdo. Todavia, a
deficiéncia de vitamina E prejudicou os mecanismos de defesa do peixe, demonstrando
o fundamental papel das vitaminas para o bom funcionamento do sistema imune.

Observou-se o maior nimero de células granulociticas especiais no sangue dos animais
que receberam 0 mg de vitamina C e 250 mg de vitamina E/kg de ragdo, sendo que este
grupo apresentou reducéo deste valor apds o desafio, provavelmente pela migracéo das

células para o foco inflamado.

Ha& divergéncia quanto aos efeitos benéficos da suplementacdo com a vitamina
C. Bagre do canal, Ictalurus punctatus, experimentalmente infectados com
Edwardsiella ictaluri, bactéria responsavel pela septicemia entérica nestes peixes,
tiveram mortalidade nula quando a dieta fornecida possui megadoses de vitamina C
(3000 a 4000 mg/kg) (Li e Lovell, 1985). Porém, em outro estudo, Li et al. (1993) ndo
observaram aumento da resisténcia de bagre do canal contra E. ictaluri mesmo com
niveis proximos de 3000 mg de vitamina C / kg de racéo. No presente estudo, verificou-
se que os niveis de vitamina C na dieta ndo influenciaram na taxa de mortalidade dos
peixes infectados pela A. hydrophila.

Estudos com bagre do canal indicaram que o beneficio da alimentacdo com
elevados niveis de vitamina C para aumentar a resisténcia a infecgdo por Edwardsiella
tarda € minimo quando o peixe encontra-se a temperatura 6tima para o funcionamento
dos seus mecanismos de defesa. E que em temperaturas desfavoraveis ao peixe, este
respondeu favoravelmente aos altos niveis da vitamina C (Durve e Lovell, 1982). Este é
um dado a ser considerado neste estudo, j& que a temperatura da agua onde 0s peixes se
encontravam parece ter influenciado nas taxas de mortalidade causadas pela A.
hydrophila. Outro fato que deve ser levado em conta é a temperatura ideal para o
desenvolvimento da bactéria. Sabe-se que os surtos de septicemia hemorragica causados
pela A. hydrophila estd associado as altas temperaturas da dgua. Neste ensaio, as altas
taxas de mortalidade ocorreram a temperatura de 24° C (bloco 3), enquanto que 0s
peixes mantidos a 21° C (bloco 2) apresentaram taxas de mortalidade quase nulas.

Ainda com relagdo a taxa de mortalidade, verificou-se alta correlagdo linear
positiva (p<0,01, R = 0,93) entre 0 peso dos peixes mortos apds o desafio e o tempo

decorrido para a morte. Esta correlagdo indica que a susceptibilidade dos peixes a



infeccdo esté relacionada ao tamanho do animal, sendo que nos primeiros dias apos o
desafio, ocorreu a morte dos peixes de menor peso, demonstrando que 0s peixes mais
pesados tém maior resisténcia a doenca, embora todos 0s animais tivessem 0 mesmo
lote de origem e a mesma idade. Entre os peixes, 0 comportamento de dominancia é
bastante conhecido. Esta € a causa da desuniformidade no desenvolvimento dos lotes, 0s
mecanismos ainda ndo sdo bem esclarecidos, de modo que ndo se sabe se 0S peixes
dominantes se sobressaem na competicdo pelo alimento e apresentam melhor
desempenho que os dominados ou se ha maior gasto de energia nos movimentos de fuga
dos peixes subordinados. De qualquer forma, verificou-se neste estudo que esta
hierarquia influencia diretamente na resisténcia desses animais as doengas. lida e
Kurogi (2001) investigaram o efeito do estresse na atividade de defesa ndo especifica de
tilapia do Nilo e relataram que o cortisol secretado em condigdes de estresse prejudica
diretamente a defesa celular ndo especifica, tornando o peixe mais susceptivel a invasao
de um microorganismo.

Outro comportamento descrito neste estudo foi a coloragdo enegrecida dos
peixes doentes. Secombes (1996) relatou que o escurecimento da derme de peixes
doentes esté relacionado ao aumento da celularidade da derme associado ao aumento de
melandforos na tentativa de regeneracdo de tecidos danificados. H& ainda evidéncias de
escurecimento da derme de peixes relacionados a determinacdo da hierarquia social e
condicdo de estresse, sendo que o0s peixes subordinados, considerados sob maior
estimulo estressor, apresentam coloragdo mais escura que os dominantes (Beeching,
1995; Falter, 1987) e a situacdo de enfermidade pode ser considerada como um estimulo
de estresse.

Quanto a ocorréncia de caracteristicas clinico-patoldgicas, verificou-se que os
peixes infectados pela A. hydrophila apresentaram petéquias e sufusdes hemorrégicas na
superficie do corpo, a cavidade abdominal apresenta-se distendida, com contetdo
ascitico (2,0 a 3,0 ml) transparente e limpido, hematoma no local da injecéo, hemorragia
anal, nadadeiras pélvicas corroidas e hemorragicas. O exame interno revelou marcado
quadro congestivo-hemorréagico no figado, rim cefalico e baco. Secombes (1996) relatou
que as enzimas extracelulares dos neutréfilos causaram danos aos tecidos do
hospedeiro, possivelmente contribuindo para a liquefagdo hemorragica dos tecidos

comumente vista em infeccdes bacterianas.



Independente da suplementagdo vitaminica, verificou-se que ap6s o desafio, 0s
peixes menores apresentaram maior mortalidade que os maiores e que 0 grupo de peixes
mantido em ambiente com temperatura da &gua elevada, apresentou maior taxa
mortalidade apds o desafio.

Embora a suplementacdo com as vitaminas C e E ndo tenha diminuido a taxa de
mortalidade dos peixes frente ao desafio com a bactéria A. hydrophila, com os
resultados obtidos neste estudo, conclui-se que para peixes cultivados em sistema
intensivo, em que a principal fonte de nutrientes é oriunda da racdo oferecida, a
suplementacdo com as vitaminas C e E é essencial para o bom funcionamento do
sistema imune. No entanto, da mesma forma que a deficiéncia vitaminica deve ser
evitada, o excesso das vitaminas também pode causar danos aos peixes. De acordo com
as respostas hematoldgicas, para juvenis de P. mesopotamicus, os niveis das vitaminas
C e E recomendados séo de 500 e 250 mg/kg de racdo, respectivamente.
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CAPITULO V - Considerac@es Finais



No Brasil ndo ha registros de trabalhos utilizando desafio com bactérias em
peixes. Por este motivo € de relevante importancia ressaltar as conquistas e as
dificuldades deste trabalho, no sentido de incentivar a elaboracdo de novos ensaios

dessa natureza e colaborar para o sucesso destes.

Diversos paises do mundo ja trabalham com desafio utilizando diferentes
géneros de bactérias em algumas espécies de peixes de interesse comercial. No entanto,
a aplicagdo de metodologia estrangeira em nosso pais € inviavel. H4 muita discrepancia
nas condigdes experimentais.

A comecar pelas cepas a serem utilizadas. A maioria dos trabalhos citados na
literatura foi realizado em paises de clima temperado; desta forma, as bactérias
utilizadas nestes estudos tém seu crescimento 6timo em temperaturas inferiores a nossa
e, provavelmente ndo acometem os peixes de clima tropical. Devido a falta de
laboratérios especializados em bacteriologia de peixes no Brasil, ndo se conhece 0s
agentes etioldgicos causadores das doengas nas pisciculturas, qual a temperatura ideal
para o desenvolvimento desses microrganismos e mesmo as particularidades do cultivo
das cepas. Na maioria dos casos, 0s surtos ocorrem nas propriedades e ndo sdo
notificados ou registrados. Esta situacgdo dificulta a escolha da cepa a ser utilizada nos
desafios.

Outro fato que deve ser levado em consideracdo sdo as espécies de peixes
utilizadas nos estudos. O Brasil € um pais muito rico em espécies nativas de grande
potencial econdmico. Entretanto, ndo se conhece a especificidade das bactérias em
relacdo aos peixes nativos e a susceptibilidade e particularidades dos mecanismos de
defesa destes animais frente as bactérias. N&o h& registros ainda, da evolugdo de
doencas nos peixes e dos danos e lesdes caracteristicos de cada bacteriose. Esta escassez
de informacdes dificulta a escolha da concentracdo de bactéria utilizada e da via de
inoculacdo adequada ao desafio, bem como o diagndstico da doenga.

Deste modo, torna-se imprescindivel a realizacdo de pesquisas basicas na area de
bacteriologia de peixes no Brasil. Os resultados de pesquisas realizadas nesta, como em
qualquer outra area de estudo, devem ser bem divulgados, de maneira que haja troca e
complementacgdo de informacdes. SO assim serd possivel estabelecer padronizac@es de
técnicas apropriadas as nossas condi¢Oes experimentais que facilitem a realizagdo de

novos estudos e promova o avango das pesquisas nesta area.



