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1. INTRODUCAO

A aquicultura cresce no Brasil e no mundo em ritmo acelerado. Como qualquer
atividade econémica, tem por objetivo o maior indice produtivo possivel, porém, na
busca por uma melhor producédo, situagcbes estressantes como adensamento, ma
qualidade da &gua, transporte e manuseio podem provocar diminuicdo na imunidade,
susceptibilidade a doencas e mortalidade, efeitos contrarios aos desejados.

Muitos microorganismos patogénicos sdo regularmente encontrados no ambiente
aquatico e no trato digestivo dos peixes, e apresentam ampla distribuicdo e capacidade
de adaptacdo, a exemplo da Aeromonas hydrophila, bactéria oportunista, agente
etiolégico da septicemia hemorragica em peixes e responsavel por grandes prejuizos
na piscicultura.

Algumas técnicas utilizadas com o objetivo de minimizar as consequéncias do
estresse tém se mostrado promissoras, como por exemplo, a administracdo de
estimulantes da imunidade por meio da alimentacdo. O sistema imune dos peixes é
semelhante ao dos demais vertebrados e apresenta componentes de defesa especifica
e nao especifica. Algumas proteinas e células constituintes do sistema imune podem
ser identificadas e quantificadas em peixes, servindo como biomarcadores, que podem
fornecer informagdes sobre a saude e a condicdo imunoldgica dos animais. A lisozima,
enzima litica presente no muco, sangue e outros fluidos corporais, e o0 sistema
complemento, conjunto de proteinas presentes no soro, capazes de destruir
microorganismos invasivos, atuam nas respostas ndo especificas do sistema imune e
tém se mostrado ferramentas importantes na determinagdo do seu funcionamento e na
avaliacao de estratégias para sua estimulagao.

Nutricdo e saude estao intimamente relacionadas. Sabe-se que as vitaminas e
outros nutrientes desempenham papéis importantes em varias atividades fisioldgicas.
Em muitas pesquisas, a suplementacdo da dieta com vitaminas C e E proporcionou
reducdo de processos oxidativos, melhora do desempenho produtivo e eficiéncia da

resposta imune em peixes.



O estudo das respostas imunoldgicas é relativamente recente no campo da
aquicultura, portanto existe a necessidade de aprimoramento de técnicas
experimentais, colheita, tratamento e andlise de materiais biol6gicos assim como
identificacdo de substancias com potencial imunoestimulante e adequacéo de niveis
seguros e tempos de administragcéo eficazes para sua utilizagao.

Entre as substdncias com acdo imunoestimulante atualmente utilizadas em
aquicultura, estdo quimicos sintéticos, derivados de bactérias, polissacarideos, extratos
de plantas e animais, fatores nutricionais, horménios e citoquinas. As vitaminas tém
participacdo importante em varias fungdes bioldgicas. As vitaminas C e E, por terem
acao positiva e sinérgica no sistema imunoldgico, protecao contra doencas e produtos
toxicos e desempenho produtivo, sdo muito estudadas como imunoestimulantes.

Entre as espécies de peixes importantes na producao brasileira, esta o pacu
(Piaractus mesopotamicus), de grande interesse para piscicultura comercial e pesca
esportiva, devido ao habito alimentar onivoro, rusticidade, crescimento rapido e dominio
da tecnologia de reproducao artificial. Por estes motivos, € uma espécie com
caracteristicas zootécnicas sujeitas a inUmeras pesquisas que buscam um pacote
tecnolégico para sua criacdo. Embora seja muito estudado, pouco se conhece a
respeito do sistema imunoldgico da espécie.

2. REVISAO BIBLIOGAFICA

2.1. SISTEMA IMUNE DOS PEIXES

O sistema imune dos peixes é semelhante ao dos demais vertebrados,
apresentando respostas imunes inatas ou néo especificas, que funcionam como uma
primeira barreira contra microorganismos, e respostas imunes especificas,
responsaveis pelo reconhecimento de antigenos e producao de anticorpos especificos
(Bernstein et al., 1998).



A imunidade inata é constituida por varios componentes que incluem, células,
proteinas, glicoproteinas e peptideos, presentes em tecidos e fluidos corporais e que
possuem agdo antimicrobiana. Algumas proteinas foram identificadas em peixes, a
exemplo da mucotripsina, transferrina, lisozima, proteinas do sistema complemento e
lectinas. Fazem parte dos componentes celulares da imunidade ndo especifica, as
células fagociticas (neutrofilos e macréfagos) e as denominadas “natural killers”, que
interagem com linfécitos e outras células do sistema imune por meio das citoquinas
(Dalmo et al., 1997). Muitas moléculas que atuam na resposta imune inata podem
ser utilizadas como marcadores no monitoramento da saude dos peixes e na avaliagao
do efeito de imunoestimulantes (Robertsen, 1999).

O sistema complemento, composto por cerca de 35 proteinas soluveis,
desempenha um papel importante na imunidade nao especifica atuando nos processos
biolégicos de fagocitose, opsonizacao, quimiotaxia de leucécitos e inativacao de toxinas
liberadas por bactérias (Secombes, 1996; Claire et al., 2002; Boshra e Sunyer, 2006). A
ativacao do sistema complemento ocorre pelas vias classica e alternativa. A via classica
€ ativada principalmente por complexos antigeno-anticorpo e imunoglobulinas
agregadas, enquanto a via alternativa € ativada pela presenca de certos fungos e
bactérias, alguns tipos de virus e helmintos. Em peixes, a atividade bactericida &
decorrente principalmente da ativagcéao da via alternativa (Koppenheffer, 1987).

Dentre as agdes das proteinas do sistema complemento, a mais conhecida é a
capacidade de destruir patégenos criando perfuragdes em suas membranas, acao que
caracteriza a via alternativa do sistema. As proteinas do sistema complemento também
estao envolvidas nos mecanismos de recrutamento de células fagociticas em reacoes
inflamatorias e na exposi¢do de antigenos aos linfocitos, atividades relacionadas com a
via classica do sistema (Claire et al., 2002; Boshra e Sunyer, 2006).

A lisozima é uma molécula importante na defesa do organismo contra patégenos.
E uma enzima que tem origem em leucécitos e apresenta atividade litica sobre
membranas de diversas espécies de bactérias, tanto em bactérias Gram positivas
quanto negativas. Em peixes, encontra-se amplamente distribuida sobre a pele, muco,

branquias, trato intestinal, soro, tecidos linféides e outros fluidos corporais. Variagdes



nos niveis de lisozima podem ocorrer devido a sazonalidade, sexo, maturacao sexual,
alimentacao, temperatura da agua, estresse e infecgbes (Hernandez e Tort, 2003). A
mensuracdo da lisozima pode ter valor diagndstico na determinagdo da condicao
imunologica e resisténcia a doengas (Saurabh e Sahoo, 2008).

Embora ambas as respostas, inatas e especificas, tenham papéis fundamentais
na defesa contra patdgenos, acredita-se que, para 0s peixes, as respostas inatas sejam
mais expressivas (Urbinati e Carneiro, 2004).

O entendimento da biologia dos peixes, em particular da resposta imune é
importante para um manejo sanitario apropriado. O sistema inato dos peixes tem
gerado interesse crescente nos ultimos anos e considerado um fator chave na defesa

primaria e na organiza¢do da imunidade adquirida (Whyte, 2007).

2.2. ESTRESSE E IMUNIDADE

O estresse consiste em um conjunto de respostas do organismo animal que tem
inicio com estimulos desagradaveis e ameacadores e segue com uma resposta do
sistema nervoso central que, por meio do sistema hormonal, promove uma série de
alteracdes fisioldgicas que preparam o organismo para se defender e sobreviver a
adversidade. As respostas podem variar conforme a intensidade e duracao do estimulo
(Barton e Iwama, 1991). Alguns estimulos estressores como adensamento,
perseguicao, exposicao aérea, manuseio e transporte estdo presentes em maiores ou
menores intensidades e sdo inevitaveis na rotina de uma piscicultura (Urbinati e
Carneiro, 2004).

A imunossupressao é uma das respostas tipicas de uma condicao de estresse,
além das respostas primarias (aumento da secrecdo de cortisol) e secundarias
metabdlicas (hiperglicemia), ibnicas (alteracdo na concentracdo de sodio, potassio e
cloreto) e hematoldgicas (alteracdo de parametros da série vermelha) (Bonga, 1997).
Quando os peixes acionam o sistema de defesa para compensar os efeitos negativos



de estimulos adversos, um papel regulador importante tem sido atribuido ao sistema
neuro-endocrino, que envolve o eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal.

Durante o estresse, as concentracées de cortisol e catecolaminas aumentadas
atuam nos tecidos hematopoiéticos (rim cefalico, bago) diminuindo a producdo de
linfécitos, enquanto que macréfagos e linfocitos podem ser diretamente afetados pelos
hormdnios (Ellis, 1981).

A diminuicdo da quantidade e atividade dos componentes que compdéem o
sistema imune pode diminuir a resisténcia dos peixes e facilitar a atividade de
microorganismos patogénicos oportunistas, como Aeromonas hydrophila. Os
imunoestimulantes podem ser utilizados estrategicamente antes de manejos
estressantes, dando aos animais melhores condicées de defesa como mostram estudos
recentes (Robertsen, 1999; Sakai, 1999; Raa, 2000).

2.3. Aeromonas hydrophila

A bactéria Aeromonas hydrophila, agente etioldégico da enfermidade conhecida
como septicemia hemorragica, € um bastonete ou coco-bastonete Gram negativo
aer6bio ou anaerdbio facultativo, presente em praticamente todos os ambientes
aquaticos (cosmopolitas), assim como na pele e no trato intestinal dos peixes de agua
doce (Holliman, 1993). A ampla distribuicdo da bactéria e sua adaptagdo a mudancas
ambientais devem-se a ampla variedade de enzimas secretadas por suas cepas
(Pemberton et al., 1997).

A manifestacdo da septicemia hemorragica estd normalmente relacionada a
situacdes estressantes como a ocorréncia de parasitoses (Martins, 2000), condi¢coes
inapropriadas da agua tais como grande quantidade de matéria organica, baixa
concentragao de oxigénio dissolvido, oscilagdes térmicas e outras formas de fragilidade
dos hospedeiros (Post, 1987). Em peixes, a septicemia hemorragica é caracterizada
pela presenca de pequenas lesdes de superficie, com perda de escamas, hemorragias



locais, principalmente em branquias e opérculos, Ulceras, abscessos, exoftalmia e
distensdo abdominal (Austin e Austin, 2007).

A Aeromonas hydrophila € um dos mais importantes patégenos descritos na
aquicultura brasileira (Godoy et al., 2008). Pode representar um grave problema
econdmico em uma piscicultura, com prejuizos para a saude dos peixes, trabalhadores
e consumidores (Vieira, 2003), motivos pelos quais é importante a pesquisa e
investigacdo da eficacia de imunoestimulantes na prevencao desta doenga em lugar do
uso de quimioterapicos que podem ocasionar contaminacdo do meio aquatico e

prevaléncia de bactérias, dificultando o tratamento (Sakai, 1999).
2.4. NUTRICAO E IMUNIDADE

O sistema imunoldgico é influenciado direta ou indiretamente pelos nutrientes
ingeridos na alimentacao, portanto, a adequacao dos niveis dos mesmos na formulacao
de uma dieta é de extrema importancia (Pezzato et al., 2004) e um caminho
economicamente promissor para o aumento da produtividade em sistemas intensivos
de criacdo de peixes (Menezes et al., 2006). A estimulacdo da imunidade, e
consequente aumento da resisténcia a doengas tem sido alvo de muitos estudos
(Robertsen, 1999; Sakai, 1999). Dentre 0s grupos das substancias mais estudadas
como imunoestimulantes encontram-se quimicos sintéticos (levamisole), derivados de
bactérias (B-glucano e LPS-lipopolisacarideo), polissacarideos (quitosana), extratos de
plantas e animais, fatores nutricionais (vitamina C e vitamina E), horménios (prolactina e
hormdnio do crescimento), citoquinas (interleucina e lactoferrina), entre outros (Sakai,
1999). Embora ndo se possa esperar, de um imunoestimulante, um efeito especifico e
duradouro como os observados no uso de vacinas e quimioterapicos, tem-se como
vantagem condi¢cdes de uso mais seguras que antibidticos, podendo ser utilizados em
casos de resisténcia aos mesmos. Em comparacdo com a vacinagao, 0S
imunoestimulantes sao eficazes e podem ser utilizados para ampliar e prolongar o
efeito protetor das vacinas (Sakai, 1999).



As vitaminas constituem um grupo de substancias organicas com composicao
quimica e funcgbes bioldgicas variadas. Sao representadas por micro-nutrientes
importantes em varias atividades fisioldgicas, incluindo prote¢do contra doencas, efeitos
positivos ao sistema imune, e efeitos protetores contra exposi¢cao a produtos téxicos. As
vitaminas C (acido ascorbico) e E (a—tocoferol) desempenham papel importante como
anti-oxidantes, tendo demonstrado que a administracdo combinada das duas vitaminas
foi capaz de reduzir processos oxidativos provocados por substancias téxicas (Gliney et
al., 2007; Uzunhisarciki et al., 2007). A suplementacao de vitamina C e E também teve
efeito na redugcédo do estresse oxidativo provocado por cobre, em peixes (Vijayavel,
2006).

Acredita-se que os peixes teledsteos ndo sejam capazes de sintetizar a vitamina
C, por falta da enzima L-gulogalactona oxidase (GLO), que tem participagdo na sua
biossintese (Moreau, 2000). Em pesquisa com 13 espécies de peixes amazlOnicos,
observou-se que somente duas espécies, nao teledsteos, apresentaram atividade da
enzima GLO, o que reforca a hipotese (Fracalossi et al., 2001).

A vitamina E é lipofilica, estd presente constantemente nas membranas celulares
e atua na estabilidade das mesmas, enquanto a vitamina C, hidrofilica, combate
radicais livres nos fluidos extracelulares, além de recuperar o tocoferol do radical
tocoferoxil das membranas, um sinal da interatividade nos efeitos dessas vitaminas
(Glney et al., 2007).

Em experimento in vitro com Sparus aurata, a associacao das vitaminas C e E
promoveu aumento na atividade de macréfagos, o que ndo ocorreu quando as
vitaminas foram testadas sozinhas (Mulero et al., 1998). As atividades séricas da
lisozima e da via alternativa do sistema complemento aumentaram, em Lateolabrax
japonicus, com o aumento do &cido ascérbico dietario. Quando o nivel chegou a 489
mg k', estes parametros foram significativamente maiores que de todos os outros
tratamentos (Ai et al., 2004). Um incremento na concentracdo de lisozima sérica foi
observado em peixes com capacidade de sintetizar vitamina C. Dietas suplementadas
com vitamina C proporcionaram melhores respostas imunolégicas e resisténcia a

doencas em esturjoes (Acipenser baeri)) (Xie et al., 2006). Em outro estudo, a



suplementacao da dieta de Labeo rohita com vitamina C, em doses mais altas que a
recomendada, por oito semanas, proporcionou melhora na atividade respiratéria de
leucocitos, concentracao de lisozima, atividade das proteinas do sistema complemento,
resisténcia a doengas, crescimento e eficiéncia alimentar (Misra et al., 2007).

Estudo recente avaliou o efeito da interagdo das vitaminas C (0, 100 e 2000 mg
kg") e E (0,50 e 500 mg kg™') no crescimento, contetido hepatico do acido ascérbico e
B-tocoferol, hematologia e resposta imune do bagre do canal (/ctalurus punctatus)
(Yildirim-Aksoy et al., 2008). Os resultados do estudo mostraram que a suplementacao
da dieta com 100 mg kg™ de vitamina C e 23 mg kg’ de vitamina E promoveu um bom
desempenho do crescimento. Na auséncia da vitamina C a vitamina E protegeu os
peixes contra os sinais classicos da deficiéncia de vitamina C em peixes (lordose,
escoliose, enfraguecimento na formacao de colageno, cartilagens alteradas, lesées em
olhos, pele hemorragica, lesdes em rim, figado, intestino e muasculos) (Halver, 2002),
mas nao afetou o crescimento. A suplementacao das duas vitaminas permitiu indices
hematolégicos adequados e a quantidade dietaria das vitaminas foi proporcional as
quantidades presente no figado. A suplementagdo com 100 mg kg’ de vitamina C foi
suficiente para aumentar a proteina sérica e a producao de anions superoxidos, que
também foi aumentada pela suplementagao de vitamina E na concentragdo de 500 mg
kg'. Os outros parametros imunolégicos nao foram afetados pelas vitaminas. Da
mesma forma, Garcia et al. (2007) estudaram a resposta hematoldgica de pacus
(Piaractus mesopotamicus) alimentados com dietas suplementadas com vitaminas C e
E e desafiados com Aeromonas hydrophila, A suplementagdo com as duas vitaminas
nao reduziu a taxa de mortalidade dos peixes frente ao desafio com a bactéria, porém,
para peixes criados em sistema intensivo, em que a principal fonte de nutrientes é
oriunda da ragao, a suplementacdao com essas vitaminas assume grande importancia e
os niveis de vitaminas C e E recomentados para pacu, nestas situag¢des, sédo 500 e 250
mg kg™ de racdo, respectivamente.

Em outro estudo, pacus que receberam suplementacédo de vitamina E (0, 100 e
450 mg kg') apresentaram melhores respostas inflamatérias, devido ao aumento na



eficiéncia de recrutamento de macréfagos, fusdo dos mesmos com formacao de células
gigantes e nas respostas a antigenos (Belo et al., 2005).

2.5. MODELO BIOLOGICO

O pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887), da familia Characidae e
subfamilia Myleninae, é encontrado nas bacias do rio Parana, Paraguai e Uruguai
(Godoy, 1975). Sua maior distribuicdo ocorre na regido Centro-Oeste, no Pantanal do
Mato Grosso (Petrere, 1989). E um dos peixes nativos de maior importancia econdmica
no Brasil (Queiroz et al., 2005; Urbinati e Gongalves, 2005) e de grande interesse para
piscicultura comercial e pesca esportiva, devido ao habito alimentar onivoro,
rusticidade, crescimento rapido e dominio da tecnologia de reproducao artificial (Oliveira
et al., 2004).

A espécie tem sido muito estudada nas regiées Sul, Sudeste e Centro-Oeste do
Brasil, com enfoque na reproducao (Romagosa et al., 1990; Cruz-Landim et al., 2003;
Iseki et al., 2003), larvicultura (Fregadolli, 2003; Jomori et al., 2003), alimentagdo e
nutricdo (Martins, 1998; Fernandes et al., 2001; Souza et al., 2000; Dias-Koberstein et
al., 2005; Takahashi et al., 2006; Abimorad et al., 2004), parasitologia e sanidade
(Martins et al., 2000; 2002; Garcia et al., 2007), manejo e respostas de estresse
(Krieger et al., 1989; Martins et al., 2000; Takahashi et al., 2006; Biller et al., 2008;
Abreu et al., 2009; Mataqueiro et al., 2009). Apesar destes estudos, pouco se conhece
a respeito da acdo de vitaminas em sua nutricdo (Urbinati e Gongalves, 2005), sendo
poucos os trabalhos que exploram respostas imunoldgicas inatas da espécie (Belo et
al., 2005; Abreu et al., 2006 a, b; Abreu et al., 2009; Biller et al., submetido).
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3. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar respostas fisiologicas e imunologicas
inatas de pacu alimentados com dietas suplementadas com quatro niveis de vitamina C
(100, 200, 400 e 800 mg kg™') e um nivel fixo de vitamina E (250 mg kg') ap6s seis e 12
semanas de alimentagdo, além de avaliar a resisténcia dos peixes ao desafio

Aeromonas hydrophila, ap6s 12 semanas de alimentacao com as dietas experimentais.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Instalacoes e animais

O presente estudo foi realizado no Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da FCAV — UNESP, Jaboticabal. Foram utilizados exemplares juvenis de pacu
fornecidos pela Piscicultura Aguas Claras (Mococa, SP), que permaneceram em um
tanque escavado no Centro de Aquicultura da UNESP, Jaboticabal (CAUNESP) até
atingirem peso médio de 30 g, quando foram classificados por faixas de peso para
distribuicdo nos tratamentos experimentais. Os tratamentos foram distribuidos em 24
caixas de polietileno com capacidade de 100 litros, com sistema de renovacao de agua
e aeracao constantes e 12 horas de iluminagdo. Foram colocados, em cada caixa, 13
peixes com peso médio variando de 30 a 40g. Durante 15 dias, os animais
permaneceram em adaptacéo as instalagdes e manejo, sendo alimentados duas vezes
ao dia com racao comercial até a saciedade aparente. O protocolo seguiu com a
introducao das dietas experimentais.
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4.2. Delineamento experimental

O estudo foi dividido em dois experimentos. O delineamento aplicado aos
mesmos foi inteiramente casualizado com oito tratamentos em esquema fatorial 4x2. No
primeiro experimento, foram utilizados quatro niveis de vitamina C na ragéo (100, 200,
400, 800 mg kg™') e dois tempos de alimentagéo (seis e 12 semanas) e, no segundo, 0s
mesmos niveis de vitamina C (mg kg™') e desafio com Aeromonas hydrophila (antes e
depois do desafio). Ambos os experimentos foram conduzidos com seis repeticdes

(caixas) por tratamento.
4.3. Racoes experimentais

Quatro niveis de vitamina C foram acrescentados a uma dieta isoprotéica e
isoenergética, que foi suplementada com um nivel de vitamina E (250 mg kg') e
suplemento mineral e vitaminico isento das vitaminas supracitadas (Tabela 3). As
concentracoes das vitaminas (Tabela 1) foram escolhidas com base em Chagas e Val
(2003), Menezes et al. (2006) e Garcia et al. (2007). A vitamina E foi adicionada a todas
dietas em fungédo da evidéncia de sua sinergia com vitamina C (Glney et al., 2007) e
com a intencdo de otimizar e evidenciar os efeitos da mesma. As fontes de vitaminas C
e E utilizadas foram, respectivamente, ROVIMIX® STAY-C® 35 e ROVIMIX® E-50
Adsorbate (DSM). As fontes apresentam 35 e 50% de disponibilidade, respectivamente,
portanto, para atingir os niveis desejados de vitaminas nas dietas foi feito um calculo de
ajuste (Tabela 2). Os ingredientes foram pesados e misturados, de acordo com a
formulacdo (Tabela 3) e peletizados na Fabrica de Ragées do CAUNESP. A vitamina foi
misturada ao farelo de milho que, posteriormente, foi incorporado aos outros

ingredientes, utilizando-se um misturador manual.



Tabela 1 — Concentragdes de vitaminas das dietas experimentais.

Dieta Vitamina C Vitamina E
100 100 mg kg™ 250 mg kg
200 200 mg kg’ 250 mg kg™
400 400 mg kg™ 250 mg kg™
800 800 mg kg 250 mg kg

Tabela 2 — Calculo de ajuste para niveis de vitaminas

Fonte Atividade em 1g (%) 100% de Atividade (g)
ROVIMIX® STAY-C® 35 35 2,86
ROVIMIX® E-50 Adsorbate 50 2,00
Correcao vitamina C Correcao vitamina E
Dieta (9-kg™) (9.kg™)
100 100 x 2,86 = 286 250 x 2 = 500
200 200 x 2,86 = 572 250 x 2 = 500
400 400x 2,86 = 1.144 250 x 2 = 500
800 800 x 2,86 = 2.288 250 x 2 = 500

12



Tabela 3 — Formulag&o das dietas experimentais (%)

Ingredientes Dietas (%)

100 200 400 800
Farinha de peixe 10,40 10,40 10,40 10,40
Farelo de soja 32,00 32,00 32,00 32,00
Farelo de Milho 25,12 25,09 25,04 24,92
Farelo de trigo 29,00 29,00 29,00 29,00
Oleo de soja 2,60 2,60 2,60 2,60
Fosfato bicalcico 0,50 0,50 0,50 0,50
Mistura mineral e vitaminica* 0,30 0,30 0,30 0,30
Vitamina C 0,03 0,06 0,11 0,23
Vitamina E 0,05 0,05 0,05 0,05
Composicao centesimal estimada
Matéria seca % 88,62 88,59 88,54 88,44
Proteina bruta % 27,56 27,56 27,55 27,54
Proteina digestivel % 23,12 23,12 23,12 23,11
Extrato etéreo % 5,73 5,73 5,72 5,72
Fibra bruta % 4,68 4,67 4,67 4,67
Matéria mineral % 6,71 6,71 6,71 6,71
Extrato ndo nitrogenado % 43,94 43,92 43,88 43,79
Energia bruta kcal kg’ 4.098 4.097 4.095 4.090
Energia digestivel kcal kg™~ 3185 3.184 3.182  3.179

* Composicdo do suplemento mineral e vitaminico (kg): Acido félico 33,333 mg; 4cido
pantoténico 266,667 mg; biotina 33,333 mg; cobalto 1,667 mg; colina 6,666,667 mg;
cobre 66,667 mg; ferro 500.000 mg; iodo 3,333 mg; manganés 166,667 mg; niacina
566,667 mg; selénio 2,333 mg; vitamina A 53.333.333 Ul; vitamina B1 106,667 mg;
vitamina B12 106,667 pg; vitamina B2 106,667 mg; vitamina B6 106,667 mg; vitamina D
15,000,000 UI; vitamina K 100,000 mg; zinco 500.000 mg.

" Abimorad e Carneiro (2004)

Cada racao foi oferecida aos peixes de seis caixas (repeti¢cdes), duas vezes ao
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dia, até a saciedade aparente, durante 12 semanas. A cada uma das 24 caixas foi

reservado um recipiente plastico contendo as ragcées experimentais, que era pesado

antes de alimentar os peixes a apds o ultimo trato. O consumo diario por caixa foi

calculado pela diferenca entre o peso inicial e final dos recipientes. Apds 12 semanas,
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os peixes foram submetidos a exposicdo aérea por um minuto e, em seguida, ao
desafio com Aeromonas hydrophila por meio de injegdo intraperitonial de 1 mL de
suspensao contendo 1 x 10® unidades formadoras de colénia (UFC) mL™" da bactéria. A
concentracao representa a dose letal para 50% dos peixes (DLsg), padronizada pelo
Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos do CAUNESP para juvenis de pacu.
Durante uma semana pds-desafio foi registrada a mortalidade cumulativa e observados

os sinais clinicos da doenca.
4.4. Amostragens

Foram realizadas quatro amostragens: apds o periodo de adaptacdo de 15 dias
(parametros iniciais), seis e 12 semanas de alimentacdo e em uma semana apés a
inoculacao da bactéria realizada ao final das 12 semanas de alimentagdo. Em cada
uma, foram amostrados dois peixes de cada caixa. Os animais foram anestesiados em
solucdo alcodlica de benzocaina (0,1 g L") para colheita de sangue por pungdo dos
vasos caudais. Os peixes amostrados foram excluidos do experimento apos afericao de
peso e comprimento corporal para evitar o efeito da manipulacdo. Cada amostra de
sangue foi dividida em trés microtubos: um contendo 15 pL de EDTA + fluoreto de
potassio (Glistab), o segundo, 15 pL de heparina sddica e o ultimo sem anticoagulante.
As aliquotas foram utilizadas para contagem de células vermelhas e separacdo de
plasma, ensaio fagocitico de reducao de NBT (nitro blue tetrazolium) e separagao de
soro, respectivamente. De cada amostra de sangue também foram preparadas
extensdes sanguineas para contagem total e diferencial de leucécitos. Nas
amostragens de seis € 12 semanas, todos os peixes foram pesados e medidos para o
célculo de desempenho zootécnico.

As propriedades limnologicas da &agua das caixas foram monitoradas
semanalmente pela determinacao das concentracdes de oxigénio dissolvido (oximetro
YSI 55), temperatura, potencial hidrogeniénico (pHmetro Corning) e amobnia total
(método do reagente de Nessler). As variaveis limnolégicas mantiveram-se dentro dos
valores recomendados para o bem estar de peixes tropicais (Proenca e Bittencourt,
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1994), com valores médios de oxigénio dissolvido 5,62 + 0,3 g L', temperatura 29 + 0,7
°C, pH 8,08 + 0,1 e amonia total 0,76 £ 0,2 mg L.

4.5. Analises
4.5.1. Ensaio da atividade respiratoéria de leucécitos

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo de Anderson e Siwicki (1995).
Um volume de 0,1 mL de sangue heparinizado foi adicionado a 0,1 mL de solucéao de
nitro blue tetrazolium (NBT, Sigma) em tampao fosfato (pH 7,4) na concentracao 0,2%.
A suspenséao foi homogeneizada e incubada a 25 °C por 30 minutos. Da suspensao
resultante foram retirados 50 pL e adicionados a 1 ml de N,N-dimetil formamida (DMF)
em tubos de vidro de 5 mL, que foram centrifugados a 3000g por cinco minutos. A
densidade Optica do sobrenadante foi determinada por espectrofotometria em
comprimento de onda de 540nm.

4.5.2. Concentracao de lisozima sérica

A concentracao de lisozima sérica € determinada com base no método classico
de Smolelis e Hartsell (1949), onde uma suspensao de Micrococcus lysodeikticus é
usada como substrato para a lise, que € medida pela reducdo da densidade éptica por
meio de espectrofotometria. A analise foi realizada no Laboratério de Bioquimica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP/USP) por ensaio
turbidimétrico, segundo Ellis (1990) e adaptado por Marzocchi-Machado et al. (1999) e
Abreu et al. (2009). A curva padrao foi estabelecida com seis concentragdes de lisozima
(50, 80, 100, 150, 200 e 300 ng em 300 pL de tampao fosfato de sédio — NaH-POy; 0,05
M; pH 7,4). Um volume de 300 pL de cada concentracao foi pipetado em uma cubeta de
1 mL seguido da adigdo de 300 pL de suspensao de Micrococcus lysodeikticus (10 mg

de bactéria em 50mL de tampao fosfato de sédio). A densidade Optica foi medida
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imediatamente por espectrofotometria cinética, durante 10 minutos, com leituras
realizadas a cada 20 segundos em comprimento de onda de 450 nm. A diferenca entre
a densidade éptica inicial e final (ADO) de cada concentragdo foi calculada para 5

minutos de leitura e a curva representada graficamente (Figura 1).
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Figura 1. Curva padrao de lisozima. Os pontos representam os valores de ADO para

cada concentracao de lisozima testada.

As amostras de soro mantidas a — 70 °C foram submetidas a tratamento térmico
de 56 °C por 30 minutos, para inativacdo das proteinas do sistema complemento e
garantia de que a lise foi provocada pela lisozima. O mesmo procedimento que
determinou a curva padrao foi realizado com as amostras, utilizando-se volumes de 150
WL de soro e 150 pL de tampéo fosfato de sédio.

A concentracao da lisozima de cada amostra foi quantificada, pela curva padrao

determinada, utilizando a equagao da reta e as respectivas ADOs.
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4.5.3. Atividade hemolitica do complemento sérico — Via alternativa

A determinacdo da atividade das proteinas da via alternativa do sistema
complemento foi realizada com base em Polhill et al. (1978), adaptado por Biller (2008).
Foi realizado um ensaio cinético para determinar o tempo necessario para cada
amostra lisar 50% de uma suspensao de eritrocitos de coelho. Para o preparo da
suspensao, o sangue foi colhido por pungdo venosa com mesmo volume de solugao
Alséver (anticoagulante pH 6,1) e colocado em tubo de 50 mL com o mesmo volume de
trietanolamina (TEA), acido etileno diamino tetracético (EDTA) a 10 nM pH 7,4 e
gelatina a 0,1%. A suspensao foi incubada por 15 minutos, a 37°C, e centrifugada a
4809 por 10 minutos, a 4 °C. O mesmo procedimento de centrifugacao foi repetido trés
vezes. Nas duas primeiras, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas
em tampao TEA — Mg®* 2 nM, pH 7,4. Na Ultima, depois de descartado o sobrenadante,
a solucdo de Alséver foi utilizada para ressuspensao das células que foram
armazenadas 4 °C. Nestas condi¢des, o material pode ser utilizado por até 15 dias.

No momento da utilizacdo, a suspensédo foi centrifugada duas vezes, sendo
ressuspendida em tampao TEA-EGTA (acido etilenoglicol-bis-amino tetraco6tico) 8 mM e
Mg®* 2 mM, com gelatina 0,1%. A proporcdo de tampao foi ajustada gradativamente
para manter a densidade Optica da suspensao diluida 40 vezes entre 0,7 e 0,8 em
comprimento de onda de 700 nm.

As amostras de soro, mantidas a — 70 °C, foram descongeladas em banho maria
a 37 °C. A diluicdo de soro em tampao TEA-EGTA 8 mM e Mg? 2 mM, com gelatina
0,1%, foi de 1:10, previamente padronizada para soro de peixe. Desta forma, 60 pL de
amostra e 140 pL de tampéao foram pipetados em uma cubeta de 1 mL. Na seqléncia,
foram pipetados 400 pL da suspensao de hemacias e foi realizada a leitura cinética em
espectrofotdbmetro, durante 10 minutos, com leituras a cada 20 segundos em
comprimento de onda de 700 nm.

A atividade das proteinas da via alternativa do sistema complemento foi
determinada pela velocidade em que cada amostra foi capaz de lisar 50% da
suspensao de heméacias igualmente estabelecida para todas. Para se certificar que a
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lise foi provocada pelas proteinas do sistema complemento, uma amostra de soro foi
submetida a inativagdo em tratamento térmico de 56 °C, por 30 minutos, e submetida a
leitura para determinagao da inatividade hemolitica (Figura 2)
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Minutos
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Figura 2. Atividade do sistema complemento. Leitura cinética da densidade éptica das
amostras de soro: inativada por tratamento térmico e néo inativada.

4.5.4. Proteina total sérica

A concentracao de proteina total no soro foi determinada pelo método do biureto,

com o kit Labtest Proteinas Totais.
4.5.5. Indicadores Hematoldgicos

O hematécrito, a concentracdo de hemoglobina, o nimero de eritrcitos e o
volume corpuscular médio foram determinados no sangue total em contador automatico
de células sanguineas (Celm CC550) de uso veterinario. A contagem total de células
brancas foi realizada por meio de digitalizacao dos campos das laminas de extensao e
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contagem manual em software analisador de imagens (ImageJ 1.410). Para a
digitalizacdo, utilizou-se um microscépio com camera digital acoplada (Olympus). Os
leucécitos foram quantificados indiretamente em extensdes sanguineas contando-se o

nuamero de trombdcitos, leucécitos e eritrécitos para cada 2000 células.
4.5.6. Ganho de peso conversao alimentar e fator de condicao

O ganho de peso foi calculado para cada tratamento pela diferenca entre a
média de peso final e inicial. A conversao alimentar foi calculada pela divisao do ganho
de peso médio (g) pelo consumo médio de alimento (g). O fator de condicao (K), indice
que expressa parcialmente o estado nutricional, foi calculado pela férmula: K =
(peso/comprimento®) X 100. Os calculos foram realizados utilizando os dados obtidos

durante as biometrias realizadas.

4.5.7. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias

comparadas pelo teste de Tukey (5%) no programa estatistico SAS 9.2.
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5. RESULTADOS - Experimento 1

No primeiro experimento foram testados quatro niveis de vitamina C (mgkg™') na
racao (100, 200, 400, 800) e dois tempos de alimentagéo (seis e 12 semanas). Foram
determinadas a atividade respiratéria de leucécitos e a concentragdo de proteina total
como indicadores imunologicos, hematécrito (HCT), contagem de eritrocitos, volume
corpuscular médio (VCM), e hemoglobina (HGB), como indicadores hematolégicos, e o
ganho de peso, a conversiao alimentar e o fator de condicdo como indicadores
zootécnicos.

Por razdes técnicas (descongelamento do freezer), as amostras de material
biolégico destinadas a determinacdo de atividade e concentracdo de lisozima e da via

alternativa do sistema complemento se estragaram e nao puderam ser utilizadas.
5.1. Atividade respiratoria de leucoécitos e proteina total sérica.

As médias de atividade respiratoria de leucécitos, em seis e 12 semanas de
alimentacdo, embora numericamente menores que a média inicial, s6 diferiram
significativamente no tratamento 800 em 12 semanas (Figura 3). As médias de
proteina total sérica foram significativamente menores que a média inicial em seis e 12
semanas em todos os tratamentos, com excecdo dos tratamentos 200 em seis
semanas e 400 em 12 semanas, porém nao houve diferenga entre concentragdes de
vitaminas (Figura 4).

Nao houve interacao entre os tratamentos (concentragcdes de vitamina) e o
tempo de administracdo (seis € 12 semanas) tanto para a atividade respiratéria de
leucocitos quanto para proteina total sérica.
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Figura 3. Médias * desvio padrao da atividade respiratéria de leucocitos de pacu em
seis (H) e 12 (EJ) semanas de alimentacao suplementada com vitamina C (Tukey, 5%).

* indica diferenca estatistica entre tratamento e valor inicial.
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Figura 4. Médias + desvio padrdo da concentracao de proteina total sérica de pacu
em seis (M) e 12 (E) semanas de alimentagdo suplementada com vitamina C
(Tukey, 5%). * indica diferenca estatistica entre tratamento e valor inicial.
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5.2. Indicadores hematolégicos

As médias do hematécrito no pacu, em seis semanas de alimentagcéao
experimental, apresentaram diferenca estatistica apenas quando comparadas com a
inicial, independente dos tratamentos. Esse efeito desapareceu em 12 semanas de
alimentacao (Figura 5A). O mesmo comportamento foi observado em relagcdo ao
namero de eritrécitos. As médias deste parametro, em seis semanas de alimentacao
experimental, foram estatisticamente maiores que a média inicial independente da
concentracao de vitamina utilizada (Figura 5B).

Em relacdo ao VCM, as médias apresentaram valores mais baixos que a média
inicial no tratamento 200, em seis semanas, e tratamento 800, em seis e 12 semanas.
Em ambos os casos, nao houve diferengca na comparagdo entre tratamentos (Figura
5C).

No caso da HGB, houve diferenga significativa na comparacdo com a média
inicial e os tratamentos 200 e 800 em seis semanas, e com as medias do tratamento
800 em 12 semanas. Na comparacao entre tratamentos, houve diferenca estatistica
apenas em 12 semanas entre 100 e 400g/kg de vitamina C, tendo o ultimo apresentado
a maior média (Figura 5D). O perfil da resposta da hemoglobina foi semelhante ao perfil
do hematdcrito e numero de eritrécitos, indicando que o aumento do HCT foi devido ao
aumento no numero de células e ndo no volume das mesmas.

Nao houve interacdo entre os tratamentos (concentragcdes de vitamina) e o

tempo de administracdo (seis e 12 semanas) nos parametros hematolégicos.



23

* —_ 5 ] * *
C’E) * *
£ 4]
[{e}
o 3 A
=
82
S
2 1
i,
A A O i
Inicial 100 200 400 800 Inicial 100 200 400 800
A Vitamina C (mg kg™) B Vitamina C (mg kg™)
150
g
= 100 -
s
O
> 50 -
0 i 3
lnicial 100 200 400 800 Inicial 100 200 400 800
c Vitamina C (mg kg™ D Vitamina C (mg kg™")

Figura 5. Médias + desvio padrao do hematécrito (A), nUmero de eritrécitos (B), volume

corpuscular médio (C) e concentragdo de hemoglobina (D) de pacu em seis (H) e 12 (E

) semanas de alimentagdo suplementada com vitamina C (Tukey, 5%). * indica
diferenca estatistica entre tratamento e valor inicial e ** indica diferenga estatistica entre

tratamentos.
5.3. Indicadores zootécnicos

As médias de ganho de peso (Figura 6), conversao alimentar (Figura 7) e fator
de condicdo (Figura 8), em seis e 12 semanas de alimentagdo, ndo apresentaram
diferenca estatistica quando comparadas entre tratamentos e tempos de coleta, porém
€ possivel observar diferencas numéricas na comparacao entre coletas em todos os
parametros, tendo a coleta de 12 semanas apresentado valores melhores.
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Figura 6. Médias * desvio padrdo do ganho de peso de pacu em seis (H) e 12 (E)
semanas de alimentagao suplementada com vitamina C (Tukey, 5%).
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Figura 7. Médias + desvio padrao da conversao alimentar (CA) de pacu em seis (H)

e 12 (E4) semanas de alimentacao suplementada com vitamina C (Tukey, 5%).



25

N
[$,}

o
o

-
»
L

-
=)

Fator de condicao (K)

o
(6]
|

Z % 2 7

100 200 400 800
Vitamina C (mg kg')

o
o
I

Figura 8. Médias * desvio padrao do fator de condicao (K) de pacu em seis (H) e 12
(Ed) semanas de alimentacao suplementada com vitamina C (Tukey, 5%).

6. RESULTADOS - Experimento 2

No segundo experimento, peixes alimentados por 12 semanas com quatro niveis
de vitamina C (mg kg') na ragéo (100, 200, 400, 800) foram infectados por Aeromonas
hydrophila e amostrados antes e uma semana apds o desafio com a bactéria. Aléem da
mortalidade cumulativa, foram analisados, como indicadores imunolégicos, a atividade
respiratoria de leucocitos, concentragao de lisozima sérica, atividade hemolitica da via
alternativa do sistema complemento e proteina total sérica. Como indicadores
hematolégicos foram analisados hematdcrito (HCT), contagem de eritrécitos, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina (HGB), contagem total de leucécitos,

trombdcitos e eritrécitos jovens.
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6.1. Mortalidade cumulativa.

No periodo de observacao de sete dias, apds a inoculagdo dos peixes com a
suspensao de bactérias, ndo houve mortalidade em nenhum tratamento. Nenhum sinal

caracteristico da infeccao por Aeromonas hydrophila foi observado no mesmo periodo.

6.2. Atividade respiratoria de leucocitos

Embora ndo tenha ocorrido diferenca estatistica, observa-se uma diminuicéo
numérica da atividade respiratéria de leucécitos na comparacao antes e apés o desafio.
Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos, porém observa-se que o
tratamento 800 apresentou as menores médias na comparagao entre tratamentos, tanto
antes como apés o desafio (Figura 9).

0.8 -
0.7 -
06 -
05 -
04 -
03 -
02 -

Densidade o6ptica (DO)

0,1

"W W W W

100 200 400 800
Vitamina C (mg kg™')

Figura 9. Médias + desvio padrdo da atividade respiratéria de leucécitos de pacu
alimentado por 12 semanas com dieta suplementada com vitamina C e infectado com
A. hydrophila, antes (H) e uma semana () apds o desafio (Tukey, 5%).
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6.3. Concentracao de lisozima sérica

Nao houve diferenca estatistica entre as médias de concentracdo de lisozima
sérica, tanto na comparacgao entre as amostragens feitas antes e apds desafio quanto
na comparacao entre tratamentos (Figura 10). Observa-se uma tendéncia de aumento
em todos os tratamentos apds desafio com Aeromonas hydrophila, exceto no
tratamento 200 mg kg

1,5

1,0

Lisozima (nhgpuL')

Y, Y %

100 200 400 800
Vitamina C (mg kg')

0,0

Figura 10. Médias + desvio padrdo da concentracdo de lisozima sérica de pacu
alimentado por 12 semanas com dieta suplementada com vitamina C e infectado com

A. hydrophila, antes (H) e uma semana () apds o desafio (Tukey, 5%).

6.4. Atividade hemolitica do sistema complemento - Via alternativa

Nao houve diferenca estatistica entre as médias da atividade hemolitica da via

alternativa do sistema complemento, tanto na comparacdo das amostragens feitas
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antes e ap6s desafio quanto na comparacéao entre tratamentos (Figura 11). Observa-se
diminuicao numérica em todos os tratamentos apo6s desafio com Aeromonas hydrophila.
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5,0 1
4,0 -
3,0 +

2,0 4

1,0
N 7 A.l% B

100 200 400 800
Vitamina C (mg kg)

T50 (minutos)

Figura 11. Médias + desvio padrao da atividade hemolitica da via alternativa do sistema
complemento de pacu alimentado por 12 semanas com dieta suplementada com
vitamina C e infectado com A. hydrophila, antes (H) e uma semana (E) apds o desafio
(Tukey, 5%).

6.5. Proteina total sérica

Nao houve diferenca estatistica entre as médias de proteina total sérica, tanto na
comparacgao entre as amostragens feitas antes e apds o desafio quanto na comparacao
entre tratamentos (Figura 12). Observa-se aumento numérico em todos os tratamentos

apds o desafio com Aeromonas hydrophila.
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Figura 12. Médias + desvio padrao de proteina total sérica de pacu alimentado por 12
semanas com dieta suplementada com vitamina C e infectado com A. hydrophila, antes
(H) e uma semana () ap6s o desafio (Tukey, 5%).

6.6. Indicadores hematolégicos

As médias de hematocrito ndo apresentaram diferenga significativa na
comparagdo entre os tratamentos e antes ou ap6s o desafio, porém apresentaram
tendéncia semelhante a observada para as médias do numero de eritrocitos (Figura
13A).

Nao foi observada diferenca estatistica entre as médias de numero de eritrécitos
tanto na comparacao entre tratamentos quanto nas amostragens feitas antes e uma
semana apdés o desafio, porém observa-se tendéncia de aumento em todos os
tratamentos apds o desafio com a bactéria, exceto no tratamento 400 mg kg™ (Figura
13B).

Com relacdo ao volume corpuscular médio, as médias nao apresentaram
diferenca significativa tanto na comparacdo entre os tratamentos quanto entre as

amostragens feitas antes e uma semana apdés o desafio. Observa-se, porém uma
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tendéncia de diminuicdo numérica em todos os tratamentos apds o desafio com
Aeromonas hydrophila (Figura 13C).

No caso da HGB, a resposta seguiu 0 mesmo perfil da contagem de eritrécitos,
mas as diferengas foram significativas. Foi observada diferenga entre as médias de
concentracdo de hemoglobina entre os tratamentos 100 e 400 apds 12 semanas de
alimentacdo, tendo o segundo apresentado o maior valor. Na comparagdo das
amostragens feitas antes e uma semana apéds o desafio, foi observada diferenga nos

tratamentos 100 e 200. Nos dois casos, as médias apés o desafio apresentaram
valores maiores (Figura 13D).
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Figura 13. Médias + desvio padrao do hematdcrito (A), nimero de eritrocitos (B),

volume corpuscular médio (C) e concentragdo de hemoglobina (D) de pacu alimentado
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por 12 semanas com dieta suplementada com vitamina C e infectado com A.
hydrophila, antes () e uma semana (Ed) apdés o desafio (Tukey, 5%). Letras

maiusculas indicam diferenca entre tratamentos e minusculas entre coletas.

6.7. Numero de leucocitos

Nao houve diferenca no numero de leucécitos tanto na comparacao entre os
tratamentos quanto entre as amostragens feitas antes e uma semana apés o desafio.
As médias apresentaram valores maiores a partir do tratamento 100, tendo apresentado
valores numericamente menores uma semana apos desafio com Aeromonas hydrophila
(Figura 14).
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Figura 14. Médias + desvio padrdao de contagem total de leucécitos de pacu alimentado
por 12 semanas com dieta suplementada com vitamina C e infectado com A.

hydrophila, antes (H) e uma semana () ap6s o desafio (Tukey, 5%).
6.8. Numero de trombdcitos

As médias do numero de trombdcitos ndo apresentaram diferenca estatistica

tanto na comparagao entre tratamentos quanto na comparagado entre as amostragens
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feitas antes e uma semana apds o desafio. Observa-se uma tendéncia de aumento
numeérico dose-dependente para as médias registradas na amostragem feita apds 12
semanas de alimentacao experimental (Figura 15)
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Figura 15. Médias *+ desvio padrdao do numero de trombdcitos de pacu alimentado por
12 semanas com dieta suplementada com vitamina C e infectado com A. hydrophila,
antes (H) e uma semana () apds o desafio (Tukey, 5%).

6.9. Numero de eritrécitos jovens
Nao houve diferenca estatistica na comparacao das médias de eritrocitos jovens,

tanto para tratamentos quanto para coletas (Figura 16). A variagcdo entre as médias foi
muito grande.
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Figura 16. Médias * desvio padrao do numero de eritrécitos jovens de pacu alimentado
por 12 semanas com dieta suplementada com vitamina C e infectado com A.

hydrophila, antes (H) e uma semana (E) ap6s o desafio (Tukey, 5%).
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7. DISCUSSAO

A piscicultura tem crescido como atividade econbémica e em consequéncia
podera se beneficiar da pesquisa e da aplicacdo de tecnologias que garantam a saude
e bem estar dos peixes. A suplementacdo de dietas com imunoestimulantes tem
mostrado resultados positivos na minimizacdo de perdas devido a doencas e tem
suprido algumas limitagées presentes no uso de quimioterapicos e vacinas. Dentre as
substancias com caracteristicas imunoestimulantes, destacam-se as vitaminas C e E,
que tém sido bastante estudadas (Robertsen, 1999; Sakai, 1999; Raa, 2000).

Estudos tém investigado a acdo de substancias com atividade estimuladora do
sistema imune inato de peixes brasileiros (Jensch-Junior et al., 2006), especialmente do
pacu (Belo et al., 2005; Abreu et al., 2006 a, b; Affonso, 2006; Abreu et al., 2009; Biller
et al., submetido).

Os niveis de vitaminas C e E incluidos nas dietas do presente estudo foram
escolhidos com base em estudos de Chagas e Val (2003), Menezes et al. (2006) e
Garcia et al. (2007). As evidéncias de um sinergismo e interagdo nas acdes das
vitaminas C e E (Mulero et al.,, 1998; Glney et al.,, 2007; Ortuno et al., 2001;
Uzunhisarciki et al., 2007; Yildirim-Aksoy et al., 2008) motivaram a escolha de um nivel
fixo de vitamina E (250mg kg"), que foi adicionado a todas as dietas com a intencdo de
otimizar e evidenciar os efeitos da vitamina C.

No primeiro experimento (Experimento 1) (alimentagdo com as dietas
experimentais por seis e 12 semanas), a avaliagdo dos indicadores imunolégicos
(atividade respiratéria de leucécitos e proteina total) ndo evidenciou perfil que indicasse
efeito dos tratamentos aplicados nos peixes. No caso dos indicadores hematolégicos,
as diferencas observadas em seis semanas de tratamento, com aumento de
hematdcrito, nimero de eritrocitos e hemoglobina, ndo dependeram da concentracao
de vitamina C utilizada. Nenhuma alteracao significativa foi observada no desempenho
zootécnico apls seis ou 12 semanas de tratamento, porém observa-se diferenca
numeérica na comparacao entre as coletas seis e 12 semanas, sendo que os valores da

segunda apresentam-se melhores. O ocorrido pode ser explicado pela melhor
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adaptacdo dos peixes as condicbes ambientais e manejo experimental com 12
semanas.

No segundo experimento (Experimento 2), o desafio pela inoculagdo da
Aeromonas hydrophila ndo desencadeou alteragbes significativas nos indicadores
testados e nenhuma mortalidade foi registrada, em nenhuma das concentracdes de
vitamina C utilizadas. Estes resultados podem ser conseqiéncia de boas condi¢coes
gerais de nutricao e saude dos peixes, ou por baixa patogenicidade da cepa da bactéria
utilizada. As diferencas nos resultados que expressam tendéncias de respostas serao
destacadas nesta discussao, quando forem relevantes.

O nivel de vitamina E incluido nas dietas (250mg kg') pode ter influenciado as
respostas imunoldgicas aproximando-as em todos os tratamentos. Segundo Garcia et
al. (2007), que testaram trés niveis de vitamina C e ou E (zero, 250 e 500mg k') em
dietas para juvenis de pacu, ndao observaram diferenca na sobrevivéncia dos peixes
apds desafio com Aeromonas hydrophila, ou seja, os animais que receberam apenas
vitamina E enfrentaram o desafio da mesma forma que os animais que receberam as
duas vitaminas ou apenas a vitamina C. De acordo com Yildirim-Aksoy et al. (2008), em
Ictalurus punctatus, na auséncia da vitamina C, a vitamina E protegeu os peixes contra
0s sinais classicos da deficiéncia de vitamina C.

Outros estudos apontam a vitamina E como possivel estimulador da imunidade
nao especifica em peixes. Exemplares de Sparus auratus foram alimentados com dietas
suplementadas apenas com vitamina C (3 g kg™'), apenas com vitamina E (1,2 g kg™)
ou ainda com ambas vitaminas (Ortuno et al., 2001). Os resultados mostraram que a
suplementacdo com vitamina C aumentou a atividade respiratéria dos leucdcitos,
enquanto a suplementagdo com vitamina E aumentou a atividade fagocitica e do
sistema complemento. Todos os efeitos positivos também foram encontrados nos
peixes alimentados com dieta suplementada pelas duas vitaminas, apontando para o
sinergismo de acé&o entre elas.

Adicionalmente, Pearce et al. (2003) observaram incremento na atividade sérica
do sistema complemento em truta (Oncorhynchus mykiss) associado ao aumento da

inclusao de vitamina E na dieta, embora os beneficios da suplementacao acima dos
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valores recomendados para a espécie nao tenham sido comprovados. A
suplementacdo da dieta de pacu com vitamina E foi associada, por Belo et al. (2005),
ao recrutamento de macréfagos e eficiéncia da resposta inflamatéria dos peixes. A
concentragdo que promoveu melhor resposta foi a de 450mg kg™

De acordo com Sakai (1999), a administragdo de imunoestimulantes por longos
periodos de tempo pode provocar um feedback negativo nos peixes, provocando efeitos
reversos aos desejados ou retornando o sistema imune ao ponto de partida. Este
mecanismo poderia explicar a auséncia de diferenca em todos os parametros
analisados, quando a comparacédo foi feita entre seis e 12 semanas de alimentagcao
com as dietas suplementadas com vitamina C, como observado no Experimento 1.
Neste caso, haveria influéncia do tempo de administragéao.

A producao de espécies reativas de oxigénio, geradas pela atividade respiratoria
de leucécitos, € um mecanismo bactericida que tem um papel importante no controle da
infeccao por patdgenos e resisténcia a doencas (Sharp e Secombes, 1993; Verlhac et
al., 1998). As células fagocitarias de defesa organica exercem importante funcéo na
modulacdo do sistema imune inato pela fagocitose e consequente destruicdo do
patégeno. Durante o processo da fagocitose, ocorre aumento do consumo do oxigénio
molecular, mecanismo conhecido como “burst” oxidativo, resultante da reducédo do
oxigénio em anion superoéxido. Este, por acdo da enzima superoxido dismutase (SOD),
forma peréxido de hidrogénio (H.O.), que, por sua vez, por agdo da enzima
mieloperoxidase (MPOQO) liberada pelos leucécitos granulares, se transforma em
hipoclorito levando a producédo de cloraminas. Todas estas espécies reativas de
oxigénio (EROs) contribuem ativamente para a destruicdo do patégeno, pois sao
substancias oxidantes que atuam sobre membranas de microorganismos (Verlhac et al.,
1998).

A Unica alteracado observada na atividade respiratoria de leucécitos de pacu foi
uma reducgdo nos peixes alimentados com 800 mg kg™, por 12 semanas, em relagcédo
aos valores iniciais. No desafio com a bactéria, também se observou valores mais
baixos neste tratamento, mas a reducao foi apenas numérica. Segundo Giiney et al.
(2007) e Uzunhisarciki et al. (2007), a vitamina C atua na redugdo de processos
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oxidativos, atividade esta que pode ser potenciada quando combinada com a vitamina
E, devido ao sinergismo da acdo das duas vitaminas. A concentracdo de 800 mg kg™,
somada a quantidade de vitamina E utilizada, pode ter inibido o processo oxidativo
produzido pelos leucocitos.

A contagem de leucécitos, referente ao numero total de células de defesa,
mostrou uma tendéncia de valores mais elevados a partir da administracdo de 100 mg
kg', antes do desafio, mas apds a inoculagdo com a Aeromonas hydrophila, esses
valores apresentaram-se levemente mais baixos nestes mesmos tratamentos. Este
perfil pode expressar uma resposta dos peixes a situacao estressante de manuseio,
exposicao aérea e injecao intraperitonial da suspensao bacteriana, a que os animais
foram submetidos, mas ndo mostra protecdo da resisténcia organica pelas vitaminas
administradas. Em situagcbes estressantes, como consequiéncia da liberacao de cortisol
pelo tecido interrenal, ocorre reducao de células brancas no sangue e diminuigdo de
suas fungdes (Barton e lwama, 1991).

Muitas moléculas que atuam na resposta imune inata podem ser utilizadas como
marcadores no monitoramento da saude dos peixes e na avaliacdo do efeito de
imunoestimulantes (Robertsen, 1999).

A concentragcao de proteina total sérica foi considerada um indicador imunolégico
por representar a concentracdo de todas as proteinas circulantes. Além da albumina,
que € um componente expressivo da proteina total, estdo presentes no sangue as
imunoglobulinas, a lisozima e as proteinas do sistema complemento, que integram o
sistema imune. Os valores de proteina total tenderam a aumentar apos o desafio com a
bactéria, indicando resposta aumentada do sistema imunolégico quando na presenca
da bactéria. O perfil da resposta encontrada neste estudo pode indicar uma reag¢do do
sistema imune ao desafio, uma vez que acompanha os perfis observados na
concentracdo de lisozima e da via alternativa do sistema complemento sérico apds
desafio com a Aeromonas hydrophila. O mesmo nao foi relatado por Boon et al. (1990)
e por Garcia et al. (2007), que apontaram diminuicdo da proteina total sérica em
infeccdes por parasitas e bactérias. A diferenca pode estar na capacidade natural de
resposta imunolédgica dos peixes nos diferentes estudos.
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A concentracdo de lisozima sérica € um indice importante na avaliacdo da
imunidade inata, uma vez que a proteina, que tem origem em leucécitos, se encontra
amplamente distribuida nos fluidos corporais dos peixes e tem acéo litica, tanto contra
bactérias Gram positivas quanto negativas (Saurabh e Sahoo, 2008). No presente
estudo, o nivel de lisozima sérica mostrou uma tendéncia de elevacao apds o desafio
com a Aeromonas hydrophila, nos peixes alimentados com 100, 400 e 800 mg kg™
Considerando a origem leucocitaria da enzima, o perfil apresentado pode indicar maior
atividade de leucdcitos apds o desafio, uma vez que, no mesmo periodo, ocorreu uma
diminuicdo no numero destas células. Esta resposta pode estar relacionada a uma
possivel reacdo do organismo a inoculacdo do patdégeno. Nao houve diferenca
significativa na comparagao entre tratamentos, resultado semelhante ao encontrado por
Misra et al. (2007) em carpas indianas (Labeo rohita) alimentadas.com dietas contendo
zero, 100, 200 e 500 mg kg™ de vitamina C.

As proteinas da via alternativa do sistema complemento, que, em peixes, é uma
via mais ativa que a classica (Koppenheffer, 1987), sdo componentes importantes da
resposta imune inata, pois desempenham uma fung¢ao importante na primeira resposta
contra patégenos, principalmente devido a sua agéo litica. O sistema complemento é
constituido por um conjunto de 35 proteinas soluveis no plasma, que atua nos
processos bioldgicos de fagocitose, opsonizag¢do, quimiotaxia de leucocitos e inativagao
de toxinas liberadas por bactérias além de ser considerado um dos principais
mediadores do processo inflamatério (Secombes, 1996; Claire et al., 2002; Boshra e
Sunyer, 2006).

Em estudo com carpa indiana (Labeo rohita) alimentados com dietas
suplementadas com quatro niveis de vitamina C (zero, 100, 200 e 500 mg kg '), Misra et
al. (2007) observaram aumento da atividade das proteinas da via alternativa do sistema
complemento em relagéo a dieta sem vitamina (controle), porém sem diferenga entre
tratamentos. O mesmo foi observado no presente estudo e, embora nao tenha ocorrido
diferenca estatistica, houve uma reducao do Tsp, tempo necessario para uma lise de
50% de suspensdo de hemacias de coelho apds a inoculagdo com Aeromonas

hydrophila, o que parece indicar um aumento da concentragdo e/ou atividade das
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proteinas da via alternativa do sistema complemento. Este perfil é semelhante ao
encontrado por Biller et al. (submetido) em pacus que receberam dietas suplementadas
com o imunoestimulante B-glucano e foram desafiados por Aeromonas hydrophila.

Os eritrécitos e a hemoglobina estao relacionados com o transporte de oxigénio
para atender a demanda energética dos tecidos. O perfil da resposta da hemoglobina
dos pacus foi semelhante ao perfil do hematécrito e numero de eritrécitos, indicando
que o aumento do HCT foi devido ao aumento no numero de células. A HGB
aumentada esta ligada ao aumento de células que a transportam para os tecidos. Estes
aumentos foram observados na sexta semana de alimentacdo, mas nao estao
relacionados as concentragdes de vitamina, podendo estar ligados a algum outro fator
nao controlado, ao qual os peixes foram expostos na ocasido da amostragem. Affonso
et al. (2007) observaram aumento da concentracdo de hemoglobina em matrinxas
(Brycon amazonicus) alimentados com dietas suplementadas com 800 mg kg' de
vitamina C por oito semanas, diferentemente dos resultados obtidos neste estudo.

Os pacus nao apresentaram sinais de infec¢do por Aeromonas hydrophila. Caso
houvesse demanda energética aumentada pelo estresse, na ocasido do desafio, a
condigdo poderia estar refletida nas variaveis hematolégicas, mas nao foi o que
aconteceu confirmando a resisténcia organica e a boa condigdo de saude dos peixes.

Nenhum nivel de vitamina C afetou o crescimento dos peixes ou a utilizacdo do
alimento oferecido, em seis ou em 12 semanas de tratamento. Os resultados dos
indices zootécnicos confirmam a indicacdo da boa condicéo nutricional e de saude dos
peixes que nao dependeram de suplementagdo vitaminica para o desempenho
zootécnico. De acordo com Yildirim-Aksoy et al. (2008), a suplementacao da dieta de
Ictalurus punctatus com 100 mg kg' de vitamina C e 23 mg kg de vitamina E
promoveu um bom desempenho de crescimento, e, na auséncia da vitamina C, a
vitamina E protegeu os peixes contra os sinais classicos da deficiéncia de vitamina C,
mas nao afetou o crescimento. J& em Labeo rohita, a suplementacao da dieta com
vitamina C, em doses mais altas que a recomendada, por oito semanas, proporcionou
melhora no crescimento e eficiéncia alimentar (Misra et al., 2007), o que nao foi
observado no presente estudo.
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8. CONCLUSAO

De acordo com o protocolo experimental utilizado, ndo foi possivel observar com
clareza efeitos da suplementag¢do vitaminica nos indicadores biolégicos testados. As
respostas similares dos peixes nos diferentes tratamentos sugerem uma boa condi¢ao
prévia dos animais, sem necessidade de estimulagdo extra. Entretanto, isso nao exclui
a necessidade de futuros estudos para o entendimento do mecanismo de acdo do
sistema imune do pacu frente a condi¢ées adversas que estimulem as respostas de
resisténcia organica dos peixes, bem como o papel das vitaminas e outras substancias

como imunoestimulantes.
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