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RESUMO GERAL

O jundia Rhamdia quelen é uma espécie rustica que possui caracteristicas favoraveis a sua criagao
na regido sul do pais. Apesar disso, um problema freqientemente observado em pisciculturas que
cultivam a espécie é o ictio Ichthyophthirius multifiliis, ectoparasita que se adere a pele dos peixes
causando grandes prejuizos ao crescimento, e também alta mortalidade. Apesar de eficazes, os
produtos utilizados para eliminar este parasita sao toxicos ou onerosos, havendo a necessidade de
testar outros produtos curativos ou preventivos. Este trabalho teve como obijetivo testar a utilizacéo de
vitamina C no aumento a resisténcia ao ictio por juvenis de jundia e reduzir as respostas fisiologicas
de estresse ocasionadas por este parasita. O capitulo | apresenta uma revisao de literatura onde
foram abordadas as caracteristicas do jundia, aspectos relacionados ao ictio, conceitos de respostas
fisiolégicas de estresse e a agdo da vitamina C no sistema imunoldgico dos peixes. O capitulo I
descreve o experimento testando o efeito de seis diferentes concentragbes de vitamina C na dieta
sobre 0o aumento da resisténcia ao ictio e na redugao das respostas de estresse. Nao foram
observadas diferengas nos parametros analisados em relagdo a dose de vitamina C utilizada. Apesar
de nao apresentarem diferencgas significativas, foram observadas oscilagdes em algumas respostas
fisioldgicas de estresse apds infecgdo por ictio, indicando a agéo estressante deste parasita sobre os
peixes. Neste estudo, a utilizagao de vitamina C ndo se mostrou eficaz em aumentar a resisténcia ao
ictio, nem mesmo em reduzir os efeitos fisioldgicos do estresse. Algumas analises se mostraram
ineficazes para indicar o estado de estresse causado por ictio em peixes e outras podem nao ter
indicado diferengas significativas devido a heterogeneidade entre os individuos, o que sugere a
utilizacdo de numero maior de peixes em experimentos que se pretende mensurar respostas de
estresse. A nao eficiéncia da vitamina C em prevenir o ictio neste experimento ndo desestimula a
pesquisa com produtos imunoestimulantes, que além da possibilidade de auxiliar na prevengao de
doengas, contribui para a reducao de poluentes no meio ambiente.

GENERAL ABSTRACT

The jundia Rhamdia quelen is a rustic species that posses favorable characteristics to its production in
the country south region. Despite this, a problem frequently observed in fish farms that cultivate the
species is the ich Ichthyophthirius muiltifiliis, ectoparasite that if adheres to fish skin causing great
growth damage and high mortality. Although its efficiency, the products used to eliminate this parasite
are toxic or onerous, having the necessity to discover other ictio curative or preventive products. The
objective of this study was to evaluate the efficiency of dietary vitamin C in the increase of jundia
juvenile’s resistance to ich, and to reduce physiologic stress responses. Chapter | presented a
literature review where had been boarded the jundia characteristics; aspects related to ich; slight
knowledge of physiological stress responses; and the vitamin C immunologic system action. Chapter I
describes the experiment carried through, testing six different vitamin C concentrations in the diet on
the increase of the resistance to the ich, or in the stress response reduction. Differences in the
parameters analyzed had not been observed in relation to the vitamin C doses utilized. Nevertheless,
oscillations in some physiological stress responses after ich infection had been observed, indicating its
stressive action on fish. In this study the vitamin C utilization did not reveal efficient in increasing the
resistance to the ich, not even to reduce the stress deleterious effects. Some analyses had shown
inefficacy to indicate state of stress caused by ich in fish. Nevertheless, it can not have significant
differences due to heterogeneity between individuals, what it suggests the use of a larger number of
fish in experiments that if it pretends to measure stress response. The not vitamin C efficiency on to
prevent the ictio in this experiment does not discourage the research with immunostimulating products
that beyond the possibility to assist in the prevention of illnesses, contribute for the reduction of
pollutants in the environment.
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APRESENTACAO

O jundid Rhamdia quelen é uma espécie com grande potencial para ser
criado na regido sul do pais, devido a sua habilidade em suportar bem as baixas
temperaturas ocorridas em nossa regido. Além dessa importante caracteristica, a
espécie também apresenta 6timo crescimento e € bem aceita pelo mercado
consumidor.

Apesar de rustico, o jundia € muito susceptivel a infeccdo por ictio
Ichthyophthirius multifiliis, principalmente devido a espécie ser desprovida de
escamas, importante barreira fisica contra patégenos. O ictio € um ectoparasita
reconhecido por pontos brancos em toda a superficie corporal e também nas
branquias dos peixes. Animais infectados pelo ictio mostram-se com comportamento
alterado, deixam de se alimentar e esfregam-se nas paredes dos viveiros. Os
ferimentos na pele feitos pela aderéncia do ictio abrem portas para infecgoes
secundarias. Animais estressados tém suas reservas energéticas exauridas, tanto
para sua manutencdo frente ao estressor, quanto por ndo se alimentarem. Em
decorréncia deste esgotamento energético e da imunodepressao ocasionada pela
liberagao de cortisol, os peixes podem vir a 6bito.

O tratamento da ictiofitiriase € feito com produtos quimicos prejudiciais ao
meio ambiente, ou ainda aos préprios peixes e consumidores. No entanto, alguns
trabalhos mostram que o uso de altas doses de vitamina C pode aumentar a
resisténcia a infestagdes parasitarias. A vitamina C atua principalmente no sistema
imunoldgico ndo especifico dos peixes, primeiramente na formagao do colageno,
dando maior rigidez a pele, que €& a primeira barreira contra patdgenos.
Adicionalmente a vitamina C atua na redugao das respostas fisioldgicas de estresse,
amenizando os efeitos prejudiciais do cortisol.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de vitamina
C no aumento de resisténcia ao ictio, e na reducido de respostas de estresse
ocasionadas por este parasita.



|. REVISAO DE LITERATURA

RESUMO

O jundia & um peixe nativo da América do sul que apresenta bom crescimento em viveiros de
piscicultura, principalmente em regides frias, além de ter boa aceitacdo pelo mercado consumidor.
Apesar de ser um peixe rustico, é susceptivel a doengas que afetam a pele, principalmente ao ictio. O
ictio € um ectoparasita que adere-se a epiderme e branquias dos peixes, ficando o animal com o
corpo coberto por pontos brancos. E altamente contagioso, podendo provocar mortalidade massiva
em pouco tempo. Respostas em nivel tecidual e também mecanismo especificos e ndo especificos
de defesa séo acionados pelo organismo frente a infeccao por ictio. Em condi¢des de cultivo os
peixes estdo sujeitos a condigdes estressantes. O estresse é um estado de ameaga a homeostase do
organismo e seu restabelecimento é feito por um conjunto de respostas adaptativas chamadas
respostas de estresse, podendo ser dividas em primarias, secundarias e terciarias. As primarias
caracterizam-se pela liberagao de catecolaminas e cortisol. Como respostas das liberagbes desses
hormoénios ocorrem varias alteragdes fisioldégicas conhecidas como respostas secundarias como:
reducdo dos niveis de cloreto plasmatico; aumento de hematécrito; e imunodepressédo. Os peixes
possuem dois sistemas de defesa imunoldgica, o nao especifico e o especifico, no entanto dependem
mais do primeiro. O cortisol possui efeito negativo sobre o sistema imunolégico, causando linfopenia,
monocitopenia e neutrofilia. Os nutrientes da dieta tém grande importancia sobre o funcionamento do
sistema imunoldgicos dos peixes. Dentre as vitaminas essenciais ao bom funcionamento do sistema
imunoldgico, podemos citar a vitamina C, essencial aos peixes e que necessita ser incorporada a
alimentagao, pois estes ndo a sintetizam. Sua importancia deve-se a sua participagao na sintese de
colageno, na influéncia na absorgéo de calcio e ferro, na produgéo de esterdides adrenais, e da sua
acao antioxidante. Megadoses de vitamina C podem influenciar a resisténcia dos peixes a doengas
infecciosas, como também reduzir os efeitos nocivos causados pelo excesso de glicocorticéides. O
aumento da resisténcia a infeccdo se da principalmente pela acdo da vitamina C no sistema de
defesa nao especifico, tais como fagocitose e atividade do sistema de complemento.

PALAVRAS-CHAVE: Jundia, ictio, estresse, sistema imunoldgico ndo especifico, vitamina C.

ABSTRACT

Jundia is a South America native fish that presents good growth in fish farms, mainly in cold regions,
beyond having good consuming market acceptance. Although to be a rustic fish, it is susceptible to
skin diseases, mainly to the ich. Ich is an ectoparasite that adheres to fish epidermis and gills, staying
the animal whit its body covered for white points. It is highly contagious, being able to provoke
massive mortality in short period of time. Tissue response and specific and not specific defense
mechanisms are activated by organism front to the ich infestation. In farm situation, fish are exposing
to stressive conditions. Stress is a state of threat to organism homeostasis and its reestablishment is
made by a set of adaptative responses, called stress responses, being able to be divided in primary,
secondary and tertiary. The primaries are characterized for the catecholamines and cortisol releases.
As answers to these hormones release some physiological responses occurs, the secondary
responses; as plasmatic chloride levels reduction; hematocrit increase; and immunodepression.
Fishes possess two immunologic defense systems, the non-specific and the specific one, however
they seem to be more depend on the first one. Cortisol has negative effect on immunological system,
causing lymphopenia, monocytopenia and neutrophilia. Diet nutrients have great importance on fish
immunological system functioning. Amongst the essential vitamins for the good immunological system
functioning, vitamin C needs to be incorporated to the feeding because fish do not synthesize it. Its
importance is due to its participation in collagen synthesis, in its influence on calcium and iron
absorption, in the adrenal steroids production, and in it antioxidant action. Megadoses vitamin C can
influence the fish resistance to infectious disease as well as to reduce the harmful effects caused by
glucocorticoids excess. The resistance to infection increase is mainly due to vitamin C action in the
non- specific defense system, such as phagocytosis and complement system activity.

KEYWORDS: Jundia, ich, non-specific immune system, Vitamin C.



1.1 O JUNDIA Rhamdia quelen

Nativo da América do sul, o jundia pode ser encontrado desde o México até o
centro da Argentina. Jundia é nome comum dos peixes pertencentes ao género
Rhamdia. No Brasil existem sete espécies, no entanto a mais estudada é a Rhamdia
quelen (GOMES et al., 2000).

O jundia é um peixe de couro que apresenta coloragao variando de marrom-
avermelhado a cinza arddsia, sendo encontrados também exemplares albinos ou
rosas (GOMES et al., 2000). Habita lagos e fundos de rios, preferindo ambientes
com aguas mais calmas, com fundo de areia e lama, proximos a vegetagao da
margem (BALDISSEROTTO, 2004). Possuem habito noturno, no entanto, se
condicionados desde jovens se alimentam muito bem durante o dia.

O crescimento do jundia é bastante pronunciado nos primeiros anos de vida,
sendo observado em viveiros de cultivo maior crescimento das fémeas em relagao
aos machos (BALDISSEROTTO, 2004). O jundia vem apresentando bons resultados
em viveiros de piscicultura, principalmente em regides frias por se alimentar durante
o inverno (CARNEIRO, et al. 2002).

Sua aceitagdo pelo mercado consumidor vem aumentando, tanto para a
pesca como para a alimentagéo. Segundo LUCHINI E AVENDANO (1985) o jundia
apresenta carne saborosa, com baixo teor de gordura e poucos espinhos
intramusculares, caracteristicas que agradam o consumidor. Sua importancia para a
pesca esportiva estd relacionada ao fato de se alimentar durante o inverno,
permitindo assim o esporte durante os meses mais frios do ano.

Mesmo com os bons resultados obtidos na produg¢ao do jundia, ha muito que
ser esclarecido quanto a sua criacdo. Questdes relacionadas com doengas sao as
mais numerosas, pois ndao ha remédios liberados para a utilizagado nas pisciculturas.
Além disso, para o tratamento das enfermidades faz-se necessario o emprego de
grande quantidade de produto, uma vez que esse é aplicado na agua de cultivo,
aumentando assim os custos ao produtor.

Apesar de ser um peixe rustico, o jundia é susceptivel a doengas que afetam
a pele e as branquias, pois ndo possuem escamas, que fazem parte da primeira
defesa contra os patogenos. Dentre as espécies de patdogenos que afetam a pele,
um dos que mais causam prejuizos a piscicultura, e principalmente durante os

primeiros anos de vida do jundia em cativeiro, é o ictio (BRANDAO, 2004).



1.2I1CTIO

O ictio Ichthyophthirius multifiliis € muito comumente encontrado aderido em
alevinos de jundia. Por ser o maior protozoario de peixes é perfeitamente visivel a
olho nu (BRANDAO, 2004) (apéndice 1). A ictiofitiriase, também conhecida como
doenga dos pontos brancos, € um dos maiores problemas de aquariofilistas e
produtores comerciais de peixe em todo mundo. E altamente contagioso, podendo
levar a mortalidade massiva nos viveiros em pouco tempo (FRANCIS-FLOYD e
REED, 2002).

Na forma adulta o ictio adere-se em toda a epiderme do corpo e também
branquias dos peixes, causando hiperplasia das células e dificultando a respiragao.
Ao aderir-se a epiderme o ictio causa lesbes ao alimentar-se do suco tissular,
secrecgbes e fragmentos de células epidérmicas e sangue (CARNEIRO et al., 2005).
Segundo GHIRALDELLI et al. (2007) respostas em nivel tecidual e também
mecanismos especificos e ndo especificos de defesa s&o acionados pelo organismo
frente a infecg¢ao por ictio.

A infecgao por ictio se da geralmente apds queda brusca de temperatura
(CARNEIRO et al., 2006). Nesse periodo os peixes reduzem sua atividade
metabdlica, da mesma forma suas respostas imunologicas, estando mais
vulneraveis a patdogenos. Para agravar a situagdo, existem outras situagoes
estressantes a que os peixes estdo freqiuentemente expostos no ambiente de
criagao, como variagdes nos niveis de pH, oxigénio dissolvido e aménia (URBINATI
e CARNEIRO, 2004), além da disputa por espago e alimento.

Peixes infectados por ictio tendem a se esfregar nas bordas dos viveiros,
ferindo-se e abrindo caminho para outras doencgas. Devido ao estresse ocasionado
pelo parasita, o peixe ndo se alimenta, debilitando seu sistema imune, podendo
facilmente vir a ébito.

A confirmacéao da infecgao por ictio pode ser feita através do exame da pele e
branquias de peixes contaminados. Os parasitas adultos sdo grandes e possuem um
nucleo na forma de ferradura (FRANCIS-FLOYD e REED, 2002).

O controle do ictio pode ser dificultado pelo ciclo de vida do parasita e
também pela temperatura da agua onde estao os peixes parasitados. A forma adulta
do ictio ndo é sensivel a tratamentos quimicos, pois os parasitas ficam protegidos

pela epiderme dos peixes. O controle tem que ser feito na fase de reprodugao, que



ocorre quando a temperatura da agua eleva-se, ficando entre 23-25°C, nessa
condicdo os parasitas rompem a epiderme dos peixes e liberam as formas
infectantes (tomitos), as quais sdo susceptiveis a agao de produtos quimicos, pois
estdo livres na 4gua sem a protecdo da epiderme (BRANDAO, 2004).

A temperatura da agua influencia o tempo do ciclo de vida do parasita. Em
temperatura de 23 a 26° C o periodo de reproducao é completo em 48 horas, sendo
recomendada a aplicagdo de produtos quimicos de forma mais frequente. Se a
temperatura da agua estiver mais baixa, a aplicagdo de produtos quimicos deve ser
mais espacada, e realizada mais vezes do que em temperaturas mais altas
(FRANCIS-FLOYD e REED, 2002).

Os produtos mais utilizados no tratamento do ictio sédo: cloreto de sdédio,
permanganato de potassio, formalina, sulfato de cobre e verde malaquita, além da
elevagado da temperatura da agua para 32° C (CARNEIRO et al., 2005). No entanto
tal procedimento s6 pode ser realizado em laboratérios ou aquarios, e ainda com
espécies que suportem tal temperatura, ndo sendo o caso do jundia, pois segundo
BALDISSEROTTO e SILVA (2004) a elevagao de temperatura da agua para 32° C
ocasionou mortes de alevinos. Juntamente com esses tratamentos, recomenda-se
realizar alta renovagdo de agua, para retirada do material organico e parasitas do
meio (FRANCIS-FLOYD e REED, 2002). Apesar de alguns desses tratamentos se
mostrarem eficazes, podem causar problemas aos consumidores, ao ambiente, ou
aos proprios peixes quando utilizados de forma errada.

O cloreto de sodio, devido a grande quantidade requerida, a formalina e o
permanganato de potassio sdo tratamentos que tem alto custo para produtor,
inviabilizando a utilizacdo destes produtos em viveiros. O sulfato de cobre é um
composto extremamente toéxico, principalmente em aguas com baixa alcalinidade.
Pode ocasionar severa deplecdo de oxigénio, sendo necessaria a aeragao de
emergéncia quando utilizado (FRANCIS-FLOYD e REED, 2002).

O verde malaquita € um produto recomendado apenas para tratamento do
ictio em peixes ornamentais, pois estes ndo sao destinados a alimentagdao. Segundo
ALDERMAN (1985), o verde malaquita tem afinidade por material organico, tendo
sido demonstrado que residuos quimicos de verde malaquita podem ser
encontrados no nucleo das células animais. O uso desse produto foi proibido em
paises da Unido Européia e Estados Unidos por ser cancerigeno, teratogénico e

causar mutagdes (BERGWERFF et al., 2004). Apesar disso, ainda € utilizado no



Brasil devido a sua potente acdo parasiticida, facilidade de aquisicdo e falta de
fiscalizagdo e controle por parte de agéncias governamentais.

De acordo com MORAES e MARTINS (2004), ha relatos do tratamento
preventivo da ictiofitiriase utilizando imunoestimulantes como a vitamina C em
concentragdes de 500 a 1000mg/kg de racdo. Esse tratamento ndo causa danos ao
consumidor, aos peixes ou mesmo ao meio ambiente, além de ser um tratamento
preventivo que pode contribuir para a redugdo dos custos de producado e dos

prejuizos causados pelo ictio.

1.3 RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE ESTRESSE EM PEIXES

Em condigdes de cultivo os peixes estdo sujeitos a procedimentos como
despesca, manejo, transporte, classificacdo, ma alimentacado, alta densidade, ma
qualidade da agua, dentre outros. Estes procedimentos provocam estresse nos
peixes e, segundo HENRIQUE et al. (1998), essas situacdes estdo associadas a
reducao da resisténcia a patdgenos, a incapacidade de manutengdo da homeostase
e inabilidade de enfrentar estressores adicionais. Estresse é um estado de ameacga a
homeostase do organismo e seu restabelecimento & feito por um conjunto de
respostas adaptativas (BARTON, 2002).

Para enfrentar situagdes adversas o organismo animal apresenta uma série
de alteragdes fisioldgicas, conhecidas como respostas de estresse. As respostas de
estresse podem variar de acordo com a intensidade, duragao, variabilidade genética
e domesticagdo do animal (URBINATI e CARNEIRO, 2004). Estas respostas
permitem ao animal adaptar-se e enfrentar o estressor a curto prazo. No entanto, se
a situagdo mantiver-se por periodo prolongado pode ocasionar danos ao organismo
(BARTON, 2002), uma vez que a energia disponivel para as varias fungdes
fisiologicas € destinada a 6rgaos e fungdes tidas como mais importantes na situagéao
de estresse.

As respostas de estresse podem ser agrupadas em primarias, secundarias e
terciarias. As respostas primarias envolvem a liberagdo de catecolaminas e
hormonios corticosterdides. Em resposta as liberagdes desses hormdnios ocorrem
algumas alteragdes bioquimicas e fisiolégicas no organismo, conhecidas como

respostas secundarias de estresse. BARTON (2002) listou algumas delas:



mudang¢as no nivel de ions plasmaticos e teciduais; alteracdo dos parametros
hematoldgicos, no metabolismo e na respiracdo; e modificagdes nas fungdes
imunoldgicas e respostas celulares. Caso a situagédo de estresse se mantenha por
longo periodo, podem ser observadas as respostas terciarias de estresse, dentre
elas: mudancas de comportamento; reducdo no crescimento e na capacidade
reprodutiva, e imunodeficiéncia. Em consequéncia dessas alteracbes a

sobrevivéncia do peixe podera estar comprometida (Fig1.).
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Figura 1 - Esquema ilustrativo das respostas de estresse em peixes.

Para IWAMA et al. (2004) o estresse em peixes € caracterizado
principalmente pela elevagdo da concentragdo plasmatica do cortisol, podendo
aumentar de 10 a 100 vezes em relagdo ao nivel basal. A mensuragao da glicose
plasmatica também pode ser um bom indicativo do estado de estresse, e € uma das
analises mais comumente utilizadas. O aumento da glicose plasmatica esta ligado

primeiramente a liberagdo de catecolaminas, e posteriormente ao cortisol, e serve



para prover energia aos locais que mais necessitam em situagdes de estresse como
cérebro, branquias e musculos. Para suprir a demanda de energia do organismo, as
catecolaminas atuam sobre o figado, estimulando a glicogendlise. A longo prazo o
cortisol supre a demanda energética pela gliconeogénese, além de estimular a
reposi¢ao do glicogénio hepatico (URBINATI e CARNEIRO, 2004).

Segundo BARTON et al. (2003) a osmorregulagdo esta relacionada as
catecolaminas. A liberagdo deste horménio resulta em influxo de agua e saida de
ions pelas branquias. Desta forma o nivel de cloreto plasmatico tende a reduzir em
peixes de agua doce em situagdes de estresse. Isso ocorre devido a dilatagdo dos
vasos sanguineos branquiais, com intuito de aumentar a perfusdo das lamelas e
consequentemente aumentar a captacéo de oxigénio, essencial para a produgao de
energia (ABREU E URBINATI, 2006). Ainda como efeito secundario pode-se
observar alteragdes nos parametros hematologicos, como aumento das células
vermelhas e concentracdo de hemoglobina (URBINATI e CARNEIRO, 2004). Estas
alteragdes sao importantes para que haja melhor distribuicdo do oxigénio capturado
nas branquias. O aumento das células vermelhas, consequéntemente aumento no
valor de hematocrito, pode ocorrer pela liberacdo do estoque dessas células no bago
(BARCELLOS, et al., 2004).

Os peixes possuem dois sistemas de defesa imunolégica, o ndo especifico e
o especifico. O primeiro € dirigido contra microrganismos e materiais estranhos. Ja o
segundo age sob antigenos especificos, através da ativagao e produgéo de linfocitos
T e B (PEZZATO et al., 2004). Estes dois sistemas sdo complementares, no entanto,
acredita-se que os peixes dependam mais da defesa ndo especifica e da mediada
por células, do que da producéao de linfocitos (VERLHAC e GABAUDAN, 2003).

O mecanismo de defesa ndo especifico pode ser provocado por diversos
estimulos como patégenos (bactérias, virus, fungos, ou parasitas) até um simples
irritante organico. A primeira defesa ndo especifica dos peixes contra os patégenos
€ representada pelas barreiras naturais como a pele, escamas e muco. Estédo
presentes no muco lisozima, uma enzima com agao bactericida, e anticorpos
naturais que ndo agem sobre um antigeno especifico e sim sobre os antigenos mais
comumente encontrados no meio (KENNEDY-STOSKOPF, 1992). Apos a invaséo
dos patégenos a defesa é feita pelos leucécitos (ROTTA, 2003), inicialmente pelos
fagécitos (macrofagos, mondcitos, neutrdfilos e eusindfilos), que podem ser

ajudados pelo sistema complemento. A ativacdo do sistema complemento é um



caminho alternativo em situagées de emergéncia, sendo uma potente defesa néo
especifica contra organismos invasores como bactérias, fungos, virus e parasitas
(LIN e SHIAU, 2005). O sistema complemento € um conjunto de proteinas e outros
componentes que estdo envolvidos tanto no sistema nao especifico quanto no
especifico, e fazem a lise das células invasoras, destruindo-as (VERLHAC e
GABAUDAN, 2003).

Se a acgao do sistema imunoldgico ndo especifico ndo conseguir eliminar o
patdgeno, o sistema especifico € ativado. Segundo PEZZATO et al. (2004) o sistema
imunoldgico especifico € dividido e humoral e celular. O humoral envolve a produgao
de anticorpos pelos linfocitos B e o reconhecimento de antigenos. A parte celular
depende da atividade dos linfécitos T e macrofagos, que por sua vez séo
responsaveis por apresentar os antigenos aos linfécitos (URBINATI e CARNEIRO,
2004). Os linfocitos sdo as células de defesa mais abundantes nos peixes, e
exercem varias fungbes no sistema imunolégico como formagdo de anticorpos,
producao de células de memdria e regulacdo das atividades de outros leucécitos
(AIRES et al., 2000). Caso o animal sobreviva a doenga apos a ativagao do sistema
especifico, ele estara protegido contra uma reinfestagéo, devido ao desenvolvimento
da memoria imunoldgica especifica (VERLHAC e GABAUDAN, 2003).

Apesar da importante fungado de suprir a demanda energética dos peixes em
situagdo de estresse, o cortisol possui efeito negativo sobre o sistema imunolégico.
Os corticosterdides tém acéo antiinflamatoria, inibindo o aumento da permeabilidade
vascular e a migracdo de leucécitos para o foco lesado (MARTINS et al., 2004).
Segundo ABREU e URBINATI (2006), redugdo do numero de linfécitos e aumento
de neutrdéfilos sao freqiientemente reportados em situacédo de estresse. URBINATI e
CARNEIRO (2004) também citam o bloqueio da produgdo de linfécitos, a
monocitopenia e a neutrofilia como consequéncias do estresse. Para MORAES e
MARTINS (2004), o cortisol inibe a fagocitose de macrdéfagos e acelera a morte de
leucocitos.

O retardo no crescimento € um dos primeiros efeitos terciarios perceptivel aos
produtores e pesquisadores. Além do animal estressado nao se alimentar, toda sua
reserva energética esta sendo utilizada para enfrentar a situacdo de estresse,
mediante acdo do cortisol. Como efeito terciario também é possivel notar efeitos
sobre a reproducdo dos animais. Segundo URBINATI e CARNEIRO (2004), o



aumento dos niveis de cortisol demonstra interferéncia nos horménios reprodutivos,
e também na qualidade dos ovocitos de peixes

Os nutrientes da dieta tém grande importancia sobre o funcionamento do
sistema imunolégicos dos peixes. Tanto macro como micronutrientes afetam a
producdo de células e também em outras fungdes fisioldgicas relacionadas a
imunidade. Segundo PEZZATO et al. (2004) a deficiéncia de alguns aminoacidos
pode ser prejudicial ao sistema imunoldgico, pois estes fazem parte de proteinas e
enzimas essenciais produzidas pelas células defesa frente a patdgenos. Dentre as
vitaminas essenciais ao bom funcionamento do sistema imunoldgico podemos citar a
vitamina C. Alguns autores apontaram sua eficiéncia em influenciar positivamente o
sistema imunoldgico, podendo aumentar a resisténcia dos peixes a doencgas
infecciosas, ou ainda reduzir os efeitos prejudiciais do estresse (WAHLI et al., 1986;
SOBHANA et al., 2002; LIN e SHIAU, 2005).

1.4 FUNGOES DA VITAMINA C NO SISTEMA IMUNOLOGICO DE PEIXES

A vitamina C ou acido ascoérbico € uma das vitaminas essenciais aos peixes.
Ela necessita ser incorporada a alimentacao pois os peixes nao a sintetizam devido
a auséncia da enzima L-gulonolactona oxidase, que possibilitaria sua sintese a partir
da glicose. Esta vitamina ocorre de duas formas: reduzida (acido L-ascoérbico) e
oxidada (acido dehidroascorbico). A forma reduzida € a mais encontrada na
natureza e também a mais ativa, no entanto € hidrossoluvel, termolabil e facilmente
oxidada a forma inativa, o acido dicetugulénico (PEZZATO et al., 2004). De acordo
com FUJIMOTO e CARNEIRO (2001) o ascorbil monofosfato e ascorbil polifosfato
sédo as formas de acido ascoérbico mais utilizadas nos alimentos devido sua maior
estabilidade.

A vitamina C é essencial para a sintese de colageno, principal componente
protéico da pele, escamas, mucosas, tecidos cartilaginosos e 6sseos (CAVICHIOLO
et al., 2002). Sua importancia deve-se a influéncia exercida na absorgao de calcio e
na hidroxilagdo do protocolageno, da lisina e da prolina (PEZZATO et al., 2004). A
hidroxiprolina faz parte de estruturas cruzadas que dao integridade ao colageno
(VERLHAC e GABAUDAN, 2003). A vitamina C atua ainda na maturagao das células
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produtoras de colageno. Trabalhos mostram que a vitamina C €& rapidamente
absorvida pelas areas produtoras de colageno, ou seja, pele, nadadeira caudal,
cartilagens e ossos (ROTTA, 2003). A pele da maioria dos peixes € composta por
trés camadas: Epiderme, que cobre a pele do peixe, derme frouxa subjacente a
epiderme, rica em melanodforos e vasos sanguineos, e uma camada de derme
compacta (MATIAS et al., 2001). Segundo SOUZA et al. (2003) a derme compacta é
constituida por grossos feixes de colageno.

O acido ascorbico participa no metabolismo do ferro, na ativagao da vitamina
D e na hidroxilagdo do triptofano e tirosina. De acordo com LIM et al. (2000), a
vitamina C aumenta a absorgcdo do ferro no intestino, reduzindo o Ferro férrico a
ferroso. Adicionalmente, a vitamina C esta envolvida com a adenosina trifosfato
(ATP) na liberagao e redugao do Ferro férrico para ferritina. Para O'KEEFE (2001), a
vitamina C pode controlar a liberacdo de Ferro no bacgo, afetando assim a
redistribuicdo do estoque deste mineral.

O 4&cido ascoérbico também estda envolvido na producdo de esterdides
adrenais. ROTTA (2003) sugere que ha redugéo nos niveis de vitamina C quando os
niveis de cortisol se mostram aumentados. A vitamina C atua na prevencado da
conversdo de acidos graxos insaturados em colesterol, um dos principais
componentes do cortisol, podendo assim reduzir os efeitos nocivos destes mesmos
horménios em situagdes de estresse. Ainda Segundo HENRIQUE et al. (1998) a
biossintese de carnitina, norepinefrina e alguns peptideos neuroenddcrinos tambéem
dependem da participagao desta vitamina.

A vitamina C atua como um antioxidante metabdlico, protegendo as
macromoléculas e outros componentes celulares da oxidagdo causada pelos
radicais livres, durante metabolismo normal ou em condi¢cbes de desafio oxidativo
como em infecgdes, estresse e poluicdo (CHEN et al., 2004). Por ser um potente
antioxidante previne a deficiéncia de vitamina E, além de proteger a membrana
celular contra oxidagao lipidica, mantendo assim sua integridade. O’KEEFE (2001)
sugere ainda que a vitamina C tém papel importante nas hidroxilagdes envolvidas na
excrecdo de drogas e produtos toxicos.

As exigéncias nutricionais dos peixes por vitamina C sao influenciadas por
varios fatores como idade, tamanho, estado reprodutivo e estresse. Peixes jovens
possuem maior necessidade desta vitamina, provavelmente pelo rapido crescimento

e pela reduzida capacidade de armazenamento. Os transportadores especificos da
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vitamina C na mucosa intestinal sdo substrato dependente, ou seja, quanto maior a
suplementagao de vitamina C, mais eficiente a absorgao (ROTTA, 2003). De acordo
com o0 mesmo autor, a meia vida do acido ascorbico esta relacionada a temperatura
da agua em que o peixe vive. Para peixes de agua quente, a meia vida do acido
ascorbico é de 34 dias, enquanto que em peixes de agua fria esse tempo reduz-se
para 21 dias.

Segundo PEZZATO et al. (2004), a deficiéncia dessa vitamina se caracteriza
basicamente pela redugdo na cicatrizacdo e pela sindrome de ma formacgao
esquelética. Para CHAGAS e VAL (2003), a auséncia desta vitamina na alimentagéo
dos peixes pode promover o aparecimento de varias deficiéncias como lordose,
escoliose, crescimento reduzido, erosdao de nadadeira, hemorragia, podendo ainda
causar hiperplasia do epitélio branquial (PETRIC et al., 2003).

O crescimento reduzido em peixes alimentados com dieta isenta de vitamina
C esta relacionado a redugé&o nos niveis da enzima glutadiona e ao aumento
concomitante do acido dehidroascorbico. A glutadiona é promotora da divisdo
celular, enquanto que o acido dehidroascorbico € inibidor deste processo (PEZZATO
et al., 2004). Peixes com deficiéncia em vitamina C geralmente apresentam anemia,
devido sua influéncia na absorcdo e redistribuicdo do Ferro, afetando assim a
sintese de hemoglobina, consequentemente apresentando valores de hematdcrito
reduzido (ROTTA, 2003).

Pequenas quantidades dessa vitamina sao suficientes para prevenir e curar o
escorbuto, porém maiores quantidades podem manter a boa saude durante
adversidades ambientais, situagcdes de estresse fisioldgico e condigdes de doengas
infecciosas e parasitarias (CAVICHIOLO et al., 2002). Para peixes tropicais adultos a
dose de vitamina C utilizada nas ragbes varia de 150 a 300 mg/kg de racao.
Megadoses de vitamina C (10 a 100 vezes a exigéncia) podem influenciar
positivamente a resisténcia dos peixes a doencgas infecciosas (WAHLI et al., 1986)
ou ainda reduzir os efeitos nocivos causados pelo excesso de glicocorticéides
liberado na circulagdo em situagdo de estresse. A imunodepressao causada pelo
estresse pode ser compensada pelo aumento da vitamina C na dieta previamente ao
estresse (VERLHAC e GABAUDAN, 2003). Para fortalecer o sistema imunoldgico
dos peixes frente a estressores, a alimentagcdo com megadoses de vitamina C deve
ser realizada pelo menos duas semanas antes e apos a submissdo ao estresse
(O’KEEFE, 2001).
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Para PEZZATO et al. (2004) o uso de megadoses de vitamina C ndo apenas
previne doencas em peixes saudaveis, mas também contribui para o aumento da
resisténcia em peixes ja imunocomprometidos. Entretanto, existem relatos de que o
uso de megadoses de vitamina C né&o surtiu efeito na produgcédo de anticorpos e no
aumento da resisténcia a doengas em alguns peixes (LIM et al., 2000;
CAVICHIOLO, 2002; SEALEY E GATLIN lll, 2002; BORBA, 2007).

A vitamina C estd concentrada na maioria dos 6rgaos vitais como: cérebro,
timo, figado e rins. E encontrada ainda em grande quantidade nos leucdcitos,
protegendo-os contra a peroxidagdo (VERLHAC e GABAUDAN, 2003). Segundo
FUJIMOTO e CARNEIRO (2001) a vitamina C atua no sistema imunoldgico, tanto na
parte celular, relacionada a proliferacdo de neutréfilos e aumento da migragao de
macrofagos, quanto na humoral, atuando no estimulo a produgéo de interferons que
protegem as células contra antigenos.

O aumento da resisténcia a infecgdo se da principalmente pelos efeitos
benéficos da vitamina C no sistema de defesa nao especifico, tais como fagocitose e
atividade do sistema de complemento. No entanto LI e LOVELL (1985) encontraram
aumento na produgao de anticorpos de Channel catfish alimentados com megadose
de vitamina C em comparagao aos tratamentos com menores doses ou ausentes
dessa vitamina. Este fato pode ter ocorrido devido a influéncia da vitamina C no
numero e na atividade dos linfécitos.

Devido a agao benéfica da vitamina C sobre o sistema imunolégico, presume-
se que o uso prévio de megadoses dessa vitamina possa aumentar a resisténcia dos

peixes a infecgdes, ou ainda reduzir os efeitos deletérios do estresse.
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Il. VITAMINA C NA DIETA E INF’LUENCIA NAS RESPOSTAS DE ESTRESSE DE
JUNDIA EXPOSTOS AO ICTIO

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da vitamina C como prevengéo ao Ichthyophthirius
muiltiflis e/lou redugdo das respostas de estresse em juvenis de jundia Rhamdia quelen. Foram
testados seis niveis de vitamina C na dieta (0, 134, 181, 392, 747, 1649 mg/kg). Sete peixes foram
coletados ao acaso do tanque de adaptagdo para caracterizar a situagdo inicial. Em seguida 14
peixes (28,55 + 5,08 g e 14,59+ 0,86 cm) foram distribuidos em cada uma das 24 caixas plasticas de
80 L. A segunda coleta, de 24 peixes, foi realizada apdés 62 dias de fornecimento das dietas
experimentais, sendo posteriormente inseridos peixes com ictio no sistema de recirculagéo de agua.
Aos 74 dias realizou-se a ultima coleta, quando foram observadas redugdes significativas causadas
pelo ictio nos niveis glicémicos. A inclusdo de vitamina C ndo aumentou a resisténcia ao ictio, ndo
havendo alteragdo na espessura da pele, nem mesmo reduzindo os efeitos do estresse segundo as
analises de glicemia, cortisol, cloreto e par&dmetros hematoldgicos. Os resultados indicam que a
adigdo de vitamina C, conforme protocolo apresentado neste estudo, ndo é eficaz no aumento da

resisténcia ao ictio, ou como redutor de respostas fisioldgicas de estresse.

PALAVRAS CHAVES: Rhamdia quelen, Ichthyophthirius multifiliis, vitamina C, estresse.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the efficiency of dietary vitamin C as a prevention of
Ichthyophthirius multifliis and/or its stress responses caused to jundia Rhamdia quelen. Six levels of
vitamin C were tested in the diet (0, 134, 181, 392, 747, 1649 mg/kg). Seven juveniles were randomly
sampled from the acclimation tank to characterize the initial condition. Fourteen fish (28,55 £ 5,08 g e
14,59+ 0,86 cm) were placed in each of the 24 80-L plastic boxes. The second sample was performed
at the 62™ day with 24 fish. After the second sample some infected fish were inserted into the
recirculation system. The last sample was conducted at the 74" day. Ich provoked significant
reduction according to blood glucose analyze. Vitamin C did not improve jundia resistance against ich
and did not minimize physiological stress responses as blood glucose, cortisol, chloride and
hematological parameters, nor modifying dermal thickness. The results indicate that the addition of
vitamin C in the diet, according to the methodology proposed by the present study, is nether efficient

to augment jundia resistance to ich nor effective as a physiological stress response mitigator.

KEYWORDS: Rhamdia quelen, Ichthyophthirius multifiliis, vitamin C, stress.
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2.1 INTRODUGAO

O jundia, Rhamdia quelen, € um bagre de ampla ocorréncia na América do
Sul, adaptado a diferentes ambientes e que vem apresentando bons resultados em
viveiros de piscicultura. E uma espécie rustica, de rapido crescimento e que suporta
bem as baixas temperaturas ocorridas na regido sul do pais, inclusive alimentando-
se durante o inverno (CARNEIRO, 2004), além de apresentar excelente aceitagédo
pelo mercado consumidor, tanto na pesca esportiva quanto para consumo direto
(BALDISSEROTTO et al., 2000; CARNEIRO et al., 2003).

Entre os muitos questionamentos a serem respondidos com o intuito de
formatar um modelo racional de criagdo desta espécie, alguns se referem aos
problemas causados pelo ictio, Ichthyophthirius multifiliis, um ectoparasita obrigatorio
facilmente reconhecido pela presenga de pontos brancos na pele. O ictio € um
protozoario que se localiza geralmente sob a epiderme dos peixes, tanto no corpo
como nas branquias, alimentando-se do conteudo celular do hospedeiro
(CARNEIRO et al., 2006). A ictiofitiriase, também conhecido como doenca dos
pontos brancos, € um dos maiores problemas enfrentados por aquariofilistas e
produtores comerciais de peixe ao redor do mundo (FRANCIS-FLOYD e REED,
2002). Segundo XU et al. (2004) peixes jovens e os silurideos, como também s&o
chamados os peixes de couro, sdo mais susceptiveis a infecgao pelo ictio.

O crescimento saudavel dos peixes esta diretamente ligado aos mecanismos
de respostas imunoldgicas especificas e nao especificas. Os mecanismos
especificos, presentes apenas nos vertebrados, dividem-se em dois componentes
principais, o humoral e o celular. As respostas imunoldgicas n&o especificas sao
representadas pelas barreiras anatdémicas (escamas, muco, pele) e pela fagocitose
realizada por neutréfilos e macrofagos (VERLHAC e GABAUDAN, 2003). Segundo
PEZZATO et al. (2004), acredita-se que os peixes dependem mais de respostas nao
especificas e daquelas mediadas por células do que aquelas dependentes da
produgao de anticorpos.

Estudos vém sendo realizados no intuito de descobrir maneiras curativas e
preventivas de lidar com os problemas causados pelo ictio. Alguns autores avaliaram
a influéncia da vitamina C no sistema imunolégico n&o especifico dos peixes (WAHLI
et al., 1986; FRACALOSSI et al.,, 1998). A vitamina C atua como antioxidante
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metabdlico, protegendo a membrana celular, componentes intracelulares e
processos sensiveis a oxidagdo (FRACALOSSI, 1998). Esta vitamina esta ligada
também a sintese de colageno, contribuindo para o aumento da barreira fisica contra
parasitas, pela incorporagao de maior quantidade de tecido conjuntivo subepitelial na
pele dos peixes (GARTNER e HIATT, 1993; FRACALOSSI et al., 1998; FUJIMOTO,
2001; WAHLI et al.,, 2003). Além disso, varios trabalhos tém demonstrado a
importancia desta vitamina na mitigagdo das chamadas respostas de estresse de
algumas espécies de peixes (DABROWSKA et al., 1991; MARTINS et al., 1995; LI et
al., 1998).

Visando buscar uma alternativa preventiva para o problema causado pelo
ictio, o presente estudo objetivou avaliar diferentes niveis de vitamina C na dieta
sobre o sistema imunoldgico néo especifico e nas respostas fisioldgicas de estresse

de juvenis de jundia expostos ao ictio.

2.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Pesquisa e Piscicultura - LAPEP da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana - PUCPR, localizado na cidade de Sé&o
José dos Pinhais, Parana. Foram utilizados 343 juvenis de jundia com peso e
comprimento variando de 24,1 a 41,4 g e 14,5 a 17,0 cm, respectivamente. As dietas
experimentais foram produzidas no laboratério de nutricdo de organismos aquaticos
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP, campus de Botucatu -
SP, contendo 32% de proteina bruta e 3200 kcal/kg de energia digestivel (apéndice
2). Os tratamentos foram representados por seis diferentes niveis de vitamina C (O,
125, 250, 500, 1000, e 2000 mg/kg) incorporados pela adigdo do ascorbil polifosfato
(Roche®) aos ingredientes da racdo. As racdes foram analisadas no laboratério
central — Guabi, pelo método HPLC para quantificacéao da vitamina C, encontrando-
se os niveis de 0, 134, 181, 392, 747 e 1649 mg/kg. As ragbdes foram armazenadas
em sacos pretos em freezer & 20°C negativos, sendo semanalmente retirada
quantidade suficiente para ser fornecida no periodo de sete dias e colocada em
potes plasticos recobertos por papel aluminio. Os potes com ragado eram retirados do

freezer somente na hora da alimentacao dos animais que era realizada diariamente
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as 8:30 h e as 17:30 h, até a aparente saciedade. Esses cuidados foram tomados
para evitar a oxidagao da vitamina C.
O experimento foi composto por seis tratamentos e quatro repeticoes. A

distribuicdo dos peixes e as coletas estdo demonstradas na figura 2.

Tanque de adaptacao

Racdo isenta de vitamina C
(sete dias)

Coleta inicial
(7 peixes)

Y
Distribuicdo de peixes e inicio do
fornecimento das ragdes experimentais

14 14 14 14 14 14 14 14 .
peixes || peixes || peixes || peixes || peixes || peixes || peixes || peixes |--- (24 caixas)
s

l

2° coleta apods 64 dias de arracoamento — 1 peixe/caixa
Insercéo de peixes com ictio no sistema

l

Coleta final — apds 74 dias de arracoamento — 1 peixe/caixa

Figura 2. Esquema da distribuicdo dos peixes nas unidades experimentais e

realizacao das coletas.

As unidades experimentais foram providas de aeragdo e integravam um
sistema de recirculagdo de agua com filtro de sdélidos e biofiltro. A temperatura foi
mantida dentro da faixa de conforto para a espécie, entre 21 a 26 °C, durante todo o
periodo experimental. Além da temperatura, os niveis de oxigénio dissolvido e pH
foram monitorados diariamente e, semanalmente, os niveis de amdnia total, nitrito e
nitrato.

No momento da coleta os peixes foram capturados e anestesiados

rapidamente com 75 mg de benzocainal/L. Apds retirada de sangue por puncgao de
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veia caudal com seringas heparinizadas, os peixes foram sacrificados por overdose
em solugao de benzocaina.

Para determinacdo de leucdcitos totais, o sangue foi diluido (200 X) com
solugdo de Natt e Harricks. Realizou-se a contagem das células dos quatro cantos
maiores em camara de Neubauer, sendo o valor multiplicado por 500. O hematocrito
foi determinado utilizando-se uma centrifuga para microtubos (12000 rpm por 10
minutos). A contagem diferencial de leucécitos foi feita a partir de 100 células em
laminas coradas com Panoético e observadas em microscopio optico em lente
objetiva (100 X). O sangue excedente foi transferido para tubos plasticos de 2 ml e o
plasma separado por centrifugagdo a 3000 rpm por 10 minutos. O plasma foi
congelado a 20°C negativo para posteriores analises de cortisol, pelo método de
enzima imunoensaio, e determinagcdo das concentragdes de glicose e cloreto
plasmatico por método colorimétrico (LabTest®).

Cortes em formato de posta na altura da nadadeira dorsal foram retirados de
todos os peixes amostrados, além do conjunto de arcos branquiais das duas laterais.
Os tecidos foram fixados em solu¢cado de Bouin, desidratados, no caso das branquias
apenas 0s arcos branquiais de uma lateral, e posteriormente incluidos em parafina.
Entdo foram feitos os cortes de 5 ym e confeccionadas as laminas histologicas,
coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina e tricomio de Mallory. As espessuras
das camadas da pele, na regido apical proxima a nadadeira dorsal, e lateral na
altura da linha lateral, e observagdes de alteracbes nas lamelas branquiais foram
feitas em microscopio optico.

Os dados foram analisados pelo programa Statistica® 6.0. A avaliacdo da
adequacao a curva normal de Gauss foi feita pelo teste de Shapiro-Wilk. A seguir, os
dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis para a comparagdo das
variaveis analisadas. Ao se encontrarem diferencas significativas, confrontaram-se
as medianas dos tratamentos pelo teste de Mann-Whitney ao nivel de 5% de
probabilidade.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de qualidade de &agua obtidos durante o experimento

estiveram dentro da faixa considerada adequada para o jundia (BALDISSEROTTO e
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SILVA, 2004): oxigénio dissolvido 6,1 + 0,59 mg/L, temperatura 24,4 + 0,95°C, pH
7,63 + 0,67, amdnia total 0,52 mg/L, nitrito 0,47 mg/L, e nitrato 12,5 mg/L.

Aos 74 dias foi possivel observar pontos brancos nos peixes de todas as
unidades experimentais. Também foram observados peixes com comportamento
alterado, esfregando-se nas paredes das caixas e apresentando redugdo no
consumo de ragado, confirmando assim a presenga de ictio nos animais
experimentais.

A adicdo de vitamina C nao alterou os valores de peso e comprimento entre
os tratamentos. Os valores foram semelhantes, independente da quantidade de
vitamina C fornecida, sendo registradas medianas e valores maximos e minimos aos
64 dias de 44,35 g (28,7 — 90,3) e 16,75 cm (15 — 22), e ao final dos 74 dias de 50 g
(24 - 105) e 17,5 cm (14 - 23), respectivamente. Para os niveis de cortisol n&o foram
observadas alteragdes relacionados aos niveis de vitamina C, nem mesmo entre as
coletas, com excegao dos tratamentos com 181 mg/kg e 1649 mg/kg que mostraram
significativa redugao apos estresse (Fig. 3).

Os niveis glicémicos nao foram afetados pela adigdo de vitamina C, no
entanto foram detectadas diferengas significativas nos valores de glicemia quando
comparados os valores obtidos na ultima coleta com os das demais (Fig. 4).

O numero de leucécitos nos diferentes tratamentos foi semelhante, no
entanto, pode-se observar aumento no numero de células brancas apos estresse

nos tratamentos com 0 e 181 mg vitamina C/kg racao (Fig. 5).
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Figura 3 - Medianas dos valores de cortisol de juvenis de jundia durante periodo experimental. Letras minusculas e maiusculas
diferentes indicam diferencgas significativas (P<0,05) entre tratamentos e coletas, respectivamente.
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Figura 4 - Medianas dos valores glicémicos de juvenis de jundia durante periodo experimental. Letras minusculas e maiusculas
diferentes indicam diferengas significativas (P<0,05) entre tratamentos e coletas, respectivamente.
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Figura 5 - Medianas dos valores de leucdcitos de juvenis de jundia durante periodo experimental. Letras minusculas e maiusculas
diferentes indicam diferencgas significativas (P<0,05) entre tratamentos e coletas, respectivamente.
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Os valores de hematocrito e cloreto plasmatico também ndo sofreram
alteracdo pela adicdo de vitamina C, nem mostraram diferengca entre as coletas,
apresentando medianas e valores maximos e minimos de 29,5% (21-40) e 121,64
mEq/L (78,0 -152,54), respectivamente.

A contagem diferencial de leucocitos ndo apresentou diferengas significativas
entre os tratamentos, exceto para mondécitos, sendo encontrado maior numero dessa
célula em peixes do tratamento com 181 mg/kg (apéndice 3). A diferenga entre
tratamentos também foi observada para trombdcitos, pois aos 64 dias o tratamento
com 392 mg/kg apresentou maior numero de células que os tratamentos com 134
mg/kg e 181 mg/kg. Aos 74 dias a diferenga foi entre os tratamentos 0 e 134 mg/kg,
apresentando este ultimo numero maior de trombdcitos. Apds estresse pode-se
observar o0 aumento de mondcitos, exceto para o tratamento com 181 mg/kg que

nao apresentou diferengas significativas entre as coletas (Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros hematolégicos de juvenis de jundia alimentados com

diferentes niveis de vitamina C durante o periodo experimental.

Tratamentos  Linfocitos Monocitos Neutrofilos Eosindfilos Trombocitos

Periodo mg vitamina C/ (%) (%) (%) (%) (%)
Experimental (dias) kg de ragdo

0 - 83,0 B 5B 13,0 A 1,0 A 1B

0 91,0a,A 0,0b,C 6,5a, A 0,0a, A 0ab,B

134 89,0a,B 1,0b,C 8,5a, A 0,0a, A 1b,B

64 181 92,0a,B 3,5a,B 45a, A 0,0a, A 0b,B

392 87,0a,B 0,5b,C 8,5a, A 0,5a, A 3a, A

747 82,0a,B 0,5b,C 165a,A 05aA 1ab, B

1649 855a,B 1,5b,C 120a, A 00a A 2 a, AB

0 55,0a,C 17,0a,A 285a A 1,0a, A 0b,B

134 68,0a,B 145a,A 155a A 1,5a, A la,B

74 181 72,5a,B 14,0a,B 16,0a A 0,5a, A 0 ab, B

392 67,5a,B 155a, A 16,0a,A 0,53, A 0,5 ab, B

747 80,5a,B 85a,A 6,5a,A 2,0a A 0 ab, B

1649 68,0a,B 13,0a,A 16,0a, A 5,0a, A 0 ab, B

Letras minusculas e maiusculas diferentes indicam diferengas significativas (P<0,05)
entre tratamentos e coletas, respectivamente.

Apesar de nao apresentarem diferengas significativas entre as coletas, foi
possivel observar uma tendéncia na reducdo de linfécitos apds estresse,
concomitantemente ao aumento de neutrofilos. Essa correlagdo negativa entre estes

dois parametros pode ser observada na figura 6.
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Figura 6 - Correlagdo entre a porcentagem de linfécitos e neutréfilos durante o

periodo experimental.

Os valores da espessura da pele nao apresentaram alteracbes que

evidenciassem a acgéao dos diferentes niveis de vitamina C (Tabela 2).

Tabela 2 - Medianas dos valores de espessura da pele de juvenis de jundia durante

o periodo experimental.

Tratamentos Apical (um) Lateral (um)
Periodo experimental ~ mg vitamina C/ Derme Epiderme Derme Epiderme
(dias) kg racao compacta compacta
0 - 100 A 50,0 B 100,0 A 100,0 A
0 100,0 a, A 75,0a,A 100,0a,A 87,5a A
134 100,0 a, A 75,0a,B  112,5a,A 100,0a, A
64 181 87,5a, A 62,5a,B 125,0a, A 100,0a, A
392 100,0 a, A 87,5a,B 112,5a,A 100,0a, A
747 87,5a, A 62,5a,B 137,5a,A 100,0a, A
1649 100,0a,A 87,5a,B 1125a,A 100,0a, A
0 75,0a,A 100,0a, A 125,0a,A 125,0a, A
134 75,0 a, B 50,0a,B 137,5a, A 112,5a, A
74 181 62,5a, A 62,5a,B 125,0a, A 100,0a, A
392 100,0 a, A 87,5a,B 100,0a, A 87,5a, A
747 100,0a,A 100,0a,B 175,0a,A 100,0a, A
1649 100,0 a, A 50,0a,B 100,0a, A 100,0a, A

Letras minusculas e maiusculas diferentes indicam diferengas significativas (P<0,05)
entre tratamentos e coletas, respectivamente.

Os niveis de cortisol tendem a aumentar em situagdo de estresse. Porém,

apdés um periodo de exposicao ao estressor, o nivel de cortisol baixa a valores
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préximos aos basais. Apesar da tendéncia a reducdo dos niveis de cortisol apos
estresse, nao foram observadas alteragbes significativas durante o periodo
experimental, exceto no tratamento com 181 mg/kg. BARCELLOS et al. (2004),
testando estresse agudo e crénico em jundia, encontraram valores de cortisol de 40
ng/ml-basal, 180 ng/ml-pds-estresse agudo e 60 ng/ml-pds-estresse cronico, valores
diferentes ao observado neste trabalho. Presume-se que os niveis de cortisol
tenham aumentado durante o periodo entre a segunda e a ultima coleta, no entanto
nao foram realizadas coletas nesse periodo. A reducdo nos niveis de cortisol pode
ter ocorrido por uma sobrecarga dos rins, pois ao serem parasitados, os rins dos
peixes podem ter trabalhado intensamente liberar cortisol. De acordo com BARTON
(2002) a atividade interrenal continua pode reduzir a regulagéo do eixo hipotalamo-
pituitaria-interrenal, resultando num feedback negativo a produgéo de cortisol.

As catecolaminas sdo hormoénios responsaveis pela liberacdo de glicose na
corrente sanguinea em situagdes de estresse. Essa agdo é importante para que o
animal disponha de energia para enfrentar o estressor. Desta forma, a mensuragao
da glicose plasmatica pode ser usada como um bom indicador de estresse (IWAMA
et al., 2004). O nivel glicémico basal encontrado nesse trabalho ficou proximo ao
determinado por BARCELLOS et al. (2003; 47,23 mg/dl), e de forma quase que
generalizada reduziu apds estresse. Com base na literatura, possivelmente tenha
ocorrido aumento nos niveis glicémicos para prover energia aos 6rgaos e sistemas
mais importantes em situagdo de estresse. Nesse sentido, os valores da ultima
coleta podem representar reducdo provavelmente em fungdo da deplecdo das
reservas energeéticas.

O aumento no nivel de catecolaminas na circulacdo em situagao de estresse
favorece o aumento da tomada de oxigénio nas branquias e consequentemente o
aumento da oxigenagdo dos tecidos. No entanto, o aumento da perfusdo das
branquias favorece a perda de ions como o sédio e o cloreto (MARIANO et al.,
2006). Os niveis de cloreto encontrados nesse trabalho se mantiveram inalterados
durante todo o periodo experimental e foram semelhantes aos encontrados por
BORGES et al. (2004; 123 mEq/L). ABREU e URBINATI (2006), trabalhando com
niveis de vitamina C em matrinxd e estresse por exposi¢cao ao ar, também néo
obtiveram diferenca nos niveis de cloreto entre tratamentos ou entre as coletas.

De acordo com CAMPBELL (2004), a avaliagdo de parametros sanglineos

pode ser util para monitorar o estado fisiolégico e para o diagndstico de patologias
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de peixes. Em situacbes de estresse, devido a necessidade de aumentar a
oxigenagao dos tecidos e orgaos vitais, € esperado aumento de células vermelhas
na circulagdo, obtendo dessa forma, valor de hematécrito maior que o basal. Os
valores de hematdcrito pré-estresse diferiram dos encontrados por BARCELLOS et
al. (2003 e 2004; 40%) e BORGES et al. (2004; 43%), mas foram semelhantes ao
encontrado por TAVARES-DIAS et al. (2002; 26,5%). BARCELLOS et al. (2004)
encontraram reducdo no hematdcrito apds estresse crénico, enquanto que no
presente trabalho ndo se observou alteragdes nos valores de hematécrito. As
analises de cloreto e hematocrito ndo se mostraram eficazes para caracterizar
estresse de peixes infectados por ictio, pois ndo mostraram diferengas entre as
coletas.

Os leucécitos sao importantes aliados dos peixes em situagao de estresse.
Num primeiro instante a producdo de leucécitos € aumentada em resposta a
liberagdo dos horménios de estresse. No entanto, a manutenc¢ao de altos niveis de
cortisol circulante pode reduzir a producdo de leucdcitos, deixando o peixe
imunodeprimido e podendo levar-lo a 6bito. Da mesma forma que o presente
trabalho, ABREU e URBINATI (2006) ndo encontraram diferengcas no numero de
leucdcitos em matrinxad alimentados com diferentes niveis de vitamina C. Por outro
lado, o numero de leucécitos no presente trabalho foi menor do que o encontrado
por BORGES et al. (2004; 101 células/ul x103), € maior do que o encontrado por
BARCELLOS et al. (2004; 2,9 células/ul x 103).

Os linfécitos sdo as ceélulas mais comumente observadas na contagem
diferencial de leucdcitos em peixes sadios, sendo também as mais sensiveis a
presencga continua do cortisol. Segundo BARCELLOS et al. (2004) a administragao
de cortisol em peixes causa redu¢cao no numero de linfécitos circulantes. Ainda que
nao significativa a redugédo do numero de linfécitos apos estresse pode ter ocorrido
pelo fato de um possivel aumento dos niveis de cortisol entre a segunda e a ultima
coleta. Os niveis de linfécitos encontrados por BARCELLOS et al. (2004), pré e pos-
estresse (25 e 5%, respectivamente), foram menores que no presente trabalho.

Os niveis de mondcitos foram semelhantes aos encontrados por BORGES et
al. (2004; 15%) e por BARCELLOS et al., (2004; 12 %). O aumento na porcentagem
de mondcitos deve-se a resposta ao parasitismo do ictio, pois 0s mondcitos sao
precursores dos macrofagos, principais células de defesa juntamente com os

neutréfilos. Segundo CAMPBELL (2004) a linfopenia sugere condigbes de
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imunossupressao em resposta ao excesso de glicocorticéides e esta associada a
neutrofilia, podendo ser interpretada como resposta ao estresse em peixes.
BARCELLOS et al. (2004) também registraram aumento de neutréfilos e reducéo de
linfécitos, corroborando a correlagdo negativa entre esses parametros observada no
presente trabalho.

A presenga de um parasita patogénico causa um fendbmeno chamado de
eosinofilia, caracterizado pelo aumento de eusindfilos circulantes (VERLHAC e
GABAUDAN, 2003). No entanto esse quadro nao foi observado no presente estudo,
uma vez que os valores de eusinofilos ndo foram significativamente diferentes entre
as coletas.

Em relagdo as branquias nao foram observadas alteragcbes apds o estresse
causado pelo ictio, exceto pela presenga do parasita (apéndice 4). As pequenas
alteracdes observadas na derme e epiderme apical ndo podem ser justificadas pelos
niveis de vitamina C e sim por uma possivel heterogeneidade no tamanho dos
peixes (apéndice 5).

Foi registrada sobrevivéncia de 100% durante os 74 dias de periodo
experimental. Da mesma forma BORBA et al. (2007) ndo encontraram diferengas na
sobrevivéncia de jundias expostos ao ictio apdés 60 dias de alimentagdo com
diferentes niveis de vitamina C.

WAHLI et al. (1986) registraram maior resisténcia ao ictio por trutas arco-iris
alimentadas com ragdo contendo 2000 mg/kg de vitamina C. Nosso resultado n&o
corrobora os de WAHLI, pois a infecgcao por ictio foi semelhante em todos os
tratamentos. BORBA et al. (2007) testando vitamina C como prevengao ao ictio
também n&o encontraram diferenca na infecgdo deste parasita em jundia. Resultado
semelhante foi encontrado por CAVICHIOLO et al. (2002), avaliando niveis de

vitamina C sobre a ocorréncia de ectoparasitas em tilapia do Nilo.

2.4 CONCLUSAO

A utilizagdo da vitamina C na racdo nos niveis testados nesse estudo ndo
aumenta a resisténcia de juvenis de jundia ao ictio, nem mesmo é capaz de reduzir
os efeitos deletérios do estresse causado por este parasita, em alguns parametros
fisiologicos analisados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho permitiram concluir que a utilizacdo de vitamina
C nao é capaz de aumentar a resisténcia a infeccéo por ictio, nem mesmo reduzir os
efeitos deletérios causados pelo estresse causado por este parasita. No entanto
algumas analises mostraram grandes variagdes nos valores que compuseram as
medianas, fato muito comumente observado em trabalhos que visam caracterizar o
estado fisioldgico de peixes. Dentre os fatores que podem contribuir para essa
variagdo podemos citar a heterogeneidade dos animais, sejam estas causadas por
questdes intrinsecas ou extrinsecas, como o territorialismo existente nas unidades
experimentais.

O fato da vitamina C nao se mostrar-se eficaz na prevengao ao ictio neste
experimento n&do elimina a necessidade de mais estudos avaliando sua agéo

preventiva contra enfermidades em outras condi¢cées ou para outras espécies.
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APENDICE |

FOTOS DAS DIVERSAS FASES DO ICTIO

Juvenil de jundia infectado com
ictio Ichthyophthirius multifiliis.

Trofozoito de ictio (seta) sob a
epiderme de peixe infectado.

i

AL

Trofozoito de ictio. Nucleo
caracteristico em forma de ferradura
(SUGUIMOTO)

Tomito, forma imatura do ictio.
(MONTEIRO JUNIOR)
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APENDICE Il

PORCENTAGEM DOS INGREDIENTES DAS RAGOES EXPERIMENTAIS

Dietas experimentais

Vitamina C (mg/kg

Ingredientes 0 134 181 392 747 1649
Farelo de soja 32,00 | 32,00 | 32,00 | 32,00 | 32,00 | 32,00
Gluten de milho 9,31 9,31 9,31 9,31 9,31 9,31
Farinha de peixe 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Farinha de carne (40 % PB) 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Fuba de milho 2299 | 22,99 | 2299 | 22,99 | 22,99 | 22,99
Farelo de trigo 5,78 5,78 5,78 5,78 5,78 5,78
Quirera de arroz 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00
Amido de milho 0,57 0,28 0,14 0,07 0,04 0,00
Celulose 2,65 2,65 2,65 2,65 2,65 2,65
DL - metionina 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43
Oleo de soja 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
Fosfato bicalcico 1,67 1,67 1,67 1,67 1,67 1,67
Stay C - 35% 0,00 0,04 0,07 0,14 0,28 0,57
Sal comum 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico/mineral

isento de Vitamina C 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Proteina digestivel 32,00 | 32,00 | 32,00 | 32,00 | 32,00 | 32,00
Energia digestivel (kcal/kg) 3200,00|3200,00|3200,00|3200,00|3200,00 | 3200,00
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APENDICE IlI

LEUCOCITOS

Leucécitos mais encontrados no sangue dos jundias utilizados no
experimento.

L — Linfécitos; M — Mondcitos; N — Neutréfilos; T — Trombdcitos
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APENDICE IV

BRANQUIAS

Branquia de jundia antes da Branquia de jundia
infeccao por ictio. apresentando ictio aderido.

Branquia de jundia parasitada por Ictio aderido na branquia de
ictio. jundia.

39




APENDICE V

PELE

Camadas de pele apical da posta
de jundia. 1 — Epiderme; 2 — Derme
frouxa; 3 — Derme compacta.

Ictio sob epiderme de jundia.

Camadas da pele dorsal da posta
de jundia. 1 — Epiderme; 2 — Derme
frouxa; 3 — Derme compacta.

Ictio aderido a pele de jundia.
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