UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E EVOLUCAO

Avaliacao de respostas metabdlicas e de imunidade inata em
pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg, 1887) alimentados
com dietas suplementadas com vitamina E e submetidos a

variacao de temperatura

LiVIA MARIA GRULI BARBOSA

SAO CARLOS
2011



i

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E EVOLUCAO

Avaliacado de respostas metabdlicas e de imunidade inata em
pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg, 1887) alimentados
com dietas suplementadas com vitamina E e submetidos a

variacao de temperatura

Livia Maria Gruli Barbosa
Orientador: Prof. Dr. Gilberto Moraes

Co-orientadora: Profa. Dra. Fernanda de Freitas Anibal

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pdés-Graduagcdo em
Genética e Evolucdo do Centro de
Ciéncias Biolégicas e da Saude da
Universidade Federal de Sao Carlos,
como parte dos requisitos para obtencao
do titulo de Mestre em Genética e
Evolucgéo.

SAO CARLOS-SP
-2011-



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

B238ar

Barbosa, Livia Maria Gruli.

Avaliacao de respostas metabdlicas e de imunidade inata
em pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg, 1887)
alimentados com dietas suplementadas com vitamina E e
submetidos a variagao de temperatura / Livia Maria Gruli
Barbosa. -- S&o Carlos : UFSCar, 2012.

122 f.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal de S&o
Carlos, 2011.

1. Peixe. 2. Metabolismo. 3. Imunologia. 4. Nutrigédo. 5.
Aquicultura. 6. Hematologia. I. Titulo.

CDD: 597 (207




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE PC’)S-GRADUAQZ\O EM GENETICA EVOLUTIVA E BIOLOGIA MOLECULAR

Avaliacao de respostas metabodlicas e de imunidade inata
em pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg, 1887)
alimentados com dietas suplementadas com vitamina E e
submetidos a variacao de temperatura

Dissertacdo de Mestrado de LiVIA MARIA GRULI BARBOSA

Banca Examinadora

Prof. Dr. Gilberto Moraes | R

D T T

Profa. Dra. Fernanda de Freitas Anibal (51/1 U j?{v

...........................................................

Profa. Dra. Cleni Mara Marzocchi Machado ﬁ .......

f
P = » et
Profa. Dra. Heloisa Sobreiro Selistre de Aratijo j == =TS VN ﬂ’—’T




v

Dedico
Aos meus queridos pais, Fatima e Reginaldo.
A distancia e o tempo néo apagarao o amor, a dedicagao, os ensinamentos e 0

apoio que vocés sempre me deram.



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom e a eternidade da vida.

Aos meus pais, Fatima e Reginaldo, por me darem a vida, por me apoiarem
em todas as decisdes, por todos os sacrificios, por todo amor e carinho e por
estarem sempre ao meu lado.

Aos meus familiares pela torcida para que eu alcangcasse meus objetivos. Em
especial, aos meus tios, Jodo e Neide, por me terem como uma filha, e a minha
prima Cidinha, por me ter como uma irma.

Ao Prof. Dr. Gilberto Moraes pela orientacdo com brilhantismo, sabedoria,
paciéncia e amizade.

A Profa. Dra. Fernanda de Freitas Anibal por ter aceitado me co-orientar,
mesmo sendo um trabalho fora de sua linha de pesquisa, e pela compreensao e
amizade.

A Profa. Dra. Cleni Mara Marzocchi Machado, por ter me recebido tdo bem
em seu laboratério e por dispor do seu tempo para me ensinar as técnicas de
andlise do sistema imunoldgico.

A Profa. Dra. Yara Maria Lucisano Valim, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP), por permitir o uso da infra-estrutura
do seu laboratério para determinacdo da atividade hemolitica do sistema
complemento, a Farmacéutica-Bioquimica Ana Elisa Caleiro Seixas Azzolini,
FCFRP-USP, por contribuir nos ensaios do sistema complemento e ao técnico José
Eduardo Cavalcanti Del Lama (FCFRP-USP), pela colaboracao nos ensaios do
sistema complemento.

A Profa. Dra. Margaret de Castro (FMRP-USP), por ter me permitido realizar a
quantificacao de cortisol em seu laboratério, e ao técnico José Roberto (FMRP-USP)
por ter realizado os ensaios.

A empresa Nova América produtos agropecuérios LTDA, em especial seu
funcionario Maciel Luiz Ricci, por terem gentiimente cedido os ingredientes do
premix vitaminico e mineral e a vitamina E utilizados nesse trabalho.

A doutoranda do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao
Carlos, Marilia Almeida Trapp, e seu orientador Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho por
ter gentilmente realizado a quantificacao de vitamina E nas racoes.



vi

Aos meus amigos do Laboratério de Bioquimica Adaptativa do Departamento
de Genética e Evolucado pela ajuda na realizagdo dos experimentos e por ter me
recebido tdo bem no laboratério. Sao eles: Araceli Hackbarth, Camila, Claucia
Honorato (Timba), Cleujosi Nunes, Fernanda Moraes, Fernando Fabrizzi, Fernando,
Francine Venturini, Gustavo Hojas, Ive Avilez, Licia Lundstedt, Luciana Almeida,
Marcelo Assano, Priscila Rossi, Rodrigo Camilo. Gostaria de agradecer em especial
a colega de laboratério e amiga Cleujosi da Silva Nunes (Josi Maria), pela ajuda
inestimavel em todas as etapas desse trabalho.

Aos meus amigos do Laboratério de Parasitologia do Departamento de
Morfologia e Patologia pela ajuda no preparo dos esfregacos sanguineos. Sao eles:
Débora Neris, Joice Rodolpho, Lais Souza, Naiara Dejani, Ricardo Oliveira, Sandra
Pereira.

Ao técnico de laboratério Antbénio Donizetti (Sr. Toninho), sem o qual esse
trabalho nao teria sido efetivado, pela dedicacéo e prontiddo em ajudar, e seu irmao
Luis Henrique (Piau).

Aos amigos que a vida me deu, que sempre estiveram ao meu lado nos
momentos mais dificeis e que de alguma forma contribuiram para que eu concluisse
mais essa etapa. Em especial, Heitor (T8), Nilton (Ni), Eder (Xuxus), Gabriela
(Brigas), Giovanna (Gemeazinha) e Camila (Maninha).

Aos professores da academia, Gabriela, Daniel e Kellyn, pela amizade e por
me proporcionarem varios momentos de alegria e diversao.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e
a Coordenagdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo
suporte financeiro.

A todos que de alguma forma contribuiram para que eu alcancasse mais este
obijetivo.



vii

RESUMO

A demanda mundial por produtos pesqueiros € crescente e a piscicultura teve na
ultima década desenvolvimento emergente. Porém, situacdes estressantes, que
favorecem maior incidéncia de doencas e prejudicam o crescimento dos peixes, sdo
encontradas nas praticas diarias da piscicultura. Assim, tem-se buscado cada vez
mais o conhecimento de boas praticas de manejo, a fim de reduzir o estresse e
manter os animais saudaveis, reduzindo as perdas na producdo. O uso de
imunoestimulantes, como a vitamina E, na dieta tem sido apontado como uma
alternativa para melhorar a resisténcia dos peixes a doencas em situacdes de
estresse. O pacu, Piaractus mesopotamicus, € uma das principais espécies da fauna
aquatica brasileira e possui grande importancia para a piscicultura comercial. Assim,
0 objetivo desse trabalho foi avaliar algumas respostas metabdlicas e de imunidade
inata em pacus alimentados com dietas suplementadas com vitamina E e
submetidos a variacdo de temperatura. O experimento foi realizado em um
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3x2, sendo trés
niveis de vitamina E na ragédo (0, 100 e 300 mg/kg), trés horarios de coleta (0, 24 e
72h) e duas condi¢gdes de temperatura (controlada e variavel), com quatro repeticdes
(aquarios) por tratamento. As principais respostas ao estresse observadas foram: 1)
elevacao do cortisol plasmatico nos animais submetidos a variacdo de temperatura,
independente da concentracdo de vitamina E na dieta, 2) hiperglicemia apenas nos
animais submetidos a variagdo de temperatura e alimentados com dieta nao
suplementada, 3) hiperlactemia nos animais submetidos a variacdo de temperatura e
alimentados com dieta ndo suplementada e suplementada com 300 mg de vitamina
E e 4) os animais alimentados com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E e
submetidos a variacdo de temperatura apresentaram a maior porcentagem de
leucocitos granulares, a maior concentragdo de lisozima sérica e a maior atividade
da via alternativa do sistema complemento. Diante disso, a suplementag¢ao da racéao
com 100 mg de vitamina E mostrou-se a melhor para a espécie nas condi¢cdes

experimentais do presente trabalho.

Palavras-chave: Piaractus mesopotamicus. Vitamina E. Temperatura. Imunidade
inata. Metabolismo. Estresse.
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ABSTRACT

Demands for seafood are growing in the whole world and the fish farming industries
are in frank development over the last decade. However, stressful conditions, which
favor higher incidence of diseases and impair growth in fishes, are usually found in
fish farming. Therefore, several studies are focused in the improvement of
management to reduce stress and keep the animals healthy, reducing losses in farm
production. The use of immunostimulants in the diets, such as vitamin E, has been
suggested as an alternative to improve fish resistance to diseases under stressful
conditions. Pacu, Piaractus mesopotamicus, is one of the main species from the
Brazilian aquatic fauna and is of great importance in fish farming. Hence, the
objective of this study was to evaluate the metabolic responses and innate immunity
of pacu fed with vitamin E supplemented diets and challenged to temperature
variation. The experiment was conducted as a totally randomized design in a factorial
scheme 3x3x2, with three levels of dietary vitamin E (0, 100 and 300 mg/kg), three
sampling spans (0, 24 and 72h) and two temperature conditions (controlled and
variable), with four replicates (tanks) per treatment. The main responses observed to
cope with stress were 1) elevation of plasma cortisol in the animals subjected to
temperature variation, independent of the concentration of vitamin E in the diet, 2)
hyperglycemia only in the animals subjected to temperature variations and fed with
not supplemented diets and 3) hyperlactemia in the fish subjected to temperature
variation and fed with not supplemented and supplemented diets with 300 mg of
vitamin E. Animals fed with diets supplemented with 100 mg of vitamin E and
subjected to temperature variation depicted the highest percentage of granular
leukocytes, the highest concentration of serum lysozyme and the highest activity of
alternative complement pathway. There upon, supplementation with 100 mg of

vitamin E seems to be the best one for this species under the studied conditions.

Keywords: Piaractus mesopotamicus. Vitamin E. Temperature. Innate immunity.

Metabolism. Stress.
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1. INTRODUCAO

A demanda mundial por produtos pesqueiros é crescente e a
piscicultura teve na ultima década emergente desenvolvimento (Tabela 1), exigindo
mais estudos sobre nutricio e alimentacdo referentes as espécies nativas de
interesse comercial, para tornar-se uma atividade economicamente viavel e de
importancia para o pais (FRASCA-SCORVO et al., 2007). Vale ressaltar ainda que o
potencial do Brasil para o desenvolvimento da aquicultura é grande, pois o pais
possui uma das maiores reservas hidricas mundiais, com aproximadamente 12% da
agua doce do planeta, clima favoravel para criacdo de espécies, mao de obra
abundante, terras disponiveis e crescente demanda do pescado no mercado interno
(ANA, 2002).

Com a expansao da piscicultura mundial, pode-se observar um
crescente interesse dos produtores na busca de solugdes para evitar os prejuizos
causados por mortalidade e problemas de producdo. Dentre o0s aspectos
importantes para a otimizacdo do cultivo estdo aqueles que afetam o desempenho
produtivo, a reproducdo e a resisténcia dos animais as doencgas, para 0s quais se
tém voltado os esforgos cientificos na busca de solugbes. Situacdes estressantes,
que favorecem maior incidéncia de doencgas e, consequentemente, da mortalidade,
prejudicando o crescimento dos peixes sao encontradas nas praticas diarias da
piscicultura (BARTON; IWAMA, 1991; PICKERING, 1981). Assim, tem-se buscado
cada vez mais o conhecimento de boas praticas de manejo a fim de reduzir o
estresse e, portanto, manter os animais saudaveis, reduzindo as perdas na
produgao (ASHLEY, 2007; CONTE, 2004; HUNTINGFORD et al., 2006).

Tabela 1. Producgéo por atividade pesqueira e aquicultura e utilizagao.
Ano
2004 2005 2006 2007 2008 2009
(milhdes de toneladas)

PRODUCAO

Continental

Captura 8,6 9,4 9,8 10,0 10,2 10,1
Aquicultura 252 26,8 28,7 30,7 329 350
Total 33,8 36,2 385 40,6 43,1 45,1
Marinha

Captura 83,8 82,7 80,0 799 795 799

Aquicultura 16,7 175 186 19,2 19,7 20,1




Total 100,5 100,1 100,0
TOTAL CAPTURA 92,4 92,1 90,0
TOTAL AQUICULTURA 419 443 55,1
UTILIZACAO

Consumo humano 104,4 107,3 117,8
Uso nao alimenticio 29,8 29,1 27,3
Populagéo (bilhdes) 6,4 6,5 6,8
Disponibilidade de peixe per capita 16,2 16,5 17,2

(kg)

(Fonte: FAQ, 2010)

1.1. Estresse em peixes

Segundo Barton e lwama (1991) o estresse em peixes € um estado
causado por um estressor, resultando em alteracdo da homeostase. Sua gravidade
pode ser quantificada através das respostas geradas pelo animal frente a situacao
estressante em que se encontra. Assim, as respostas ao estresse sao comumente
divididas em primarias, secundarias e terciarias (MAZEAUD et al., 1977), de acordo

com o nivel de organizagdo, sendo muitas delas usadas como indicadores da

alteragao homeostatica nos peixes (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma das respostas primérias, secundarias e terciarias ao

estresse.
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As respostas primdrias referem-se ao reconhecimento do estressor
pelo sistema nervoso central (SNC) e caracterizam-se por reagdes hormonais do
eixo Hipotalamo-Pituitaria-Interrenais (HPI), resultando na liberacdo massiva de
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e corticosterdides (cortisol) no plasma
(MOMMSEN et al., 1999).

As respostas secundarias sdo desencadeadas pelo aumento de cortisol
plasmatico e sdo caracterizadas pelo desbalanceamento em vias biogquimicas
responsaveis pelo equilibrio no fornecimento de energia para o organismo
(MAZEAUD et al., 1977). Estas respostas podem ser evidenciadas pelas alteracoes
na glicemia, na lactemia e nas reservas de glicogénio hepatico e muscular; pelos
efeitos hematoldgicos, como alteragdo no numero de células vermelhas e brancas e,
ainda, pelos efeitos hidroeletroliticos, como alteracbes nas concentragdes
plasmaticas de ions (cloreto, sodio, potassio), proteinas e, também, na osmolaridade
(WENDELAAR BONGA, 1997).

As respostas terciarias evidenciam a incapacidade dos individuos de se
adaptarem ou retornarem a homeostase, indicando que um estressor teve
intensidade e/ou duracdo excessiva ou crénica (MAZEAUD et al., 1977). Nesse
estagio, observam-se quedas nas taxas de crescimento, na resisténcia a doencas,
na capacidade reprodutiva e na capacidade de natacao (BARTON; IWAMA, 1991;
IWAMA et al., 2004; MOMMSEN et al., 1999), podendo haver mortalidade e perdas
substanciais na producéo de peixes. Dessa forma, um manejo efetivo de peixes sob
confinamento requer o conhecimento espécie-especifico de suas demandas
bioldgicas (PORTZ et al., 2006) a fim de otimizar a producéo.

Nos sistemas de cultivo intensivo os peixes s&o continuamente
expostos a situagdes de estresse, devido as praticas rotineiras como, por exemplo,
biometria, transporte, manuseio e vacinacao, que induzem alteracdées nas respostas
fisiolégicas dos peixes para adaptarem-se as novas situacdes. Estas mudancas
podem ser prolongadas e virem acompanhadas de estresse crbnico, intensificando o
desequilibrio homeostatico (FALCON et al., 2008).

Dentre os fatores estressantes, a mudanca de temperatura configura-
se um agente estressor e pode ser uma das principais causas de perda na
producdo. Sabe-se que a mortalidade de peixes durante periodos de estresse,
especialmente no inverno, pode determinar grandes prejuizos aos produtores, em

funcdo da queda de resisténcia e da maior susceptibilidade a doencas. Isso pode



ocorrer por causa de alteracbes no sistema imunolégico causadas pela baixa
temperatura, associadas a fatores neuroenddécrinos (FALCON et al., 2008). Segundo
Watts e colaboradores (2002), durante o inverno a temperatura ambiente pode cair
para niveis que podem prejudicar as respostas imunes especificas e inespecificas,
levando a resultados devastadores. Esses autores ressaltam que peixes cultivados
sdo mais afetados pela flutuacdo de temperatura do que peixes na natureza, o que
pode ser explicado em parte pela impossibilidade de se movimentarem por grandes
distancias e afastarem-se da temperatura adversa. Sendo assim, o choque térmico é
um agente estressor importante para os peixes, pois causa desbalancos extremos e
imediatos nas reacdes metabdlicas destes animais (TANCK et al., 2000). As
principais conseqiiéncias advindas desse tipo de estresse sao: redugdao do
crescimento e ganho em peso, redug¢do do desempenho reprodutivo e diminuicao da
resposta imunologica (NIKOSKELAINEN et al., 2004). Além disso, sdo comuns
relatos de mortalidade dos peixes em massa devida a estresse térmico
(DONALDSON et al., 2008).

Os principais e mais utilizados indicadores de resposta ao estresse sao
0s niveis plasmaticos de cortisol e de glicose. Os niveis de cortisol sdo amplamente
usados como indicadores gerais e enddcrinos de estresse em vertebrados (ABREU
et al.,, 2009; BENFEY; BIRON, 2000; GONCALVEZ et al.,, 2010; PICKERING;
POTTINGER, 1989; TAKAHASHI et al., 2006; TANCK et al., 2000). Em peixes, bem
como em outros animais, as catecolaminas também sao liberadas na corrente
sanguinea em grandes quantidades imediatamente apds o surgimento do estressor,
sendo o aumento dos niveis de glicose plasmatica uma das principais acoes
catecolaminérgicas (ANDERSEN et al.,, 1991), bem como a alteracdo da funcéao
cardiovascular (PERRY; BERNIER, 1999) e o aumento da permeabilidade das
branquias, levando a alteragdes nos niveis plasmaticos dos ions (WENDELAAR
BONGA, 1997).

1.2. Sistema Imune em Peixes

Os peixes sao os vertebrados mais primitivos. Possuem mecanismos
nao-especificos de defesa, como a fagocitose desenvolvida por macréfagos e
leucécitos granulares, e sdo os primeiros animais a desenvolver resposta celular e
humoral através de linfécitos (VERLHAC; GABAUDAN, 2000). Segundo Sakai



(1999), o sistema imunolégico de peixes é basicamente semelhante ao descrito em
mamiferos, porém, a imunidade inata (inespecifica), que nao requer reconhecimento
especifico do antigeno e é considerada a primeira linha de defesa, representa uma
parte consideravel do sistema imune em peixes (VERLHAC; GABAUDAN, 2000). A
pele e 0 muco representam um importante mecanismo de defesa nao-especifico ja
que previnem a invasao por microrganismo. No entanto, quando os microrganismos
penetram nos tecidos uma resposta inflamatéria ndo-especifica é desencadeada. Os
fagocitos (mondcitos e macréfagos) e os neutréfilos sdo quimicamente atraidos ao
local e imediatamente comegam a fagocitar e destruir os microrganismos invasores.
Ha também a participacdo das células granulociticas, como eosinéfilos, célula
granulocitica especial (CGE) e célula citotoxica, que se desgranulam liberando
substancias que matam as células infectadas por virus ou os parasitas que sao
muito grandes para serem eliminados pelo processo de fagocitose. Estas células
sdo auxiliadas por varios fatores imunolégicos sollveis como as proteinas do
sistema complemento e a lisozima (ALVAREZ-PELLITERO, 2008; VERLHAC;
GABAUDAN, 2000).

A lisozima € uma muramidase capaz de quebrar as ligacdes
glicosidicas B 1,4 entre o acido N-acetilmuramico e a N-acetilglicosamina da parede
celular de bactérias gram-positivas (Figura 2). Sabe-se ainda que a lisozima pode
participar da opsonizacao e da ativagao das proteinas do sistema complemento e de
fagocitos (ALVAREZ-PELLITERO, 2008; SAURABH; SAHOO, 2008).

Figura 2. Ponto de ruptura da parede celular bacteriana pela lisozima.
NAG=N-acetilglicosamina. NAM=N-acelilmurémico.

Ruptura por lisozima

CH,OH CH,OH

NAG

(Fonte:
http://www.unav.es/bioquimica/estructura/trabajos/Lisozima/frames/imag
e002.gif)



O sistema complemento, por sua vez, consiste em um grupo de
componentes protéicos e nao-protéicos que podem ser ativados pelo contato com
certos polissacarideos de parede celular microbiana (via alternativa e via das
lectinas) ou pelo contato com anticorpos ligados ao antigeno (imunocomplexo - via
classica) (Figura 3). O sistema complemento realiza a lise da membrana celular de
varias espécies de bactérias e de células do organismo que estejam infectadas
(Figura 4). Além disso, alguns componentes liberados ap6s a ativacdo do sistema
complemento influenciam a migracdo dos fagocitos para o local da infeccao
(quimiotaxia), aumentando principalmente a resposta inflamatéria aguda
funcionando como anafilatoxinas (C3a e Cb5a), enquanto outros componentes
cobrem as bactérias e facilitam sua aderéncia aos fagocitos (opsonizacao) (RUS et
al., 2005; VERLHAC; GABAUDAN, 2000).

Figura 3. Vias de ativacao das proteinas do sistema complemento.
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(Fonte:http://pathmicro.med.sc.edu/portuguese/chap2-1.gif)



Figura 4. Mecanismo de agdo das proteinas do sistema complemento.
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(Fonte: http://www.rbi.fmrp.usp.br/imunobiol/aulas/sv15215286.jpg)

Muitas vezes, os mecanismos de defesa nao-especificos ndo sao
suficientes para impedir a infeccdo, de forma que a doenca se desenvolve
acionando os mecanismos especificos de defesa que produzirdo uma memoria
imunoldgica, podendo bloguear o desenvolvimento de uma nova infec¢cdo causada
pelo mesmo patégeno. As células envolvidas nas respostas imunoldgicas
especificas sdo os macréfagos que servem como células apresentadoras de
antigenos e os linfécitos T e B, cujas fungdes seriam mediar a resposta imunolégica
e produzir anticorpos, respectivamente (WEDEMEYER, 1996).

Os principais tecidos linfoides nos peixes teledsteos séo o rim anterior,
o timo, o baco e os tecidos linfdéides associados a mucosa (MALT), incluindo o trato
digestorio, a pele e as branquias (PRESS; EVENSEN, 1999). O rim anterior é o
principal 6rgdo hematopoiético, mas funciona também como um 6rgdo linféide
secundario, importante na indugao e elaborag¢do da resposta imune. O bago tem um
importante papel na destruicdo dos eritrocitos, mas também atua como érgéo

linféide secundario. Os MALT funcionam como uma barreira inicial a entrada de



patdbgenos. Se os patdgenos conseguirem ultrapassar essa primeira barreira e
alcancar a circulacdo, o rim anterior e 0 baco poderdo realizar a retencdo desses
antigenos (PRESS; EVENSEN, 1999).

Muitos fatores podem influenciar a resposta imunolégica nos peixes,
tais como os ambientais, estressores, nutrientes e micronutrientes (PULSFORD et
al., 1995; VERLHAC; GABAUDAN, 2000). Sendo os peixes animais heterotérmicos,
seus processos fisioldgicos sao influenciados pela temperatura. Sabe-se que baixas
temperaturas diminuem todos os processos fisiolégicos e metabdlicos, incluindo os
imunolégicos. Aléem disso, o funcionamento normal dos linfocitos nos peixes
depende da fluidez dos lipidios das membranas, que, por sua vez, esta intimamente
associada a temperatura ambiental (VERLHAC; GABAUDAN, 2000). Ja os
estressores, como transporte, adensamento, manuseio e baixa qualidade de agua,
provocam a liberacdo de hormbnios como os corticosterdides, que causam
imunodepressao (HARRIS; BIRD, 2000). Ainda, alguns micronutrientes, como as
vitaminas antioxidantes C e E, parecem possuir propriedades imunomodulatérias
quando consumidas em quantidade adequada (VERLHAC; GABAUDAN, 2000).
Dependendo do tipo, da quantidade e da duracdo da exposicao a estes fatores, os
efeitos sobre o animal podem ser negativos ou positivos (VERLHAC; GABAUDAN,
2000).

lida e Kurogi (2001) estudando estresse social em Oreochromis
niloticus, observaram reducao da atividade respiratoria e fagocitica dos neutréfilos
nos peixes subordinados. Ortufio e colaboradores (2002) encontraram diminuicdo na
atividade do sistema complemento e reducdo da atividade respiratoria de leucdcitos
em Spaurus aurata submetido a diversos fatores estressantes. Ainda nesta espécie,
Tort e colaboradores (1996) relataram diminuicao significativa dos niveis de linfocitos
circulantes e na aglutinacdo apés trés semanas de adensamento, enquanto Rotllant
e colaboradores (1997) observaram um estado de imunodepressdao em Pagrus
pagrus igualmente submetido ao estresse por adensamento. Ja os efeitos benéficos
podem ser observados utilizando-se moduladores que estimulam o sistema
imunolégico, destacando os imunoestimulantes.

As mudancgas no sistema imune estdo entre as mais relevantes, uma
vez que podem favorecer o aparecimento de doengas que resultam na morte do
animal (MAULE et al., 1989). A fim de monitorar o estado imune dos peixes sob

condicOes estressantes de cultivo, as respostas imune inatas ou ndo-especificas tém



se apresentado como ferramentas valiosas, por serem efetivas contra uma ampla
variedade de antigenos (ROTLLANT et al., 1997).

Dentre essas respostas, a concentracao de lisozima é apropriada para
testar a resposta a infecgdes potenciais. Sua distribuicao entre os érgaos nos peixes
(sangue, muco e tecido linfomiel6ide) sugere que ela tenha um importante papel na
defesa antimicrobiana (ALVAREZ-PELLITERO, 2008; SAURABH; SAHOO, 2008).
De maneira semelhante, a atividade do sistema complemento esta envolvida no
combate a fungos, bactérias e virus e sua atividade € de 8 a 10 vezes maior em
peixes do que em mamiferos (SAKAI, 1992; SUNYER; TORT, 1995). Além disso, a
atividade da via alternativa do sistema complemento tem fungdo em uma ampla faixa
de temperatura, constituindo-se uma poderosa defesa natural em organismos
heterotérmicos, como os peixes (SAKAI, 1983). E ainda, o numero de linfécitos
circulantes também tem sido muito estudado como indicador do estado imunolégico
devido ao seu importante papel em toda resposta imune e pelo fato de o estresse
alterar varias vias fisiolégicas do sistema imunolégico (DHABHAR, 2009; MAULE;
SCHRECK, 1990). Segundo Tavares-Dias e Moraes (2004), para algumas espécies
0 estresse agudo pode causar mudancgas significativas na contagem de leucocitos
em razao da hemoconcentracdo ou da hemodiluicdo. Somado a isso, os autores
destacam que diferengas na qualidade da agua, especialmente temperatura, podem
afetar os valores do leucograma. Além disso, Tripp e colaboradores (1987)
determinaram que o estresse elevado pode inibir a liberacdo de interleucinas, as
quais estdo envolvidas na diferenciacdo e maturacao de leucécitos e de seus

precursores.

1.3. Imunoestimulantes

Segundo definicdo da FAO (2005), suplementos alimentares sao
substancias com efeito nutricional ou fisiol6gico acrescentadas a dieta normal
isoladamente ou em combinacéo, tais como vitaminas, sais minerais ou outras. Na
piscicultura, temos o suplemento alimentar como um produto adicionado a racao, em
pequenas quantidades e fornecido durante periodos estratégicos durante o ciclo de
producéo.

Na aquicultura os suplementos alimentares mais estudados

compreendem os grupos das vitaminas e minerais, imunoestimulantes, prebioticos e



10

probidticos. As vitaminas e os minerais sao classificados como imunonutrientes, por
serem necessarios em concentragdes adequadas, como qualquer outro nutriente,
para o bom funcionamento do sistema imune, pois estdo envolvidos em diversas
funcbes fisiologicas e imunoldgicas do organismo. Os imunonutrientes conferem
beneficios ao animal por servirem como substrato ou fonte de energia para o
sistema imune (GATLIN Ill et al., 2006). Por definicdo, imunoestimulante é uma
substancia quimica capaz de melhorar a resposta imune inata ou inespecifica por
modular as funcdes efetoras das células do sistema imune na fase inicial de
reconhecimento do patégeno (GALINDO-VILLEGA; HOSOKAWA, 2004). Portanto, o
uso de imunoestimulantes pode induzir protecdo contra doencas, por aumentar a
atividade dos mecanismos de defesa inespecificos em organismos aquaticos de
criacdo (BRICKNELL; DALMO, 2005; SAKAI, 1999). Glucanos, quitina, lactoferrina,
levamisole, vitaminas, horménio de crescimento e prolactina, dentre outros, tém sido
utilizados como imunoestimulantes, porém, para um uso efetivo deve-se levar em
consideracao o método de administracdo da substancia, a dosagem adequada, o
tempo de tratamento e as condicoes fisioldgicas do peixe (SAKAI, 1999).

Dentre os trés métodos principais de controle de doengas em peixes,
vacinagao, quimioterapia e uso de imunoestimulantes, este ultimo tem se destacado
por compensar as limitacbes da quimioterapia e da vacinagdo. Sabe-se que 0s
imunoestimulantes sdo mais seguros que a quimioterapia e sua faixa de eficiéncia é
mais ampla que a da vacinagdo. Por isso, 0 uso de imunoestimulantes tem sido
apontado como uma importante medida profilatica na aquicultura (SAKAI, 1999).

As vitaminas estdo entre os nutrientes mais importantes por poderem
favorecer melhor funcionamento do sistema imune. Uma das vitaminas mais
estudadas em organismos aquaticos é a vitamina C. Varios efeitos da deficiéncia
dessa vitamina em peixes tém sido descritos, tais como a reducdo da producéo de
anticorpos, da atividade do sistema complemento e da fungdo macrofagica (HARDIE
et al., 1991; LI; LOVELL, 1985; VERLHAC; GABAUDAN, 2000).

A vitamina C também parece ter um papel positivo na recuperacao do
estresse. Montero e colaboradores (1999) observaram que Sparus aurata mantido
em alta densidade de estocagem apresentaram maior atividade de lisozima no soro
se comparado ao mantido em baixa densidade. Entretanto, este efeito ndo era
observado quando os animais da alta estocagem eram alimentados com racéao

suplementada com vitamina C e E. Verlhac e Gabaudan (1994) observaram maior
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porcentagem de linfécitos em salmdo do atlantico arracoado com dietas
suplementadas com vitamina C antes de serem submetidos ao estresse por
temperatura baixa. Em outro estudo, Verlhac e colaboradores (1998) observaram os
mesmos resultados em truta arco-iris, mostrando a importancia dessa vitamina na
manutenc¢ao do equilibrio organico dos peixes.

A vitamina E, utilizada no presente trabalho como imunoestimulante, é
outro nutriente relacionado a eficiéncia do sistema imune, pois ela atua como um
antioxidante lipossolivel nas membranas bioldgicas (MONTERO et al.,, 1999). O
termo vitamina E compreende um conjunto de compostos que engloba as atividades
dos tocoferdis e dos tocotriendis. O a-tocoferol € o composto que possui a maior
atividade de vitamina E in vivo (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1993) e tem sido
a forma de incorporacdo desta vitamina mais comumente usada. Sua férmula

quimica é Co9Hs5002 e sua formula estrutural esta apresentada na Figura 5.

Figura 5. Férmula estrutural do a-Tocoferol (5,7,8-trimetiltocol).

CH,

HO
CH,—[CH,—CH,—CH—CH,];—H
H,C 0~ CH, H,
CH,

(Fonte: HALVER, 2002.)

A vitamina E é uma vitamina lipossoluvel, termo 14bil e fotossensivel.
Atua como antioxidante para manter a homeostase de metabdlitos celulares e
plasmaticos labeis (HALVER, 2002). Essa vitamina atua com selénio e &cido
ascérbico (vitamina C) nas enzimas glutationa peroxidase e superdoxido dismutase
para evitar a peroxidacao de acidos graxos poliinsaturados (LEHNINGER, 1977). Em
sua capacidade antioxidante, a vitamina E esta envolvida na manutencdo da
permeabilidade normal dos capilares e do musculo cardiaco, bem como das
membranas bioldgicas, de modo geral (HALVER, 2002).

A deficiéncia desta vitamina pode ter como consequéncias a
sobrevivéncia e o crescimento reduzidos, anemia, ascite, eritrdcitos imaturos,
tamanho variavel dos eritrocitos, fragilidade eritrocitica, distrofia muscular nutricional,

quantidade de agua corporal elevada e susceptibilidade ao estresse de manejo



12

(HALVER, 2002). Ja a hipervitaminose pode causar redu¢do no crescimento, reacao
hepatica toxica e morte (HALVER, 2002).

Sabe-se que a deficiéncia de vitamina E reduz a fungéo dos linfocitos B
e T, a atividade macrofagica e a atividade do sistema complemento em algumas
espécies de peixes (SAKAI, 1999). Sabe-se ainda que, para algumas espécies de
peixes, a suplementagdo com vitamina E pode aumentar a atividade fagocitica dos
leucécitos, a producao de anions superoxidos e a atividade do sistema complemento
(ORTUNO et al., 2001; SAKAI, 1999). Entretanto, poucos estudos abordam a
relacdo entre o estresse e a nutricdo ou os possiveis efeitos produzidos pela
interacdo entre a suplementacdo de alguns nutrientes na dieta e a variacao de
temperatura (agente estressor). Além disso, a maioria dos estudos realizados e
disponiveis na literatura nao se refere a espécies de peixes tropicais de agua doce.

1.4. Piaractus mesopotamicus

O Piaractus mesopotamicus, popularmente conhecido como pacu,
pertence a sub-familia Serrasalminae, familia Characidae, ordem Characiformes.
Estd amplamente distribuido na Ameérica do Sul, ocorrendo desde a bacia do Rio
Orenoco, na Venezuela, até a bacia do Rio da Prata, no Uruguai (GODQY, 1975).

E uma espécie migratéria capaz de percorrer grandes distancias, em
cardumes imensos, principalmente, durante o periodo de reproducdo. O pacu tem
habito onivoro, alimentando-se de frutos, folhas e crustaceos, e eventualmente de
pequenos peixes (URBINATI; GONCALVES, 2005). No ambiente natural, o pacu
nao tem comportamento alimentar continuo e seu ciclo de vida esta estreitamente
relacionado a periodos de alta ingestdao de carboidratos, sofrendo flutuacdes de
acordo com a disponibilidade do alimento, em consequéncia de variagdes
ambientais e da migragao reprodutiva (URBINATI; GONCALVES, 2005).

O pacu possui corpo alto, discoidal, lateralmente comprimido, com
escamas ventrais em forma de quilha serrilhada, formada por espinhos (SHIBATT;
DIAS, 2006). Sua coloragdo € castanha escura, com ventre amarelo-dourado. Os
jovens sao prateados, com maculas escuras no flanco. As nadadeiras sdo escuras,
a boca é terminal, com seis a oito dentes molariformes (SHIBATT; DIAS, 2006).

Essa espécie pode crescer até mais de 50 centimetros e atingir até 20 kg (Figura 6).
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Figura 6. Foto de exemplar de juvenil de pacu obtida em nosso laboratério.

Além da sua importancia ecolégica e social nas regides de origem, o
pacu apresenta grande interesse na piscicultura comercial tanto pela sua rusticidade
no manejo, como pelo crescimento rapido, além de sua carne ser de 6tima qualidade
(URBINATI; GONCALVES, 2005). E atualmente uma das espécies de peixes nativos
mais amplamente cultivadas na regido Neotropical e o seu potencial para a
aquicultura tem sido reconhecido ha algum tempo (JOMORI et al., 2003; URBINATI;
GONCALVES, 2005).

Entretanto, o cultivo dessa e de outras espécies passa por algumas
situagdes desfavoraveis. Estas, normalmente referidas como situagdes estressantes,
sdo muitas vezes encontradas tanto na aquicultura como na natureza. Os peixes
estdo sujeitos a inUmeras variacbes ambientais e, no caso dos cultivos, algumas
praticas de manejo podem ser também, fontes potenciais de estresse. Choques de
temperatura podem ocorrer por variagdes climaticas bruscas num curto periodo e,
também, pela transferéncia abrupta de peixes entre tanques com agua de
temperaturas distintas (DONALDSON et al., 2008; INOUE, 2005).

Além disso, o cultivo de pacu também ocorre nas regides sul e sudeste,
que, além de apresentarem temperaturas mais baixas que outras regides, estdo

sujeitas a quedas bruscas de temperatura (ESTEVES, 1988).
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que os estressores em aquicultura sao inevitaveis e
sabendo-se dos grandes prejuizos que decorrem deste processo, torna-se
necessario adotar algumas estratégias que atenuem seus efeitos nocivos nos
peixes. O uso de racdes suplementadas com niveis adequados de vitamina E em
periodos que antecedem o0 manejo poderia ser uma destas estratégias,
considerando-se o papel mitigador que este nutriente parece exercer no estresse.
Muitos estudos sdo necessarios para se conhecer as exigéncias das diferentes
espécies nativas e o efeito desta vitamina na atenuagédo das respostas ao estresse
nas diversas situagdes encontradas no cultivo de peixes.

Assim, os objetivos que nortearam este trabalho se referem ao estudo
dos ajustes metabdlicos e imunolégicos de pacu, alimentado com diferentes
concentragdes de vitamina E, frente a situagdo de estresse térmico circadiano, dada
a importancia comercial desta espécie na piscicultura nacional e a ocorréncia
rotineira dessa situacdo estressante, além da caréncia de estudos com tal
abordagem em espécies tropicais de agua doce.
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3. OBJETIVO

Admitindo-se os efeitos bioquimico-metabdlicos da vitamina E e sua
atividade biolégica nos processos imunol6gicos, propusemos neste trabalho avaliar
os efeitos desta suplementacdo vitaminica no metabolismo intermediario e na
resposta imune inata de Piaractus mesopotamicus submetido a oscilacoes

ambientais de temperatura como agente estressor.

Estratégias de acao:

- Mensuracgéao dos principais indicadores plasmaticos de resposta ao
estresse (cortisol, glicose, lactato, amdnia e ions);

- Determinacéo das reservas de glicogénio hepatico e muscular;

- Avaliacao diferencial do niumero de leucécitos no sangue periférico;

- Determinagdo da concentracdo de lisozima sérica;

- Determinacao da atividade hemolitica do sistema complemento.
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4. MATERIAL E METODOS

Os exemplares de pacu (Piaractus mesopotamicus), fornecidos pela
piscicultura Sao Geraldo (Sertaozinho, SP), foram transportados para o Laboratério
de Bioquimica Adaptativa (DGE-UFSCar), onde permaneceram estocados em
tanques externos de 2000L. Nesses tanques, a agua foi filtrada e mantida a 27°C,
com aeracdo constante e fluxo continuo em sistema fechado. Os animais
permaneceram nestas condicdes por cerca de 60 dias para aclimatagcdo e
crescimento até atingirem o tamanho desejado para os experimentos. Neste
periodo, os animais receberam alimento comercial da marca Guabi (35% de
proteina), duas vezes ao dia, até a saciedade. O trabalho foi aprovado pelo comité
de ética em experimentacdo animal da Universidade Federal de Sao Carlos, sob
protocolo n® 003/2010.

4.1. Dietas experimentais

O tratamento prescrito como protocolo experimental foi realizado
utilizando-se suplementagao de vitamina E. Para isso, foram elaboradas trés dietas
experimentais que continham aproximadamente 4100 kcal de energia bruta/kg de
racdo, sendo 7% de lipideos totais (LT) e 46% de extrativo nao-nitrogenado (ENN),
27% de proteina bruta e niveis diferentes de vitamina E (0, 100 e 300 mg/kg de
racao) (Tabela 2). As dietas experimentais foram confeccionadas no préprio
laboratério através do processo de extrusdo com umidade de 10%. As dietas foram
secas em estufa com circulagdo forcada de ar, por 6 horas a 55°C e resfriadas a
temperatura ambiente.

A adicao da vitamina E foi feita apds a secagem das racoes, dado que
tal vitamina é termolabil. A vitamina E foi primeiramente diluida em 6leo de soja,
seguindo-se as proporcbes adequadas, e posteriormente, adicionada a racéo
manualmente. Este procedimento foi realizado semanalmente e as ragbes foram
estocadas em recipientes plasticos escuros a -20°C até a sua utilizacao, a fim de
minimizar a degradacéao da vitamina.

A andlise bromatolégica das racdes foi feita pelo Laboratério de
Nutricdo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP,
campus Jaboticabal, sob coordenagdo da Profa. Dra. Telma T. Berchielli. A
quantificacdo de vitamina E na racéao foi feita pela p6s-graduanda Marilia Almeida
Trapp no Laboratério de Bioquimica Micromolecular de Microrganismos do
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Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho.

Tabela 2. Formulagdo base e composicdo dos nutrientes das dietas experimentais utilizadas no
experimento.

_Ingrediente Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3
Milho (%) 34,5 34,5 34,5
Farelo de trigo (%) 12,0 12,0 12,0
Farelo de arroz (%) 10,5 10,5 10,5
Farelo de soja (%) 22,0 22,0 22,0
Farinha de peixe (%) 18,0 18,0 18,0
Oleo de soja’(%) 2,5 2,5 2,5
Suplemento Vitaminico 0,5 0,5 0,5
e Mineral®(%)

Vitamina E (mg/Kg) 0 100 300
TOTAL (%) 100 100 100
Composicao analisada

Matéria seca (%) 88,14 87,63 88,09
Proteina bruta (%) 27,23 27,44 26,42
Lipideos (%) 6,67 7,29 6,36
Fibra bruta (%) 2,03 1,92 3,40
ENN (%) 46,85 45,54 46,49
Minerais (%) 5,36 5,44 5,42
Energia bruta (kcal/g) 4184,31 4181,94 4210,76
Vitamina E (mg/Kg) <0,005 101 290

'A vitamina E foi diluida ao 6leo, adicionados apds a extrusao;

sem vitamina E; ingrediente/kg de suplemento. Vitaminas: A=160.0000 Ul; D3= 30.0000 Ul; K3=
1.000 mg; B12= 5 mg; B1=1.600 mg; B2= 2.000 mg; B6= 1.600 mg; Biotina= 200 mg; Acido Fdlico =
800 mg; Acido Pantoténico = 31.500 mg; Niacina = 14.000 mg; Colina = 120 mg; C= 40.000 mg;
Ferro= 30.000 mg; Cobre= 600 mg; Manganés= 2.600 mg; lodo= 220 mg; Selénio= 60 mg; Zinco=
6.000 mg. Nova América — Produtos Agropecuarios LTDA, Brasil. Foi utilizado 0,005g de premix por
kg de ragéo.

4.2. Desenho Experimental

Apés a aclimatagao, duzentos e vinte e oito exemplares de pacu foram
transferidos dos tanques de 2000L para doze tanques de amianto de 250L e
distribuidos igualmente (dezenove peixes por tanque). Nos tanques experimentais a
qualidade da &gua foi monitorada e os parametros mantidos em: temperatura 27 °C,
pH 7,0, oxigénio dissolvido 5,7 mg/L, condutividade 74,5 uS e aménia [NH,4'] inferior
a 1 mg/L. Os animais ainda receberam o mesmo alimento comercial da fase de
aclimatacado, duas vezes ao dia, até a saciedade. Apds 30 dias, neste novo
ambiente, foi dado inicio ao experimento, sendo amostrado um peixe de cada
tanque para verificacdo das condicdes bioldgicas iniciais (grupo controle — dados
nao mostrados). Cada tanque equivalia a uma unidade experimental.
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Durante o experimento foram utilizadas 3 dietas diferentes com relagéo
as concentracdes de vitamina E: 0; 100; e 300 mg/kg de racdo. Dos doze tanques,
quatro receberam a dieta com 0 mg/kg de racao, outros quatro receberam a dieta
com 100 mg/kg de racao e os demais receberam a dieta com 300 mg/kg de racado. A
escolha dos tanques foi aleatéria. Os animais eram alimentados até a saciedade e a
quantidade de racado consumida foi determinada para fins de calculo dos parametros
zootécnicos.

Apo6s 45 dias, dois animais de cada tanque foram amostrados,
totalizando 8 peixes por tratamento (n=8). Estes animais constituiram os grupos
controle Oh - 0 mg (COh-Omg), controle Oh - 100 mg (COh-100mg) e controle Oh - 300
mg (CO0h-300mg) de acordo com a dieta recebida por cada um. Logo apds, oito
peixes dos dezesseis restantes em cada caixa foram transferidos para tanques de
amianto de 250L sem controle de temperatura, de forma que a temperatura da agua
desses tanques variasse naturalmente conforme o ambiente (grupos experimentais
24h e grupos experimentais 72h). Nesses novos tanques, os demais parametros de
qualidade de agua (pH, oxigénio dissolvido, condutividade, dureza, alcalinidade e
amdnia) continuaram sendo monitorados. Os demais peixes permaneceram nas
condicdes iniciais, ou seja, sob temperatura de agua controlada, porém foram
também manuseados (controle de manuseio: grupos controle 24h e grupos controle
72h). Os peixes foram mantidos nessas condicoes por trés dias. Nesse periodo a
alimentacao foi suspensa e foram feitas duas coletas: uma apds 24 horas (controle
de manuseio: C24h-Omg, C24h-100mg, C24h-300mg; experimentais: E24h-0mg,
E24h-100mg, E24h-300mg) e outra apds 72 horas (controle de manuseio: C72h-
Omg, C72h-100mg, C72h-300mg; experimentais: E72h-0mg, E72h-100mg, E72h-
300mg). Em cada coleta foram amostrados dois peixes de cada caixa. O
experimento foi realizado no inverno, sendo que a temperatura nos tanques do
grupo experimental atingiu a minima de 19°C, durante a noite, e a maxima de 26°C,
durante o dia.

Os animais amostrados foram anestesiados com eugenol (1:20)
(INOUE et al.,, 2003) e, logo em seguida, foi feita a coleta de sangue. Para
hematologia e andlises plasméticas, o sangue foi coletado por pungcédo caudal com
seringas plasticas de 3 mL heparinizadas. O plasma foi obtido por centrifugacéo a
13400 x g por 3 minutos e estocado a -80°C para posteriores determinacdes de

cortisol, glicose, lactato, aménia, proteina, aminoacidos e ions (sédio, potassio e
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cloreto). Para as extensdes sanguineas e analises sorolégicas o sangue foi coletado
com seringas nao heparinizadas. O soro foi separado por centrifugacéo a 600 x g
por 15 minutos e estocado a -80°C para determinacdo de atividade do sistema
complemento e de lisozima até o momento do uso. Logo apds a coleta do sangue,
os peixes foram rapidamente abatidos por seccao medular para coleta de figado e
musculo branco, os quais foram estocados a -80°C para posterior quantificacédo de
glicogénio. Antes da coleta dos tecidos os animais foram pesados e medidos para a

avaliagao do crescimento.

4.3. Parametros zootécnicos

Os parametros de desempenho foram calculados de acordo com as
formulas descritas a seguir: a) Ganho em peso diario (GPD) em g/dia: peso final-
peso inicial/tempo (dias); b) Ganho em comprimento diario (GCD): comprimento total
final — comprimento total inicial/tempo; c¢) Consumo diario (CD): consumo
total/tempo; d) Conversao alimentar (CA): consumo total de alimento/ganho em peso
diario; e) Taxa de crescimento especifico (TCE): (/n peso final- /n peso inicial/ tempo
(dias)) x 100; f) Taxa de eficiéncia protéica (TEP): ganho em peso vivo/proteina

bruta consumida.

4.4. Hematimetria

Hematocrito

A porcentagem de células vermelhas foi determinada por centrifugacao
em capilares de vidro para micro-hematocrito. Tubos capilares contendo sangue
transferido de seringas heparinizadas foram fechados em uma das extremidades
com massa de modelar e colocados em centrifuga de micro-hematécrito por 3
minutos a 13400 x g. Os valores de hematécrito foram lidos em cartdo de leituras de
hematécrito da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas. Os valores de hematécrito

foram expressos em porcentagem.

Hemoglobina
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A concentracao de hemoglobina total foi determinada pela formacéao da
cianometahemoglobina (DRABKIN, 1948). Foram utilizados 10uL de sangue total de
cada amostra, diluidos em 2mL de solucao de Drabkin, seguida de homogeneizacao
e leitura em espectrofotdmetro a 540nm. O célculo da concentragdo de hemoglobina
total foi feito pela férmula:

Hb total (g/dL) = DO 540 nm x 1,6114 x 200/11

Contagem de eritrocitos (GV, globulos vermelhos)

Aliquotas de sangue (10uL) foram misturadas em 2mL de solugédo de
citrato-formol e agitadas para contagem do numero de células vermelhas. Foram
utilizados 10 pL desta mistura para a contagem em microscépio 6ptico, em camara
de Neubauer (LIMA et al., 1969).

Volume corpuscular médio (VCM)

Para o céalculo de VCM foram utilizados os valores de hematécrito e GV
(LIMA et al., 1969), segundo a expressao:

VCM (fL) = [hematécrito (L/L) x 1000}/ GV (milhées/mm?)

Hemoglobina corpuscular média (HCM)

Para o calculo de HCM foram utilizados os valores de hemoglobina
total e GV (LIMA et al., 1969), segundo a expressao:

HCM (pg/célula) = [Hb total (g/dL)/ GV (milhées/mm®)] x 10

Concentracdao de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
Para o calculo CHCM foram utilizados os valores de hemoglobina total
e de hematdcrito (LIMA et al., 1969), segundo a expressao:
CHCM (g/dL) = Hb total (g/dL)/ hematdcrito (L/L)

4.5 Determinacao dos intermediarios metabdlicos
Para as determinacdes de amdnia, lactato e piruvato, amostras de
plasma (100uL) foram desproteinizadas em 1 mL de &acido tricloro acético (TCA)

20% e centrifugadas a 13400 x g por 3 minutos.
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Quantificacao de Amébnia

A ambnia plasmatica foi quantificada por nesslerizacao (modificado de
GENTZKOW; MASEN, 1942). Em wuma aliquota de 400uL de plasma
desproteinizado era adicionada agua até atingir 2 mL de solugéo, seguida de reativo
de Nessler. A leitura éptica foi realizada em espectrofotémetro “Hach DR/2010” em
420 nm e a concentracao foi estimada contra padrdes de amébnia contendo 100
nmols de NH4CI.

Quantificacao de Lactato

A determinacdo da concentracdo de lactato total foi feita de acordo o
método de Harrower e Brown (1972). Era utilizada uma aliquota de 50uL plasma
desproteinizado a qual eram adicionados sulfato de cobre 4% e acido sulfurico com
agitacao lenta. Em seguida, era adicionado p-fenilfenol 1,5% em NaOH 0,5N, com
agitacao vigorosa e ap6s 60 minutos os tubos eram incubados em banho-maria a
100°C. Ap6s o resfriamento das amostras a leitura foi efetuada em
espectrofotometro “Hach DR/2010”, em 570nm, contra uma solucao padrdao de 100

nmols de lactato.

Quantificacao de Piruvato

A concentracao de piruvato foi estimada nos extratos acidos segundo
método de Lu (1939). Um volume adequado de extrato era adicionado a 250uL de
dinitrofenilhidrazina 0,1% em HCI 2N. Ap6s 30 minutos de repouso a 37°C, era
adicionado a mistura de reagéao 3mL de NaOH 1,3N. A concentragédo de piruvato foi
determinada em 440nm contra um padrdao de 100nmols.

Quantificacao de Glicose

A quantificacdo de glicose foi realizada pelo método da glicose oxidase
(TRINDER, 1969), que tem por principio a catalise oxidativa da glicose e producao
de acido glucénico e peroxido de hidrogénio. O peroxido de hidrogénio reage com
4-amino-antipirina e fenol sob a agédo catalisadora da peroxidase, através de uma
reacao oxidativa de acoplamento que forma uma antipirilguinonimia de cor vermelha,
cuja intensidade é proporcional a concentragao de glicose na amostra. Os ensaios

foram feitos com 10uL de plasma em cada po¢o de uma microplaca e a leitura das
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amostras foi feita em uma leitora de microplaca (Molecular Devices) com filtro de
525nm contra uma curva padrdao de glicose (0, 25, 50, 100 e 200 mg/dL). Os
calculos de concentracado em mg/dL foram feitos no software Softmax Pro.

Quantificacao de Proteina

O teor de proteina plasmatica total foi determinado pelo método de
Bradford (KRUGER, 1994) e a leitura das amostras foi feita em leitora de microplaca
(Molecular Devices), acoplada ao software Softmax Pro, em 620nm. O plasma foi
diluido 200 vezes e, dessa diluicao, foram utilizados 10uL para analise. A diluicao do
plasma e a quantidade utilizada em cada poco da microplaca foram previamente
determinadas. No método de Bradford utiliza-se como reagente o reativo de
Bradford (KRUGER, 1994) e a concentragdo de proteina é estimada contra uma

solucéo padréao de albumina 1 mg/mL.

Quantificacao de Sodio (Na*) e Potassio (K*)

As concentracbes totais de sbédio e potassio plasmaticos foram
determinadas em fotémetro de chama Digimed, modelo DM-61, cuja solugao padrao
contém 140 mEqg Na" e 5.0 mEqg K* (ref. DM-S 13A). As amostras de plasma para

andlise foram diluidas em agua destilada na propor¢éo de 1:100.

Quantificacao de Cloreto (CI)

As concentragbes de cloreto foram determinadas segundo APHA
(1980). O plasma foi diluido em agua destilada na proporcéao de 1:100. Esse método
utiliza como reagentes as solugdes de tiocianato de mercurio 0,09% em etanol P.A.
(reagente A) e nitrato de ferro monohidratado 6% em &cido nitrico 0,4 M (reagente
B), numa relagao de 3A:10B. Uma curva feita com aliquotas de solucao padrao NaCl

1 mM, foi usada como referéncia. As leituras Opticas foram realizadas em 480 nm.

Quantificacao de Aminoacidos livres

Na determinacao de aminoacidos livres, uma aliquota de 20uL plasma
total foi adicionada a 0,1% de ninhidrina em propanol. A mistura foi entdo colocada
em banho-maria a 37°C, por 30 minutos. Apds este periodo, a leitura dptica foi
realizada em 570nm, contra um padrdo de &cido aminoacético 1mM (COPLEY,
1941).
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Quantificacao de Glicogénio

A extracdo do glicogénio tecidual foi realizada segundo Bidinotto e
colaboradores (1997). Esse método consiste na separacao alcoodlica do glicogénio
apoés a hidrélise alcalina total do tecido em hidréxido de potassio 6N. Em seguida, foi
feita a determinagcédo direta de acgucares redutores totais no precipitado alcodlico
(glicogénio) ressuspendido em agua. Na determinacao de agucares redutores totais
utiliza-se fenol 4,1% e acido sulfurico concentrado (DUBOIS, 1956). Foram utilizados
para as andlises 50 mg de figado e 100 mg de musculo branco por mL de KOH 6N.
A leitura éptica foi realizada em espectrofotdmetro “Hach DR/2010” em um
comprimento de onda de 480nm, contra um padrao de glicose 0,02%. O conteudo
de glicogénio foi expresso em umols de glicosil-glicose/mg de tecido.

Quantificacao de Cortisol

As determinagdes de cortisol plasmatico foram realizadas por
radioimunoensaio em contador de particulas beta no Laboratério de Endocrinologia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo, sob responsabilidade da Profa. Dra. Margaret de
Castro.

4.6. Avaliacao da resposta imune inata

Contagem de leucocitos diferenciais

A contagem diferencial de leucécitos foi feita nos esfregacos
sanguineos corados com corante de Rosenfeld (FACCIOLI et al., 1996). Em cada
lamina foram contadas 100 células, utilizando-se microscopia de luz com aumento
final de 1000 X.

Quantificacao de lisozima sérica

O nivel de lisozima sérica foi determinado por ensaio turbidimétrico de
acordo com Ellis (1990) e Abreu e colaboradores (2009) usando lisozima de ovo de
galinha (L6876, Sigma) (1mg/mL) como padrdo. Uma suspensdo de Micrococcus
lysodeikticus (M3770, Sigma) (0,2 mg/ mL tampao fosfato 0,05M pH 6,2) foi utilizada.
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A solucao de lisozima utilizada (1ng/uL) foi obtida diluindo-se cem vezes a solucao
estoque em tampao fosfato (NaH2PQO4; 0,05M; pH 6,2). As amostras de soro foram
previamente aquecidas em banho-maria a 56°C por 30 minutos para inativacao das
proteinas do sistema complemento e para garantir que a lise do M. lysodeikticus
fosse devida exclusivamente a acéo da lisozima. O método foi adaptado para leitura
em microplaca. O volume de soro utilizado para o ensaio foi 10uL, sendo
completado com tampéo fosfato para um volume final de 150uL. As amostras foram
incubadas na leitora de placas (Molecular Devices) a 25°C por 2 minutos e,
posteriormente, 150uL da suspensdo de M. lysodeikticus (0,2 mg/mL) foram
adicionados para completar um volume final de reacédo de 300uL em cada poco da
microplaca. O branco foi preparado utilizando-se somente tampao fosfato (300uL). A
diferenca entre a turbidez inicial e final (variacdo de densidade éptica — ADO) foi
mensurada entre 0 e 10 minutos em 450nm a 25°C. Os resultados foram expressos
utilizando-se os valores da variacdo de densidade Optica para cada volume de
amostra versus volume de lisozima da curva padrdo. A equacao de regressao linear

da curva padrao de lisozima foi utilizada para determinar os niveis de lisozima sérica

(ug/mL).

Avaliacao do sistema complemento: Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica do complemento sérico foi determinada de
acordo com a metodologia descrita previamente por Ferriani et al. (1990) e
modificada para soro de pacu baseando-se em metodo descrito por Biller (2008). No
ensaio foi utilizada uma suspensao de eritrocitos de coelhos, cuja preparacao foi
feita utilizando-se uma aliquota de sangue total de coelhos misturada a um mesmo
volume de solucao de Alséver (anticoagulante pH 6,1) e a solugao resultante foi
filtrada em gaze estéril para a retirada de material suspenso. A solucdo filtrada foi
adicionado o mesmo volume do agente quelante TEA-EDTA (trietanolamina — acido
etileno diaminotetracético) 10mM, pH 7,4 e gelatina a 0,1%. Esta solucdo foi
incubada por 15 minutos, a 37°C e, posteriormente, centrifugada a 600 x g, por 10
minutos, a 4°C, para preparagdo dos eritrécitos. Os eritrécitos foram, entao,
ressuspensos em tampao trietanolamina (TEA) — Mg?* 2mM, pH 7,4 e lavados com o
mesmo tampao por 3 vezes apds centrifugacao (600 x g, por 10 minutos, a 4°C). Os
eritrécitos depois da Ultima centrifugacao foram ressuspendidos em solucao de
Alséver e armazenados a 10°C, permanecendo viaveis por até 15 dias. No momento
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da utilizacdo, parte da suspensao de eritrocitos armazenada foi lavada duas vezes
com tampao TEA- 4cido etileno glicoltetracético (EGTA) 8mM e Mg®* 2mM, com
gelatina 0,1% ( 600 x g, por 10 minutos, a 4°C) e ressuspendidos em tampao TEA-
EGTA 1%, em densidade optica entre 0,7 e 0,8 a 700nm. A padronizacdo da
metodologia para soro de pacu foi realizada em diversas diluicbes em tampao TEA-
EGTA 8mM e Mg? 2mM, com gelatina 0,1%. A andlise da atividade hemolitica do
complemento foi realizada pela mistura de 400uL de cada diluicdo de soro com
800uL da suspensao de eritrécitos, a qual foi submetida a leitura da absorbéncia em
700nm, por 10 minutos, em espectrofotdmetro provido de banho a 37°C (Hitachi U-
2910). Apds a padronizacao da diluicdo do soro a ser utilizada, 120uL de soro dos
peixes de todos os tratamentos, na diluicdo de 1:10, foram adicionados a 280uL de
tampao TEA-EGTA 8mM e Mg?* 2mM, com gelatina 0,1% e a essa mistura foram
acrescentados 800uL da suspenséao de eritrécitos. A solucao foi, entdo, submetida a
leitura em espectrofotdbmetro, como descrito. Uma aliquota de soro foi aquecida a
56°C, por 30 minutos para controle negativo da atividade do sistema complemento.
A diferenca entre a absorbancia inicial e final foi mensurada entre 0 e 10 minutos a
37°C. Os resultados foram expressos utilizando-se os valores da variacdo de
absorbancia.

4.7. Delineamento e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema multifatorial (2 condi¢cdes x 3 dietas x 3 periodos), constituido de duas
condigbes de temperatura (controlada e variavel), trés niveis de vitamina E na dieta
(0, 100 e 300 mg/kg) e trés periodos de coletas 0, 24 e 72 horas. Foram realizados
os pré-testes de homogeneidade (Teste Levenes), seguidos pela analise de
variancia (One-way ANOVA). Quando diferentes as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (P < 0,05). O programa SAS v.8.0 (SAS, 2001) foi empregado na
analise estatistica dos dados. Os graficos foram gerados por meio do software Origin
5.0, baseados nas médias e desvios-padrao.



26

5. RESULTADOS

O presente estudo avaliou diferentes parametros fisiolégicos e
imunolégicos antes e apds a alimentacdo dos animais com dieta suplementada com
diferentes concentracdes de vitamina E. Durante o experimento ndo foi observada
mortalidade de peixes. No inicio do experimento os animais possuiam média de
peso de 63,89 (£9,9g) e média de comprimento de 13,6cm (+0,7cm). Ao final da fase
experimental as médias observadas foram de 144,29 (+29,1g) e de 17,4cm

(x1,6cm).

5.1. Variaveis de desempenho
Nao foi observada diferenca significativa entre os animais alimentados
por 45 dias com diferentes niveis de vitamina E para nenhuma das variaveis de

desempenho analisadas (Tabela 3).

Tabela 3. Crescimento de pacus alimentados com diferentes niveis de vitamina E por 45

dias.
Variavel Teores de Vitamina E
0 mg 100 mg 300 mg

GPD 1,07 +0,17 1,36 + 0,48 1,17 + 0,08
GCD 0,09 £ 0,01 0,1 £0,03 0,09 £+ 0,01
CD 34,93 +1,54 36,98 + 3,97 34,76 £ 0,42
CA 0,76 + 0,11 0,67 +0,2 0,68 + 0,04
TCE 1,27 £ 0,16 1,37 £ 0,37 1,38 + 0,25
TEP 0,11 +£0,02 0,13 +0,04 0,12 + 0,01

n= 19; média * desvio padrdo. GPD= ganho em peso diario (g/dia); GCD= ganho em comprimento
diario (cm/dia); CD= consumo diario (g); CA= conversdo alimentar; TCE= taxa crescimento
especifico; TEP= taxa de eficiéncia protéica.
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5.2. Variaveis hematolégicas

Hematacrito

No grupo controle o valor médio de hematocrito observado foi de
21,95% (£2,38%). Os grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-300mg apresentaram
valores de hematécrito significativamente maiores em relacdo ao grupo controle,
porém nao diferiram entre si (Figura 7). Houve um aumento significativo dos valores
de hematdcrito nos grupos C24h-Omg, E24h-Omg e C72h-Omg, comparados ao
grupo COh-Omg (Figuras 8 e 9). Entretanto, nos animais alimentados com dieta
suplementada com 100 mg de vitamina E, apenas o grupo C72h apresentou valores
aumentados de hematécrito em relagcdo ao grupo COh (Figura 8). Valores
aumentados de hematécrito também foram observados nos grupos E24-300mg,
C72h-300mg e E72h-300mg, comparados ao COh-300mg (Figuras 8 e 9).
Comparando-se os grupos experimentais 24h entre si, observamos o menor valor de
hematécrito nos animais alimentados com dieta suplementada com 100 mg de
vitamina E (Figura 7). J& a comparagdo dos grupos experimentais 72h entre si, 0
maior valor de hematécrito foi observado nos animais alimentados com dieta
suplementada com 300 mg de vitamina E (Figura 7). Os grupos C24h e E24h
quando comparados, apresentaram diferenca apenas nos animais alimentados com
dieta suplementada com 300 mg de vitamina E (Figura 10). J& os grupos C72h e
E72h diferiram entre si nos animais alimentados com dieta sem suplementacéo (0
mg de vitamina E) e com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E (Figura 10).



Figura 7. Hematdcrito de pacus alimentados com diferentes
niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de temperatura.
Comparacao entre os diferentes niveis de vitamina E em cada
tratamento. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa (p<0,05).
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Figura 8. Hematocrito de pacus alimentados com diferentes
niveis de vitamina E. Comparagédo entre controles 0, 24 e 72h
em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 9. Hematdcrito de pacus alimentados com diferentes
niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de temperatura.
Comparacao entre experimentais 24 e 72h em cada nivel de
vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras diferentes
indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 10. Hematocrito de pacus alimentados com diferentes
niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de temperatura.
Comparacao entre experimental e seu respectivo controle em
cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Hemoglobina

O valor médio de hemoglobina no grupo controle foi 7,42 g/dL (+0,93
g/dL). Este nao diferiu significativamente dos valores médios dos grupos COh-Omg,
COh-100mg e COh-300mg, que também nao diferiram entre si (Figura 11). Os
valores de hemoglobina apresentaram-se aumentados no grupo E24h-Omg e
diminuidos nos grupos C72h-Omg e E72h-0mg, comparados ao COh-Omg (Figuras
12 e 13). Nos grupos de animais alimentados com dieta suplementada com 100 mg
de vitamina E houve aumento nos valores de hemoglobina nos grupos C24h e E24h
em relacao ao grupo COh (Figuras 12 e 13). Ja para os animais alimentados com a
dieta suplementada com 300 mg de vitamina E, apenas o grupo E24h apresentou
valor aumentado de hemoglobina, comparado ao grupo COh (Figuras 12 e 13). Os
grupos E24h alimentados com os trés niveis de vitamina E ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (Figura 11). O mesmo foi observado para os grupos
E72h alimentados com os diferentes niveis de vitamina E. Porém, em todas as trés
dietas os grupos E24h e E72h diferiram entre si, assim como os grupos C24h e
C72h (Figuras 12 e 13). Em todos os niveis de vitamina E, os grupos C24h e E24h
nao diferiram entre si, bem como os grupos C72h e E72h (Figura 14).
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Figura 11. Hemoglobina de pacus alimentados com diferentes
niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de temperatura.
Comparacao entre os diferentes niveis de vitamina E em cada
tratamento.
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Figura 12. Hemoglobina de pacus alimentados com diferentes
niveis de vitamina E. Comparagédo entre controles 0, 24 e 72h
em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 13. Hemoglobina de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacao de
temperatura. Comparacao entre experimentais 24 e 72h em
cada nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa
(p<0,05).
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Figura 14. Hemoglobina de pacus alimentados com diferentes
niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de temperatura.
Comparacao entre experimental e seu respectivo controle em
cada nivel de vitamina E.
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Globulos vermelhos (GV)

O grupo controle apresentou 1,40 x 10° células/mm?® (20,13 x 10°
células/mm?), valor este que nao diferiu significativamente dos valores médios dos
grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-300mg, que também nao diferiram entre si
(Figura 15). Houve aumento significativo no nimero de eritrécitos nos grupos E24h-
0mg e E72h-0mg e reducéo no grupo C72h-0mg, comparados ao COh-Omg (Figuras
16 e 17). Nos grupos de animais alimentados com dieta suplementada com 100 mg
de vitamina E houve aumento no nimero de glébulos vermelhos nos grupos E24h,
C72h e E72h em relagdo ao grupo COh (Figuras 16 e 17). J& nos animais
alimentados com dieta suplementada com 300 mg de vitamina E foi observado um
aumento no numero de células vermelhas apenas nos grupos E24h e E72h em
relacao ao grupo COh (Figura 17). Comparando-se os grupos E24h alimentados com
os diferentes niveis de vitamina E entre si, o grupo E24h-100mg apresentou o menor
namero de eritrdcitos (Figura 15). Ja os grupos E72h alimentados com os diferentes
niveis de vitamina E ndo diferiram entre si. Em todos os niveis de vitamina E, os
grupos C24h e E24h diferiram entre si (Figura 18). Ja os grupos C72h e E72h
guando comparados, apresentaram diferenca apenas nos animais alimentados com
dieta ndo suplementada e com dieta suplementada com 300 mg de vitamina E
(Figura 18).



Figura 15. Glébulos vermelhos de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 16. Glébulos vermelhos de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagéo entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 17. Glébulos vermelhos de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparacao entre experimentais 24 e 72h em
cada nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh.
Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa
(p<0,05).
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Figura 18. Glébulos vermelhos de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagao entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Volume corpuscular médio (VCM)

Nos peixes do grupo controle o valor médio de VCM observado foi de
153,32 fL (25,49 fL). Os grupos COh-O0mg, COh-100mg e COh-300mg apresentaram
valores de VCM significativamente maiores em relagédo ao do grupo controle, porém
nao diferiram entre si (Figura 19). Nos animais alimentados com a dieta sem
suplementacao de vitamina E houve diminuicdo do VCM no grupo E24h e aumento
do VCM no grupo C72h-Omg, comparados ao grupo COh (Figuras 20 e 21). O
mesmo resultado foi observado para os animais alimentados com dieta
suplementada com 300 mg de vitamina E (Figuras 20 e 21). J4 para os animais
alimentados com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E houve diminuicao
do VCM no grupo E72h, comparado ao COh (Figura 21). Comparando-se 0s grupos
E24h alimentados com os diferentes niveis de vitamina E entre si, o grupo E24h-
100mg apresentou o maior valor de VCM (Figura 19). J& se comparando os grupos
E72h alimentados com os diferentes niveis de vitamina E entre si, foi o grupo E72h-
300mg que apresentou o maior valor de VCM (Figura 19). Em todos os niveis de
vitamina E, os grupos C24h e E24h diferiram entre si, bem como os grupos C72h e
E72h (Figura 22).



Figura 19. Volume corpuscular médio de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 20. Volume corpuscular médio de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 21. Volume corpuscular médio de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagéao entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 22. Volume corpuscular médio de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagéao entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Hemoglobina corpuscular média (HCM)

Nos peixes do grupo controle o valor médio de HCM observado foi de
51,38 pg (2,83 pg). Este nao diferiu significativamente dos valores médios dos
grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-300mg, que também nao diferiram entre si
(Figura 23). Foi observada reducéao significativa da HCM no grupo E72h-Omg em
relacdo ao grupo COh-Omg (Figura 25). O mesmo foi observado para os animais
alimentados com dieta suplementada com 300 mg de vitamina E, porém houve
também diminuicdo da HCM no grupo C72h, comparado ao grupo COh (Figura 24 e
25). Ja no grupo de animais alimentados com dieta suplementada com 100 mg de
vitamina E observou-se aumento da HCM no grupo C24h e diminuicdo nos grupos
C72h e E72h, comparados ao grupo COh (Figura 24 e 25). Comparando-se 0s
grupos E24h alimentados com os diferentes niveis de vitamina E entre si, o grupo
E24h-100mg apresentou o maior valor de HCM (Figura 23). Ja quando os grupos
E72h alimentados com os diferentes niveis de vitamina E foram comparados entre
si, foi o grupo E72h-300mg que apresentou o maior valor de HCM (Figura 23). Os
grupos C24h e E24h quando comparados, apresentaram diferenca apenas nos
animais alimentados com dieta ndo suplementada e com dieta suplementada com
300 mg de vitamina E (Figura 26). Ja os grupos C72h e E72h quando comparados,
apresentaram diferenca apenas nos animais alimentados com dieta nao

suplementada (Figura 26).



Figura 23. Hemoglobina corpuscular média de pacus
alimentados com diferentes niveis de vitamina E e submetidos a
variacao de temperatura. Comparagéo entre os diferentes niveis
de vitamina E em cada tratamento. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 24. Hemoglobina corpuscular média de pacus
alimentados com diferentes niveis de vitamina E. Comparagéo
entre controles 0, 24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 25. Hemoglobina corpuscular média de pacus
alimentados com diferentes niveis de vitamina E e submetidos a
variacao de temperatura. Comparacao entre experimentais 24 e
72h em cada nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo
Coh. Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa
(p<0,05).
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Figura 26. Hemoglobina corpuscular média de pacus
alimentados com diferentes niveis de vitamina E e submetidos a
variacao de temperatura. Comparacao entre experimental e seu
respectivo controle em cada nivel de vitamina E. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)

O valor médio de CHCM observado no grupo controle foi de 33,86 g/dL
(3,19 g/dL). Os grupos COh-O0mg, COh-100mg e COh-300mg apresentaram valores
de CHCM significativamente menores em relacdo ao grupo controle, porém nao
diferiram entre si (Figura 27). Houve diminuicdo na CHCM dos grupos C72h-Omg e
E72h-0mg, comparados ao grupo COh-Omg (Figuras 28 e 29). O mesmo resultado
foi observado para os animais alimentados com dieta suplementada com 300 mg de
vitamina E, porém houve também aumento da CHCM no grupo E24h, comparado ao
grupo COh (Figuras 28 e 29). J& no grupo de animais alimentados com dieta
suplementada com 100 mg observou-se aumento da CHCM no grupo E24h e
diminuicdo nos grupos C72h e E72h, comparados ao grupo COh (Figuras 28 e 29).
Os grupos E24h alimentados com os trés niveis de vitamina E nao apresentaram
diferenga significativa entre si. O mesmo foi observado para os grupos E72h
alimentados com os diferentes niveis de vitamina E (Figura 27). Porém, em todas as
trés dietas os grupos E24h e E72h diferiram entre si, assim como os grupos C24h e
C72h (Figuras 28 e 29). Em todos os niveis de vitamina E, os grupos C24h e E24h
nao diferiram entre si (Figura 30). Ja os grupos C72h e E72h quando comparados,
apresentaram diferenca apenas nos animais alimentados com dieta nao

suplementada e com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E (Figura 30).



Figura 27. Concentracdo de hemoglobina corpuscular média de
pacus alimentados com diferentes niveis de vitamina E e
submetidos a variagdo de temperatura. Comparagao entre os
diferentes niveis de vitamina E em cada tratamento.
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Figura 28. Concentragdo de hemoglobina corpuscular média de
pacus alimentados com diferentes niveis de vitamina E.
Comparacao entre controles 0, 24 e 72h em cada nivel de
vitamina E. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa (p<0,05).
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5.3. Intermediarios metabolicos

Cortisol plasmatico

O grupo controle apresentou concentracdo média de cortisol
plasmatico de 6,13 pg/dL (£3,39 ug/dL), valor este que nao diferiu significativamente
dos valores médios dos grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-300mg, que também
nao diferiram entre si (Figura 31). Houve aumento significativo na concentracdo de
cortisol plasmatico em todos os grupos E24h, retornando aos valores basais em 72h
(Figura 33). Dos grupos controle, o Unico a apresentar aumento nos niveis de
cortisol plasmatico foi o C72h-Omg, comparado ao seu respectivo COh (Figura 32).
Os grupos E24h alimentados com os trés niveis de vitamina E nao apresentaram
diferenga significativa entre si (Figura 31). Em todos os niveis de vitamina E, os
grupos C24h e E24h diferiram entre si (Figura 34). Ja os grupos C72h e E72h
guando comparados, apresentaram diferenca apenas nos animais alimentados com

dieta n&o suplementada (Figura 34).



Figura 31. Cortisol plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 32. Cortisol plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 33. Cortisol plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagéao entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 34. Cortisol plasmético de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagao de
temperatura. Comparagéao entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Glicose plasmatica

A concentracao de glicose plasmatica média observada nos animais do
grupo controle foi de 99,87 mg/dL (x10,50 mg/dL). Os grupos COh-Omg, COh-100mg
e COh-300mg apresentaram valores significativamente menores em relagdo ao
grupo controle. Comparando-se os grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-300mg
entre si, observamos o menor nivel de glicose plasmatica nos animais alimentados
com dieta ndo suplementada com vitamina E (Figura 35). Houve aumento no nivel
de glicose plasmatica nos grupos E24h-Omg e E72h-O0mg, comparados ao grupo
COh-Omg (Figura 37). Tanto no grupo de animais alimentados com dieta
suplementada com 100 mg de vitamina E como no grupo de animais alimentados
com 300 mg de vitamina E, houve reducao no nivel de glicose plasmatica no grupo
C72h em relacao ao seu respectivo COh (Figura 36). Os grupos E24h alimentados
com os trés niveis de vitamina E n&o apresentaram diferenca significativa entre si
(Figura 35). O mesmo foi observado para os grupos E72h alimentados com os
diferentes niveis de vitamina E (Figura 35). Em todos os niveis de vitamina E, os
grupos C72h e E72h diferiram entre si (Figura 38). Ja os grupos C24h e E24h
quando comparados, apresentaram diferenga nos animais alimentados com dieta
nao suplementada e com dieta suplementada com 300 mg de vitamina E (Figura
38).



Figura 35. Glicose plasmatica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 36. Glicose plasmatica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 37. Glicose plasmatica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagéao entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 38. Glicose plasmatica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagdo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Lactato plasmatico

O grupo controle apresentou concentracdo média de lactato plasmatico
de 2,25 ymols/mL (0,39 pmols/mL), valor este que nao diferiu significativamente
dos valores médios dos grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-300mg, que também
nao diferiram entre si (Figura 39). Houve aumento da concentracdo plasmatica de
lactato nos grupos E24h-Omg e C72h-Omg, comparados ao grupo COh-Omg (Figura
40 e 41). Ja no grupo de peixes alimentados com dieta suplementada com 100 mg
de vitamina E foi observada reducao no nivel de lactato plasmatico no grupo C24h
em relagdo ao grupo COh (Figura 40). No grupo de animais alimentados com dieta
suplementada com 300 mg, observou-se aumento significativo de lactato plasméatico
nos grupos E24h, C72h e E72h, em relacdo ao grupo COh (Figura 40 e 41).
Comparando-se os grupos E24h alimentados com os diferentes niveis de vitamina E
entre si, o grupo E24h-100mg apresentou o menor valor de lactato plasmatico
(Figura 39). Os grupos E72h alimentados com os trés niveis de vitamina E néo
apresentaram diferenga significativa entre si (Figura 39). Em todos os niveis de
vitamina E, os grupos C24h e E24h diferiram entre si, porém o mesmo nao
aconteceu com os grupos C72h e E72h (Figura 42).



Figura 39. Lactato plasmético de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 40. Lactato plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 41. Lactato plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparacgéo entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 42. Lactato plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagdo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Piruvato plasmatico

A concentracdo média de piruvato plasmatico observada nos animais
do grupo controle foi de 0,58 pmols/mL (£0,07 umols/mL). Os grupos COh-Omg, COh-
100mg e COh-300mg apresentaram niveis de piruvato plasmatico significativamente
menores em relacdo ao grupo controle, porém nédo diferiram entre si (Figura 43).
Houve aumento de piruvato plasmatico nos grupos C72h-Omg e E72h-Omg,
comparados ao grupo COh-Omg (Figura 44 e 45). O mesmo foi observado nos
animais alimentados com ambas as dietas suplementadas, porém observou-se
também aumento no nivel plasmatico de piruvato no grupo C24h-100mg e reducao
no grupo C24h-300mg, comparados aos seus respectivos COh (Figura 44 e 45). Os
grupos E24h alimentados com os trés niveis de vitamina E ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (Figura 43). O mesmo foi observado para os grupos
E72h alimentados com os diferentes niveis de vitamina E (Figura 43). Os grupos
C24h e E24h quando comparados, apresentam diferenca apenas nos peixes
alimentados com dieta ndo suplementada e com dieta suplementada com 300 mg de
vitamina E (Figura 46). J4 os grupos C72h e E72h quando comparados,
apresentaram diferenca apenas nos animais alimentados com dieta nao
suplementada e com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E (Figura 46). Em
todos os niveis de vitamina E os grupos E24h e E72h diferiram entre si (Figura 45).



Figura 43. Piruvato plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 44. Piruvato plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 45. Piruvato plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagéao entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 46. Piruvato plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagdo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Amobnia plasmatica

O grupo controle apresentou concentracdo média de aménia
plasmatica de 6,70 pmols/mL (+1,35 umols/mL), valor este que nao diferiu
significativamente dos valores médios dos grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-
300mg, que também nao diferiram entre si (Figura 47). Houve reducdo na
concentragdo de amobnia plasmatica nos grupos E24h-Omg e E72h-Omg,
comparados ao grupo COh-Omg (Figura 49). O mesmo resultado foi observado para
0s animais alimentados com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E, porém
nesses animais também houve reducdo na concentracdo de amoénia plasmatica no
grupo C72h, comparado ao grupo COh (Figuras 48 e 49). Nos animais alimentados
com dieta suplementada com 300 mg de vitamina E, houve diminuicdo na
concentracao de aménia plasmatica nos grupos C24h e C72h, comparados ao grupo
COh-300mg (Figuras 48). Comparando-se 0s grupos E24h alimentados com os
diferentes niveis de vitamina E entre si, o grupo E24h-300mg apresentou o maior
valor de aménia plasmatica (Figura 47). O mesmo fato foi observado comparando-se
os grupos E72h alimentados com os diferentes niveis de vitamina E (Figura 47). Os
grupos C24h e E24h quando comparados, apresentaram diferenca apenas nos
animais alimentados com ambas as dietas suplementadas (Figura 50). O mesmo
resultado foi observado quando comparamos os grupos C72h e E72h (Figura 50).



Figura 47. Amobnia plasmética de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 48. Amobnia plasmatica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 49. Amobnia plasmética de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparacgéo entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 50. Amoénia plasmatica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagédo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Proteina plasmatica

O grupo controle apresentou uma concentracdo média de proteina
plasmatica de 18,03 mg/mL (£1,38 mg/mL), valor este que nao diferiu
significativamente dos valores médios dos grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-
300mg. Comparando-se estes grupos entre si, observamos a maior concentracao de
proteina plasmatica no grupo COh-300mg (Figura 51). Observou-se aumento nos
niveis plasmaticos de proteina nos grupos C24h-Omg e E24h-Omg, ambos
mantendo-se apds 72h, comparados ao grupo COh-0mg (Figuras 52 e 53). O mesmo
resultado foi observado para o grupo de animais alimentados com dieta
suplementada com 100 mg de vitamina E (Figuras 52 e 53). J& no grupo de peixes
alimentados com dieta suplementada com 300 mg de vitamina E, observou-se
aumento no nivel de proteina plasmatica nos grupos C24h, C72h e E72h,
comparados ao grupo COh (Figuras 52 e 53). Comparando-se 0s grupos E24h
alimentados com os diferentes niveis de vitamina E entre si, o grupo E24h-300mg
apresentou o menor valor de proteina plasmatica (Figura 51). Ja se comparando os
grupos E72h alimentados com os diferentes niveis de vitamina E entre si, o grupo
E72h-300mg apresentou o maior valor de proteina plasmatica (Figura 51). Os
grupos C24h e E24h quando comparados, apresentaram diferenca apenas nos
peixes alimentados com dieta suplementada com 300 mg de vitamina E (Figura 54).
Ja os grupos C72h e E72h quando comparados, apresentam diferenca apenas nos
animais alimentados com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E (Figura
54).



Figura 51. Proteina plasmatica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenga

estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 52. Proteina plasmatica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 53. Proteina plasmética de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagéao entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 54. Proteina plasmatica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagdo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Aminoacidos livres plasmaticos

Nos peixes do grupo controle, a concentracdo média de aminoacidos
livres plasmaticos foi de 4,63 pmols/mL (0,92 pmols/mL). Os grupos COh-Omg,
COh-100mg e COh-300mg apresentaram valores significativamente maiores em
relacdo ao grupo controle, porém nao diferiram entre si (Figura 55). Houve aumento
nos niveis de aminoacidos plasmaticos nos grupos E24h-Omg e C72h-Omg,
comparados ao grupo COh-Omg (Figuras 56 e 57). Nos grupos de peixes
alimentados com dietas suplementadas com 100 e 300 mg de vitamina E, observou-
se aumento dos niveis plasmaticos de aminoacidos livres nos grupos C24h e E24h,
ambos mantendo-se elevados apos 72h (Figuras 56 e 57). Os grupos E24h
alimentados com os trés niveis de vitamina E nao apresentaram diferenca
significativa entre si, enquanto que nos grupos E72h quando comparados, a maior
concentragdo plasmatica de aminoacidos foi encontrada no grupo E72h-300mg
(Figuras 55). Os grupos C24h e E24h quando comparados, apresentaram diferenca
apenas nos peixes alimentados com dieta ndo suplementada e com dieta
suplementada com 300 mg de vitamina E (Figuras 58). Ja os grupos C72h e E72h
quando comparados, apresentaram diferenca apenas nos animais alimentados com
dieta ndo suplementada e com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E
(Figuras 58).



Figura 55. Aminoacidos livres plasmaticos de pacus alimentados
com diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 56. Aminoacidos livres plasmaticos de pacus alimentados
com diferentes niveis de vitamina E. Comparagéao entre controles
0, 24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 57. Aminoéacidos livres plasmaticos de pacus alimentados
com diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagcao de
temperatura. Comparacgéo entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 58. Aminoacidos livres plasmaticos de pacus alimentados
com diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacao de
temperatura. Comparagédo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Sodio plasmatico

O grupo controle apresentou concentracdo média de sodio plasmatico
de 157,63 mEg/L (6,16 mEg/L). Os grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-300mg
apresentaram valores significativamente maiores em relacdo ao grupo controle,
porém nao diferiram entre si (Figura 59). Foi observada diminuicdo na concentracao
plasmatica de sodio nos grupos C24h-0mg, C72h-0mg e E72h-0mg, comparados ao
grupo COh-Omg (Figuras 60 e 61). Os animais alimentados com dieta suplementada
com 100 mg de vitamina E, apresentaram tal reducdo nos grupos E24h, C72h e
E72h, quando comparados ao grupo COh (Figuras 60 e 61). O mesmo perfil foi
observado para os animais alimentados com dieta suplementada com 300 mg de
vitamina E (Figuras 60 e 61). Comparando-se o0s grupos E24h alimentados com os
diferentes niveis de vitamina E entre si, o grupo E24h-300mg apresentou o menor
valor de sbédio plasmatico (Figura 59). Ja& os grupos E72h alimentados com os trés
niveis de vitamina E ndo apresentaram diferencga significativa entre si (Figura 59). Os
grupos C24h e E24h quando comparados, apresentaram diferenca apenas nos
peixes alimentados com dieta ndo suplementada e com dieta suplementada com
300 mg de vitamina E (Figura 62). Em todos os niveis de vitamina E, os grupos
C72h e E72h n&o diferiram entre si (Figura 62).



Figura 59. Sddio plasmético de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 60. Sbédio plasmético de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 61. Sdédio plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagéao entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 62. Sdédio plasmatico de pacus alimentados com

diferentes

niveis de vitamina E e submetidos a a variacao de

temperatura. Comparagdo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Potassio plasmatico

A concentracdo média de potassio plasmatico observada nos animais
do grupo controle foi de 2,63 mEqg/L (0,18 mEqg/L). Os grupos COh-Omg, COh-
100mg e COh-300mg apresentaram niveis de potassio plasmatico significativamente
menores em relacdo ao grupo controle, porém nédo diferiram entre si (Figura 63).
Houve uma redugéo significativa no nivel de potassio plasmético no grupo C72h-
300mg, comparado ao grupo COh-300mg (Figura 64). Os grupos E24h alimentados
com os trés niveis de vitamina E nao apresentaram diferenca significativa entre si
(Figura 63). O mesmo foi observado para os grupos E72h alimentados com os
diferentes niveis de vitamina E (Figura 63). Os grupos C24h e E24h quando
comparados, apresentaram diferenca apenas nos peixes alimentados com dieta ndo
suplementada (Figura 66). Em todos os niveis de vitamina E, os grupos C72h e
E72h diferiram entre si (Figura 66).



Figura 63. Potassio plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 64. Potassio plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 65. Potassio plasmatico de pacus alimentados com

diferentes niveis de vitamina E e submetidos

temperatura. Comparag

de

a variacao

a0 entre experimentais 24 e 72h em cada

| de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras

diferentes indicam diferenca estat

nive

tica significativa (p<0,05).
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Cloreto plasmatico

O grupo controle apresentou concentracdo média de cloreto plasmatico
de 142,45 mEqg/L (x11,68 mEqg/L). Os grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-300mg
apresentaram valores significativamente maiores em relacdo ao grupo controle.
Estes grupos diferiram entre si, sendo que o grupo COh-300mg apresentou o0s
maiores valores de cloreto plasmatico (Figura 67). Foram observados valores de
cloreto plasmatico maiores nos grupos C24h-Omg, E24h-O0mg, C72h-Omg e E72h-
Omg, comparados ao grupo COh-Omg (Figuras 68 e 69). Os animais alimentados
com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E apresentaram aumento de
cloreto plasmatico nos grupos C24h e E24h, com reducdo em ambos apds 72h,
comparados ao grupo COh (Figuras 68 e 69). Ja os animais alimentados com dieta
suplementada com 300 mg de vitamina E apresentaram reducédo nos grupos C24h e
E24h, ambos mantendo-se baixos apds 72h, comparados ao grupo COh (Figuras 68
e 69). Comparando-se os grupos E24h alimentados com os diferentes niveis de
vitamina E entre si, o grupo E24h-Omg apresentou o maior valor de cloreto
plasmatico (Figura 67). O mesmo fato foi observado comparando-se os grupos E72h
alimentados com os diferentes niveis de vitamina E (Figura 67). Em todos os niveis
de vitamina E os grupos C24h e E24h diferiram entre si (Figura 70). J& os grupos
C72h e E72h quando comparados, apresentaram diferengca apenas nos animais
alimentados com dieta ndo suplementada e com dieta suplementada com 300 mg de
vitamina E (Figura 70).



Figura 67. Cloreto plasmético de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 68. Cloreto plasmético de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 69. Cloreto plasmético de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparacgéo entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 70. Cloreto plasmatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagdo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Glicogénio Hepatico

O grupo controle apresentou concentracdo meédia de glicogénio
hepatico de 624,91 pmols/g (83,05 pmols/g), valor este que nao diferiu
significativamente dos valores médios dos grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-
300mg, que também nao diferiram entre si (Figura 71). Houve redugédo nos valores
de glicogénio hepatico no grupo C72h-0mg, comparado ao grupo COh-Omg (Figura
72). O mesmo resultado foi observado para os animais alimentados com ambas as
dietas suplementadas (Figura 72). Os grupos E24h alimentados com os trés niveis
de vitamina E ndo apresentaram diferenca significativa entre si (Figura 71). O
mesmo foi observado para os grupos E72h alimentados com os diferentes niveis de
vitamina E (Figura 71). Em todos os niveis de vitamina E, os grupos E24h e E72h
diferiram entre si (Figura 73), bem como os grupos C72h e E72h (Figura 74).



Figura 71. Glicogénio hepatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento.
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Figura 72. Glicogénio hepatico de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 73. Glicogénio hepatico de pacus alimentados com

diferentes niveis de vitamina E e submetidos

ao de

a variacao

temperatura. Comparacgéo entre experimentais 24 e 72h em cada

| de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras

diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 74. Glicogénio hepatico de pacus alimentados com

diferentes niveis de vitamina E e submetidos

ao de

a variacao

temperatura. Comparagao entre experimental e seu respectivo
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| de vitamina E. Letras diferentes indicam

p<0,05).
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Glicogénio Muscular

O grupo controle apresentou concentracdo meédia de glicogénio
muscular de 20,47 pmols/g (1,21 pmols/g). Os grupos COh-Omg, COh-100mg e
COh-300mg apresentaram valores significativamente menores em relagdo ao grupo
controle. Estes grupos diferiram entre si, sendo que o grupo COh-300mg apresentou
o maior valor de glicogénio muscular (Figura 75). Observou-se aumento do
glicogénio muscular nos grupos E24h-0mg, C72h-Omg e E72h-O0mg, comparados ao
grupo COh-Omg (Figuras 76 e 77). Os animais alimentados com dieta suplementada
com 100 mg de vitamina E apresentaram aumento de glicogénio muscular nos
grupos E24h, C72h e E72h, comparados ao grupo COh-100mg (Figuras 76 e 77). Ja
0s animais alimentados com dieta suplementada com 300 mg de vitamina E
apresentaram aumento de glicogénio muscular nos grupos C24h e E24h,
comparados ao grupo COh-300mg (Figuras 76 e 77). Os grupos E24h alimentados
com os trés niveis de vitamina E n&o apresentaram diferenca significativa entre si
(Figura 75). O mesmo foi observado para os grupos E72h alimentados com os
diferentes niveis de vitamina E (Figura 75). Em todos os niveis de vitamina E, os
grupos E24h e E72h diferiram entre si (Figura 77). Os grupos C24h e E24h quando
comparados, apresentaram diferenca apenas nos peixes alimentados com dieta nao
suplementada e com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E (Figura 78). Ja
os grupos C72h e E72h quando comparados, apresentaram diferenca apenas nos

animais alimentados com dieta ndo suplementada (Figura 78).



Figura 75. Glicogénio muscular de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 76. Glicogénio muscular de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagao entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).

16 1
[__1ContOh

] a
15 [ Cont24h a
. I Cont72h
14
13 1
1 a b b
124
1 b
114
_' b
10_ b .
94 ’J* ﬁ
8-~

N NN RN |
0 mg 100 mg 300 mg
Vitamina E

Glicogénio muscular (umol/g)

0 |

79



Figura 77. Glicogénio muscular de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagéao entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 78. Glicogénio muscular de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagdo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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5.4. Resposta imune inata

Leucocitos mononucleares (linfécitos e mondcitos)

O grupo controle apresentou porcentagem média de leucécitos
mononucleares de 89,9% (+2,56%). Os grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-300mg
apresentaram valores significativamente maiores em relagdo ao grupo controle.
Estes grupos diferiram entre si, sendo que o grupo COh-100mg apresentou a menor
porcentagem de leucécitos mononucleares (Figura 79). Os grupos C24h-0mg, E24h-
Omg, C72h-0mg e E72h-Omg apresentaram reducdo na porcentagem de leucocitos
mononucleares, comparados ao grupo COh-Omg (Figuras 80 e 81). O mesmo
resultado foi observado nos animais alimentados com dieta suplementada com 300
mg de vitamina E (Figuras 80 e 81). Ja nos peixes alimentados com dieta
suplementada com 100 mg de vitamina E, apenas os grupos C24h, E24h e E72h
apresentaram valores reduzidos de leucécitos mononucleares, comparados ao
grupo COh (Figuras 80 e 81). Comparando-se os grupos E24h alimentados com os
diferentes niveis de vitamina E entre si, 0 grupo E24h-100mg apresentou a menor
porcentagem de leucocitos mononucleares (Figura 79). Ja os grupos E72h
alimentados com os trés niveis de vitamina E ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (Figura 79). Em todos os niveis de vitamina E, os grupos C24h e
E24h diferiram entre si, bem como os grupos C72h e E72h (Figura 82).



Figura 79. Leucdcitos mononucleares de pacus alimentados
com diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacao de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 80. Leucocitos mononucleares de pacus alimentados
com diferentes niveis de vitamina E. Comparagéao entre controles
0, 24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 81. Leucdcitos mononucleares de pacus alimentados
com diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacao de
temperatura. Comparacgéo entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 82. Leuc6citos mononucleares de pacus alimentados
com diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacao de
temperatura. Comparagdo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Leucocitos granulares (neutrdfilos, eosindfilos, célula granulocitica especial - CGE)

O grupo controle apresentou porcentagem média de leucécitos
granulares de 11,1% (¥2,56%). Os grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-300mg
apresentaram valores significativamente menores em relagdo ao grupo controle.
Estes grupos diferiram entre si, sendo que o grupo COh-100mg apresentou a maior
porcentagem de leucdcitos granulares (Figura 83). Os grupos C24h-O0mg, E24h-Omg,
C72h-Omg e E72h-Omg apresentaram aumento na porcentagem de leucdcitos
granulares, comparados ao grupo COh-Omg (Figuras 84 e 85). O mesmo resultado
foi observado nos animais alimentados com dieta suplementada com 300 mg de
vitamina E (Figuras 84 e 85). J& nos peixes alimentados com dieta suplementada
com 100 mg de vitamina E, apenas os grupos C24h, E24h e E72h apresentaram
valores aumentados de leucdcitos granulares, comparados ao grupo COh (Figuras
84 e 85). Comparando-se os grupos E24h alimentados com os diferentes niveis de
vitamina E entre si, o grupo E24h-100mg apresentou a maior porcentagem de
leucécitos granulares (Figura 83). Ja os grupos E72h alimentados com os trés niveis
de vitamina E nao apresentaram diferenga significativa entre si (Figura 83). Em
todos os niveis de vitamina E, os grupos C24h e E24h diferiram entre si, bem como
os grupos C72h e E72h (Figura 86).



Figura 83. Leucdcitos granulares de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 84. Leucdécitos granulares de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagéo entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).

a [ 1ContOh
12 a [ Cont24h
. w I Cont72h
< 104 a
]
5 8
()] 6 b
g b
g “ |
3 c b
3 24 1 i
0 T , T T T
0 mg 100 mg 300 mg

Vitamina E

85



Figura 85. Leucécitos granulares de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparacgéo entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 86. Leucécitos granulares de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagdo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa (p<0,05).
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Lisozima sérica

O grupo controle apresentou concentragdo média de lisozima sérica de
10,41 yg/mL (£3,43 ug/mL), valor este que nao diferiu significativamente dos valores
médios dos grupos COh-O0mg, COh-100mg e COh-300mg, que também nao diferiram
entre si (Figura 87). Houve reducéo significativa na concentragdo de lisozima sérica
nos animais do grupo E24h-Omg, comparado ao grupo COh-Omg (Figura 89). Nos
peixes alimentados com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E, houve
diminuicdo no nivel de lisozima sérica no grupo E24h e aumento no grupo E72h,
comparados ao grupo COh (Figura 89). Foi observado aumento na concentracdo de
lisozima sérica do grupo C72h-300mg, comparado ao grupo COh-300mg (Figura 88).
Os grupos E24h alimentados com os diferentes niveis de vitamina E nao
apresentaram diferenga significativa entre si (Figura 87). Ja se comparando os
grupos E72h alimentados com os trés niveis de vitamina E, o grupo E72h-100mg
apresentou a maior concentracao de lisozima sérica (Figura 87). Em todos os niveis
de vitamina E, os grupos E24h e E72h diferiram entre si (Figura 89), enquanto que
os grupos C24h e E24h nao (Figura 90). Os grupos C72h e E72h quando
comparados, apresentaram diferenga apenas nos peixes alimentados com ambas as

dietas suplementadas (Figura 90).



Figura 87. Lisozima sérica de pacus alimentados com diferentes
niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de temperatura.
Comparacao entre os diferentes niveis de vitamina E em cada
tratamento. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa (p<0,05).
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Figura 88. Lisozima sérica de pacus alimentados com diferentes
niveis de vitamina E. Comparagédo entre controles 0, 24 e 72h
em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 89. Lisozima sérica de pacus alimentados com diferentes
niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de temperatura.
Comparacao entre experimentais 24 e 72h em cada nivel de
vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 90. Lisozima sérica de pacus alimentados com diferentes
niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de temperatura.
Comparacao entre experimental e seu respectivo controle em
cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica significativa (p<0,05).
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Atividade hemolitica do sistema complemento

O grupo controle apresentou variagcado média de densidade éptica (DO)
de 0,66 (x0,11), valor este que diferiu significativamente apenas do valor médio do
grupo COh-300mg. Comparando-se os grupos COh-Omg, COh-100mg e COh-300mg
entre si, observa-se a menor atividade hemolitica no grupo COh-300mg (Figura 91).
Os grupos C24h-0mg, E24h-O0mg, C72h-O0mg e E72h-Omg apresentaram reducdo na
atividade hemolitica, comparados ao grupo COh-Omg (Figuras 92 e 93). Nos peixes
alimentados com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E, houve uma
reducdo na atividade hemolitica apenas no grupo E24h, comparado ao grupo COh-
100mg (Figura 93). J& nos animais alimentados com dieta suplementada com 300
mg de vitamina E, houve reducao na atividade hemolitica dos grupo C72h e E72h,
comparados ao grupo COh (Figuras 92 e 93). Os grupos E24h alimentados com os
diferentes niveis de vitamina E ndo apresentaram diferenca significativa entre si
(Figura 91). J& se comparando os grupos E72h alimentados com os trés niveis de
vitamina E, o grupo E72h-100mg apresentou a maior atividade hemolitica (Figura
91). Diferencas significativas entre os grupos E24h e E72h foram observadas nos
animais alimentados com ambas as dietas suplementadas com vitamina E (Figura
93). Os grupos C24h e E24h quando comparados, apresentaram diferenca apenas
nos peixes alimentados com a dieta suplementada com 100 mg de vitamina E
(Figura 94). Ja os grupos C72h e E72h quando comparados, apresentaram
diferenca apenas nos peixes alimentados com a dieta suplementada com 300 mg de
vitamina E (Figura 94).



Figura 91. Atividade hemolitica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparagao entre os diferentes niveis de vitamina
E em cada tratamento. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 92. Atividade hemolitica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E. Comparagéo entre controles 0,
24 e 72h em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 93. Atividade hemolitica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variacdo de
temperatura. Comparacgéo entre experimentais 24 e 72h em cada
nivel de vitamina E e entre estes e seu respectivo COh. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 94. Atividade hemolitica de pacus alimentados com
diferentes niveis de vitamina E e submetidos a variagdo de
temperatura. Comparagédo entre experimental e seu respectivo
controle em cada nivel de vitamina E. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Como os estressores na aquicultura sao inevitaveis, reduzir os efeitos
deletérios do estresse é um objetivo fundamental para o sucesso na produgdo em
cativeiro (ASHLEY et al., 2007). A modulacdo da imunidade pela dieta tem sido
apontada como um método de melhorar a imunocompeténcia para neutralizar os
efeitos de varios estressores (PULSFORD et al., 1995) e, por isso, tem se tornado

objeto importante de estudo.

6.1. Cortisol

O desenvolvimento de praticas de criacdo que reduzam o estresse e
seus potenciais efeitos prejudiciais na producao de pescado é um objetivo comum a
todos os piscicultores. Os estressores que parecem insignificantes, como por
exemplo, o transporte, o0 manuseio e a temperatura a que os animais estdo
submetidos, podem ter efeito cumulativo em longo prazo na saude dos peixes
(SCHRECK, 2000).

O estresse em peixes ocorre sempre que houver mudancgas bruscas na
temperatura e na qualidade da agua, ainda que as variagoes estejam dentro da faixa
de tolerdncia da espécie e, definitivamente, quando estdo fora desta faixa
(WEDEMEYER, 1997). Sabe-se que a temperatura tem um efeito profundo na
resposta dos peixes ao manuseio (CONTE, 2004). Segundo Barton e lwama (1991),
em peixes a resposta ao estresse € uma reagdo a um estimulo que altera sua
homeostase. Nos teledsteos, a elevacado da quantidade de cortisol plasmatico € a
principal resposta hormonal ao estresse (BARCELLOS et al., 2000).

No presente estudo apenas o cortisol plasmatico foi mensurado.
Observou-se aumento deste horménio nos animais submetidos a variacdo de
temperatura durante 24h (grupos E24h-O0mg, E24h-100mg e E24h-300mg), havendo
retorno aos valores basais ap6s 72h nessa condigdo (grupos E72h-Omg, E72h-
100mg e E72h-300mg). Isto indica que a variacdo de temperatura atuou como um
estressor para o0s pacus, que apds 72h pareceram apresentar um quadro de
adaptacao a situagdo imposta. A auséncia de diferenga entre os grupos alimentados
com as diferentes concentracbes de vitamina E, indicam que essa vitamina parece
nao influenciar a liberacdo desse hormdnio nessa condicdo (variacdo de
temperatura). O Unico grupo controle (animais que foram apenas manuseados) que

apresentou aumento na concentracao plasmatica de cortisol foi o alimentado com
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dieta ndo suplementada com vitamina E, sendo que este aumento foi verificado
apenas 72h apds a aplicacao do estressor (manuseio) (grupo C72h-0mg).

O cortisol é um glicocorticéide, derivado do colesterol, que tem funcao,
dentre outras, de sustentar altos niveis de glicose plasmatica ap6s a resposta inicial
provocada pelas catecolaminas, devido ao fato de estimular a neoglicogénese e
regular a demanda de glicose nos tecidos periféricos. Desse modo, 0 aumento da
concentracao de cortisol plasmatico € acompanhado pelo aumento da concentracao
plasmatica de glicose (MOMMSEN et al., 1999).

O cortisol, direta ou indiretamente, tem um papel importante no
metabolismo intermediario (VIJAYAN et al., 1994, 1996, 1997) e na regulacéo i6nica
e osmoética (MCCORMICK, 1995), as quais apontam para uma fungao adaptativa
deste horménio durante o estresse em peixes. Vale ressaltar que a quantificacao do
cortisol é, muitas vezes, economicamente inviavel em atividades de piscicultura, de
forma que a medida das flutuacbes de glicose plasmatica ao invés dos niveis de
cortisol tem se tornado uma das técnicas mais usadas para monitorar estresse em
peixes (PICKERING; POTTINGER, 1989; BARTON; IWAMA, 1991; ABREU et al.,
2009; GONCALVEZ et al., 2010; TAKAHASHI et al., 2006), especialmente o
estresse agudo, visto que retornam aos niveis basais em 24 horas (ABREU et al.,
2009; PICKERING; POTTINGER er, 1989).

Outros hormoénios liberados em resposta a um estressor sao as
catecolaminas, adrenalina e noradrenalina. Um dos principais papéis desses
hormonios é modular as fun¢des cardiovasculares e respiratérias, a fim de manter os
niveis de oxigénio no sangue adequados e, portanto, um suprimento suficiente para
os tecidos. A magnitude da elevacao dos niveis de catecolaminas plasmaticas varia
dependendo do tipo e da gravidade do estressor, bem como da espécie em questao
(REID et al., 1998).

E importante ressaltar que a liberacdo de catecolaminas na corrente
sanguinea é muito rapida, o que dificulta a utilizacdo destes hormbnios como
ferramenta para se avaliar o estresse (PORTZ et al., 2006). Entretanto, a liberacéo
de catecolaminas provoca o primeiro aumento de glicose plasmatica e influencia
diretamente na osmorregulagdo, promovendo aumento das trocas ibnicas através
das branquias (MAYER-GOSTAN et al., 1987). Assim, as alteracées nos niveis de
glicose e ions plasmaticos podem ser indicativas da liberagcdo de catecolaminas na
corrente sanguinea, bem como da liberacdo de cortisol.
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6.2. Desempenho

Alguns estudos sobre a suplementacdo da dieta com vitamina E
mostraram que este micronutriente, além de melhorar a resposta imune inata dos
animais, também pode apresentar efeitos positivos no crescimento dos peixes
(AMLASHI et al., 2011; SAU et al., 2004). Sado (2008) relatou que a vitamina E € um
nutriente essencial para a obtengdo de crescimento adequado e manutencdo dos
parametros hematoldgicos dentro dos valores normais para o pacu. Relatou ainda
que a concentracdo de vitamina E na racdo que resultou em melhor desempenho
para a espécie foi de 87,2 mg/Kg. No presente estudo, apds 45 dias de alimentacao
dos animais com dietas suplementadas com diferentes concentragbes de vitamina E,
nao foi observada diferenca significativa entre os grupos para nenhuma das
variaveis de desempenho analisadas, embora os animais alimentados com dieta
suplementada com 100 mg de vitamina E tenham mostrado uma tendéncia de
aumento destes parametros. A auséncia de diferenca significativa entre os grupos
pode ser explicada pelo fato de o periodo de alimentacao dos animais ter sido de 45
dias. Os estudos que relataram diferencas nas taxas de crescimento entre os
animais alimentados com diferentes concentracées de vitamina E dietética foram
conduzidos por periodos iguais ou superiores a 8 semanas (AMLASHI et al., 2011;
SAU et al., 2004). Porém, Huang e colaboradores (2004) estudando os efeitos dos
niveis dietarios de vitamina E por 10 semanas no salmonideo Oncorhynchus
kitsutch, também nao observaram diferencas significativas no crescimento entre os
grupos alimentados com as diferentes dietas. Isto nos mostra que o tempo em que a
dieta é oferecida aos animais ndo € o unico fator que influencia o crescimento,
dependendo este também das caracteristicas fisiolégicas de cada espécie. Além
disso, o crescimento é influenciado principalmente pelos macronutrientes da dieta e
as vitaminas sdao micronutrientes.

Nos sistemas intensivos de producao, pelo fato da dieta artificial ser a
principal fonte de alimento, a prépria dieta oferecida pode ser um fator estressor
para os animais. A ocorréncia de desbalangcos ou deficiéncias nutricionais
ocasionadas por dietas mal formuladas podem prejudicar o crescimento e diminuir a
resisténcia a doengas. Dessa forma, ha uma menor produtividade e,
consequentemente, um menor retorno econdémico (SADO, 2008).

O estabelecimento das exigéncias nutricionais dos peixes de criagao

tem trazido beneficios para seu crescimento, eficiéncia alimentar e sobrevivéncia.
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Cada vez mais, tem-se buscado o conhecimento dos efeitos dos nutrientes da dieta
sobre a saude dos animais € 0 uso de imunoestimulantes, como as vitaminas, tem
sido apontado com uma alternativa para maximizar a protecdo dos peixes em
situacoes de estresse, reduzindo a ocorréncia de surtos de doencas (CHAGAS et
al., 2009).

6.3. Hematologia

O valor do hematdcrito representa o volume total das hemacias no
sangue. Essa relacdo determina sua quantidade de forma relativa. No presente
estudo observou-se aumento do hematdcrito tanto nos animais que foram somente
manuseados (grupos C24h e C72h) quanto nos animais que foram submetidos
também a variacdo de temperatura (grupos E24h e E72h). Nos grupos E24h, C72h e
E72h houve diferenca entre os peixes alimentados com as diferentes concentracoes
de vitamina E (0, 100 e 300 mg), sendo que os animais alimentados com a dieta
suplementada com 100 mg apresentaram alteracbes menores. Isto corrobora a
observacdo de Sado (2008) sobre o papel da vitamina E na manutengdo dos
parametros hematolégicos normais para o pacu. Em flatfish alimentado com dietas
deficientes em vitamina E observa-se valores de hematocrito aumentados
(PULSFORD et al., 1995).

Com relagcdo a concentracdo de hemoglobina total observou-se
aumento nos grupos E24h em todos os niveis de vitamina E (grupos E24h-Omg,
E24h-100mg e E24h-300mg). Este aumento pode ser uma adaptacao para melhorar
o aporte de oxigénio nos tecidos, a fim de suprir a demanda energética imposta pelo
estresse térmico. Somente no grupo de animais alimentados com dieta néao
suplementada ocorreu reducao da hemoglobina 72h apés 0 manuseio e a exposicao
a variagdo de temperatura (grupos C72h-Omg e E72-Omg). Nao houve diferenca
entre os grupos alimentados com as diferentes concentragbes de vitamina E, de
forma que essa vitamina parece nao influenciar na concentragdo de hemoglobina
nessa condicao (variacao de temperatura).

Os glébulos vermelhos tém também a funcéo de transportar oxigénio e
gas carbbnico. No presente trabalho, observou-se ainda aumento no numero de
células vermelhas nos grupos E24h em todos as dietas (grupos E24h-O0mg, E24h-
100mg e E24h-300mg), os quais se mantiveram altos ap6s 72h sob variacdo de
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temperatura (grupos E72h-Omg, E72h-100mg e E72h-300mg). O Unico grupo
controle (animais que foram apenas manuseados) a apresentar aumento no nimero
de glébulos vermelhos foi o de peixes alimentados com dieta suplementada com 100
mg de vitamina E, sendo que este aumento foi verificado apenas 72h apoés o
manuseio (grupo C72h-100mg). Nos grupos C24h, C72h e E24h houve diferenga
entre os grupos alimentados com as diferentes dietas (0, 100 e 300 mg de vitamina
E/kg), sugerindo a importancia desta vitamina na modulagao positiva da eritropoiese.
Garcia e colaboradores (2007) também observaram aumento no numero de
eritrécitos em pacus alimentados com dietas suplementadas com vitamina C e E e
desafiados com Aeromonas hydrophila. Wojtaszek e colaboradores (2002)
estudando os efeitos hematolégicos de altas concentragbes de cortisol na carpa
comum relataram uma tendéncia de aumento dos valores de hematécrito e
hemoglobina e do numero de células vermelhas. Estes autores propdéem que o
aumento no numero de células vermelhas possa ser devido a rapida diferenciacao e
proliferacao dos eritrocitos causada pelo estimulo do cortisol ou devido a contracao
esplénica provocada pelo aumento das catecolaminas na circulacdo frente ao
estimulo por um estressor.

A partir dos valores de hematécrito, hemoglobina e células vermelhas
foi possivel calcular os indices hematimétricos. O volume corpuscular médio (VCM)
representa a média dos volumes dos eritrécitos na amostra de sangue. Nos grupos
de animais alimentados com dieta ndo suplementada e com dieta suplementada
com 300 mg de vitamina E e que foram apenas manuseados foi observado aumento
do VCM 72h apdés o manuseio (grupos C72-Omg e C72h-300mg). Porém, nos
animais alimentados com dieta ndo suplementada e com dieta suplementada com
300 mg que foram também submetidos a variacao de temperatura houve reducao do
VCM em 24h (grupos E24-O0mg e E24h-300mg). Isto também foi observado nos
animais alimentados com dieta suplementada com 100 mg de vitamina E, porém
apenas 72h apods serem submetidos a tais condigdes (grupos E72h-100mg). Nos
grupos E24h, C72h e E72h houve diferenca entre os grupos alimentados com as
diferentes concentracées de vitamina E (0, 100 e 300 mg), sendo que, mais uma
vez, 0s animais alimentados com a dieta suplementada com 100 mg apresentaram
menos alteracdes. Junior e colaboradores (2010) observaram que o volume
corpuscular médio em tilapias-do-Nilo também se altera em funcdo do nivel de
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colina, sendo que a auséncia de suplementacdo e a suplementagdo de 1.000 mg
colina/kg de racao resultam na liberacéo de células com maior volume.

A hemoglobina corpuscular média (HCM) indica a quantidade de
hemoglobina presente nos eritrécitos e a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) representa a concentracdo de hemoglobina em um eritrécito. Foi
observada diminuicdo da HCM nos grupos E72h em todas as dietas (grupos E72h-
Omg, E72h-100mg e E72h-300mg). Ja nos grupos C72h tal reducgéo foi observada
apenas nos grupos de animais alimentados com ambas as dietas suplementadas
(grupos C72h-100mg e C72h-300mg). Observou-se reducdo da CHCM nos grupos
C72h e E72h em todas as dietas (grupos C72-0mg, C72h-100mg e C72h-300mg;
grupos E72h-0mg, E72h-100mg e E72h-300mg). Porém, houve aumento na CHCM
nos animais alimentados com ambas as dietas suplementadas ap6s 24h submetidos
a variacao de temperatura (grupos E24h-100mg e E24h-300mg). Nao houve
diferenca entre os grupos alimentados com as diferentes concentracdes de vitamina
E. Junior e colaboradores (2010) descreveram queda na taxa de hemoglobina, no
volume da célula e na CHCM em tilapias nil6ticas submetidas ao frio. Andrade e
colaboradores (2007) também observaram aumento da concentragdo de
hemoglobina e da HCM em pirarucu alimentado com dietas suplementadas com
vitamina E.

A hematologia é bastante utilizada como ferramenta para se avaliar o
estado de saude animal dado pela avaliagdo dos elementos figurados do sangue. O
sangue é um tecido liquido, mével, que estd em equilibrio com praticamente todos
0os outros tecidos, constituindo uma das grandes forcas homeostaticas do
organismo. Ele distribui calor, transporta gases respiratérios, nutrientes e produtos
de excrecdo, além de atuar na defesa do organismo (JUNIOR et al., 2010). Desse
modo, altera¢cdes nos valores de hematocrito, hemoglobina e nimero de células
vermelhas tém sido amplamente utilizadas como indicadores dos efeitos e gravidade
de varios tipos de estressores em peixes, bem como indicador do efeito de
imunoestimulantes (GARCIA et al., 2007; JUNIOR et al., 2010; PULSFORD et al.,
1995; SADO, 2008; SIGNOR et al., 2010; WOJTASZEK et al., 2002)

Os peixes respondem fisiologicamente as alteracées de oxigénio na
agua, como forma de adaptacdo a esse ambiente (TAVARES-DIAS; MORAES,
2004).
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Dessa forma, a alteracdo das varidveis hematolégicas pode ocorrer
como estratégia para melhorar o transporte de oxigénio no sangue durante os
periodos de desafio metabdlico (MONTERO et al., 1999).

6.4. Metabolismo intermediario

Estressores quimicos, fisicos e bioldgicos podem provocar respostas
nao-especificas em peixes, que sao consideradas adaptativas por capacitarem o
animal a lidar com os distarbios e manter sua homeostase (BARTON, 2002).
Considerando-se que o metabolismo dos peixes sofre influéncia direta da
temperatura da agua, esse fator tem sido considerado como o principal agente
estressor quando fora da faixa de conforto para a espécie (JUNIOR et al., 2010).

Um estudo feito anteriormente com pacu indica que a concentracao
plasmatica de cortisol € crescente 0, 1 e 6 horas ap06s o estresse agudo (KRIEGER-
AZZOLINI et al., 1989). No presente estudo, as maiores concentracdes plasmaticas
de cortisol foram observadas 24h apds 0 manuseio e permanéncia sob variacdo de
temperatura, havendo retorno aos valores basais ap6s 72h sob essa condicdo. Isto
sinaliza para uma possivel adaptacao a situacao imposta.

Embora se tenha descrito que a concentracdo plasmatica de glicose
acompanha o aumento dos niveis plasmaticos das catecolaminas e do cortisol,
observou-se tal efeito apenas nos animais alimentados com dieta sem
suplementacao com vitamina E e expostos a variacao de temperatura. Este aumento
€ observado a partir de 24h da transferéncia dos peixes para os tanques sem
controle de temperatura e se mantém apds 72h nessa condi¢ao (grupos E24h-Omg e
E72h-O0mg). Em contrapartida, nos peixes alimentados com ambas as dietas
suplementadas com vitamina E (100 e 300 mg) observou-se reducdo da
concentracdo plasmatica de glicose nos grupos apenas manuseados, 72h ap6s o
manuseio (C72h-100mg e C72h-300mg). As diferentes concentracdes de vitamina E
parecem influenciar a concentracao plasmatica de glicose, visto que apds 45 dias de
alimentacdo com diferentes teores dessa vitamina e antes de serem submetidos a
qualquer estressor (manuseio ou variacao de temperatura), os peixes que nao
receberam suplementacao apresentaram menor concentracao de glicose plasmatica
comparado aos peixes que receberam dietas suplementadas com 100 ou 300 mg de

vitamina E.
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Situacdes de estresse em peixes podem causar ainda demanda
energética maior com conseqliente aumento da demanda de oxigénio. Esse fato
leva a um aumento do metabolismo anaerdbico para a viabilizagdo dos processos
vitais. Esse desvio metabdlico é notado através do aumento dos teores de lactato
plasmatico, que pode ser um bom indicador de intensidade de estresse
(HOCHACHKA, 1980). No presente estudo, observou-se aumento da concentracao
de lactato plasmatico nos pacus alimentados com dieta sem suplementacao e com
suplementacao de 300 mg de vitamina E submetidos a variacao de temperatura por
24h (grupos E24h-Omg e E24h-300mg). Tal aumento também foi observado nos
grupos de animais apenas manuseados e alimentados com dieta sem
suplementacao e com suplementacao de 300 mg de vitamina, 72h apdés 0 manuseio
(grupos C72h-0mg e C72h-300mg). Nos grupos C24h e E24h houve diferenca entre
0s grupos alimentados com as diferentes dietas (0, 100 e 300 mg), sendo os
menores valores apresentados pelos animais alimentados com a dieta
suplementada com 100 mg de vitamina E. Tal fato sugere papel mitigador de um dos
principais efeitos do estresse (aumento de lactato plasmatico) exercido pela
concentracdo mais adequada de vitamina E. Tanck e colaboradores (2000),
estudando carpas comuns submetidas a quedas bruscas de temperatura,
observaram diminuicdo da concentracdo de lactato plasmatico e nao relataram
alteracées na concentracao plasmatica de glicose, resultados também observados
no presente estudo nos animais alimentados com dieta suplementada com 100 mg e
submetidos a variagdo de temperatura por 24h (E24h-100mg).

Para confirmar o aumento do metabolismo anaerdbio é preciso
considerar também os dados de piruvato plasmatico. Neste estudo observou-se
aumento da concentracdo plasmatica de piruvato nos grupos C72h e E72h em todas
as dietas (grupos C72-0mg, C72h-100mg e C72h-300mg; grupos E72h-O0mg, E72h-
100mg e E72h-300mg). O mesmo foi observado nos animais alimentados com dieta
suplementada com 100 mg de vitamina E e apenas manuseados, ap6s 24h do
manuseio (C24h-100mg). Porém, houve redugdo da concentracdo plasmatica de
piruvato nos animais alimentados com dieta suplementada com 300 mg de vitamina
E e apenas manuseados, ap6s 24h do manuseio (C24h-300mg). Nos grupos C24h e
C72h houve diferenca entre os grupos alimentados com as diferentes dietas (0, 100
e 300 mg). A partir dos dados de lactato e piruvato plasmatico pudemos calcular a

razdo lactato/piruvato, a qual permite inferir se, de fato, houve aumento da
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preferéncia anaerébia para suprir a demanda energética imposta pelo estressor. Tal
relacdo apresentou-se aumentada somente nos pacus alimentados com dieta sem
suplementacdo e com suplementagcdo de 300 mg de vitamina E submetidos a
variacdo de temperatura por 24h, indicando que nestes grupos houve menor
eficiéncia metabdlica com aumento da suplementacdo energética pelas vias
anaerodbias. Isto reforca a hipotese de que a suplementacdo com 100 mg de
vitamina E parece ter mitigado o estresse, de forma que os peixes alimentados com
esta dieta utilizaram menos as vias anaerdbicas para suprir a demanda energética
imposta pela variagdo de temperatura.

O aumento da demanda energética pode ser ainda confirmado pela
queda das reservas de glicogénio hepatico. Houve reducdo dessa importante
reserva apenas nos animais que foram apenas manuseados, em todas as dietas,
72h apdés o manuseio (grupos C72h-Omg, C72h-100mg e C72h-300mg). Tal
resultado pode ser explicado pelo fato de os pacus estarem em jejum durante esse
periodo de 72h, o que pode ter levado ao consumo da reserva de glicogénio
hepatico para a manutengdo da glicemia. Sabe-se que o estado nutricional dos
peixes pode modular a resposta do glicogénio hepatico ao cortisol (VIJAYAN et al.
1993). O mesmo nao ocorre nos grupos de animais submetidos a variacdo de
temperatura, provavelmente porque baixas temperaturas reduzem a taxa
metabdlica, diminuindo, consequentemente, a demanda energética. Ou ainda as
fontes neoglicogénicas foram capazes de suprir essa demanda. Um estudo anterior
mostra que o tratamento com cortisol aumenta significativamente a atividade de
todas as enzimas gliconeogénicas chave, tais como fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK), frutose 1,6-bifosfato fosfatase e glicose 6-fosfato fosfatase
(VIJAYAN et al. 1993).

Ao contrario da reserva hepatica, a reserva glicogénica muscular
apresentou aumento nos animais apenas manuseados, em todas as dietas, 72h
apds o manuseio (grupos C72h-Omg, C72h-100mg e C72h-300mg). O mesmo é
observado nos grupos de peixes também submetidos a variacdo de temperatura, em
todas as concentragdes de vitamina E, 24h (grupos E24h-Omg, E24h-100mg e E24h-
300mg) e 72h (grupos E72h-0mg, E72h-100mg e E72h-300mg) nessa condicao. Nos
grupos COh, C24h e C72h houve diferenca entre os animais dos grupos alimentados
com as diferentes concentracdes de vitamina E (0, 100 e 300 mg), sendo os maiores
valores encontrados nos pacus alimentados com dieta suplementada com 300 mg
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de vitamina E. E provavel que esse aumento da reserva de glicogénio muscular seja
devido a neoglicogénese a partir do metabolismo protéico (MOMMSEN et al., 1992;
MOMMSEN et al.,, 1999), j& que os niveis de aminoacidos livres plasmaticos
apresentaram-se aumentados em quase todos os tratamentos. Os Unicos grupos
gue nao apresentaram alteracdo na concentragdo de aminoacidos livres plasmaticos
foram o C24-Omg e o E72-O0mg. Como proposto por Mommsen e colaboradores
(1999), a protedlise periférica e o consequente aumento nos niveis plasmaticos de
aminoacidos livres resultam em um aumento na disponibilidade de esqueletos
carbbénicos derivados de aminoacidos para oxidagdo ou rotas anabdlicas como
neoglicogénese ou glicogénese.

Sabe-se que em peixes 0 aumento das catecolaminas e do cortisol
plasmatico implica em aumento dos parametros cardiacos e respiratérios (IWAMA et
al., 1997). Isso resulta em mudancgas na capacidade de trocas através das branquias
(MOMMSEN et al.,, 1999), e consequentes desbalanceamentos eletroliticos e da
excrecao nitrogenada (MCDONALD; MILLIGAN, 1997).

No presente estudo, observou-se reducao da concentracao plasmatica
de aménia nos animais alimentados com dieta ndo suplementada e suplementada
com 100 mg de vitamina E apds 24h e 72h de exposicao a variagdo de temperatura
(grupos E24h-O0mg e E24h-100mg; grupos E72h-Omg e E72h-100mg). Tal resultado
também foi observado nos animais alimentados com ambas as dietas
suplementadas e apenas manuseados apés 72h (C72h-100mg e C72h-300mg). Nos
grupos C24h, E24h, C72h e E72h houve diferenca entre os grupos alimentados com
as diferentes dietas (0, 100 e 300 mg de vitamina E/kg). As alteracdes apresentadas
pelos grupos de animais apenas manuseados mesmo nao tendo havido o aumento
da concentracdao de cortisol plasmatico, tornam provaveis um aumento de
catecolaminas na corrente sanguinea.

Em resposta a um estressor pode haver aumento de até 1000 vezes
nos niveis de adrenalina, 200 vezes nos niveis de cortisol, 3 vezes nos niveis de
glicose plasmatica e 40 vezes no efluxo por difusdo dos ions Na* e CI' (MCDONALD;
MILLIGAN, 1992).

As branquias sao importantes érgaos-alvo do cortisol, o qual estimula
o transporte idnico ativo, principalmente de Na* e CI'(MAYER-GOSTAN et al., 1987).
Porém, o distirbio nas concentracbes plasmaticas de Na* e CI° é geralmente
atribuido ao aumento nos niveis plasmaticos de adrenalina (MAZEAUD; MAZEAUD,
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1981), os quais podem levar a um aumento do influxo de dgua e do efluxo difusional
de eletrélitos através das branquias com aumento da perda urinaria de eletrolitos
(MCDONALD; MILLIGAN, 1992), entre outros efeitos. Tal fato pode explicar as
alteracées na concentracao plasmatica de ions e proteina observadas no presente
trabalho. O Unico grupo que nao apresentou alteracdo na concentracao de proteina
plasmatica foi o E24h-300mg. Os demais apresentaram aumento na concentracao
desta. Com relacdo ao sédio plasmatico, os Unicos grupos que nao apresentaram
alteracdo em sua concentracao foram o E24-0mg, o C24h-100mg e o C24h-300mg.
Os demais apresentaram reducdo. E possivel ter havido um aumento do efluxo de
sédio através das branquias, com consequente perda de agua e hemoconcentracao,
indicada pelo aumento da proteina plasmatica. Porém, os dados de cloreto e
potassio plasmatico sdo controversos.

Observou-se aumento da concentracao de cloreto plasmatico tanto nos
peixes somente manuseados (grupos controle) quanto nos também submetidos a
variacdo de temperatura (grupos experimentais), alimentados com dieta néao
suplementada, apds 24h nessa condicdo (grupos C24h-Omg, E24-Omg). Este
aumento manteve-se nesses grupos mesmo apos 72h (grupos C72h-Omg, E72-
O0mg). O mesmo resultado foi observado nos grupos de animais alimentados com
dieta suplementada com 100 mg de vitamina E, porém apenas 24h submetidos a
essa condicao (grupos C24h-100mg e E24h-100mg), ja que em 72h ocorreu
diminuicdo da concentragdo de cloreto plasmatico (grupos C72h-100mg e E72h-
100mg). Tal diminuicdo também é observada nos peixes tanto somente manuseados
(grupos controle) quanto nos também submetidos a variacdo de temperatura (grupos
experimentais), alimentados com dieta suplementada com 300 mg de vitamina E
apés 24h (grupos C24h-300mg e E24h-300mg) e 72h (grupos C72h-300mg e E72h-
300mg) nessa condicdo. Sabe-se que a liberacdo continua de adrenalina também
pode causar a reducao do efluxo difusional de eletrolitos (MCDONALD; MILLIGAN,
1997), o que poderia justificar, em parte, 0 aumento do cloreto plasmatico em alguns
grupos.

A concentracdo de potassio plasmatico apresentou-se alterada
(redugé@o) apenas no grupo C72h-300mg. Nos demais grupos este parametro
permaneceu inalterado. Abreu e colaboradores (2009), estudando os indicadores de
estresse em pacus submetidos a captura, também nao observaram alteracdes
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significativas nos niveis plasméaticos de potassio, mesmo tendo havido aumento dos
niveis plasmaticos de cortisol.

Donaldson e colaboradores (2008) descrevem que o choque térmico
frio em peixes leva a falha na regulacao osmética, fazendo com que peixes de agua
doce percam ions. Para compensar esta perda de ions, a sua retomada pode ser
aumentada pelo aumento da atividade da Na‘/K*- ATPase ou pela diminuicdo da
permeabilidade do epitélio branquial. Porém, sabe-se que baixas temperaturas
reduzem a atividade da Na*/K*- ATPase (MCCORMICK et al., 2000). Ha evidéncias
de que esta ATPase afete a atividade da anidrase carbdnica branquial e renal,
estando associada com a tomada de Na* e ClI' em temperaturas que aumentam a
deplecao de eletrdlitos.

Para um equilibrio de cargas, diante do aumento da proteina e do
cloreto plasmatico, que possuem cargas negativas, e da reducdo do sodio
plasmatico, que possui carga positiva, 0 potassio deveria aumentar. Porém, tal fato
nao foi observado, levando a inferéncia de que deve ter havido a diminuicdo da
reserva alcalina (bicarbonato), para possivel equilibrio das cargas. Esses dados
permanecem sem explicacdo plausivel dada a falta dos parametros bicarbonato e
atividade da Na*/K*- ATPase .

Dadas as diferencas apresentadas no balango hidroeletrolitico entre os
peixes alimentados com diferentes concentracdes de vitamina E, sugere-se que esta
vitamina tenha influéncia sobre a osmorregulacdo. Nao é de nosso conhecimento
qualquer estudo sobre os efeitos da suplementacdo vitaminica sobre a

osmorregulacao em peixes.

6.5. Resposta Imune Inata

O sistema imune inato dos peixes é dividido em barreiras fisicas,
celulares e componentes humorais. Estes ultimos incluem inibidores de crescimento,
varias enzimas liticas, como a lisozima, e componentes do sistema complemento,
aglutininas, opsoninas, anticorpos naturais, citocinas, quimiocinas e peptideos
antibacterianos (ELLIS, 2001; HUNTINGFORD et al., 2006; MAGNADOTTIR, 2006).
Muitos fatores externos e internos podem influenciar a atividade dos parametros da
imunidade inata. Sabe-se que mudancas de temperatura, manuseio e adensamento
podem ter efeitos supressivos nesses parametros (ASHLEY et al., 2007), enquanto
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que muitos aditivos dietéticos e imunoestimulantes podem melhorar a atividade de
diferentes fatores inatos (MAGNADOTTIR, 2006; SIGNOR et al., 2010). O uso de
imunoestimulantes e de aditivos, bem como o balanceamento adequado dos
nutrientes da dieta, além de possibilitar as respostas zootécnicas almejadas e a
saude dos peixes, permite que se obtenha maior resisténcia organica para superar a
acao de agentes estressores, componentes inevitaveis sob as condicdes intensivas
de criacao (SIGNOR et al., 2010).

O sistema imune inato dos peixes é considerado a primeira linha de
defesa contra um amplo espectro de patdgenos e € mais importante para os peixes
do que para os mamiferos, ja que o sistema imune adaptativo dos peixes néo é tao
desenvolvido como o dos mamiferos (SAURABH; SAHOO, 2008).

Portanto, nos teledsteos a resisténcia a doencas é baseada
principalmente no sistema imune inato (ndo-especifico), cujos componentes
destroem ou inativam organismos invasores, sem a necessidade de um contato
anterior (HUNTINGFORD et al., 2006).

Demers e Bayne (1997) observaram que enquanto o estresse crénico é
imunossupressivo, 0 estresse agudo pode favorecer os componentes celulares e
humorais da defesa inata. O aumento destas, como opsonizacdo, fagocitose e lise
pode melhorar a capacidade do individuo de neutralizar potenciais microrganismos
invasores e, assim, aumentar as chances de sobrevivéncia frente a uma injuria.

Quando o peixe ndo consegue escapar de um estressor ou quando o
estimulo estressor se repete ou € intermitente, a ativacao prolongada da resposta ao
estresse tem efeitos deletérios (HUNTINGFORD et al., 2006). Estes incluem perda
de apetite, crescimento reduzido, imunossupressao e reproducao prejudicada. Em
peixes, 0 estresse cronico tem geralmente um efeito imunossupressivo, mediado
particularmente pela agédo do cortisol (WEYTS et al., 1999). A principal consequéncia
€ 0 aumento da mortalidade devido a infecgdes por fungos e bactérias (PICKERING;
POTTINGER, 1989).

O tratamento de peixes com corticosteréides in vivo resultou na
reducao da proliferacdo de leucécitos (WEYTS et al., 1999). In vitro a adi¢cdo de
cortisol inibiu a proliferacao de linfécitos (PULSFORD et al., 1995; TRIPP et al.,
1987) e reduziu a producéao de anticorpos (TRIPP et al., 1987).

A fim de monitorar o estado imune dos peixes sob condicdes

estressantes de criacdo, as respostas imunes inatas ou nao-especificas tém se
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apresentado como ferramentas valiosas, ja que sao efetivas contra uma ampla
variedade de antigenos (ROTLLANT et al., 1997). Dentre essas ferramentas, temos
as alteracées no numero e no tipo de células de defesa circulantes. No presente
estudo, foi avaliada a proporcdo de leucdcitos mononucleares (linfécitos e
mondécitos) e granulares (neutréfilos, eosindfilos e célula granulocitica especial) no
sangue periférico. Os linfécitos s&o células relacionadas a resposta imune
adaptativa, enquanto que a série granulocitica apresenta fungdes que estao
diretamente relacionadas a imunidade inata e defesa inespecifica dos seres vivos. O
unico grupo que nao apresentou alteracdo no numero de leucdcitos foi o C72h-
100mg. Os demais apresentaram redugdo no numero de células mononucleares e
aumento de leucécitos granulares apés a aplicacdo do estressor (somente manuseio
Oou manuseio e variagao de temperatura), o que indica uma melhora da resposta
imune inata. Nos grupos COh e E24h houve diferenga entre os grupos alimentados
com as diferentes dietas (0, 100 e 300 mg de vitamina E/kg), sendo que a menor
porcentagem de leucécitos mononucleares e, consequentemente, maior
porcentagem de células granulares foram encontradas nos animais alimentados com
100 mg de vitamina E. Tal fato sugere que esta quantidade de vitamina E parece ter
um efeito imunoestimulante melhor nesta espécie, sob as condi¢cdes estudadas.

Le Morvan e colaboradores (1998) estudando os efeitos da mudanca
de temperatura sobre as defesas especificas e nao-especificas dos peixes,
concluiram que as defesas nao-especificas (inatas) tendem a compensar a
supressao das defesas especificas em baixas temperaturas até que o sistema imune
especifico se adapte.

Os resultados obtidos no presente estudo concordam com os achados
de outros trabalhos. Falcon e colaboradores (2008) estudando os efeitos da baixa
temperatura em tilapias-do-Nilo arracoadas com dietas suplementadas com vitamina
C e lipidios observaram que o estimulo pelo frio determinou leucopenia, linfopenia,
neutrofilia € monocitose e concluiram que o estresse pelo frio diminui a resisténcia
dos peixes a doencgas, embora a suplementacdo melhore o sistema imunolégico.
Junior e colaboradores (2010) observaram que a temperatura de 17°C também
causa linfopenia e neutrofilia em tilapias-do-Nilo alimentadas com dietas
suplementadas com colina. Signor e colaboradores (2010) também descreveram
que o estresse pelo frio determina leucopenia, linfopenia, neutrofilia € monopenia em

tilapias-do-Nilo alimentadas com dietas suplementadas com levedura e zinco. Dessa



107

forma, pode-se concluir que o prejuizo ocasionado pelo estresse térmico as
condicbes de higidez dos peixes € evidente mesmo em condicbes nutricionais
adequadas.

Garcia e colaboradores (2007) estudando pacus alimentados com
dietas suplementadas com vitaminas C e E e desafiados por Aeromonas hydrophila,
observaram que apds o desafio, os peixes que haviam recebido a dieta
suplementada com 0 mg de vitamina C e 250 mg de vitamina E apresentaram
reduca@o no nimero de mondcitos.

As alteracdes nas propor¢cdes dos diferentes tipos de leucécitos sao
uma consequéncia das mudancas na distribuicdo de leucécitos. Células-alvo que
possuem receptores para o cortisol tém sido detectadas em muitos tecidos dos
peixes teledsteos, inclusive nas células sanguineas, como os leucdcitos. Os
principais efeitos descritos do cortisol sobre o leucograma é a linfopenia e a
neutrofilia (WOJTASZEK et al., 2002), fato que explica as alteracées observadas na
contagem diferencial de leucdcitos no presente estudo.

Outra ferramenta extensamente utilizada para avaliacido da resposta
imune inata é a concentracdo ou atividade de lisozima sérica. A lisozima possui
atividade litica contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, realiza
opsonizacao e ativa o sistema complemento e os fagdcitos. Em peixes esta presente
no muco, no tecido linféide, no plasma e em outros fluidos corporais (SAURABH,;
SAHOO, 2008).

A atividade lisozimica varia dependendo do sexo, idade, tamanho,
estacdo do ano, temperatura da agua, pH, presenca de tdxicos, presenca de
patdgenos e estressores (YILDIZ, 2006). De modo geral, uma correlagao positiva
entre a atividade de lisozima plasmatica e a temperatura da agua tem sido relatada
em varias espécies de peixes.

No presente trabalho observou-se redugdo da concentragdo de
lisozima sérica nos grupos E24h-O0mg e E24h-100mg, sendo que apos 72h houve
aumento nos animais alimentados com 100 mg de vitamina E (E72h-100mg).
Também ocorreu aumento no grupo C72h-300mg. Nos grupos C24h, C72h e E72h
houve diferenca entre os grupos alimentados com as diferentes dietas (0, 100 e 300
mg de vitamina E/kg), sendo que os maiores valores foram encontrados nos animais
alimentados com ambas as dietas suplementadas com vitamina E. Estes resultados

sugerem que a vitamina E é importante para promover a resposta imune inata nesta
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espécie, por meio do aumento da quantidade de lisozima sérica. Tort e
colaboradores (2004) também relataram reducao nos niveis de lisozima em Sparus
aurata em temperaturas mais baixas.

Tem-se descrito que varios imunoestimulantes podem aumentar os
niveis de lisozima sérica em peixes tanto pelo aumento do nimero de células que
secretam lisozima quanto pelo aumento da quantidade de lisozima secretada por
cada célula (KUMARI; SAHOO, 2006).

Este aumento no nivel de enzima pode refletir mudancas na populacao
de células brancas durante o desenvolvimento da resposta imune (SAURABH;
SAHOO, 2008).

Pode-se ainda utilizar a atividade das proteinas do sistema
complemento como ferramenta para avaliar o estado imunolégico dos peixes. O
sistema complemento € o maior componente do sistema imune inato envolvido na
defesa contra todos os patdgenos, por meio de proteinas que participam da
opsonizagao, quimiotaxia e ativagcdo de leucécitos e por meio da citélise realizada
pelo complexo de atague a membrana (RUS et al., 2005). Sabe-se que o sistema
complemento também participa da imunidade adaptativa por modular e modificar as
respostas pelas células T. A ativagdo do sistema complemento também participa da
retirada de células apoptéticas e de complexos imunes da circulagao por diferentes
mecanismos (RUS et al., 2005).

Este sistema pode ser ativado pelas vias classica, alternativa e das
lectinas, sendo que todas convergem no ponto da clivagem de C3 e, entdo, geram o
complexo de ataque a membrana C5b-9, levando a lise celular (RUS et al., 2005).
No presente estudo realizou-se a determinagédo da atividade hemolitica do sistema
complemento ativado pela via alternativa. Observou-se reducdo da atividade
hemolitica do sistema complemento nos pacus alimentados com dieta nao
suplementada, 24 e 72h ap6s a aplicacdo dos estressores (manuseio — grupos
C24h-0mg e C72h-0mg; manuseio e variagdo de temperatura — grupos E24h-Omg e
E72h-0mg). Também ocorreu tal reducdo nos peixes dos grupos E24h-100mg e
C72h-300mg. Nos grupos COh, C24h, C72h e E72h houve diferenca entre os grupos
alimentados com as diferentes dietas (0, 100 e 300 mg de vitamina E/kg), sendo que
0s maiores valores foram encontrados nos animais alimentados com 100 mg de
vitamina E. Isto novamente sugere que esta concentracdo de vitamina E parece ter

os efeitos mais benéficos para a espécie em questao e sob as condi¢cdes estudadas.
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E importante ressaltar que em todos os grupos os valores apresentados pelos
animais alimentados com dieta suplementada com 300 mg de vitamina E foram
menores, embora nem sempre estatisticamente significativo, que os valores
apresentados pelos animais alimentados com dieta ndo suplementada, sugerindo
que o excesso de vitamina E pode ser tdo prejudicial quanto sua baixa dosagem. Tal
conclusado também foi proposta por Garcia e colaboradores (2007).

Tort e colaboradores (1996a) estudando os efeitos do adensamento em
Sparus aurata observaram aumento do cortisol plasmatico e da glicemia, bem como
diminui¢cdo da via alternativa do sistema complemento e dos linfécitos circulantes. O
mesmo resultado foi obtido mesmo quando os animais foram alimentados com
dietas suplementadas com vitamina E e acidos graxos altamente insaturados (TORT
et al., 1996b). Nesta mesma espécie submetida ao mesmo tipo de estressor, Ortufio
e colaboradores (2001) observaram, além da depressdo da atividade do sistema
complemento, diminuicdo da atividade fagocitica. Rotllant e colaboradores (1997),
estudando as respostas imunes apds o estresse por adensamento em Pagrus
pagrus também observaram aumento do cortisol plasmatico e da glicemia e
diminuicdo da via alternativa do sistema complemento e dos linfécitos circulantes.
Tilapias (Oreochromis mossabicus) aclimatadas a 27°C e posteriormente submetidas
a 19°C e 23°C também apresentaram atividade reduzida da via alternativa do
sistema complemento, bem como redugéo dos niveis de lisozima (BOWDEN, 2008).

As praticas de aquicultura apresentam muitas situagdes nas quais o
estresse e a injuria fisica podem aumentar consideravelmente a susceptibilidade aos
patdgenos presentes no ambiente (ASHLEY et al.,, 2007). Tort e colaboradores
(2004) demonstraram que uma dieta adequada providenciando uma dose
suplementar de vitaminas e minerais traco pode aumentar a protegcdo contra
patdgenos e reduzir alguns efeitos dos agentes estressores.

Montero e colaboradores (1999) relataram que a suplementagédo com
vitamina E atuou na resposta ao estresse em S. aurata prevenindo a
imunossupressao causada pelo mesmo. Esses autores ressaltaram ainda que a
vitamina E parece ter um efeito mais protetor que a vitamina C nas condicdes
experimentais estudadas (adensamento). Efeitos positivos da ingestao de vitamina E
sobre o sistema imune inato também foram observados por outros autores
(ORTUNO et al., 2000; ORTUNO et al., 2001).
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Os dados obtidos até o presente momento permitem inferir que o pacu
€ suscetivel as mudancas ciclicas e didrias de temperatura e apresenta um conjunto
de respostas metabdlicas e de imunidade inata que conferem ao seu organismo a
capacidade de se adaptar as novas condicdes ambientais.

7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que:

1) A variagcdo de temperatura foi geradora de estresse significativo,
afirmacao essa corroborada pela alteracdo de alguns parédmetros classicos de
estresse em peixes, como as concentracdes plasmaticas de cortisol, glicose, lactato,
aménia e ions.

2) Baseado nos dados de leucécitos mononucleares e granulares,
lisozima sérica e atividade hemolitica, os grupos alimentados com dieta nao
suplementada e com dieta suplementada com 300 mg tiveram o mesmo
comportamento, indicando que tanto a baixa dosagem quando a superdose de
vitamina E pode ter efeitos indesejaveis nos processos fisioldégicos de pacu.

3) Considerando-se os efeitos sobre a resposta imune inata e a
reducado de alguns efeitos do estresse podemos indicar a suplementagdo da ragéao
com 100 mg de vitamina E como a melhor para o pacu nas condi¢ées estudadas.
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