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RESUMO

Considerando o cultivo comercial de peixes, diferentes espécies vém sendo
produzidas de forma cada vez mais intensiva, ou seja, com altas densidades de
estocagem/m? de agua. Este tipo de cultivo promove condi¢cdes extremamente
estressantes aos animais que podem causar disturbios em seu estado
fisiologico levando a reducéo do ganho de peso e crescimento, desempenho na
reproducao e baixa resisténcia a patégenos, ficando susceptiveis ao ataque de
parasitas, bactérias, virus e/ou fungos. Diante disso, existe um crescente
interesse na busca de solucbes alternativas direcionadas a prevencao e/ou a
diminuicdo do risco de transmissdo de doencas infecciosas e parasitarias nas
populacdes de peixes saudaveis. Sao varias as fontes fitoterapicas existentes
e gue merecem ser estudadas devido aos seus efeitos benéficos ja conhecidos
e uma delas é o extrato de alho (Allium sativum). Embora haja evidéncias dos
beneficios do uso do extrato de alho na aquicultura, existem poucos estudos
sobre os efeitos deste extrato em espécies nativas, como por exemplo o R.
quelen. Existem no Brasil inUmeras espécies de parasitas que causam danos
aos peixes, no entanto o0s protozoarios representam um dos grupos de
microrganismos que mais causam prejuizos a piscicultura. Neste contexto, um
dos fatores limitantes no cultivo do género Rhamdia € a presenca do
protozoario ciliado Ichthyophthirius multifiliis, principalmente na fase de
alevinagem, o qual ocasiona a doenca conhecida como ictioftiriase, também
conhecida como doenga dos pontos brancos ou ictio. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito da suplementacédo da racdo com extrato de alho
(Allium sativum) sobre a fisiologia, o sistema hematologico, imune e metabdlico
de Jundids (Rhamdia quelen) e na resisténcia de animais submetidos ao
desafio com o parasita Ichthyophthirius multifilis em condi¢cées controladas em
laboratério. Foram utilizados 80 alevinos de R. quelen, distribuidos em oito
aquarios com 10 peixes cada, os mesmos foram alimentados duas vezes ao
dia com dietas contendo 0%, 0,5%, 2,5% e 5% de extrato seco de alho. Apos
77 dias de alimentacdo suplementada com extrato de alho, metade dos animais
(n = 10) de cada grupo de tratamento e controle foram submetidos ao desafio
com o parasita Ichthyophthirius multifiliis, mantendo a racdo suplementada. A
outra metade dos animais (n = 10) dos grupos de tratamento e controle foi
mantida no sistema de circulacdo original recebendo a suplementacdo
dietética. O uso do extrato de alho na racdo ndo promoveu alteracées
significativas na glicemia, conteudo de glicogénio hepético, atividades das
aminotransferases teciduais e plasmaticas e nos niveis de peroxidacgao lipidica
tecidual. Por outro lado, estimulou a sintese de glicogénio muscular e
promoveu reducdo da atividade da catalase hepética. Em termos de avaliacao
hematdlogica e imune, o uso do extrato de alho aumentou o numero de
hemacias, mas reduziu o conteddo de hemoglobina. Ainda, ndo foi capaz de
alterar o numero total de leucdcitos e trombdcitos, mas promoveu aumento do
namero de basdfilos e reduziu a contagem de mondocitos dos animais. Além
disso, ndo promoveu alteragbes nos conteudos de lisozima e nitrito/nitrato
plasmaticos. Pode-se concluir que a suplementacdo da dieta com extrato de
alho na racdo nao influencia na homeostasia metabdlica basal dos animais.
Ainda, o extrato de alho ndo atuou como promotor de crescimento para oS
juvenis de jundia e ndo promoveu alteracdes na capacidade de resposta imune
ou hemtalogica basal dos peixes, ndo melhorando a resisténcia frente a



infestacdo com o parasita |. multifiliis. Ainda existem poucos estudos em
relacdo ao uso do alho na ragéo, em especial com o R. quelen, ressaltando a
necessidade de mais pesquisas envolvendo doses, tempos de tratamento e
diferentes fases de desenvolvimento para caracterizar adequadamente 0s
efeitos do alho no metabolismo, no sistema imune do jundid e na sua
capacidade de resposta frente a agentes patogénicos diversos como parasitas
e bactérias.

Palavrs-chave: Ichthyophthirius multifilis. Extrato de Alho. Hematologia.
Bioquimica. Rhamdia quelen.



ABSTRACT

Considering the commercial fish production, different species have been
produced in an intensive way with high storage densities / m?3 of water. This type
of cultivation promotes extremely stressful conditions to the animals causing
disturbances in their physiological state. This condition can lead to reduced
weight gain and growth, reproduction performance and low resistance to
pathogens, being susceptible to attack by parasites, bacteria, viruses and / or
fungi. Taking these into account, there is a growing interest in the search for
alternative solutions that can prevent and / or reduce the risk of transmission of
infectious and parasitic diseases in healthy fish populations. There are several
existing herbal sources that deserve to be studied due to their potential
beneficial effects and one of them is the garlic extract (Allium sativum).
Although there is evidence of the benefits of using garlic extract in aquaculture,
there are few studies on the effects of this extract on native species such as R.
qguelen. In Brazil, there are several species of parasites that can damage fishes,
however protozoan represent one of the most damaging group of
microorganisms to fish farming. In this context, one of the limiting factors in the
cultivation of Rhamdia sp. is the presence of the ciliated protozoan
Ichthyophthirius muiltifiliis, mainly in the stage of raising, which causes the
disease known as ichthyophytyiasis, also known as white dot disease or ictio.
The objective of this study was to evaluate the effect of dietary supplementation
with garlic extract (Allium sativum) on the physiology, hematological, immune
and metabolic systems of silver catfish (Rhamdia quelen) and the animal’s
resistance to the parasite Ichthyophthirius multifilis under controlled conditions
in the laboratory. A total of 80 R. quelen, distributed in eight aquariums with 10
fish each one, were fed twice daily with diets containing 0%, 0.5%, 2.5% and
5% of dry garlic extract. After 77 days of feeding supplemented with garlic
extract, half of the animals (n = 10) of each treatment and the control group
were submitted to the challenge with the parasite Ichthyophthirius multifiliis,
maintaining the feed supplemented. The other half of the animals (n = 10) of the
treatments and control groups were maintained in the original circulation system
receiving dietary supplementation. The use of garlic extract in the diet did not
promote significant changes in glycemia, hepatic glycogen content, tissue and
plasma aminotransferases activities, and tissue lipid peroxidation levels. On the
other hand, it stimulated the synthesis of muscle glycogen and promoted a
reduction of hepatic catalase activity. In terms of hematological and immune
systems, the use of garlic extract increased the number of red blood cells but
reduced hemoglobin content. Furthermore, it was not able to change the total
number of leukocytes and thrombocytes, but it promoted an increase in the
number of basophils and reduced the monocyte count of the animals. Also, the
garlic supplemented diets were not able to change the plasma lysozyme and
nitrite/nitrate levels. It can be concluded that dietary supplementation with garlic
extract does not influence the basal metabolic homeostasis of the animals.
Furthermore, garlic extract did not act as a growth promoter for silver catfish
juveniles and did not promote changes in the basal immune or hematological
response capacities of the fishes and did not improve the resistance to the
infestation with the I. multifiliis. Still, there are few studies regarding the use of
garlic in the diet, especially to R. quelen, reinforcing that further studies are
necessary involving doses, treatment periods and different stages of animals’s



development to adequately characterize the effects of garlic on metabolism,
hematological and immune systems of silver catfish and its ability to react to
diverse pathogens such as parasites and bacteria.

Keywords: Ichthyophthirius multifiliis. Garlic extract. Hematology. Biochemistry.
Rhamdia quelen.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é uma atividade que vem crescendo muito nos ultimos
anos e, provavelmente, € um dos setores de producdo de alimentos que mais
cresce no mundo (FAO, 2014). Praticada em varios paises, a aquicultura € uma
atividade importante que fornece proteina animal, cumprindo, assim, um papel
relevante em relagdo a segurangca alimentar (IBGE, 2013). Segundo a
Organizagédo das Nagbes Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura (FAO) a
aguicultura atingiu recorde na producdo no ano de 2014, sendo de 73,8
milhdes de toneladas (FAO, 2016).

Um dos fatores do aumento da aquicultura € a diminuicdo ou estagnacao
do setor pesqueiro, ou seja, de extracdo de espécies do meio ambiente natural
por meio da pesca. Tal fato promove a reducdo dos estoques naturais e,
consequentemente, da diversidade de espécies aquaticas. No entanto, apesar
da estagnacdo da pesca e do crescimento da aquicultura nos ultimos anos, a
producdo pesqueira extrativista mundial foi de 93,4 milhdes de toneladas em
2014, sendo que 11,9 milhdes sédo de aguas continentais (FAO, 2016).

Outro fator é a demanda por proteina animal, em especial o pescado,
que vem aumentando de forma significativa em nivel mundial nos Gltimos anos.
Segundo dados da FAO (2016) o consumo mundial de pescado per capita
aumentou em média de 9,9 kg em 1960, para 19,7 kg em 2013, fato esse
relacionado com o aumento populacional, melhores condicées de renda e a
busca por alimentos mais saudaveis.

Em termos de producéo aquicola, o Brasil estd entre os 25 paises com
maior producdo do mundo (ocupando o 14° lugar), sendo esses responsaveis
por 97,1% da producdo em 2014 (FAO, 2016). Segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2015), a piscicultura brasileira
produziu em 2015, 483,24 mil toneladas, representando um aumento de 1,5%
em relacdo ao ano anterior. Dentre todos os estados brasileiros, o estado do
Parana € considerado o segundo com maior producdo de peixes do Brasil,
sendo 13% do total (IBGE, 2015).

Considerando o cultivo comercial de peixes, diferentes espécies vém
sendo produzidas de forma cada vez mais intensiva, ou seja, com altas

densidades de estocagem. Este tipo de cultivo promove condi¢des
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extremamente estressantes aos animais que podem causar distirbios em seu
estado fisiologico levando a reducdo do ganho de peso e crescimento,
desempenho na reproducdo e baixa resisténcia a patdégenos, ficando
suscetiveis ao ataque de parasitas, bactérias, virus e/ou fungos (URBINATI;
CARNEIRO, 2004; BALDISSEROTTO et al., 2010).

O cultivo de espécies nativas de peixes no Brasil vem ganhando
importancia no cenario da aquicultura, uma vez que representa uma alternativa
de grande valor econémico e ecolégico. Em funcéo disto, o Jundia (Rhamdia
quelen) é considerado uma das espécies de peixes nativos com grande
potencial para o cultivo intensivo, com expressiva produgao na regidao Sul do
Brasil, por apresentar tolerancia a baixas temperaturas, crescimento rapido,
boa eficiéncia alimentar, resisténcia ao manejo, docilidade e facilidade de
adaptacdo por alimentos (GOMES et al., 2000; BALDISSEROTTO, 2004).
Apresenta ainda boa aceitagdo no mercado consumidor por ndo apresentar
espinhos intramusculares além da qualidade e carne saborosa (LIMA;
BERGAMIN; MORO, 2013).

Mesmo que o jundia seja considerado uma espécie nativa promissora
para a piscicultura, a intensificagcdo do cultivo comercial pode oferecer
condicdes propicias a introducdo e disseminacdo de doencas, e,
consequentemente, causar prejuizo para o produtor. Durante o processo de
cultivo, os peixes sdo constantemente submetidos a diferentes procedimentos
de manejo e variagbes ambientais, que podem alterar o equilibrio organico e
podem levar a alteracbes em seu metabolismo, comprometendo sua
imunidade. Sabe-se que alteracfes no sistema imune de peixes provocados
por agentes externos estao diretamente associadas a significativa reducédo na
sua resisténcia a doengas.

As principais doencas em jundias ocorrem devido as variacbes da
temperatura, altas densidades nos cultivos, alimentacdo inadequada e
tratamentos de forma errbnea, deixando-os assim, mais vulneraveis ao
desenvolvimento de doencas (BRANDAO, 2004). O mesmo autor descreve que
0s principais agentes causadores das doencas sao bactérias (80% dos casos),
parasitas (8,3% dos casos), dentre outros, como virus, fungos e também o fator
nutricional. Sendo assim, € de grande importancia a adogdo de técnicas e

métodos que venham a aumentar a resisténcia dos peixes as doengas e sua
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capacidade de resposta as situacdes estressantes, por meio da modulagcéo de
seu sistema imune e metabdlico.

Em sistemas convencionais de produc¢do aquicola, quando ha casos de
parasitoses, o0s tratamentos indicados sdo produtos quimicos, como a
formalina, sulfato de cobre, verde malaquita, cloramina, pesticidas
organofosforados e diflubenzuron (TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2010). Ja
para o tratamento de infec¢cbes bacterianas, segundo os mesmos autores
supracitados, sdo usados antibidticos, como a oxitetraciclina. Os residuos
desses produtos podem acumular na musculatura dos peixes, oferecendo risco
potencial ao consumidor, além do efeito toxico ocasionado aos tecidos dos
peixes, como branquias, tegumento e figado (TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ,
2010). Vale ressaltar também, que o uso de drogas terapéuticas pode
ocasionar grandes impactos ambientais, associado aos residuos quimicos na
agua, bem como a selecdo de organismos resistentes (como bactérias, virus
ou parasitas).

Neste cenario, a aquicultura ecoldgica ou agroecologica surge como
alternativa ao modelo convencional de producédo, buscando novas formas para
o controle de enfermidades. Em sistemas orgéanicos e/ou agroecolégicos de
producdo aquicola a Instrucdo Normativa n® 28" (2011) estabelece normas
técnicas para os Sistemas Organicos de Producédo Aquicola, ndo permitindo o
uso de produtos quimico-sintéticos. Diante disso, existe um crescente interesse
na busca de solugdes alternativas direcionadas a prevencao e/ou a diminuicédo
do risco de transmissdo de doencas infecciosas e parasitarias nas populacfes
de peixes saudaveis. Assim, diversos fitoterapicos e compostos derivados de
plantas e animais tém sido empregados na prevencdo de enfermidades em
peixes sendo que uma das formas é a suplementacdo destes compostos nas
racbes. Sao varias as fontes fitoterapicas existentes e que merecem ser
estudadas devido aos seus efeitos benéficos ja conhecidos e uma delas é o
extrato de alho (Allium sativum).

Estudos cientificos identificaram que o alho, além de possuir varios

nutrientes, tem acao antinflamatoria, antisséptica, antimicrobiana, antifingica,

! Normas técnicas para a producao aquicola organica.

O sistema complemento compreende um grupo de aproximadamente 35 proteinas envolvidas nas
respostas imunes inespecificas e especificas.

A utilizacédo do verde de malaquita é considerado o tratamento mais eficaz para esta
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antiviral, anticarcinogénica, antibidtica e antioxidante, ajudando também na
desintoxicacao hepética e renal e no aumento da capacidade do sistema imune
(TOMAZ; CAMPOS, 2012; MONTEIRO; PACHU; DANTAS, 2008).

Embora haja evidéncias dos beneficios do uso do extrato de alho na
aguicultura, existem poucos estudos sobre os efeitos deste extrato em
espécies nativas, como por exemplo na espécie R. quelen. Diante disto, as
investigacOes relativas ao efeito do extrato de alho em Jundid representam
uma alternativa para a substituicdo do uso de antibidticos e quimioterapicos no
tratamento de doencas infecciosas e/ou parasitarias, melhorando a condicéao
de saude dos peixes e reduzindo os potenciais danos ao meio ambiente, ao
consumidor e potencializando a producao organica e/ou agroecolégica. Neste
sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
suplementacao da racdo com extrato de alho (Allium sativum) em Jundias e a
resisténcia dos animais submetidos ao desafio com o parasita Ichthyophthirius

multifiliis.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo da racdo com extrato de alho (Allium
sativum) sobre a fisiologia, o sistema hematologico, imune e metabdlico de
Jundids (Rhamdia quelen) e na resisténcia de animais submetidos ao desafio
com o parasita Ichthyophthirius multifilis em condicbes controladas em

laboratério.
2.1.1 Objetivos Especificos

° Avaliar a influéncia da racdo suplementada com diferentes
concentracdes de extrato de alho (tratamento in vivo) em jundias:
—  Sobre parametros hematoldgicos (contagem de células eritrocitarias
e leucocitarias) do sangue;
— Sobre parametros imunes (lisozima, conteddo de nitrito/nitrato) do
sangue;
— Sobre parametros bioquimicos no sangue e em tecidos (figado, rim,
musculo esquelético e baco) (glicemia, contetdo de glicogénio, atividade
de aminotransferases, capacidade antioxidante);
— Sobre parametros histolégicos em branquia e tegumento de Jundig;
° Determinar a concentracdo do extrato de alho mais eficaz na
suplementacado da racao para Jundias apds tratamento in vivo considerando as
respostas fisiolégicas dos sistemas hematologico, imune e metabdlico;
° Avaliar a resisténcia e a resposta fisiolégica através de parametros
hematoldgicos e histologicos de jundias suplementados com extrato de alho
apos desafio com o parasita Ichthyophthirius multifiliis in vivo;
° Avaliar os parametros zootécnicos dos jundias suplementados com
extrato de alho;
° Verificar a ocorréncia de infecgbes secundarias nos animais desafiados
ocasionadas pela presenca do parasita Ichthyophthirius multifilis apos

suplementacdo com diferentes concentracdes de extrato de alho in vivo.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 DESENVOLVIMENTO DA AQUICULTURA

Dentre as diversas atividades desenvolvidas no decorrer do processo de
desenvolvimento da agricultura tem-se a aquicultura, que embora seja uma
atividade milenar, em escala comercial é recente, quando comparada com
outras atividades de producdo animal, como frangos, suinos e gado. Diante das
limitacdes da expansao da pesca (extracdo de organismos aquaticos do meio
natural), a qual vem diminuindo nos ultimos anos devido a reducdo dos
estoques naturais (SIDONIO et al., 2012), a aquicultura torna-se uma
alternativa importante para suprir a demanda por pescados, e vem aumentando
bastante sua participacdo no total de producdo de pescados no mundo e
gerando grandes lucros para o setor.

A aquicultura € uma das atividades que vem crescendo mundialmente a
cada ano, com uma producéo de 73,8 milhdes de toneladas no ano de 2014
(FAO, 2016). E uma atividade encontrada em diversos paises, sendo que o
Brasil ocupa uma posicdo de destaque entre 0s principais paises com
producdo aquicola significativa, ainda que a producdo mais expressiva seja
encontrada nos paises Asiaticos (FAO, 2016). A aquicultura no Brasil
apresentou grande crescimento nos ultimos anos, devido aos métodos de
intensificacdo do cultivo (BILLER-TAKAHASHI; URBINATI, 2014). Segundo o
Ministério da Pesca e Aquicultura — MPA (2014), o Brasil produziu em 2011
aproximadamente 1,4 milhdes de toneladas de pescados. Destes, mais de 628
mil toneladas foram de organismos cultivados, representando um aumento de
31% em relacdo ao ano de 2010, sendo que a aquicultura continental
apresentou maior producdo comparada a marinha, com mais de 86% do total
(MPA, 2011). Percebe-se que é uma atividade promissora, pois a procura do
pescado vem aumentando ano a ano, fator este relacionado, entre outros
motivos, a busca por uma alimentacdo mais saudavel.

O Brasil possui um enorme potencial para a aquicultura, pois possui 12%
da agua doce disponivel do planeta, um litoral de mais de oito mil quildmetros e
ainda uma faixa maritima equivalente ao tamanho da Amazonia (MPA, 2014).
Ainda, segundo dados do MPA é possivel com o aproveitamento de apenas
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uma fragdo dessa lamina d’agua, obter uma grande producdo de organismos
aquaticos como peixes, crustaceos, moluscos, algas entre outros, l6gico que de
forma controlada e sustentavel para que ndo cause desequilibrio ambiental.

Ainda, verifica-se uma tendéncia de os sistemas de cultivos na
aguicultura seguirem modelos de producédo similares aos ja existentes para
outras espécies animais, ou seja, a intensificacdo e maximizacdo cada vez
maior dos sistemas de producédo, passando do intensivo para o superintensivo
e cada vez mais tecnificada. Desta forma, o sistema de producdo se torna
altamente dependente do mercado, de empresas e do sistema de crédito,
diminuindo sua sustentabilidade, tanto para o pequeno produtor como para o
meio ambiente. O fato é que, quanto mais industrializado e mecanizado for o
sistema de producdo, mais dependente de crédito se torna o produtor
(DELGADO, 2012).

Assim como na agricultura vem se observando uma padronizacdo da
producdo e consequentes reducdes de biodiversidade (CARVALHO, 2013), na
aguicultura também se verifica fenbmeno semelhante, pois no Brasil apesar de
apresentar a maior diversidade de espécies de peixes de dgua doce do mundo
(MMA, 1998), a principal espécie de peixe produzida no Brasil é exdtica, sendo
a tilapia (Oreochromis niloticus), com 219,33 mil toneladas despescadas em
2015, representando 45,4% do total da despesca nacional (IBGE, 2015).

Os sistemas de producdo na aquicultura, quanto a sua intensificacdo na
producéo, vao desde o extensivo, semi-intensivo, intensivo e o superintensivo.
Compreende os sistemas de producao:

e Sistema extensivo - se caracteriza por aproveitar a infraestrutura ja
existente como acudes, represas ou barragem e com baixa densidade de
estocagem, alimentacdo natural (oriunda do préprio meio de cultivo como fito e
zooplancton) e consequentemente baixa produtividade, porém com
pouquissimo custo de producéo e suscetibilidade a doencas bastante reduzida
(LIMA, 2013).

e Sistema semi-intensivo — suporta maiores densidades de estocagem
que o extensivo e na alimentacdo além da natural é necessario o fornecimento
de racdo balanceada. Com o aumento da densidade, ha maior produtividade e
também mais custos de producdo e aumenta-se a suscetibilidade dos animais
a doencas (LIMA, 2013).
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e Sistema Intensivo — apresenta maior intensificagdo do manejo de
producdo e tecnologias, altas densidades de estocagens, dependéncia de
alimento artificial. Além disso, maiores trocas de agua sao necessarias devido
ao grande volume de residuos liberados. Possui maior produtividade no
entanto, com maiores custos de producéo e surtos de doencas podem afetar
rapidamente todos os peixes do cultivo devido as densidades utilizadas (LIMA,
2013).

e Sistema superintensivo — Possui caracteristicas similares ao intensivo,
no entanto com montante maior de investimentos em tecnologias, méo de obra
especializada, altas densidades de estocagens, monocultivo, animais
geneticamente superiores, alimentos artificiais de alta qualidade, grande
produtividade e maiores custos de producao (RIBEIRO; COSTA; ROSA, 2010;
LIMA, 2013).

O desenvolvimento e a alta producdo da aquicultura nos udltimos
anos tém gerado grandes lucros para o setor, porém, ao mesmo tempo, quanto
mais intensivo for o sistema de producédo mais impactos causam ao ambiente,
pois a maioria dos empreendimentos de aquicultura descarregam os efluentes
dos ambientes de cultivo no meio natural sem nenhum tipo de tratamento,
ocasionando muitas vezes a eutrofizagdo dos sistemas naturais (HENRY-
SILVA; CAMARGO, 2007; VINATEA, 2010). Além disso, observa-se também
escapes de espécies exoéticas para o0 ambiente natural, destruicdo de
manguezais para a construcdo de viveiros (para a producdo de camarao, por
exemplo) (BOYD, 2003), entre outros impactos causados pela grande
densidade dos cultivos que podem comprometer o estado de saude dos
organismos aquaticos, independentemente do sistema de producdo
aumentando assim, as infeccfes e disseminacdo de doencas (IWASHITA;
MACIEL, 2013).

Procedimentos intensivos com altas densidades de estocagens levam ao
aparecimento de diversas enfermidades, bem como ao uso indiscriminado de
guimioterapicos e antibidticos (BILLER-TAKAHASHI; URBINATI, 2014). Em
sistemas convencionais de producdo aquicola, quando h& casos de doencgas
provocadas por patdégenos, os tratamentos indicados sdo produtos quimicos.
Os residuos desses produtos podem acumular na musculatura dos peixes,

oferecendo risco potencial ao consumidor, além do efeito téxico ocasionado
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aos tecidos dos peixes, como branquias, tegumento e figado. Vale ressaltar
também, que o uso de farmacos ou substancias quimicas pode ocasionar
grandes impactos ambientais, associado a residuos quimicos na agua, bem
como a selecao de organismos resistentes (como bactérias, virus ou parasitas)
(TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2010).

Frente & necessidade do desenvolvimento da aquicultura como atividade
econdbmica e ambientalmente sustentavel, a aquicultura orgénica e/ou
agroecologica surge como alternativa ao modelo convencional de producéo.
Nesse sistema é possivel produzir alimentos saudaveis, ter a diversificacdo da
producdo, além de atender questdes sociais, culturais, de soberania alimentar
e de qualidade de vida das pessoas. Porém, ainda existem poucos estudos e
experiéncias na producéo aquicola agroecologica.

Nesse sentido de desenvolvimento, a aquicultura pode buscar na
academia as bases cientificas para contribuir com o desenvolvimento
sustentavel e agroecoldgico, sempre visando integrar e compreender 0s
saberes dos agricultores com os conhecimentos de diferentes ciéncias. Através
desta interacdo, € possivel fazer uma analise critica para compreender o atual
modelo do desenvolvimento, no caso da aquicultura, e com esses parametros,
estabelecer novas estratégias para o desenvolvimento de uma aquicultura mais
sustentavel.

Em funcao disto, existe a necessidade de se estudar e criar técnicas que
facilitem a producdo, principalmente de espécies nativas, que apresentam
grande potencial tanto de producdo como de comercializacdo. Na regido Sul do
Brasil, destaca-se o Jundia (Rhamdia sp) como sendo uma espécie nativa que
vem chamando a atencdo em funcdo de seu grande potencial de producédo e
boa aceitacdo no mercado consumidor. Porém, por se tratar de uma espécie
nativa, ainda € necessario o desenvolvimento de pesquisas para melhorar a
sua producgdo, principalmente em relacdo a sua propensdo a doengas

provocadas por parasitas, 0s quais causam grandes prejuizos no cultivo.
3.2 ASPECTOS DA BIOLOGIA DO JUNDIA (Rhamdia quelen)

O peixe conhecido como jundia, compreende diferentes espécies do
género Rhamdia. A espécie Rhamdia quelen é nativa do Brasil e tem ampla

distribuicdo nas Américas, sendo encontrado desde o sudeste do México até o
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centro da Argentina (BALDISSEROTO, 2004). Porém a sistematica do género
é confusa desde que foi descrita, mas segundo Bockmann, Guauzzilli, (2003) o
género Rhamdia pertence a Classe Actinopterigii, Ordem Siluriformes, Familia
Heptapteridae. Na Bacia do Rio Iguacu encontram-se duas espécies de jundia
o Rhamdia branneri e Rhamdia voulezi, ambos foram considerados sindnimos
de R. quelen por Silvergrip (1996), porém, Baumgartner et al. (2012) validaram
o R. branneri e R. voulezi como ndo sendo sindnimos de R. quelen, levando em
consideracéo o alto grau de endemismo da ictiofauna da bacia do Rio Iguacu,
confirmando com estudos genéticos, 0s quais apontaram diferencas
cariotipicas entre as espécies desta bacia.

O Jundia é um peixe de couro de cor acinzentada, com habito alimentar
variado, sendo que na fase larval se alimenta de zooplancton, ja quando
adultos sao onivoros, com tendéncia a piscivoros (BALDISSEROTOO, 2004),
caracteristica esta que contribui para sua adaptacdo ao alimento artificial.
Segundo os mesmos autores, em ambiente natural a maioria das espécies do
género Rhamdia preferem ambientes de aguas lénticas, com fundo de areia e
lama, préximos as margens e a vegetacBes. A noite saem a procura de
alimentos, sendo que durante o dia escondem-se entre pedras e troncos
apodrecidos (GUEDES, 1980). Piaia et al. (1999) observou que larvas e
alevinos dessa espécie em cativeiro tem uma acentuada aversao a luz e busca
por locais escuros.

O jundid se caracteriza por resistir a amplas variacbes em diversos
parametros de qualidade de agua. Considerado uma espécie estenosalina, o
jundia suporta até 9,0 g/L de sal comum (NaCl) por 96h, o que indica que o
tratamento de doencas com sal comum poderia ser utilizado nesta espécie sem
problemas (MARCHIORO, 1997). Segundo o mesmo autor, os alevinos
suportam uma variacdo de pH na faixa de 4,0 a 8,5. O crescimento dos
alevinos é rapido, pois podem atingir aproximadamente 5 cm de comprimento
padrdo com 30 dias de idade em sistemas artificiais, com crescimento mais
significativo nos exemplares expostos a escuriddo do que nos expostos
continuamente a luz ou ao fotoperiodo normal (GOMES et al., 2000). O nivel
ideal de oxigénio para a espécie deve ficar acima de 5,0 mg/L para haver um
bom desempenho no crescimento, quando esse nivel for abaixo de 1,6 mg/L
ocorre mortalidade (BRAUN et al., 2006).
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Mesmo o jundia sendo considerado um peixe rustico, sdo animais que
cultivados sob condigbes intensivas e sujeitos a estresses ambientais se
tornam mais propensos ao desenvolvimento de doencgas, especialmente as que
afetam o tegumento e as branquias, pois ndo possuem escamas, que fazem

parte da primeira defesa contra os patogenos (BAGLIOLI, 2008).
3.3 PATOLOGIA

A maioria das doencas em jundias ocorre na primavera, em funcdo das
temperaturas mais baixas do outono e inverno provocarem reducdes nas taxas
metabdlicas e de alimentacdo, bem como na capacidade de rea¢Bes imunes
dos animais. Assim, na saida do inverno e durante a primavera 0os animais
encontram-se enfraquecidos e mais susceptiveis a doencas (BRANDAO,
2004). O mesmo autor ainda descreve que 0s principais agentes causadores
das doencas sdo bactérias (80% dos casos), parasitas (8,3% dos casos),
dentre outros como virus, fungos e fatores nutricionais. As doengas ocorrem
principalmente devido as condigbes de cultivo a que o0s animais s&o
submetidos como altas densidades de estocagem, alimentacdo inadequada e
tratamentos de forma errénea, deixando 0s animais mais vulneraveis ao ataque
e infestacdes de parasitas, bactérias, fungos, entre outros.

Existem no Brasil inUmeras espécies de parasitas que causam danos
aos peixes, no entanto 0s protozoarios representam um dos grupos de
microrganismos que mais causam prejuizos a piscicultura, devido
principalmente ao fato de que sua reproducdo € muito eficiente quando em
ambiente favoravel (ONAKA; MORAES, 2004). Como sao organismos
comensais podem estar presentes normalmente em pequena quantidade nos
peixes sem causar quaisquer danos, mas se houver desequilibrio no ambiente
de cultivo, por algum tipo de estresse ou manejo inadequado dos peixes, 0S
parasitas podem se desenvolver e tornarem-se patogénicos (ONAKA;
MORAES, 2004; PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008).

Neste contexto, um dos fatores limitantes no cultivo do género Rhamdia
é a presenca do protozoéario ciliado Ichthyophthirius multifiliis, principalmente na
fase de alevinagem, o qual ocasiona a doenca conhecida como ictioftiriase,
também conhecida como doenca dos pontos brancos ou ictio (VARGAS et al.,
2008).
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O I. multifiliis € um ectoparasita do grupo dos ciliéforos, localizando-se
na epiderme e branquias dos peixes (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008).
O ataque do parasita e o desenvolvimento da doenga ocorrem principalmente
quando se observam oscilagbes bruscas de temperatura no ambiente de
cultivo, a qual gera estresse nos peixes, reduzindo a capacidade de defesa e
facilitando a infestagcdo e consequentemente ocasionando grande mortalidade
dos peixes se ndo tratada. Este protozodrio € responsavel pelos maiores
prejuizos da piscicultura de agua doce a nivel mundial, causando grandes
prejuizos econdmicos (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008).

O tempo necessario para que o0 parasita complete o ciclo de vida
depende da temperatura, sendo de 3 a 4 dias a 21-24 °C e de 10 a 14 dias a
15 °C (EIRAS, et al., 2010). Segundo Padua et al. (2013) o parasita I. multifiliis
tem o ciclo de vida direto, ou seja, necessita de apenas um hospedeiro, porém
tem trés estagios distintos (Figura 1), sendo:

. Teronte: estagio infectante ao hospedeiro, nessa fase possui
forma pequena de dimensbdes em torno de 30 x 50 um, com natacdo aquatica
livre penetra através do muco e invade o epitélio da pele, branquias, entre
outros e quando entra no hospedeiro se transforma em trofonte;

. Trofonte: € o estagio em que realiza o parasitismo no epitélio do
peixe, podendo atingir 800 a 1000 pm de diametro e move-se ativamente
dentro do epitélio;

o Tomonte: forma livre que possui um cisto de protecdo, o qual
pode se fixar em plantas aquaticas, bordas dos viveiros e em substratos
inertes. Nessa fase realiza inUmeras divisdes e formam entre 500 a 1000
células-filhas, denominadas tomitos, que por sua vez diferenciam-se em
terontes infectantes que perfuram a parede do cisto e entram na agua com
natacdo livre, em busca de um novo hospedeiro para completar o ciclo

novamente.



29

Figura 1 — Fases do ciclo de vida do parasita Ichthyophthirius multifiliis.
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Fonte: Panorama da Aquicultura, 2012. Adaptado por Amorin, 2015.

A transmissdo geralmente é horizontal, ou seja, 0 peixe parasitado
passa a ser fonte de infestacdo para os outros peixes do ambiente de cultivo
(PADUA et al., 2013). Os mesmos autores ressaltam que a agua do cultivo
atua como veiculo para as formas infectantes, bem como os equipamentos
utilizados na rotina da piscicultura como peneiras, pucas, redes de arrasto,
entre outros.

A ictiofitiriase € uma doenca agressiva aos peixes, pois além da
infestacdo propriamente dita, serve de porta de entrada para outras doencas,
causadas principalmente por bactérias (XU et al., 2012), pois a penetracdo do
protozoario no hospedeiro causa lesdo que pode se espalhar por todo o corpo
do peixe. Com isso, 0s peixes muitas vezes reagem se esfregando do lado ou
no fundo do viveiro, ocasionando lesbes que favorecem o aparecimento de
outras infec¢cdes (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008).
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A ictioftiriase € uma enfermidade de dificil tratamento, principalmente em
viveiros de grande extensdo, pois 0s parasitas estao localizados sob o epitélio
do hospedeiro e os que estdo dentro do cisto de protecdo, secretado pelo
tomonte, ndo sdo atingidos pelos farmacos administrados (PADUA et al.,
2013).

Geralmente os tratamentos indicados na aquicultura convencional séo
formalina, verde malaquita entre outros (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO,
2008). Muitos dos insumos quimicos usados como quimioterapicos na
aguicultura, ndo sdo produtos desenvolvidos especificamente para 0 uso na
mesma, sendo que geralmente sdo desenvolvidos para organismos terrestres,
e 0S riscos para 0s organismos aquaticos (peixe vivo e peixe abatido) e para o
meio ambiente, muitas vezes, ainda sao desconhecidos (LOPES et al., 2006).
O uso indiscriminado desses produtos em ambientes aquaticos € preocupante,
pois ndo é possivel saber o quanto se impacta o ambiente, os animais e se
causam riscos a saude humana (SCHALCH, 2007), por isso a importancia de
se buscar formas alternativas na prevencdo e no controle de doencas,
minimizando assim, 0s impactos ambientais e 0s possiveis riscos que as
substancias quimicas podem causar no meio de cultivo e também para a saude

humana.
3.4 SISTEMA HEMATOLOGICO, IMUNE E METABOLICO DOS PEIXES
3.4.1 Sistema Hematol6gico e Imune

A hematologia estuda as células do sangue bem como as altera¢des dos
padrbes e os distarbios morfolégicos das células sanguineas. Esse tecido tem
como funcdo distribuir calor, transportar 0os gases respiratorios, nutrientes,
horménios e produtos de excrecdo, além de atuar na defesa do organismo
(TAVARES-DIAS et al.,, 2009). Assim, através do sangue & possivel fazer
diversas analises que demonstram as condigbes fisiologicas, possiveis
alteracbes metabdlicas decorrentes de diferentes condicbes de cultivo em
animais, bem como no diagnéstico de enfermidades (ALDRIN et al., 1982;
LAZZARI, et al, 2011; FIGUEREDO, 2013). Estabelecidos os valores
sanguineos de referéncia para uma determinada espécie, € possivel monitorar

alteracOes destes valores sob condi¢cdes controladas (RANZINI-PAIVA; SILVA-
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SOUZA, 2004), uma vez que 0S mesmos sao susceptiveis a mudancas do
ambiente aquatico, auxiliando na compreensao do processo de adaptacdo dos
animais ao ambiente (RANZINI-PAIVA et al., 2005).

Os componentes celulares do sangue dos peixes teledsteos séo
eritrocitos, leucocitos e trombadcitos. Os eritrocitos maduros séo as células mais
numerosas no sangue, e a sua principal funcado é transportar O, e CO, na
circulacdo (TAVARES-DIAS et al., 2009). Os trombdcitos sédo células completas
com funcao equivalente as plaquetas em mamiferos, auxiliando na coagulacéo
sanguinea e também possuem atividade fagocitica (TAVARES-DIAS;
MORAES, 2004). Os leucdcitos sdo as células responsaveis pela defesa do
organismo, sendo que este grupo é constituido por linfécitos, neutrdfilos,
mondcitos, eosinofilos e basofilos. Estas células utilizam as vias sanguineas
para realizar o monitoramento de possiveis infec¢cdes ou injurias teciduais
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

. Os linfocitos sé@o os leucécitos mais numerosos na circulacao
sanguinea e sao responsaveis pela resposta imune especifica humoral e
celular, promovendo a producdo de anticorpos e aumento da capacidade
citotéxica (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

. Os neutrdfilos sdo as células mais importantes de defesa no
sangue periférico devido a capacidade fagocitica e apresentam elevada
sensibilidade a modificagdes ambientais (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

. Os mondécitos sdo as maiores células do sangue periférico e
quando migram para o foco lesional (tecidos) se diferenciam em macréfagos.
Eles atuam na reacdo inflamatéria e resposta imunolégica nas quais ocorre
fagocitose (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

. Os eosindfilos sédo células que intervém nos processos de
inflamacdo e na defesa celular relacionadas a infestacdo por parasitas
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

e Semelhante aos eosindfilos, os basofilos também se apresentam
em pequena quantidade na circulacdo sanguinea. A funcdo dos basofilos de
peixes nao esta definida e parece estar ligada a processos alérgicos, ja que
possuem histamina em seus granulos (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).
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Os peixes possuem um sistema imunolégico bastante complexo, dividido
em duas partes que se complementam: o sistema imune inato, que € proprio do
animal para a agdo de forma inespecifica e o sistema imune adquirido ou
especifico, que é formado durante as diferentes exposicdes a patdgenos no
decorrer de sua vida (IWANA, NAKANISHI,1996). O sistema imune inato &
considerado a primeira barreira de defesa frente aos patdgenos e consiste
basicamente de barreiras fisicas (escamas, muco, branquias e epiderme) e
quimicas como enzimas e proteinas do sistema complemento?, além de células
de defesa fagociticas inespecificas como macrofagos, neutrofilos e trombdocitos
(TORT et al. 2003; ABREU, 2007; TIZARD, 2008).

Ja& o sistema imune especifico ou adquirido, € caracterizado pela
especificidade e memoria imunolégica, envolvendo os oOrgaos e tecidos
linféides (primarios e secundarios), células apresentadoras de antigeno
(APCs), linfocitos T e B, imunoglobulinas e moléculas do sistema complemento.
Funciona bloqueando o desenvolvimento de nova infeccdo causada pelo
mesmo patégeno (WEDEMEYER, 1996; VERLHAC; GABAUDAN, 1997; TORT
et al., 2003).

Dentre 0os mecanismos de defesa, a fagocitose representa um
importante  mecanismo ndo especifico contra agentes patogénicos que
ultrapassam as barreiras superficiais de defesa sendo que os leucdcitos sdo as
células promotoras deste processo, tanto no sangue quanto nos tecidos.
Durante a fagocitose, quando o patégeno é englobado, ocorre a formacéo de
vesiculas intracelulares chamadas de fagossomos. Estes fagossomos se unem
aos lisossomos intracelulares formando os vacuolos digestivos. Os lisossomos
sdo organelas citoplasmaticas que possuem diversas enzimas hidroliticas e
sdo responsaveis pela digestdo intracelular. Nos vacuolos digestivos o pH é
mais baixo o que permite a ativacdo das enzimas hidroliticas que vao digerir o
antigeno. Dentre as enzimas hidroliticas encontramos a lisozima, produzida em
maior quantidade durante as infec¢cées (PAULSEN et al., 2003).

Em peixes, os leucécitos sao os principais produtores de lisozima e o
tecido renal parece apresentar os maiores indices de atividade enzimatica,

devido a alta concentracéo de leucdcitos presente no tecido hematopoiético em

2 ) ) . )
O sistema complemento compreende um grupo de aproximadamente 35 proteinas envolvidas nas
respostas imunes inespecificas e especificas.
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seu interior (BALFRY; IWAMA, 2004). Essa enzima é imprescindivel na
protecdo do peixe contra patdégenos, especialmente bactérias, devido as suas
propriedades e também por estar localizada em areas que estéo
frequentemente em contato com patogenos (Ex.. rins e muco da pele)
(BALFRY; IWAMA, 2004). Esta enzima € capaz de lisar a parede celular de
bactérias através da destruicdo dos peptideoglicanos das bactérias gram-
positivas, além disso, ela também destréi algumas bactérias gram-negativas
em conjunto com as proteinas do sistema complemento (BALFRY; IWAMA,
2004; PAULSEN et al., 2003).

Além da atividade da lisozima, a defesa do hospedeiro em relacédo a
inimeros patdgenos depende também dos efeitos citotoxicos do Oxido nitrico
(NO). O NO, molécula altamente instavel e reativa, é sintetizada em
praticamente todos os tecidos a partir de L-arginina e oxigénio pelas enzimas
NO sintase (NOS). Os leucdcitos, em especial mondcitos e macrofagos,
produzem NO apés a inducdo da NOS como parte da resposta imune. O NO
como radical livre reage com o anion superéoxido e forma peroxinitrito um
potente oxidante que pode destruir os microrganismos invasores. Em presenca
de oxigénio e oxihemoglobina este radical é rapidamente degradado (meia-vida
extremamente curta, de 4 a 6 segundos no plasma) produzindo nitrito (NO;) e
nitrato (NO3) que sdo utilizados como marcadores para a determinacdo da
producdo de NO e da resposta imune (NATHAN; HIBBS, 1991; MOSHAGE, et
al., 1995; ASL et al., 2008).

3.4.2 Sistema Metabdlico

A condi¢do metabdlica e nutricional € um fator extremamente importante
na resisténcia organica e resposta imune nos animais sendo que as principais
fontes energéticas nao proteicas utilizadas pelos peixes sao carboidratos e
lipideos. Considerando o comportamento metabdlico, o conjunto de enzimas
relacionadas ao metabolismo de acglcares, gorduras e proteinas nos peixes €
bastante distinto e as respostas a mudancas na dieta ou no ambiente podem
ser extremamente variaveis dentre as inUmeras espécies de peixes (SEIXAS
FILHO, 2004; LEHNINGER, 2011; SOUZA, 2012). Soma-se a isso diversos
fatores como, por exemplo o tipo de dieta, idade, fisiologia, clima, genética e

condicao de cultivo dos animais que podem influenciar a atividade metabdlica e
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alterar o crescimento, o estado de saude geral e a reproducéo dos peixes (DE
SILVA; ANDERSON,1995; MOON, 2001; MELO, 2004; SOUZA, 2012).

De uma forma geral, o metabolismo tem a funcdo de proporcionar a
energia necessaria para 0S processos vitais do organismo e compensar as
perdas de substancias resultantes dos desgastes ou exercicios, atendendo
assim, ao desenvolvimento e crescimento do mesmo (SEIXAS FILHO, 2004). O
autor afirma que, para manter o equilibrio das funcdes vitais normais, a energia
potencial ingerida com os alimentos é transformada em energia cinética, a qual,
mediante o desdobramento e oxidacdo das biomoléculas (convertendo
compostos quimicos complexos em constituintes mais simples) fornece a
energia necessaria para a execuc¢ao das atividades celulares.

O metabolismo da glicose € uma das principais fontes energéticas para
as células dos peixes. Além disso, a glicose ingerida que ndo é prontamente
metabolizada é convertida em glicogénio e armazenada no figado e no
musculo esquelético dos peixes, servindo como reserva de energia, sendo sua
mobilizacdo controlada pela acdo de hormdnios. Ainda, parte da glicose em
excesso pode ser convertida em &cidos graxos e armazenada como
triacliglicerdis (gordura), outra importante reserva energética dos animais
(SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 2009).

A acdo de hormdnios como a insulina e o glucagon é essencial para a
manutencdo da homeostasia corporal (RAW, 2006; LEHNINGER et al., 2011).
Na presenca de insulina os tecidos sao estimulados a utilizar a glicose como
fonte de energia e armazena-la na forma de glicogénio. Na presenca de
glucagon e/ou dos hormdnios contrarregulatérios como cortisol, adrenalina e
horménio do crescimento, o organismo é direcionado a ativacdo das vias de
gliconeogénese e glicogendlise para manutencao das concentracdes de glicose
sanguinea (LEHNINGER et al., 2011).

O glicogénio hepatico serve como reservatorio de glicose para a corrente
sanguinea com a distribuicdo para outros tecidos, sendo que as reservas
apresentam um importante papel como fonte de glicose no periodo pré e pos-
prandial (SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 2009). Os autores afirmam que o
glicogénio muscular serve como fonte de glicose as células dos musculos para

gerar ATP durante a atividade muscular, sendo que as reservas séo formadas
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durante o repouso, ou seja, em periodos onde ha maior disponibilidade de
glicose na corrente sanguinea como apés as refeicdes.

Quando o peixe € exposto a uma situagdo de estresse, seja quimico,
fisico ou bioldgico, ocorre a liberacdo do horménio cortisol no sangue
estimulando os tecidos a liberar maior quantidade de glicose para a corrente
sanguinea em especial o figado (gerando hiperglicemia), preparando assim, o
animal para uma resposta de defesa (TAVARES-DIAS; MARTINS; MORAES,
2001; URBINATI; CARNEIRO, 2004; BARCELLOS et al.,, 2001). Como
indicador do estado fisiolégico e de estresse em peixes teledsteos as
concentracbes de glicose plasmatica sdo consideradas bons marcadores
metabdlicos e tém sido bastante utilizadas (MARTINS, et al., 2002; MCELROY,
et al., 2015).

Ja em relacdo ao metabolismo de proteinas e aminoacidos, as enzimas
alanina aminotransferase (ALT) ou transaminase glutamico-pirtvica (GPT/TGP)
e aspartato aminotransferase (AST) ou transaminase glutdmico-oxalacética
(GOT/TGO), sao consideradas as enzimas mais importantes e desempenham
papel essencial tanto na degradacdo quanto na sintese de aminoacidos. A
atividade destas enzimas responde as variacbes nas concentracdes
sanguineas dos horménios metabdlicos como insulina, glucagon, cortisol e
adrenalina bem como a disponibilidade de nutrientes e necessidades das
células. Estas enzimas apresentam ampla distribuicdo tecidual e além disso,
sdo muito utilizadas como marcadores de lesdo ou toxicidade celular. A ALT é
uma enzima encontrada em maiores concentracdes no citosol das células
hepaticas, em concentracdo moderada nos rins e em menores quantidades no
coracao e nos musculos esqueléticos enquanto a AST esté presente no citosol
e mitocondrias das células, sendo em concentracdes mais altas no musculo
cardiaco, no figado, musculos esqueléticos e em menor concentragcao nos rins
e pancreas (ALVES, 2003; DIAZ GONZALES; SILVA, 2006; LEHNINGER,
2011). Assim, para o acompanhamento da saude dos peixes a avaliacdo da
atividade dessas enzimas bem como da glicemia, vem sendo muito utilizada
como marcador metabolico, de estresse e de toxicidade.

Para garantir o bom desempenho dos animais €& extremamente
importante que o funcionamento do organismo, ou seja, suas condi¢cdes

metabdlicas e fisioldgicas sejam mantidas dentro de determinados limites,
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garantindo o equilibrio nas atividades celulares e a homeostasia corporal. Para
enfrentar situacdes adversas o organismo do animal apresenta uma série de
alteracOes fisiologicas, conhecidas como respostas de estresse. Estresse é
considerado um estado de ameaca a homeostase do organismo e seu
restabelecimento € feito por um conjunto de respostas adaptativas. As
respostas fisiolégicas a agentes de estresse em peixes sdo semelhantes as
encontradas em outras espécies de vertebrados. Estas respostas permitem ao
animal adaptar-se e enfrentar o agente estressor a curto prazo. Por outro lado,
a manutencdo da condicdo estressante pode ocasionar danos ao organismo,
uma vez que a energia disponivel para as varias funcgbes fisiologicas €
destinada a 6rgdos e fungdes tidas como mais importantes na situacdo de
estresse (BARCELLOS; SOUZA; WOEHL, 2000).

Dentre as consequéncias celulares observadas em situacdes de
estresse, 0 desequilibrio nos mecanismos oxidativos (geracdo de espécies
reativas) e as defesas antioxidantes celulares, geram uma condicdo de
estresse oxidativo, desempenhando um papel importante no comportamento
fisiolégico geral do animal (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Tal processo
conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcdes
biolégicas e desequilibrio homeostético, cuja manifestacdo € o dano oxidativo
potencial contra células e tecidos.

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acdo das espécies
reativas, porém a membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da
peroxidacao lipidica, que acarreta alteracfes na estrutura e na permeabilidade
das membranas celulares quando as espécies reativas sdo produzidas em
excesso ou ndo sdo eficientemente removidas. Consequentemente, ha perda
da seletividade na troca idnica e liberacdo do contetdo de organelas, como as
enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formacéo de produtos citotoxicos (como
o malonaldeido), culminando com a morte celular. Os danos ocasionados pelas
espécies reativas as membranas biologicas, processo conhecido como
lipoperoxidacdo, podem ser monitorados através de diferentes métodos e
podem ser utilizados como biomarcadores de estresse oxidativo
(LIVINGSTONE, 2001; NORDBERG; ARNER, 2001).

Além do acompanhamento dos danos provocados pelas espécies

reativas, um outro mecanismo para se avaliar a homeostasia dos organismos
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dos animais em termos de radicais livres é através da avaliacdo de diferentes
componentes do sistema de defesa antioxidante, tanto enzimatico quanto ndo
enziméatico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; NORDBERG; ARNER, 2001).
Dentre os diversos componentes do sistema de defesa antioxidante que atuam
em conjunto para neutralizar os danos ocasionados pelas espécies reativas, a
catalase é considerada uma enzima citoplasmatica chave, amplamente
distribuida nos tecidos dos peixes, com atividade particularmente alta nos
eritrocitos e no figado. A catalase € responsavel pelo processo de
destoxificacdo do perdxido de hidrogénio (H,O.) convertendo-o em agua e
oxigénio (LACKNER, 1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O peréxido de

hidrogénio (H20,) € um metabdlito do oxigénio extremamente deletério porque
participa da reacédo que produz o radical hidroxil (OH.) (reacdes de Fenton e de

Haber-Weiss) extremamente danoso para as estruturas celulares. O H,O, tem
vida longa, é capaz de atravessar camadas lipidicas e pode reagir com a
membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe™ sendo considerado
altamente toxico para as células (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Perturbacdes internas no organismo dos peixes, como resultado de
alteracdes e estresse ambiental, geram respostas compensatérias envolvendo
diversos sistemas e a liberacdo de varias substancias para conter ou minimizar
os efeitos toxicos no metabolismo. Diante disso, os mecanismos de defesa
antioxidantes dos peixes sdo importantes, pois sdo responsaveis pela remocao
destes compostos toxicos ao organismo sendo que quando essa remocao é
inadequada ou insuficiente, aumenta o nivel de estresse oxidativo dos tecidos,
com dano as suas macromoléculas, o que pode até acarretar a morte do
animal (VILELA, 2007).

3.5 EXTRATO VEGETAL DE ALHO (Allium sativum)

Na busca de alternativas frente ao modelo de producdo convencional, os
extratos vegetais estdo cada vez mais sendo pesquisados, hdo apenas para o
uso na aquicultura, mas também para outros animais e culturas vegetais,
visando tratamentos ou prevencdes de doencas. O uso de plantas medicinais
na aquicultura é de fato promissor, sendo considerado um possivel substituto

aos tratamentos convencionais (VALLADAO, 2014). O mesmo autor descreve
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que o emprego de extratos vegetais na piscicultura pode contribuir com a
reducdo da utilizagdo de quimioterapicos em geral, proporcionando maior
sustentabilidade a producéo de peixes, com diminuicdo dos riscos ambientais,
ao passo que pode prevenir bem como tratar doencas em lotes de peixes
evitando mortalidades e, consequentemente, perdas econémicas.

Atualmente, é crescente o interesse sobre o potencial de substancias
oriundas de plantas como alternativas ao uso de antibidticos e produtos
quimicos no combate a patdgenos em piscicultura (SANTOS; LUDKE; LIMA,
2009; VALADAO, 2014). Porém, no Brasil existem poucos estudos cientificos
direcionados que detectem o potencial dessas plantas como tratamento ou
profilaxia para doengas de peixes, as melhores formas de administragao e
quais tipos de patdgenos sdo mais eficazmente combatidos e prevenidos com
0 seu uso (TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2010). Neste contexto, o extrato de
alho vem sendo estudado para uso na aquicultura, no entanto ainda faltam
pesquisas, principalmente relacionadas a espécies nativas como o Jundia.

O Allium sativum, do género Allium, pertencente a familia botanica
Liliaceae, popularmente conhecido como alho (Figura 2), € uma espécie
vegetal que pode ser classificada como um alimento ou uma erva medicinal
(VALENTE; ABOUA; PLESSIS, 2014). Segundo varios autores ha
controvérsias em relacdo ao seu local de origem, que pode ser do continente
Asiético ou Europeu. Porém, atualmente € amplamente cultivado em todo o
mundo (KEMPER, 2000) wusado principalmente como condimento na
alimentacdo humana, mas também possui uso medicinal, tanto para humanos

como para animais.
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Fonte: Amorin, 2016.

Neste contexto, nos Ultimos anos, varias pesquisas vém sendo
realizadas para possivel utilizacdo do alho para a nutricdo animal e também
para tratamento e prevencao de doencas. Esta planta vem sendo utilizada mais
especificamente como estimulante do apetite, antilipémico, anti-hipertensivo,
antiateroesclerotico e antimicrobiano (SANTOS; VOGEL; MONTEIRO, 2011). O
alho também apresenta atividades imunoestimulante, anticancerigena,
hepatoprotetora, antioxidante, antiviral, antifingica e também antiparasitaria
(KEMPER, 2000). Em sua composicdo quimica destacam-se o0s O0leos
essenciais, sais minerais, vitaminas, saponinas e flavonoides e, principalmente,
0s compostos sulfurados aliina e alicina. A alicina (di-propeniltiossulfinato) é
proveniente da transformacéo da aliina pela enzima alinase, logo apés o alho
ser amassado ou cortado e apresenta atividade antifungica e antibibtica
(MARCHIORI, 2009; VALENTE; ABOUA; PLESSIS, 2014).
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Na aquicultura, ja foram demonstrados efeitos do alho como promotor de
crescimento em alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e em
esturjao (Acipenser ruthenus) (DIAB; EL-NAGAR; ABD-EL-HADY, 2002;
SHALABY; KHATTAB; ABDEL RAHMAN, 2006; LEE; GAO, 2012). Também o
uso de extratos de alho para banhos ou adicionado a racdo com diferentes
concentracfes e tempos de tratamento estudados em diferentes espécies de
peixes apresentou eficacia contra parasitas como Trichodina spp.
(CHITMANAT et al.,, 2005), Gyrodactylus turnbulli (SCHELKLE et al., 2013),
Neobenedenia sp. (MILITZ et al., 2013), Trichodina sp. e Gyrodactilus sp.
(ABDEL-GALIL; EABOELHADID, 2012) e bactérias como Pseudomonas
fluorenscens, Aeromonas hydrophila (DIAB et al.,, 2008; MUNIRUZZAMAN;
CHOWDHURY, 2008), Anacanthorus penilabiatus (MARTINS et al., 2002),
Pseudomonas spp. (JOHN et al., 2007). Ainda, estudos de Buchmann et al.
(2003) demonstraram a eficacia do extrato de alho nas concentracbes de 117
mg/L e 570 mg/L apds 24 horas de teste in vitro contra tomontes de |. multifiliis.

Frente a necessidade do desenvolvimento da piscicultura como atividade
econbmica e ambientalmente sustentavel, certamente a ado¢cdo de medidas
sanitarias naturais representa uma alternativa importante para o combate e
prevencdo de doencas. Neste sentido, 0 uso de técnicas alternativas que
possam ser facilmente implementadas e executadas pelos produtores
merecem atencao. Quanto ao uso do alho, este poderia ser aplicado tanto na
forma de banhos ou como suplemento na alimentagdo dos animais. Na
alimentagdo, uma das maneiras mais simples de incluir o alho como tratamento
ou profilatico para o produtor seria através do preparo do extrato bruto (alho
macerado em agua ou mistura de etanol/agua por exemplo) e aspersdo do
extrato de alho na racdo, ja que a inclusdo do alho durante a fabricacdo da
racao tornaria 0 processo mais oneroso e provavelmente impossibilitaria o
processo de ser feito na propriedade.

Nesse sentido, o uso de plantas medicinais e extratos vegetais na
piscicultura pode ser um campo muito promissor, principalmente relacionado a
pesquisas aplicadas em criacdes de peixes que de uma maneira geral, ainda
sao escassas no Brasil. Aléem disso, somente através de pesquisas de carater
experimental sera possivel obter evidéncias adequadas e confiaveis para a

aceitacéo do uso do extrato de alho em escala de produgdo animal comercial.
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4 METODOLOGIA

O experimento foi realizado nos laboratérios de Patologia e de
Bioquimica e Genética da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus de

Laranjeiras do Sul, com duracédo de 86 dias.
4.1 MATERIAIS

Os reagentes utilizados nos experimentos foram adquiridos da Sigma
Chemical CO (St. Louis, MO, USA) e Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Todos os
reagentes sao de grau analitico (P.A). Os kits para dosagens sanguineas foram

adquiridos da Gold Analisa (Belo Horizonte, MG, Brasil).
4.2 SISTEMA DE RECIRCULAC}AO

O sistema de recirculacdo foi mantido em ambiente climatizado (30 °C),
sendo constantemente aerado com bomba de oxigénio e distribuido em
sistema fechado com uma unica linha de tratamento de agua (Figura 3). Este
sistema foi composto por 8 aquarios (caixa pretas de polietileno de dimensdes
36,5 x 51 x 16,5 cm (LxCxA)), com fluxo continuo de agua, sendo que cada
aguario possuia uma entrada e uma saida individual que descarregava a agua
em um filtro mecéanico e posteriormente em um biofiltro. Como filtro mecanico
foi utilizado uma bacia plastica perfurada, e dentro colocado um filtro para
depurador (Scotch Brite (bidin)). O mesmo foi responsavel pela retirada de
particulas sélidas em suspenséo, sendo que particulas entre 100 e 40 micra
compdem cerca de 25% dos soélidos totais dos tanques suspensos na coluna
d’agua (KUBITZA, 2006). O biofiltro foi composto por um reservatério de 100 L
e como substrato para a fixagdo das bactérias nitrificantes (géneros
Nitrosomonas - que realizam a oxidagédo da amoénia a nitrito - e Nitrobacter -
gue oxida o nitrito a nitrato) foi utilizado mangueira corrugada picada. No
biofiltro foram utilizadas duas bombas de oxigénio para a manutencdo das
bactérias e o controle da temperatura foi realizado por meio de termostatos.
Para o recalque e distribuicdo da agua nos aquarios foi utilizada uma bomba
com vazao de 1200 L/h, e altura maxima de 1,30 m modelo H1200 (Vigo Ar).

O sistema de recirculacdo de agua (aquarios e biofiltro), recebeu agua

salobra (salinidade 2%.), com sal ndo iodado (apenas para o sistema de estudo
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basal). A temperatura da agua foi monitorada duas vezes ao dia, por meio de
um termdmetro de mercurio. O oxigénio dissolvido na agua, pH e a salinidade
foram avaliados diariamente (duas vezes ao dia) com a sonda multiparametros
YSI 63. Os valores de aménia (NHs) e ions nitrito/nitrato (NO,/NO3) foram
mensurados através de kit comercial especifico (Alfa kit), sendo NHs

diariamente e NO, a cada 15 dias.

Figura 3 — Sistema de recirculagdo de agua.

Fonte: Amorin, 2016.
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4.3  ANIMAIS

Para a realizacdo do experimento o projeto foi submetido ao
CEUA/UFFS (Comisséo de Etica no Uso de Animais, da Universidade Federal
da Fronteira Sul) e certificado pelo protocolo n °© 232055.004131/2015-50,
estando apto para o desenvolvimento da pesquisa.

Os alevinos de R. quelen (n = 80) foram adquiridos de reproducéo
realizada nas dependéncias da UFFS, com peso médio de 9,55 + 2,1 g e
comprimento padrdo médio de 8,5 £ 0,7 cm. Na chegada ao laboratorio, os
animais foram submetidos a banho de imersdo em NaCl 3% por 10 minutos
como profilaxia & agentes patogénicos, conforme recomendacédo de Pavanelli
et al. (2008).

Os animais foram transferidos para aquarios escuros com 46 L de agua,
sendo distribuidos 10 peixes por aquario, onde foram mantidos para
aclimatagdo por um periodo de 7 dias (Figura 4), com base no trabalho de
Tancredo (2015).

4.4  Allium sativum E DIETAS EXPERIMENTAIS

Para as dietas experimentais foi utlizado extrato seco de alho
padronizado contendo 0,5% de alicina, adquirido de fonte comercial (Active
Pharmaceutica, Sao José, SC, Brasil). A alimentacdo dos animais foi baseada
no método da aparente saciedade. Os animais foram alimentados 2 vezes ao
dia (7 h e as 17 h) com racdo comercial (32% de proteina, extrusada), por 86
dias, acrescida ou ndo de extrato de alho.

O extrato de alho foi pesado e diluido em etanol 100% de acordo com as
concentracbes de cada tratamento. ApGs foi realizada a aspersédo de forma
homogenea na racdo. A mesma foi seca ao ar, embalada e conservada em
temperatura de aproximadamente 4 °C (refrigerador). A ragdo do grupo
controle recebeu por aspersdo o mesmo volume de etanol 100% que as
demais racoes e passou pelos mesmos processos de secagem e conservacao
que as ragdes suplementadas com extrato de alho.

Os experimentos de suplementacao e desafio foram realizados contendo
um controle e trés concentracdes de tratamento. Os animais foram divididos

em 04 grupos (n = 20 por grupo), mantidos em aquarios e submetidos a
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suplementacdo dietética com diferentes concentracbes de extrato de alho
(racdo comercial padrédo acrescida de extrato de alho por aspersédo) por 86
dias: grupo | (controle) peixes que receberam ragdo sem suplementagdo com
extrato de alho; grupo Il (extrato 0,5% - T1) peixes que receberam racéo
suplementada com 0,5% de extrato de alho; grupo Il (extrato 2,5% - T2) peixes
gue receberam racdo suplementada com 2,5% de extrato de alho; Grupo IV
(extrato 5% - T3) peixes que receberam racdo suplementada com 5% de
extrato de alho.

As concentracdes dos extratos de alho e o tempo de tratamento
escolhidos foram baseados em estudos anteriores de suplementagéo de peixes
com alho (SHALABY; KHATTAB; ABDEL RAHMAN, 2006; BARD et al., 2006).

45 AVALIACAO DE PARAMETROS ZOOTECNICOS

Durante o desenvolvimento do experimento foram registradas as mortes
ocorridas para calculo de sobrevivéncia. No inicio e no final do experimento (86
dias) foi realizada uma biometria total mensurando peso, comprimento total e
comprimento padrdo dos peixes ndo desafiados. Estas varidveis foram
determinadas utilizando uma balanca digital e um ictibmetro. A andlise do
consumo de racdo para cada tratamento e o grupo controle foi realizada
diariamente através da pesagem da racdo oferecida, recolhimento da racdo
nao consumida, secagem, pesagem e posterior subtracdo do peso inicial. Com
os dados foram calculados o ganho de peso, GP=(Peso final - Peso inicial);
ganho de comprimento padrdo, GCP=(Comprimento Padrdo Final -
Comprimento Padré&o Inicial); ganho de comprimento total GCT=(Comprimento
Total Final — Comprimento Total Inicial); e conversao alimentar, CA= (alimento

consumido/ganho em peso).
4.6 DESAFIO COM Ichthyophthirius multifiliis

Apos 77 dias de alimentacao suplementada com extrato de alho, metade
dos animais (n = 10) de cada grupo de tratamento e controle foram submetidos
ao desafio com o parasita Ichthyophthirius multifiliis, mantendo a racéo

suplementada. A outra metade dos animais (n = 10) dos grupos de tratamento
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e controle foram mantidos no sistema de circulacdo original recebendo a
suplementacao dietética.

Para o desafio, os animais foram transferidos para um novo sistema de
circulacado fechada em ambiente climatizado (22 °C) com aeragcdo constante.
Este sistema contou com fluxo continuo de agua, sendo que cada aquario (total
de quatro aquarios) teve uma entrada e uma saida individual que descarregou
a agua em um filtro mecanico e posteriormente em um biofiltro. Foi realizada a
avaliacdo de parametros de qualidade da agua da mesma forma que durante o
periodo de suplementacdo. Nesse periodo os animais continuaram recebendo
racdo com os devidos tratamentos.

A exposicdo ao parasita foi realizada através da introducdo nos
aquarios, de alevinos de jundia naturalmente infestados pelo parasita I.
multifiliis (SOUZA et al., 2001). Além disso, os animais foram submetidos a
estresse por temperatura, partindo de aquérios a 27 °C sendo transferidos para
aquarios a 10 °C por aproximadamente 7 minutos e apds mantidos em
aquarios a 17 °C por 24 h e depois em aquarios com temperatura de 23 °C por
trés dias. No quarto dia os animais foram submetidos a um novo estresse por
temperatura, passando de 23 °C para 10 °C por aproximadamente 7 minutos e
retornando para a temperatura de 23 °C. Durante todo o periodo, foram
mantidos nos aquérios animais naturalmente infestados com o parasita I.
multifiliis. No quinto dia do desafio comecaram a aparecer 0s primeiros pontos
brancos indicando a infestacdo pelos parasitas, resultado semelhante foi
encontrado por Vargas et al. (2008) com alevinos de R. quelen. Ap6s o
aparecimento dos primeiros pontos brancos, os animais foram acompanhados
por um periodo adicional de quatro dias. O numero de individuos mortos em
cada aquario foi registrado diariamente para célculo da taxa de sobrevivéncia.

Apbés o periodo de infestacdo experimental, para 0s animais que
sobreviveram ao desafio foram coletadas amostras de sangue para as analises
hematolégicas e tecidos (branquias e musculo com pele) para andlises
histologicas. O grau de infestacdo foi avaliado através de contagem
parasitologica com auxilio de lupa (SOUZA et al., 2001; VARGAS et al., 2008;
BORBA et al., 2007). Para essa contagem foi realizado uma raspagem da
lateral do peixe, com uma area correspondente a 10 cm? e retirado o segundo

arco branquial do mesmo lado do peixe.
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Figura 4: Fluxograma dos tratamentos e do desafio com o parasita.
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4.7 COLETA DE SANGUE E PREPARO DE PLASMA

Apos o periodo experimental de alimentacdo com cada dieta e também
apo6s o desafio, os animais foram anestesiados com 6leo de cravo (50 mg/L)
primeiramente diluido em etanol na concentracdo de 50 mg/mL e adicionado
em 10 L de agua. Apés, foi realizada coleta de sangue por pun¢édo do vaso
caudal utilizando uma seringa contendo solucdo de anticoagulante heparina
(Figura 5).

O sangue coletado foi separado em aliquotas para as seguintes
analises: contagem de eritrocitos em camara de Neubauer e confeccdo de
extensdes sanguineas em triplicata posteriormente coradas com May-
Grunwald/Giemsa pelo método de Rosenfeld (ROSENFELD, 1947) e utilizadas
para contagem total e diferencial de leucocitos e contagem total do nimero de
trombécitos (DOTTA, 2013). Para a contagem dos leucécitos totais e
trombdcitos foi realizada a contagem em esfregaco de 2000 células (heméacias,

leucdcitos e trombdcitos) e apos identificadas as porcentagens de leucdcitos e
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trombdcitos em relacdo ao numero total das células contadas. Ainda, uma
aliguota foi armazenada em capilares de microhematdécrito para determinacdo
do percentual de hematdcrito (GOLDENFARB et al.,, 1971). Foi realizada a
determinacdo do conteuddo de hemoglobina através de kit colorimétrico
(Bioclin). Além disso, parte do sangue coletado foi armazenado em microtubos
e centrifugado a 3000 xg durante 10 minutos. O plasma recolhido foi
armazenado a -20 °C até a utilizacdo para os ensaios bioquimicos e imunes
(DOTTA, 2013).

4.8 COLETA DE TECIDOS

Apés a coleta de sangue, os animais foram sacrificados por
aprofundamento do estado anestésico com Oleo de cravo conforme as
recomendacdes do Comité de Etica no Uso dos Animais/ UFFS e CONCEA
para posterior remocado de amostras de branquias e musculo com pele para
avaliacbes histologicas e figado, mdsculo, rim e baco para analises

bioguimicas.
4.9 NIVEIS DE LISOZIMA PLASMATICA

Os niveis de lisozima sérica dos peixes ndo desafiados foram medidos
por espectrofotometria de acordo com a metodologia de Ellis (1990) com
modificagdes (VILLAMIL et al., 2002; AZZA et al., 2009). Uma suspensao de
Micrococcus lysodeikticus (Sigma) (0,5 mg/mL) em tampéo fosfato 0,04 M, pH
6,2 foi utilizada como substrato. Para a curva de calibracéo utilizou-se lisozima
liofilizada (100 pg/mL) de clara de ovo de galinha em tampéo fosfato 0,04 M,
pH 6,2. Para cada ensaio foi preparada uma nova curva padrdo. As
concentracdes de lisozima utilizadas para a constru¢ao da curva padréo foram
100, 50, 40, 30, 20, 15, 12,5, 10, 7,5, 5, 2,5 e 0 pg de lisozima/mL. Para a
realizacdo do ensaio, 30 puL das amostras de plasma de juvenis de Jundia e
dos padrbes da curva foram pipetadas em triplicata em microplaca de 96
pocos, incubadas a 35 °C por dois minutos e acrescidas de 200 pL da
suspensao de Micrococcus lysodeikticus (0,5 mg/mL) em tampéo fosfato 0,04
M, pH 6,2. Apdés agitagdo, a redugcdao na densidade optica (ADO) foi

acompanhada em espectrofotbmetro a 492 nm com medidas a cada 30
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segundos por 30 minutos. Os resultados foram expressos em pug de

lisozima/mL.
410 DETERMINA(;AO DAS CONCENTRAQOES DE NITRATO/NITRITO

O Oxido Nitrico (NO) foi quantificado por meio da formacdo de seus
metabdlitos: nitrato (NO3) e nitrito (NOy7), utilizando-se a reacdo de Griess
(GREEN et al., 1982). As amostras de plasma dos animais ndo desafiados
desproteinizado (através de incubagdo com sulfato de zinco) (100 pL) foram
incubadas com 200 pL da solugdo de Griess (sulfanilamida (1%) (p/v) em HCI
5% (v/v), N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v) e cloreto de vanadio 11l 0.05 M
(1:1)) em microplaca durante 40 minutos, a 37 °C (MIRANDA et al., 2001;
VILLAMIL et al., 2002). A reacdo de NO,  com esse reagente produz uma
coloracdo résea, que foi quantificada por meio da leitura das densidades
Opticas em leitora de microplacas em 540 nm. As concentracBes de nitrito
foram calculadas a partir de uma curva padréo realizada com uma solucéo de

nitrito de sddio (NaNO,) (0-200 uyM) e expressos em uM de nitrato/nitrito.
4.11 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE GLICOGENIO

Para determinacdo do conteudo de glicogénio muscular e hepatico,
musculo e figado foram removidos dos juvenis de Jundid ndo desafiados apds
o periodo de suplementacdo na dieta. Os tecidos foram pesados e digeridos
com KOH 33% sob fervura a 100 °C por 20 min. Apés a fervura, foi adicionado
etanol 96% e novamente, as amostras foram submetidas a fervura seguida de
banho de gelo para precipitagdo do glicogénio. As amostras foram entéo
centrifugadas a 1300 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado, solubilizado em agua. O contetudo de glicogénio foi determinado
pelo tratamento com reagente de iodo e posterior leitura em espectrofotébmetro
a 460 nm. Os resultados foram expressos em mg de glicogénio/g de tecido
(KRISMAN, 1962).

4.12 DETERMINACAO DE PARAMETROS METABOLICOS

O plasma dos juvenis de Jundia (ndo desafiados) foi utilizado para as

dosagens bioquimicas de glicose, aspartato-aminotransferase (AST) e alanina-
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aminotransferase (ALT) utilizando kits comerciais (Gold Analisa®) e seguindo
as instrucbes dos fabricantes. As amostras de figado, rim, musculo e baco
foram utilizadas para determinagao da atividade da aspartato-aminotransferase
(AST) e alanina-aminotransferase (ALT) utilizando os mesmos kits comerciais
(Gold Analisa).

4.13 ATIVIDADE DA CATALASE

Para a determinacao da atividade da catalase, amostras de figado, rim e
baco (dos peixes ndo desafiados) foram homogeneizadas com uma solucao
contendo PBS, pH 7,2 e centrifugadas a 5000 g por 10 min. Uma aliquota do
sobrenadante foi usada para a dosagem de proteinas pelo método de Bradford
(1976). As determinacdes enzimaticas foram realizadas usando-se o
sobrenadante da centrifugacdo dos homogenatos, normalizados para 1 mg
proteina/mL. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

A atividade da catalase foi determinada segundo o método descrito por
Aebi (1984), que é baseado na velocidade de degradacdo do perdxido de
hidrogénio. O meio de reacdo consistiu de 10 ug de proteina e peroxido de
hidrogénio (10 mM) em tampéao Tris (50 mM), EDTA (0,25 mM), pH 8,0 em
volume final de 2 mL. A leitura foi realizada espectrofotometricamente a 240 nm
e o0s resultados foram expressos em mmol de peroxido de hidrogénio

degradado.mg™ de protefna.min™.
4.14 L|POPEROX|DACAO -LPO

Os niveis de lipoperoxidagdo foram medidos no sobrenadante dos
homogenatos (normalizados para 1 mg proteina/mL) dos tecidos (rim, figado,
baco e musculo) dos peixes ndo desafiados. Foi realizado o método de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbittrico) (Buege; Aust, 1978), realizando
comparacdes de absorbancia com curva padrdo de Malondialdeido (MDA),
principal subproduto de peroxidacdo lipidica celular. Para preparacdo da
amostra o meio contendo aliquota de 0,33 mg/mL de proteina da amostra em
acido tricloroacético (TCA) 6,7% em volume final de 180 L, foi agitado em
vortex, deixado em banho de gelo por 5 minutos e centrifugado por 5 minutos a

12000 xg a 4 °C. Para a dosagem das substancias reativas ao 4&cido
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tiobarbittrico (TBARS), 40 uL do sobrenadante, assim como de diferentes
concentragbes de MDA foram adicionados em microplaca, em
triplicata, em meio de reagdo contendo 21,42 mM de &cido tiobarbitdrico (TBA),
17,86 mM de NaOH (utilizado para solubilizacdo do TBA), 0,73 M de TCA,
0,032mM de BHT, etanol 3% (utilizado para solubilizacdo do BHT) em PBS. A
leitura da reac&o foi realizada a 22 °C, ap6s 60 minutos de incubac&o a 60 'C,
em uma absorbéncia de 535 nm. Os valores forma expressos em nmol de
MDA.mg de proteina™, a partir de curva padrdo preparada com malondialdeido
(MDA) nas mesmas condi¢cdes de andlises (FEDERICI; SHAM; HANDY, 2007).

4.15 HISTOLOGIA

Para a andlise histoldgica, fragmentos de tecidos de musculo com
tegumento e branquias de jundias néo desafiados e desafiados com o parasita
foram fixados em formalina 10% tamponada por 24 h, transferidos para alcool
70° e posteriormente submetidos aos procedimentos histolégicos de rotina. O
processamento histolégico de rotina foi realizado com a desidratacdo dos
orgaos através de série alcodlica crescente, diafanizacdo em xilol e finalizacao
com a impregnacdo e a inclusdo em parafina (BECAK; PAULETE, 1976). Os
blocos foram cortados em micr6tomo do modelo Minnot, e foram corados pela
acdo combinada de Hematoxilina de Harris e Eosina para descricdo da
morfologia (HOROBIN; BANCROFT, 1998). As laminas foram analisadas e a

documentacéo fotogréfica realizada em microscépio fotografico.
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Figura 5 — Fluxograma das avaliages hematoldgicas, imunes, bioquimicas e histoldgicas.
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4.16 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + Desvio Padrdo. Todas as
analises foram realizadas no programa R (Versdo 0.99.896). O delineamento
utilizado neste estudo foi o inteiramente casualizado. A normalidade dos dados
foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade. A
homocedasticidade foi verificada através do Teste de Bartlett. Quando
atenderam aos pressupostos de normalidade e homocedasticidade, as
comparacgdes estatisticas foram submetidas a andlise de variancia e a
comparacdo das médias foi feita através do Teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagbes bioquimica, imune e hematoldgica bem como a analise
estatistica foram realizadas apenas com os peixes que nao foram desafiados
com o parasita Ichthyophthirius multifilis devido a baixa sobrevivéncia obtida
apos o desafio. Para os animais que sobreviveram ao desafio, foi realizada
apenas avaliacdo histolégica qualitativa dos tecidos e identificacdo de
leucécitos em esfregaco sanguineo, conforme apresentado nos itens

subsequentes.

51 PARTE 1 — PEIXES NAO DESAFIADOS COM O PARASITA
Ichthyophthirius multifiliis

5.1.1 Sistema de Recirculacdo Fechado e Parametros de Qualidade de

Agua

O sistema de recirculacdo de agua foi acompanhado diariamente,
verificando-se duas vezes ao dia os parametros de qualidade da agua. Os
pardmetros de qualidade de &gua mantiveram-se dentro da faixa tolerada e
proximos aos valores ideais para a espécie R. quelen na fase de juvenil
segundo valores propostos por Baldisserotto (2013), como mostra a tabela 1.

Tabela 1 — Parametros da qualidade da agua durante o periodo experimental para o sistema
de circulacdo.

Sistemas Temperatura 02 NH; Salinidade pH
G (mg/L) (mg/L) (o)
Sistema 27,22 + 0,60 480+058 0,37+035 2,02+0,17 7,08+0,19

O, — Oxigénio dissolvido; NH; — Aménia.

5.1.2 Parametros de Sobrevivéncia e Crescimento

Ao final dos 86 dias de experimento, a taxa de sobrevivéncia dos peixes
gue nao foram desafiados com o parasita I. multifiliis foi de 95%, sendo que foi
observada a morte de dois animais, sendo do tratamento 1 e do tratamento 2,
com 0,5 e 2,5 % de extrato de alho, respectivamente.

As variaveis de crescimento avaliadas foram a a taxa de crescimento
dos animais durante o periodo experimental. Como pode ser observado na

tabela 2 ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) para os valores de peso final,
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comprimento total final e comprimento padrao final entre os grupos controle,
T1, T2 e T3. Também foi realizado o célculo do ganho de peso médio em
gramas para cada grupo, representando 52,45 (g), 39,29 (g), 29,37 (g) e 39,24
(g) para o controle, T1l, T2 e T3 respectivamente. Para o Ganho de
Comprimento Padrdo em centimetros (cm) temos para o controle 6,55 cm, T1
5,43 cm, T2 4,59 cm e para o T3 5,45 cm. J& para o Ganho de Comprimento
Total temos 7,69; 6,21; 522 e 6,37 para o controle, Tl, T2 e T3
respectivamente.

Em relagdo ao consumo de ragdo por tratamento e grupo controle
(Tabela 3) o tratamento 2 que recebeu 2,5% de extrato de alho foi 0 grupo que
apresentou o menor consumo de racao. Este resultado é corroborado pela taxa
de converséao alimentar de 13,10; 11,81; 9,05 e 13,11 para o controle, T1, T2 e
T3 respectivamente.

Esses dados demonstram que a suplementagédo com extrato de alho nao
influenciou significativamente o ganho de peso e o crescimento dos animais no
periodo estudado.

Tabela 2 - ParAmetros de biometria total inicial e final de R. quelen submetidos a dieta com
diferentes concentracdes de extrato de alho.

. Tratamentos
Parametros Controle T1 T2 T3
Pl (9) 9,17 + 2,18 9,71 +1,92 9,15+ 1,60 10,13+ 2,64
PF (9) 61,62 + 24,75 49,04 + 21,02 38,52 + 13,88 49,37 + 13,51
CPI (cm) 8,43 + 0,69 8,57 + 0,54 8,35+0,73 8,55+ 0,88
CPF (cm) 1498 + 2,12 14,00 + 2,18 1294 £ 1,74 1400+ 1,31
CTI (cm) 10,09 + 0,83 10,34+ 0,76 10,09 £ 0,81 10,43 £ 0,99
CTF (cm) 17,78 + 2,25 16,56 + 2,53 15,31+ 1,90 16,80 + 1,53

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2,
com 2,5% de extrato de alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho). Peso Inicial (PI);
Peso Final (PF); Comprimento Padrdo Inicial (CPl); Comprimento Padrdo Final (CPF);
Comprimento Total Inicial (CTI); Comprimento Total Final (CTF).

Tabela 3 — Consumo médio de ra¢do por R. quelen durante o periodo experimental.

Controle T1 T2 T3

Consumo de racéo (g) 687,18 464,15 265,95 514,54

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2,
com 2,5% de extrato de alho); T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho).

Resultados semelhantes foram encontrados em R. quelen submetidos a

dieta alimentar com diferentes niveis de inclusdo de A. sativum (3, 6, 9 e 12

g/kg de ragao), sendo que o peso final médio e o comprimento final médio n&o
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apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05) entre os tratamentos (BARD, et
al., 2006). Ndong e Fall (2007) obtiveram resultados similares com juvenis
hibridos de tilapia (Oreochromis niloticus x O. aureus) com peso inicial de 25,5
+ 1,0 g, com dietas de alho cru com 0,5 e 1 g/kg de racdo, no qual ndo foi
observado efeito significativo sobre o ganho de peso dos animais durante
quatro semanas. Ainda, Diab et al. (2008) com 90 dias de tratamento com a
espécie O. niloticus, alimentando com 1% e 2% de alho na racdo né&o
demonstrou alteracfes significativas no ganho de peso corporal e taxa de
crescimento.

Por outro lado, trabalhos desenvolvidos com diferentes espécies
demonstraram resultados positivos em relagdo ao ganho de peso, como
Shalaby, Khattab e Abdel Rahman (2006) que encontraram resultados positivos
em O. niloticus alimentados com alho, sendo que com 30 g/kg de racdo os
animais apresentaram maior peso final comparados com o controle e aos
demais tratamentos. Aumento de ganho de peso e da taxa de crescimento em
O. niloticus também foram observados com a suplementacao de 3% de extrato
de alho durante os meses de verédo (ALY; MOHAMED, 2010). Diab et al. (2008)
trabalhando com O. niloticus, num periodo mais longo, de seis meses de
tratamento, obtiveram o melhor desempenho de crescimento em O. niloticus
com 1% de alho/kg de dieta. Charjan e Kulkarni (2013) também obtiveram
efeitos significativos referentes ao ganho de peso e desempenho do
crescimento de Channa Orientalis, alimentados com diferentes niveis de alho
na racdo, durante dois meses. Além disso, Talpur e Ikhwanuddin (2012)
obtiveram um aumento significativo no ganho de peso em Lates calcarifer
alimentados com alho (20 g de alho/kg de racdo) em relacéo ao grupo controle.

A partir dos dados da literatura e dos resultados obtidos neste trabalho
pode-se observar que o uso do alho como aditivo na alimentagdo para
estimular ganho de peso e crescimento ndo se aplica da mesma maneira para
todas as espécies de peixes apresentando resultados bastante variados e
contraditorios, reforcando a hipétese de que dose, tempo e estigio de
desenvolvimento dos animais séo fatores determinantes para a observacéo de

efeitos positivos nestes parametros produtivos.
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5.1.3 Parametros Bioquimicos

A condigdo metabdlica e nutricional é um fator extremamente importante
na resisténcia organica e resposta imune nos animais. Considerando que o
metabolismo de carboidratos € uma das principais fontes de energia dos peixes
e que a manipulacdo da dieta e condicbes de estresse podem provocar
variacdes nas repostas metabodlicas e consequentemente nas concentracées
de glicose no sangue dos animais, estudou-se a influéncia do extrato de alho
na glicemia e na concentracédo de glicogénio em musculo e figado dos jundias.
Como pode ser observado na figura 6A, ndo houve variacdo significativa
(p>0,05) da glicemia para os tratamentos com dietas contendo extrato de alho
comparados com o grupo controle durante o periodo experimental. Além disso,
também néao foi verificado alteracdo significativa do contetdo de glicogénio
hepatico em nenhum dos tratamentos comparados com o controle (Figura 6B).
Em termos de controle dos niveis de glicose sanguinea, o figado exerce papel
primordial, pois é através da captacdo de glicose e sintese de glicogénio
durante o periodo alimentado e da ativacdo da gliconeogénese e glicogendlise
durante os periodos de jejum ou de estresse que as concentracdes de glicose
sdo mantidas dentro dos limites da normalidade nos animais (MOON;
FOSTER, 1995; SEIXAS-FILHO, 2004; MALHEIRQOS, 2006).

Estudos demonstram que a suplementacdo com alho esta associada a
reducdes significativas da glicemia em diferentes espécies e que este efeito
observado com concentragbes mais elevadas de alho na ragdo (TALPUR;
IKHWANUDDIN, 2012; SHALABY; KHATTAB; ABDEL RAHMAN, 2006). A
auséncia de alteracdes da glicemia no presente estudo pode ser considerada
um fator positivo, jA& que geralmente as alteracbes imunes em animais
estressados ou doentes estao relacionadas com hiperglicemia. O aumento da
glicose no plasma esta relacionado a obtencdo de energia para suportar e
superar a condicdo de estresse existente. Nesta condicéo, a hiperglicemia é
uma resposta ao aumento da liberacdo de cortisol, que prepara o organismo
para uma resposta de defesa contra situagdes de estresse ou de combate a
patogenos (TAVARES-DIAS et al., 2001; URBINATI, CARNEIRO, 2004;
BARCELLOS et al., 2001).
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Os resultados deste estudo indicam que o extrato de alho néo alterou as
concentracfes de glicose sanguinea, fato corroborado pela auséncia de efeito
no metabolismo do glicogénio hepético, o que sugere que a adicdo de alho na
racao ndo promova alteracfes dinamicas na homeostasia da glicose.

Por outro lado, foi observado um aumento significativo (p<0,05) no
contetdo de glicogénio muscular no tratamento 2 (2,5% de extrato de alho)
comparado com o controle e os demais tratamentos (Figura 6C) indicando que
o alho pode atuar promovendo o estimulo da sintese de glicogénio no masculo
e aumentando a reserva deste polissacarideo que serve como fonte de energia
para as células musculares (SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 2009).

Figura 6 — (A) Glicemia de R. quelen.; (B) Conteudo de glicogénio hepatico e (C) Contetdo de

glicogénio muscular de R. quelen apés periodo de tratamento com diferentes concentragfes de
extrato de alho.
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Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2,
com 2,5% de extrato de alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho). Os valores séo
expressos como média + DP (Desvio Padrdo) n=10 para cada tratamento. *p< 0,05 comparado
ao grupo controle.

Diversos estudos demonstram que o alho tem potencial para interferir
nos processos metabdlicos dos diversos substratos como carboidratos,
proteinas e lipideos. (LEE et al. 2012; XIANG; LIU, 2002; LUO et al., 2008; ALY
et al, 2008; METWALLY, 2009). Considerando possiveis alteractes
metabdlicas induzidas pela suplementacdo com o alho também foram
realizadas as avaliagbes das atividades das enzimas alanina-aminotransferase

(ALT) e aspartato-aminotransferase (AST) em diferentes tecidos: rim, bago,
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figado e musculo de juvenis de jundia. Estas sdo enzimas estado envolvidas no
metabolismo de amino&cidos em todos os organismos. Nas figuras 7 e 8 é
possivel observar que ndo houve variacdo significativa (p>0,05) para as
atividades de AST e ALT nos tecidos do rim, baco, musculo e figado nos
tratamentos com as diferentes concentracbes de extrato de alho na
alimentacéo de R. quelen comparando-0s com o grupo controle. A atividade da
AST e da ALT nos diferentes tecidos esta relacionada ao metabolismo (sintese
e degradacdo) de aminoacidos, e consequentemente a disponibilidade dos
mesmos para a sintese de proteinas ou para producédo de energia. O processo
de sintese de proteinas é extremamente importante durante o crescimento dos
animais, pois o ganho de massa muscular & diretamente proporcional ao
aumento do conteudo de proteina presente na carne. O fato de a atividade das
enzimas AST e ALT ndo terem sido alteradas em quaisquer dos tecidos
estudados pode estar relacionado a auséncia de efeito da suplementagdo com
alho no crescimento e ganho de peso dos animais suplementados, reforcando
que o alho, nas condicBes experimentais deste trabalho, ndo atua como
promotor de crescimento para juvenis de jundia.

Figura 7 — Atividade da aspartato-aminotransferase (AST) no rim (A), baco (B), musculo (C) e
figado (D) de jundias.
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Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2,
com 2,5% de extrato de alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho). Os valores séo
expressos como média + DP (Desvio Padrdo) n=10 para cada tratamento.

Figura 8 — Atividade da alanina-aminotransferase (ALT) no rim (A), bago (B), musculo (C) e
figado (D) de jundias.
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Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2,
com 2,5% de extrato de alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho). Os valores séo
expressos como média = DP (Desvio Padréo) n=10 para cada tratamento.

Além das avaliagbes da AST e ALT nos tecidos, também foram
realizadas as avaliacdes das atividades destas enzimas no plasma. Estas séo
enzimas intracelulares relacionadas ao metabolismo de aminoacidos e
indiretamente a sintese de proteinas nos tecidos. Quando acontece qualquer
tipo de lesao (injuria) tissular ocorrera a liberacdo de uma quantidade maior
destas enzimas para a corrente sanguinea, elevando os seus niveis séricos
(ALVES, 2003). Devido a esta caracteristica e o fato delas serem encontradas
em diversos tecidos, tanto a AST quanto a ALT podem ser utilizadas como
marcadores de dano ou de toxicidade celular. Como pode observado na tabela
4, ndo houve diferenca estatistica para os valores de AST e ALT no plasma dos
animais suplementados com extrato de alho comparados com o grupo controle
sugerindo auséncia de citotoxicidade para as concentracdes de extrato de alho
de 0,5, 2,5 e 5%.

Resultados semelhantes foram encontrados por Li et al. (2008), em
estudos realizados com p6 de alho (0,3, 0,45, e 0,6 g de p6 de alho por kg de
consumo de dieta seca) em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) que néo
apresentaram diferenca significativa para os parametros de AST e ALT em
todos os tratamentos em comparacdo com o controle. Ja Shalaby, Khattab e
Abdel Rahman (2006) em estudos com O. niloticus, alimentados com alho 10,

20, 30 e 40 g/kg de ragao, encontraram diferengas significativas paras as
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atividades de AST e ALT no plasma, sendo que as atividades de ambas as
enzimas foram reduzidas & medida que as concentracfes de alho na ragéo
aumentaram. Estes dados indicam que as concentragfes de alho utilizadas
estdo diretamente relacionadas a possiveis efeitos celulares e alteracbes nas
atividades séricas destas enzimas. Ainda, estudos demonstram que os valores
basais de AST e ALT podem apresentar grande variabilidade na mesma
espécie. Isso pode ser devido a diferencas na idade, sexo e condigcdo
fisiolégica dos animais bem como na metodologia utilizada para determinacéo
da atividade enzimatica (LEE; GAO, 2012).

Tabela 4 — Atividade da AST e ALT no plasma de R. quelen.

C T1 T2 T3

AST
(U/L) 0,34128 +0,00010  0,34130 + 0,00006  0,34131 + 0,00007  0,34131 + 0,00016
ALT
(U/L) 0,27143 +0,00017  0,27142 £ 0,00015 0,27146 £ 0,00012  0,27154 + 0,00030

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2,
com 2,5% de extrato de alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho).

Além dos efeitos do alho como estimulante de apetite e promotor de
crescimento em aquicultura, alguns estudos vém avaliando o potencial do uso
do alho como antioxidante em peixes (CHAGAS, et al.,, 2012; HEINERMAN,
1999). Sabe-se que as condi¢bes de cultivo influenciam no equilibrio fisiolégico
dos animais e qualquer condicdo ou injuria que altere a sua homeostasia pode
provocar um aumento da producéo de espécies reativas (EROs) que levam ao
processo de estresse oxidativo celular danificando membranas, proteinas e
DNA e podendo levar a morte das células (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
A presenca de certos poluentes, substancias quimicas, metais pesados,
patdgenos e doencas bem como variacbes ambientais nos sistemas de cultivo
podem induzir a peroxidacao lipidica nos tecidos dos peixes, levando a danos
celulares e teciduais com consequente prejuizo do desenvolvimento dos
animais (NAKANO et al., 1999; TANAKA et al., 2002).

Assim, 0 uso de substancias com atividade antioxidante na ragdo pode
ser uma alternativa para melhorar a condicdo fisiolégica dos peixes e sua
capacidade de resposta frente a agentes agressores e estresses ambientais

durante o cultivo. A fim de avaliar se a suplementagdo com extrato de alho
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melhorou o status antioxidante dos juvenis de jundia, foram estudadas a
atividade da catalase e a peroxidacao lipidica em diferentes tecidos.

Estes marcadores foram escolhidos em fungdo da importancia das
reacdes que participam e dos danos ocasionados. A catalase faz parte do
sistema de defesa antioxidante enzimatico e catalisa a neutralizacdo do
perdxido de hidrogénio, considerado uma espécie reativa altamente deletéria
para as estruturas celulares, porgue participa das reacdes de Fenton e Haber-
Weiss gerando radical hidroxil. Ja a peroxidacao lipidica consiste da reacao de
oxidacdo dos lipideos de membrana por espécies reativas, alterando a
estrutura das membranas biologicas e levando a sérios danos no
funcionamento das células. Em peixes, este marcador pode ser considerado
especialmente importante devido a constituicdo das membranas biolégicas
destes animais, ricas em lipideos poli-insaturados, constituidos de acidos
graxos. Sendo que os &cidos graxos poli-insaturados constituem um dos
componentes celulares mais atingidos pelo ERO (Espécie Reativa de
Oxigénio).

Na tabela 5 pode ser verificado que a atividade da catalase no rim e no
baco nao variou significativamente (p>0,05) entre os tratamentos comparados
com o controle. Ja no figado, a atividade da catalase apresentou uma reducao
significativa (p<0,05) para o grupo de 2,5% de extrato de alho na alimentacéo
em comparacdo com 0S grupos que receberam dietas com 0, 0,5 e 5% de
extrato de alho.

Tabela 5 - Atividade da Catalase (mmol de per6xido de hidrogénio degradado.mg'1 de
proteina.min"l) nos tecidos (figado, rim e bago) de R. quelen.

Atividade da Tratamentos
Catalase (mmol
H,O,/mg proteina/min) C T1 T2 T3
Figado

0,24 £ 0,06 0,26 £+ 0,06 0,17 £0,08* 0,21+ 0,05
Rim

0,06 + 0,02 0,07+ 0,04 0,06 + 0,02 0,08 + 0,03
Baco

0,03 + 0,02 0,03 + 0,03 0,03+0,01 0,02 + 0,02

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2,
com 2,5% de extrato de alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho). Os valores séo
expressos como média £+ DP n=10 para cada tratamento. * p< 0,05 comparado ao grupo
controle.

Reducbes na atividade da catalase no plasma foram observadas com

Mohebbi et al. (2011) que realizaram estudos com Oncorhynchus mykiss com
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ingestao de alho de 10, 20 e 30 g/kg de racéao na dieta em comparacdo com
todos os grupos incluindo o controle, ja a ingestdo de alho com 40 e 50 g/kg de
racdo promoveu 0 aumento na atividade da catalase plasmatica. Ainda, Li et al.
(2008), encontraram resultados semelhantes em Oncrhynchus mykiss com
dietas suplementadas com alho, em que a atividade da catalase no plasma
aumentou significativamente em relagdo ao grupo controle indicando
variabilidade de valores dentro da mesma espécie. Aumentos de atividade de
catalase hepatica também foram relatados por Metwally (2009) em estudo com
O. niloticus com todos os tratamentos com alho (alho natural 40 g/kg de ragao;
capsulas de 6leo de alho 250 mg/kg de racao e comprimidos de alho em pé 32
g/kg de ragcdo) em comparagao com o grupo controle. Estes resultados indicam
gue ainda ndo se tem clareza em relacdo as quantidades de alho a serem
usadas, como também a interferéncia de outros fatores, como temperatura,
qualidade de &gua, idade dos animais entre outros em termos de efeito
antioxidante.

Como pode ser observado na tabela 6 a suplementacdo com alho nao
alterou a lipoperoxidacdo nos tecidos do rim, baco, figado e musculo, em
nenhum dos tratamentos com extrato de alho (0,5, 2,5 e 5%) comparado ao
grupo controle.

Tabela 6 — Lipoperoxidacdo — LPO (nmol de MDA/mg de proteina) em tecidos (bago, figado,
rim e musculo) de R. quelen.

LPO Tratamentos

(nmol

MDA/mg

de proteina) C T1 T2 T3

Baco 0,0031 + 0,0019 0,0026 £ 0,0006 0,0028 +0,0016 0,0026 + 0,0011
Figado 0,0272 + 0,0003 0,0273 £ 0,0001 0,0271 +0,0002 0,0275 + 0,0003
Rim 0,0237 £ 0,0003 0,0236 + 0,0002 0,0235+ 0,0002 0,0238 + 0,0003
Musculo 0,0114 + 0,0003 0,0116 + 0,0005 0,0116 + 00,0005 0,0113 + 0,0002

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2,
com 2,5% de extrato de alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho). Os valores séo
expressos como média = DP; n=10 para cada tratamento.

O aumento do estresse oxidativo celular leva a lipoperoxidagéo (LPO),
que pode induzir alteracbes na permeabilidade das membranas celulares,

alterando o fluxo i6nico e fluxo de outras substancias, sendo uma das maiores
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causas de injuria e morte celular, com as quais muitas patologias estao
conectadas (FONSECA et al., 2002). No presente trabalho, a suplementacgé&o
com alho na rag&o né&o influenciou o status antioxidante nos tecidos dos juvenis
de jundia uma vez que nao foram observadas alteracbes nos niveis de
peroxidacao lipidica apesar da reducéo da atividade da catalase no figado dos
animais. Segundo a literatura (SANTOS et al.,, 2009; LEE; GAO, 2012;
OLIVEIRA et al.,, 2015) o fato do alho possuir atividade antioxidante a sua
suplementacdo na racdo daria melhores condi¢cdes fisiologicas aos peixes
melhorando sua capacidade de responder a agentes agressores ambientais e
patégenos, o que nao foi verificado nesse estudo.

E importante ressaltar que os estudos sobre a influéncia da manipulacéo
dietética sobre a atividade antioxidante em peixes, especialmente em espécies
como o R. quelen ainda sdo escassos e pouco se sabe sobre como diferentes
dietas podem alterar o status antioxidante dos animais e consequentemente
sua homeostasia corporal. Com base na revisao de literatura da area, este é o
primeiro relato sobre a influéncia do extrato de alho na atividade antioxidante

em tecidos de juvenis de jundia em condi¢cdes experimentais.
5.1.4 Parametros Hematoldgicos

A partir das avaliagbes hematologicas € possivel fazer diversas analises
gue demonstram as condicdes fisiologicas e possiveis alteracbes metabdlicas
decorrentes de diferentes condicdes de cultivo em organismos aquaticos
(LAZZARI et al., 2011). Sendo assim, é possivel avaliar o estado de saude dos
animais e monitorar respostas a situacbes de estresse que podem ser
causadas por poluentes, herbicidas, condicbes de manejo inadequadas,
densidade entre outros (KLINGER et al., 1996; BARCELLOS et al., 2004;
CAMARGO et al., 2005; CRESTANI et al., 2006).

Na tabela 7 é possivel observar que o extrato de alho néo influenciou o
valor de hematdcrito de nenhum dos grupos de tratamento quando comparado
ao grupo controle, no periodo de tempo estudado. Por outro lado, a
concentracdo de hemoglobina apresentou uma reducdo significativa no
tratamento 3 (5,0% de extrato de alho na racdo) comparada aos demais

tratamentos e ao grupo controle. Também foi observado um aumento
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significativo (p<0,05) no numero total de eritrécitos em todos os tratamentos em
relacdo ao grupo controle.

Os eritrocitos sdo as células mais numerosas do sangue, que contém o
pigmento hemoglobina com fungcédo de transporte de oxigénio e gas carbonico
(RANZANI-PAIVA, SILVA-SOUZA, 2004; TAVARES-DIAS et al., 2009).
Qualquer deficiéncia no numero de eritrécitos ou na concentracdo de
hemoglobina podera refletir em uma falta de O, nos tecidos e prejudicar o
funcionamento adequado das células (RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004).
Observando os resultados obtidos com a suplementacdo com alho, 0 aumento
do nimero de eritrocitos sem alteracdo no hematdécrito dos peixes alimentados
com dietas contendo extrato de alho é um fator positivo, j& que 0s mesmos sao
responsaveis pelo transporte de O, e CO, no sangue, representando maior
disponibilidade de células para o transporte de gases.

Tabela 7 - Variaveis hematologicas de R. quelen submetidos a dieta com diferentes
concentractes de extrato de alho.

Variaveis Tratamentos

Hematologicas
C Tl T2 T3

Eritrécitos (10%uL)  1,51+1,67  1,81+229*  2,31+0,93* 1,80 + 2,93*
Hematdcrito (%) 2020+520 28,50+6,40 24,70+£570 27,90+ 4,70

Hemoglobina (g/dL) 6,56+ 0,69 6,61+ 1,60 6,24+1,48  3,66+147*"

VCM (fL) 194,32 + 32,84 161,29 + 42,22 119,56 + 53,54* 168,11 + 42,54
HCM (pg) 43,92 +6,52 37,00+11,01 29,73+8,93 22,98 + 11,90*
CHCM (g/dL) 22,87+299 2288+241 27,69+11,02 14,12+ 7,29*"

Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2,
com 2,5% de extrato de alho); T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho); VCM (Volume
Corpuscular Médio); HCM (Hemoglobina Corpuscular Media); CHCM (Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média); Os valores sdo expressos como média + DP; n=10 para
cada tratamento. *Indicam diferenga significativa (p<0,05) comparados com o grupo controle.
*Indicam diferenca significativa (p<0,05) comparado com T1 e T2.

Além dos valores absolutos de eritrocitos, hematdcrito e hemoglobina, os
indices sanguineos/hematimétricos também sé&o particularmente importantes
para avaliacdo das condicOes de saude dos peixes e podem ser utilizados para
o diagnostico de diversas alteracbes hematoldgicas, dentre elas a anemia.

Diante disso, foram realizados os célculos dos indices para Volume
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Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) e
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). Como pode ser
observado na tabela 7, ocorreu reducéo significativa do VCM no tratamento 2
comparado ao grupo controle. Ainda, os parametros HCM e CHCM
apresentaram redugdes no tratamento 3 quando comparados ao grupo controle
e aos demais tratamentos. As redugBes observadas dos indices
hematimétricos HCM e CHCM especialmente no tratamento 3 associado a
reducdo do conteudo de hemoglobina neste tratamento sugere o
estabelecimento de um quadro de anemia normocitica (sem alteracdo do VCM)
e hipocrdomica (redugdo da concentragdo de hemoglobina, nos eritrocitos)
podendo acarretar um comprometimento da capacidade de transporte de
oxigénio para os tecidos (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Os valores para parametros sanguineos variam enormemente entre as
diversas espécies de peixes e também ja foram observadas variacdes
significativas dentro da mesma espécie, o que dificulta o estabelecimento de
valores de referéncia para comparacdes, considerando estagio de
desenvolvimento do animal, condi¢cdes fisioldgicas e de manutencdo dentre
outras. Shalaby, Khattab e Abdel Rahman (2006) observaram aumento
significativo na contagem de eritrécitos e no conteudo de hemoglobina em O.
niloticus alimentados com dietas contendo diferentes niveis de alho (20, 30, e
40 g/kg de racdo) enquanto que os valores de hematdécrito s6 aumentaram
significativamente no tratamento com 20 g de alho/kg de rac&do. Além disso, as
variagbes dos indices hematimétricos neste estudo reforcam a ideia da
variabilidade dos parametros sanguineos dentro de uma mesma espécie,
sendo que a suplementacdo com concentraces mais elevadas de alho na
racdo (30 e 40 g/kg) promoveu uma reducdo significativa dos indices
hematimétricos dos animais enquanto que nas concentracdes mais baixas
avaliadas (10 e 20 g/kg) foi observado um aumento nos valores de CHCM e
VCM, respectivamente.

Por outro lado, Bard et al. (2006) em estudos com R. quelen alimentados
com alho com 3, 6, 9 e 12 g/kg de racdo nao observaram diferencas
significativas (p>0,05) para a contagem de hemaceas. Ja para os valores
médios de hematdcrito foram observados aumentos significativos (P<0,05)

para os tratamentos contendo 3 e 12 g/kg de alho na racdo em relacdo aos
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demais tratamentos e o grupo controle. Observa-se que, com a mesma espécie
de peixe os indices hematoldgicos podem ser diferentes e influenciados pelas
condi¢bes do meio onde 0s animais se encontram e do tipo de dieta a que sao
submetidos, por isso a necessidade de estabelecer mais estudos referente ao
uso do alho na racdo, comparando idade, sexo e parametros de qualidade da
agua.

Além das hemécias, o sangue também contém células de defesa, os
leucdcitos, sendo que este grupo € constituido por neutréfilos, mondcitos,
linfocitos, eosinofilos e basofilos. Estas células utilizam as vias sanguineas
para realizar o monitoramento de possiveis infeccfes ou injurias teciduais
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

A fim de verificar se o extrato de alho melhora a producédo e ou acdo das
células de defesa dos peixes, foram avaliados a contagem total e diferencial de
células leucocitarias e trombdcitos. Na contagem total, ndo foram observadas
alteracbes significativas na contagem de trombdcitos e leucdcitos comparado
ao grupo controle (por exemplo, para leucdcitos totais, a cada 1000 células
contadas 37,77 eram leucécitos). As porcentagens das células individuais
foram calculadas a partir do nimero total de células contadas no esfregaco
(2000 células). A contagem diferencial de leucécitos para linfocitos, neutrofilos
e células imaturas também nédo apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos e o grupo controle (Tabela 8). Ja em relacdo ao conteudo de
mondcitos e basdfilos o tratamento 1 (0,5% de alho) apresentou reducdo
significativa quando comparado aos tratamentos 2 e 3 e ao grupo controle.
Além disso, no grupo dos basofilos foi observado um aumento significativo na
contagem diferencial para os tratamentos 2 e 3 (2,5% e 5% de alho)

comparados ao tratamento 1 (0,5% de alho) e ao grupo controle.
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Tabela 8 — Contagem total de leucécitos e trombécitos e contagem diferencial de células de
defesa do sangue de R. quelen.

C T1 T2 T3

Trombdcitos (%) 2,63+1,11 2,17+0,54 2,20+ 0,54 2,70 £ 0,85
Leucdcitos totais (%) 3,79+ 1,55 2,60+1,13 3,67 £0,28 3,74 £ 0,64

Linfécitos (%) 41,66 +19,36 53,04+2,68 46,95+14,84 6557 +13,36
Células Imaturas (%) 4,63 +2,24 3,11 + 2,68 2,48 + 1,89 2,80+1,92
Neutréfilos (%) 31,06 + 1550 34,65+ 13,04 28,97 +10,94 15,84 + 6,90
Mondcitos (%) 21,18+10,30 8,12+6,48** 1578+954  9,95+6,37
Basodfilos (%) 1,47 + 3,49 1,08 + 1,56" 5,88+ 4,12*® 584 + 353*@

C (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2, com 2,5%
de extrato de alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho). Os valores sdo expressos
como média = DP; n=10 para cada tratamento. Significativo para *p < 0,05 em relagédo ao grupo
controle; Significativo para #p < 0,05 em relagao aos tratamentos T2 e T3; Significativo para ~p
< 0,05 em relagéo ao tratamento T1.

Na tabela 8 ainda € possivel verificar que além da diminuicdo
significativa do numero de mondcitos no tratamento 1, com 0,5% de extrato de
alho na racdo, também houve reducbes nos demais tratamentos que
receberam extrato de alho se comparados com o grupo controle, indicando
uma possivel reducdo no numero de células de defesa no sangue relacionadas
a resposta imune primaria, ja que os mondcitos tém como funcéo participar dos
processos de fagocitose e de resposta inflamatoria frente a patégenos,
especialmente nos tecidos. Por outro lado, em relacdo a contagem dos
basofilos, o aumento no numero de células se associou com o aumento da
concentracdo de alho na racdo. Uma vez que estas células possuem histamina
em seus granulos e possivelmente estdo relacionadas a processos alérgicos
em peixes, pode-se sugerir um estudo mais detalhado que examine a
possibilidade do alho atuar como alérgeno no organismo dos animais.

Em relacdo ao numero de leucécitos totais, o estudo de Bard et al.
(2006) com R. quelen alimentados com alho com 3, 6, 9 e 12 g/kg de racao
também néo observaram diferencas significativas (p>0,05) na contagem total
de leucdcitos. Por outro lado, Ndong e Fall (2007) observaram que a
suplementacdo de juvenis hibridos de tilapia (Oreochromis niloticus x O.
aureus) com uma dieta suplementada com alho, apés duas e quatro semanas
resultaram em aumentos significativos na contagem total de leucdécitos de
98,72 e 93,87% para dieta 0,5% e de 23,62 e 43,67% para dieta 1%,

respectivamente.



71

Baseado nos dados da literatura de suplementacdo com extrato de alho
e dos resultados do presente trabalho pode-se sugerir que os efeitos do alho
sobre a producdo de células de defesa podem ser considerados bastante
variaveis e dose dependentes uma vez que concentracdes mais elevadas de
alho na racdo parecem ter um efeito menor no estimulo da producdo de
leucécitos em peixes. Ainda, os resultados reforcam a hip6tese de que dose,
tempo e estagio de desenvolvimento dos animais séo fatores determinantes
para a observacdo de efeitos positivos nestes parametros como ja observado

para os demais parametros avaliados no presente trabalho.
5.1.5 Parametros Imunes

Os peixes possuem um sistema imune bastante complexo, composto
pelo sistema imune inato e o sistema imune especifico ou adquirido (IWANA;
NAKANISHI,1996). Dentre os diferentes mecanismos de defesa nao
especificos dos peixes, o processo de fagocitose é extremamente importante
uma vez que atua sobre agentes patogénicos que ultrapassam as barreiras
superficiais de defesa. Durante este processo, tanto no sangue guanto nos
tecidos, ocorre o englobamento dos patdgenos pelos leucdcitos, em especial
neutréfilos e mondcitos, e a disgestdo dos microrganismos pela acdo das
enzimas hidroliticas presentes nos fagossomos/vacuolos digestivos. Dentre as
enzimas hidroliticas encontramos a lisozima, produzida em maior quantidade
durante as infec¢cdes (PAULSEN et al., 2003).

Para verificar se o extrato de alho teria algum efeito sobre a eficiéncia da
fagocitose dos neutrdfilos, foi realizada a anélise do conteddo de lisozima no
plasma. No presente trabalho as dietas com 0,5, 2,5 e 5% de extrato de alho na
racao ndo modificaram o contetdo de lisozima quando comparado com 0 grupo
controle (Figura 9) apesar das alteragcbes observadas na contagem de
monocitos e neutrofilos, principais células envolvidas na fagocitose. Esses
resultados sugerem que o extrato de alho nessas concentra¢des para o jundia
nao apresentou efeito imunoestimulante.

Por outro lado, o extrato de alho estimulou a atividade da lisozima em juvenis
de tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x O. aureus) alimentados com 0,5 g de
alho/kg de racédo suplementada na dieta dos peixes durante duas e quatro

semanas, enquanto que os peixes alimentados com 1 g de alho/kg de racéo
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nao apresentaram diferencas significativas em relacdo ao grupo controle
(NDONG,; FALL, 2007). Ainda, Talpur e Ikhwanuddin (2012) em estudos com
alevinos de Lates calcarifer, demonstraram que a atividade da lisozima
aumentou significativamente (p<0,05) para os peixes alimentados com dietas
de alho (0 g, 15 g e 20 g/kg de ragcéo) comparados com o0 grupo controle. Estes
resultados reforcam a hipotese de que os efeitos imunoestimulantes do alho
estdo relacionados as faixas de concentracdo e tempo de tratamento utilizados
nas diferentes espécies.

Figura 9 — Niveis de lisozima plasmética de R. quelen apds tratamento com diferentes
concentracdes de extrato de alho.
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C (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2, com 2,5%
de extrato de alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho). Os valores sdo expressos
como média + DP (Desvio Padrao); n=10 para cada tratamento.

Além da atividade da lisozima durante a fagocitose, ocorre também um
aumento na producédo de 6xido nitrico (NO) pelas células de defesa (PAULSEN
et al., 2003). O o6xido nitrico € uma molécula pequena e relativamente instavel.
E um radical livre, classificado como espécie reativa de nitrogénio (ERN) que,
dependendo da sua quantidade pode ter efeitos benéficos ou maléficos sobre o
organismo (NATHAN; HIBBS, 1991). O NO é considerado um dos principais
mediadores citotoxicos de células imunes ativadas e € produzido em
guantidades significativas durante a resposta inflamatéria por macrofagos e
outras células do sistema imune que expressam a isoforma da enzima iNOS. O

NO como radical livre reage com o anion superoxido e forma peroxinitrito um
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potente oxidante que pode destruir os microrganismos invasores, se tornando
assim, um fator importante na resposta imune dos peixes. O NO gerado nestas
circunstancias € liberado dos macréfagos e atua sobre as células ou
microrganismos alvo ocasionando danos oxidativos letais (SECOMBES, 2001;
NATHAN; HIBBS, 1991; PELIELO, 2011). Em presenca de oxigénio e
oxihemoglobina este radical ¢é rapidamente degradado (meia-vida
extremamente curta, de 4 a 6 segundos no plasma) produzindo nitrito (NOy) e
nitrato (NO3) que sdo utilizados como marcadores para a determinacdo da
producdo de NO e da resposta imune (ASL et al., 2008).

No presente estudo, os valores do conteddo de nitrito/nitrato para os
jundids suplementados com extrato de alho ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) entre os tratamentos e o grupo controle, como pode ser
observado na figura 10. Assim, os resultados indicam que o extrato de alho ndo
influenciou a producéo de 6xido nitrico e de espécies derivadas de nitrogénio,
fator importante na resposta imunoldgica nos peixes, indicando que o extrato
de alho nessas concentracfes ndo tem interferéncia na resposta imune em
condicbes basais.

Figura 10 - Conteudo de nitrito/nitrato (uM) no plasma de R. quelen suplementados com
diferentes concentracdes de extrato de alho na ragéo.
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Controle (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2,
com 2,5% de extrato de alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho). Os valores séo
expressos como média + DP (Desvio Padréo); n=10 para cada tratamento.
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5.2 PARTE Il — PEIXES DESAFIADOS COM O PARASITA Ichthyophthirius

multifiliis

O I. multifilis é um ectoparasita, da classe Oligohymenophorea
responsavel por grandes prejuizos na piscicultura de agua doce a nivel
mundial. Vale ressaltar que a ictiofitiriase é de dificil tratamento, principalmente
em viveiros muito grandes, pois o grande volume de A&gua dificulta o
tratamento, que deve ser feito em tanques especiais para tal finalidade
(PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008; EIRAS; TAKEMOTO; PAVANELLI,
2010). Por isso a importancia de se encontrar formas de prevencao ao parasita.

Devido a baixa taxa de sobrevivéncia dos peixes desafiados com o
parasita |. multifilis, ndo foram realizadas as analises bioquimicas e a analise
estatistica para os parametros do estudo. Para estes animais foi realizada

apenas a caracterizacdo hematoldgica e histoldgica qualitativa.
5.2.1 Parametros de Qualidade de Agua

Na tabela 9 é possivel observar os parametros da qualidade de agua
para o sistema de recirculacao dos peixes desafiados com o parasita, visto que
a temperatura foi mantida mais baixa, justamente para a infestacao do parasita.
Além disso, neste sistema néo se utilizou agua com salinidade, pois o sal inibe
o desenvolvimento do I. multifilis (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008).

Tabela 9 — Pardametros da qualidade da agua durante o periodo do desafio com o parasita para
0 sistema de circulacéo.

Temperatura 02 NH3 Salinidade pH
(9] (mg/L) (mg/L) (o)
Sistema
(desafio) 22,33+ 2,00 50+0,20 0,21+0,10 0,00 7,10+ 0,10

O, — Oxigénio; NHz — Amonia.

5.2.2 Parametros de Sobrevivénvia e Contagem dos Parasitas Infestados

Para o desafio com o parasita I. multifiliis, foram utilizados 10 peixes de
cada grupo de tratamento mais o0 grupo controle. Apos realizada a infestacéo
experimental os animais foram acompanhados e a mortalidade avaliada. Para

esses peixes a taxa de mortalidade foi bastante elevada como pode ser
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observado na tabela 10, sendo que o grupo controle teve a maior taxa de
sobrevivéncia com 30% dos animais.

Para os animais que sobreviveram foram realizadas a contagem da
infestagéo do . multifiliis, em uma dimenséo de 10 cm? (abaixo da nadadeira
dorsal esquerda) e também do segundo arco branquial de cada peixe. Os
resultados da contagem sdo apresentados na figura 11, na qual é possivel
observar que o grau de infestacdo foi semelhante nos grupos dos diferentes
tratamentos comparando-0s com o grupo controle (Figura 12).

Tabela 10 — Taxa de sobrevivéncia e mortalidade dos peixes desafiados com o parasita |.
multifiliis.

C Tl T2 T3
Sobrevivéncia (%) 30 20 10 10
Mortalidade (%) 70 80 90 90

T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2, com 2,5% de extrato de
alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho).

Figura 11 — Contagem do numero de parasitas (I. multifiliis) por juvenil de R. quelen (A) na
superficie da pele (10 cm?); (B) no segundo arco branquial.
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Controle (Testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho); T2 (Tratamento 2,
com 2,5% de extrato de alho). T3 (Tratamento 3, com 5% de extrato de alho). Cada barra
representa um animal sobrevivente ao desafio com o parasita.

F_igura 12 — Juvenil de R. quelen infestado pelo parasita |. multifiliis (pontos brancos).

Parasita /. multifilis (Ponto branco)

Fonte: Amorin, 2016.

Com base nos dados obtidos do desafio, pode-se afirmar que o extrato
de alho, nas concentracdes e tempo utilizados neste estudo, ndo apresentou
efeito imunoestimulante nos peixes desafiados com o parasita I. multifiliis, uma
vez que a mortalidade foi alta em todos os tratamentos inclusive no grupo

controle.
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Buchmann et al. (2003) realizaram testes in vitro para avaliar os efeitos
do extrato de alho sobre a fase teronte infecciosa e a fase tomonte do parasita
I. multifilis sendo que a eficacia do extrato foi comparada com a do verde
malaquita®. O extrato de alho na concentracdo de 62,5 mg/L provocou a morte
de terontes apés 15 h de exposicdo in vitro indicando que concentracdes mais
elevadas de extrato de alho sdo necessarias para provocar a morte das formas
infestantes do parasita quando comparado ao verde malaquita (0,1 mg/L) no
mesmo periodo de tempo. Além disso, para promover a morte dos tomontes e
impedir o desenvolvimento dos tomitos in vitro em 24 h, foi necessaria uma
concentracdo de 570 mg/L de extrato de alho, bem mais elevada que a dose
usada de verde malaquita (0,15 mg/L) reforcando que o extrato de alho pode
ser efetivo no combate ao parasita mas que seriam necessarios esquemas de
tratamento repetitivos para sistemas de cultivo ou doses mais elevadas do
extrato para obtencao de resultados positivos.

Apesar de néo ter sido verificado um efeito protetor do alho contra a
infestagéo do parasita I. multifiliis, foi observado que os animais suplementados
com a racao contendo extrato de alho ndo apresentaram lesfes secundarias
nem contaminacdo bacteriana secundéria a presenca do parasita, ocorréncias
estas verificadas nos animais do grupo controle, conforme a figura 13. Um dos
problemas associados a infestacdo com |. multifiliis € que as lesGes provocadas
pelo parasita na superficie da pele dos peixes servem como porta de entrada
para infeccbes secundarias, geralmente causadas por bactérias oportunistas
gue se instalam nas lesdes e se disseminam pelo resto do corpo do animal
(PAVANELLI, 2008). Diante disto, pode-se sugerir que o extrato de alho nas
concentracfes utilizadas neste estudo possa apresentar um efeito protetor
contra infeccbes bacterianas. Esta hipotese é reforcada, pois em trabalhos
realizados com O. Niloticus todos os grupos tratados com alho apresentaram
niveis mais baixos de mortalidade quando desafiados com Pseudomonas
fluorescens comparado com 75% de mortalidade do grupo controle (DIAB et
al., 2008). Talpur; Ikhwanuddin (2012) também avaliaram efeitos positivos em

relacdo a sobrevivéncia de Lates calcarifer, quando alimentados com alho e

A utilizacdo do verde de malaquita é considerado o tratamento mais eficaz para esta
doenga, mas seu uso foi desencorajado devido a suas propriedades mutagénicas e
teratogénicas, portanto este composto € proibido para o uso na aquicultura.
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expostos ao desafio com a bactéria Vibrio harveyi, sendo que a melhor taxa de
sobrevivéncia foi com o tratamento que recebeu alho 10 g/kg de racdo, com
sobrevida de 83,35% em comparacéo com o controle que foi de 33,3%. Para
comprovar esse possivel efeito em jundids, estudos mais especificos in vitro e

vivo com bactérias podem ser desenvolvidos posteriormente.

Figura 13 — (A) R. quelen do grupo controle, desafiado com o parasita, com possivel infeccao
bacteriana; (B) R. quelen que recebeu dieta com extrato de alho, desfiado com o parasita,
porém sem infc%ao secundaria.
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Fonte: Amorin, 2016.

5.2.3 Parametros Hematoldgicos

Em relagdo aos peixes desafiados com o parasita I. multifilis, foram
realizadas comparacdes sobre os parametros de leucocitos totais e trombdcitos
nos animais que sobreviveram ao desafio com os ndo desafiados.Quando
observados os dados da tabela 8 (peixes ndo desafiados) verificamos um
aumento no numero de céllulas de defesa dos peixes desafiados com o
parasita (Tabela 11). Este resultado indica que mesmo com grande mortalidade

dos peixes desafiados foi possivel verificar que houve uma tentativa de
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resposta de defesa manifestada pelo aumento do niumero de células de defesa,
que sdo importantes no que tange a atividade fagocitica no sangue.

Atencdo também deve ser dada a auséncia de eosindfilos, células com
funcdo ainda incerta para peixes, mas com evidéncia de sua participacdo em
processos de defesa contra parasitas em mamiferos e em algumas espécies
de peixes (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004; RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Tabela 11 — Contagem de leucécitos e trombdécitos totais e contagem diferencial de células de
defesa do sangue de R. quelen apds o desafio com o parasita |. multifiliis.

C T1 T2 T3
Trombdcitos (%) 2,1 1,83 2,0 2,9
Leucdcitos totais (%) 6,0 8,0 9,9 8,9
Linfocitos (%) 16,1 9,6 10,1 8,4
Cel. Imaturas (%) 39,8 42,7 52 46,9
Neutrdfilos (%) 41,2 46,6 36,9 44,1
Monécitos (%) 0,7 0,0 0,0 0,0
Basofilos (%) 2,1 0,9 1 0,6

C (testemunha (trés animais)); T1 (Tratamento 1, com 0,5% de extrato de alho (dois animais));
T2 (Tratamento 2, com 2,5% de extrato de alho(um animal)). T3 (Tratamento 3, com 5% de
extrato de alho (um animal)).

5.3 ANALISE HISTOLOGICA

As analises histolégicas sdo uma ferramenta eficiente para o diagndstico
e identificacdo de alteracBes ocasionadas em tecidos e 6rgdos dos peixes.
Véarios Orgaos podem ser utilizados nas analises histolégicas, porém
considerando o0 ataque de ectoparasitas em jundias, como o |. multifiliis, os
orgdos mais afetados sédo branquias e pele (SHEPHARD, 1994; PAVANELLI;
EIRAS; TAKEMOTO, 2008). Diante disso, as analises realizadas no presente
estudo foram com branquias e com pele, tanto dos peixes desafiados com o
parasita . multifilis (aqueles que sobreviveram) quanto para os que nao foram

desafiados.
5.3.1 Analise Histoldgica de Branquias

As branquias sdo 6rgaos complexos, multifuncionais e exercem papéis
vitais, pois, além de serem o principal meio de trocas gasosas, também estéo
envolvidas nos processos de osmorregulacdo, equilibrio acido-basico e
excrecdo de compostos nitrogenados (MACHADO; FANTA, 2003; BORGES,
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2005). Na figura 14 é possivel verificar a estrutura normal de branquia de jundia

nao desafiado com o parasita.

Figura 14 — Histologia representativa de branquia normal de R. quelen ndo desafiado com o
parasita.

Fonte: Amorin, 2016. Legendas: Cp — Célula pilar; Ei — Epitélio interlamelar; Er — Epitélio
respiratério; Es - lacuna ou lumem capilar; L1 Lamela priméaria; Hem — Hemécias; L2 — Lamela
secundéria ou respiratoria.

Para os peixes ndo desafiados com o parasita ndo houve quaisquer
alteracdes nas estruturas das branquias apos os tratamentos com extrato de
alho nem com o grupo controle, indicando que o uso do extrato de alho nessas
concentracdes (0,5, 2,5 e 5%) nao altera estas estruturas. Por outro lado, nos
peixes desafiados com o parasita, € possivel observar grandes alteracdes nas
branquias, ocasionadas pelo I. multifilis, em todos os tratamentos e também no
grupo controle, ndo havendo diferencas entre os peixes que receberam as
dietas com extrato de alho e o grupo controle conforme demonstrado na figura
15.
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Figura 15 — Histologia representativa de Branquia normal de peixe ndo desafiado com o
parasita em menor (A) e maior detalhe (C e E); Histologia representativa de Branquia de peixe
desafiado com o parasita em menor (B) e maior detalhe (D e F).

Fonte: Amorin, 2016. Legendas: LPN — Lamela Primaria Normal; LPA — Lamela Primaria
com Alteracdo; LSN — Lamela Secundéaria Normal; LSA - Lamela Secundéaria com Alteracao;

LS — Lamela Secundaria; I.m. — I. muitifiliis.
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Nas branquias dos peixes que nao foram desafiados com o parasita nao
foram observadas alteracdes das lamelas respiratérias como desestruturacao
das lamelas secundarias, hipertrofia (aumento do tamanho das células),
hiperplasia (aumento do niumero de células) ou fusédo de lamelas respiratérias.
Ja para os peixes desafiados com o parasita é possivel observar infestacdo do
I. multifiliis, desestruturacdo das lamelas secundarias, hiperplasia e fusdo de
lamelas respiratérias (Figuras 15 e 16). A partir das imagens histologicas é
possivel sugerir que a fusdo e a desestruturacdo das lamelas secundarias
estejam aumentando a distancia entre a agua e o sangue, dificultando o
processo de oxigenacdo para 0s peixes, um dos provaveis motivos para a
grande mortalidade.

Figura 16 — Histologia representativa de branquia de Jundia (A) Desestruturacdo das lamelas
secundérias; (B) Desestruturacéo e fuséo de lamela secundéaria.
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Fonte: Amorin, 2016. FL — Fusao de lamela.

5.3.2 Andlises Histolégicas do Tegumento

7

O tegumento dos peixes é composto por trés camadas principais, a
epiderme, a derme e a hipoderme, estruturas estas que estao de acordo com a
descricao de Hussain (2009) (Figura 17).
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Figura 17 — Histologia normal de tegumento de R. quelen ndo desafiado com o parasita.

Fonte: Amorin, 2016. Legendas: Bm — membrana basal; Cc — “Club Cells”; Ce — Camada
epitelial exterior; D — Derme; E — Epiderme; Fb — Fibroblastos; Ta — Tecido adiposo
(hipoderme).

Na figura 18 é possivel verificar a comparacdo dos peixes nao
desafiados com o parasita Ictio daqueles que foram desafiados com o mesmo.
Nota-se que nos peixes ndo desafiados com o parasita hdo houve quaisquer
alteracdes nas estruturas do tegumento ap0s os tratamentos com extrato de
alho nem com o grupo controle, indicando que o uso do extrato de alho nessas
concentracdes (0,5, 2,5 e 5%) nao altera estas estruturas. Por outro lado, nos
peixes desafiados com o parasita é possivel observar grandes alteracdes no
tegumento, ocasionados pelo |. multifilis, em todos os tratamentos e também
no grupo controle, ndo havendo diferencas entre 0s peixes que receberam as

dietas com extrato de alho e o grupo controle.
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Figura 18 - Histologia representativa do tegumento de Jundia (A) Tegumento normal de peixe
ndo desafiado com o parasita; (B) Tegumento de peixe com alteracdo na sua estrutura
ocasionados pelo parasita |. multifilis e proliferacdo de “club cels”; (C) Epiderme e derme
normal sem alteracdes; (D) Alteracdo da epiderme ocasionada pelo parasita |. multifilis e
proliferagéo de “club cels”.
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Fonte: Amorin, 2016. AE — Alteragdo da Epiderme; Cc — “Club cells”; EN — Epiderme
Normal; EDN — Epiderme e Derme Nomais; I.m. — |. multifilis.

Em relacdo aos peixes desafiados com o parasita é possivel observar na
figura 19 (A) que had uma reacgéo inflamatéria com a presenga de leucécitos na
derme. A presenga dos leucdcitos no tecido esta diretamente relacionada ao
parasitismo e indica uma tentativa de reacdo de defesa por parte do animal
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Na figura 19 (B) observa-se que a
infestacdo pelo Ictio se deu apenas na epiderme do tegumento, nado
penetrando na derme, provavelmente pela resposta das células de defesa
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presentes sendo possivel também visualizar uma grande proliferagao de “club
cells” na epiderme.

Figura 19 — Histologia representativa do tegumento de Jundia (A) Migracdo leucocitaria na
derme; (B) |. multifiliis parasitando o tegumento (epiderme) e grande proliferagéo de “club cells”.

Fonte: Amorin, 2016. Cc — “Club cells”; D — Derme; E — Epiderme; I.m. — |. multifiliis;
L — Leucécitos; TA — Tecido Adiposo.
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As “club cells” sdo células grandes e ovoides que se encontram nas
camadas superficiais da epiderme (IGER et al., 1994; CHIVERS et al., 2007).
Anteriormente 0s pesquisadores relacionavam a funcdo dessas células a
producdo de moléculas sinalizadoras e eram denominadas células de alarme a
predadores. Por outro lado, estudos mais recentes afirmam que provavelmente
estas células ndo estdo associadas com a producdo de substancias indutoras
de alarme, uma vez que seu conteudo ndo pode ser liberado voluntariamente
(CHIVERS et al, 2007) e sim sugerindo que as “club cells” fazem parte do
sistema imunoldgico, sendo estimuladas através de diferentes agentes
estressores (IGER et al. 1994; CHIVERS et al, 2007; HALBGEWACHS, 2009).
Chivers et al. (2007) afirmam que a funcéo primaria das “club cells” é fornecer a
primeira linha de defesa contra parasitas ou patdgenos que penetram através
da pele, e/ou promover a cicatrizacdo da pele danificada. Diante disso, pode-se
observar na figura 18B, 18D e 19B que houve uma grande proliferagéo celular
e desestruturagdo da epiderme, com aumento do numero de “club cells” para
os peixes que foram desafiados com o parasita |. multifilis, indicando que
possivelmente estas células tem funcdo de defesa contra parasitas, o que

justificaria a sua proliferacdo no caso da infestacdo causada pelo I. multifiliis.
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6 CONCLUSOES

Em relacdo aos resultados encontrados nesse estudo pode-se concluir
que:

- 0 uso do extrato de alho na racdo ndo promoveu alteracOes
significativas na glicemia, conteudo de glicogénio hepatico e atividades das
aminotransferases indicando que néo influencia na homeostasia metabolica
basal dos animais. Por outro lado, o extrato de alho estimulou a sintese de
glicogénio muscular, disponibilizando maior reserva de energia para este
tecido;

- a suplementacédo com alho promoveu reducéo da atividade da catalase
no figado dos juvenis sem alteracbes na lipoperoxidagdo tecidual, indicando
que o alho pode influenciar o status antioxidante dos animais dependendo da
dose e do tempo de tratamento utilizado. Este € o primeiro relato sobre
atividade antioxidante do alho em juvenis de jundias;

- 0 extrato de alho nas concentracdes e tempo utilizados n&o atuou
como promotor de crescimento para os juvenis de jundia;

- as alteracbes hematoldgicas observadas nos grupos suplementados
com alho sugerem que concentracbes mais elevadas podem comprometer a
capacidade de transporte de oxigénio uma vez que as concentracdes de
hemoglobina e o0s indices hematimétricos foram reduzidos e,
consequentemente, alterar as funcdes metabdlicas do tecidos.

- a suplementacdo da dieta com extrato de alho ndo promoveu
alteracOes na capacidade de resposta imune basal dos peixes, ndo melhorando
a resisténcia frente a infestacdo com o parasita |. multifiliis;

- 0s animais infestados com o parasita ndo apresentaram lesGes
secundarias provocadas por bactérias sugerindo que o extrato de alho nas
concentracdes utilizadas neste estudo possam apresentar um efeito protetor
contra infecgbes bacterianas. Para comprovar esse possivel efeito em jundias,
estudos mais especificos in vitro e vivo com bactérias podem ser desenvolvidos
posteriormente;

- Ainda existe poucos estudos em relagcédo ao uso do alho na racdo, em
especial com o R. quelen, ressaltando a necessidade de mais estudos

envolvendo doses, tempos de tratamento e diferentes fases de



90

desenvolvimento para caracterizar adequadamente os efeitos do alho no
metabolismo, no sistema imune do jundi4 e na sua capacidade de resposta

frente & agentes patogénicos diversos como parasitas e bactérias.
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