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Resumo

Neste capitulo, apresentam-se resultados de estudos sobre as infeccbes
parasitarias e o quadro sanguineo de pirarucu Arapaima gigas em cultivo
intensivo e semi-intensivo na Amazbnia central. Nesta importante espécie
para a aquicultura amazbnica, foram descritas as infec¢cbes causadas por
protozoarios e metazoarios e os efeitos do parasitismo por Monogenoidea em
parametros bioquimicos, eritrocitarios, trombdcitos e leucécitos. Além disso,
foram relatadas as caracteristicas citoquimicas de trombdcitos e leucdcitos,
0s parametros sanguineos em peixes de diferentes idades e quando
suplementados na racdo com vitaminas C e E. Este é o primeiro estudo sobre
os efeitos de infeccBes parasitarias em pardmetros sanguineos do pirarucu
em ambiente cultivado.

Abstract

In chapter, the results of studies on parasitic infections rates and blood
parameters for pirarucu Arapaima gigas kept in intensive and semi-intensive
culture from the Amazonian central it was presented. In this important fish
for Amazonian aquaculture, the infections caused by protozoan and metazoan
parasites and the effects of the parasitism by Monogenoidea in biochemical
and red blood cells parameters, thrombocytes and leukocytes counts were

389



Araujo et al. InfeccBes parasitérias e pardmetros sanguineos em...

described. Furthermore, cytochemical features of thrombocytes and
leukocytes and blood parameters in fish of differentages, as well as blood
parameters in fish supplemented with vitamins C and E were reported.
Thiswas the first report on the effects of parasitic infections in hematological
parameters of for farmed pirarucu.

Introducéo

O pirarucu Arapaima gigas, é uma espécie endémica da bacia
amazbnica e chega a medir 3 m de comprimento e a pesar 200 kg. Essa
espécie piscivora, € um dos peixes que apresenta as melhores perspectivas
para a criagdo em qualquer modalidade de cultivo na Amazdnia. Sua
respiracdo aérea obrigatoria facilita a criagdo quando em aguas com baixa
disponibilidade de oxigénio dissolvido, o que nao é possivel nos peixes de
respiracdo branquial obrigatéria. Apresenta grande velocidade de
crescimento, podendo alcancar 7-10 Kg no primeiro ano de cultivo. Tem
rusticidade ao manuseio e facilidade no treinamento para aceitar racao
balanceada, além de suportar altas densidades de estocagem (Imbiriba,
2001; Ono et al., 2003, 2004; Cavero et al., 2003; Cavero et al., 2003;
Brandado et al., 2006; Andrade et al., 2007). Portanto, todos esses fatores
positivos vém impulsionando o cultivo do pirarucu no estado do Amazonas,
bem como em outras regidées da Amazonia.

A aquicultura é, atualmente, responsavel por 45% da producdo de
animais aquéticos usados para a alimentacdo do homem. Porém, o mercado
consumidor requer demanda de produtos seguros e de qualidade
(Subasinghe et al., 2009), e isso inclui também a producdo de peixes. O
sucesso da piscicultura depende de varios fatores, dentre os quais as
condi¢Oes sanitarias € um dos mais importantes, se ndo o mais relevante.
Como em todos os sistemas de producdo animal, as doencas parasitarias sao
consideradas fatores limitantes a producdo de peixes e estas vem se
expandindo na indudstria da aquicultura. Assim, no cultivo de peixes, como
nos demais tipos de producdo animal, as condutas de manejo necessitam de
observacéo, especialmente do ponto de vista sanitario (Pavanelli et al., 2008;
Araudjo et al., 2009), para garantir um produto de qualidade e o sucesso
econdmico a que se propOe esta atividade. Caso contrario, as doencas
poderdo ser responsaveis por epizootias na piscicultura e ocasionar perdas
econdbmicas significativas, consequentemente, levando os produtores ao
desestimulo (Araujo et al., 2009).

Os parametros sanguineos podem ser usados como indicadores
biol6égicos no monitoramento da salde dos peixes e do ambiente, como uma
rapida ferramenta na identificacdo do estresse que o ambiente pode impor
aos peixes. Assim, estas informagfes poderiam ser utilizadas para avaliar e
controlar o estado fisiolégico de determinado peixe, padronizando as
condicOes ideais para o seu cultivo (Svetina et al., 2002). Por isso, os estudos
sobre o quadro hematoldégico de peixes, em cativeiro, tém aumentado
consideravelmente nas ultimas décadas. Mas apesar deste incremento na
determinacdo de valores de referéncia para parametros sanguineos de varios
peixes, muitas vezes, os leucdcitos ainda sdo motivos de grande controvérsia
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(Tavares-Dias & Moraes, 2004; Tavares-Dias & Barcellos, 2005; Tavares-
Dias, 2006a).

Devido as variagcbes morfoldégicas dos granuldcitos, durante seu
amadurecimento, uma andlise baseada somente na morfologia pode ser
insuficiente para identificacdo de populacdes leucocitarias. Os constituintes
enzimaticos e nao enzimaticos destas células podem ser demonstrados por
métodos citoquimicos (Tavares-Dias, 2006a; Tavares-Dias & Moraes, 2006b;
Shigdar et al., 2009). Estes métodos além de serem Uteis para identificacdo
das populacbes dos leucécitos, podem ser usados para compreensdao do
desenvolvimento destas células e de suas fun¢bes imunolégicas (Ueda et al.,
2001; Tavares-Dias & Barcellos, 2005; Rough et al., 2005; Tavares-Dias,
2006a). Os leucdcitos possuem proteinas no nucleo e no citoplasma. Entre as
proteinas citoplasmaticas, as enzimas sao as mais importantes e estdo
ligadas as granulacdes dessas células. As proteinas ndo-enzimaticas sdo de
menor importancia, uma vez que nao sao usadas durante processo fagocitico
e morte dos micro-rganismos, como ocorre com as enzimas. Os granulécitos
maduros possuem granulagbes secundarias ou especificas, as quais sao
menores que as granulacbes das células jovens. Além dos constituintes
enzimaticos dos leucécitos (peroxidase, esterases, fosfatases e outras) ha
também os carboidratos e lipideos (Hayhoe & Quaglino, 1994; Lorenzi,
1999). Existem varios meétodos citoquimicos para a localizacdo dessas
substancias nos leucdcitos e a maioria desses métodos baseia-se na producao
de um precipitado corado.

Este capitulo, resultado pesquisas relacionados com os parasitos de
pirarucu em diferentes tipos de cultivo, bem como a relagdo desses parasitos
com a hematologia, pretende contribuir para o subsidio do desenvolvimento
do cultivo deste importante peixe nativo da Amazodnia, além de dar suporte
para novas pesguisas na area.

Parasitos do pirarucu em ambiente natural

Os primeiros estudos sobre parasitofauna do pirarucu em ambiente
natural tiveram inicio com Baylis (1927) e Travassos et al. (1928).
Posteriormente, Thatcher (1991, 2006) revisou os parasitos descritos para o
pirarucu na Amazdnia. Porém, grande parte das informacdes sobre os
parasitos que albergam o pirarucu, ao longo de cem anos de publicacbes,
esta dispersa na literatura e novos parasitos foram descritos. Assim, essas
informacdes foram reunidas na Tabela 1, e mostram que 0 pirarucu possui
uma rica fauna de parasitos metazoarios, abrangendo espécies de Myxozoa,
Monogenoidea, Nematoda, Cestodaria, Digenea, Crustacea, Achantocephala e
Pentastomida. Estes estudos, em sua maioria descricbes taxondmicas, foram
conduzidos em pirarucus coletados em rios da Amazbnia (Malta, 1982;
Kritsky et al., 1985; Thatcher, 1980, 1991, 2006; Gomes et al., 2006; Santos
et al., 2008) e recentemente, novos relatos foram em espécimes do Rio
Araguaia, Mato Grosso, Brasil (Feijo et al., 2008; Santos et al., 2008).

Os parasitos sao as maiores causas de infecgcbes em peixes cultivados.
Assim, a preocupacdo dos pesquisadores ndo € apenas avaliar o impacto dos
parasitos em populacdes de peixes em seu ambiente natural, mas também
ampliar os conhecimentos sobre as estratégias usadas pelos diferentes
parasitos. Essas informacbes, além de explicar a presenca ou auséncia de
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determinadas espécies de parasitos nos peixes, bem como as taxas de
parasitismo (Pavanelli et al., 2004), podem também auxiliar na estratégia de
medidas de profilaxia e tratamento, quando este peixe estiver em condi¢cbes

de cultivo.

Tabela 1. Parasitos metazoarios do A. gigas em ambiente natural.

Grupo Taxonémico

Género/Espécie/Autor

Localizacao
no hospedeiro

Monogenoidea

Dawestrema cycloancistrioides Kritsky,
Boeger & Thatcher, 1985

Dawestrema cycloancistrium Price &
Nowlin, 1967

Dawestrema punctatum Kritsky,
Boeger & Thatcher, 1985

Branquias/pele

Digenea

Caballerotrema arapaimense Thatcher,
1980

Caballerotrema brasiliense Thatcher,
1980

Caballerotrema piscicola Kohn &
Fernandes, 1981

Intestino

Cestodaria

Nesolecithus janicki Poche, 1922
Schizochoerus liguloideus Diesing,
1850

Cavidade
abdominal

Nematoda

Goezia spinulosa Diesing, 1839
Terranova serrata Drasche, 1884
Nilonema senticosa Baylis, 1927
Procamallanus inopinatus Travassos,
1929

Procamallanus rarus Travassos,1929
Gnaostoma gracilis Diesing, 1839
Camallanus tridentatus Drasche, 1884
Rumai rumai Travassos, 1960
Capillostrongyloides arapaimae
Santos, Moravec & Venturieri, 2008

Estébmago,
intestinos,
cecos piléricos e
bexiga natatéria

Achantocephala

Polyacanthorhynchus macrorhynchus

Diesing, 1836 Intestino

Polyacanthorhynchus rhopalorhynchus

Diesing, 1851
Copepoda Ergasilus sp. Narinas
Branchiura Dolops discoidalis Bouvier, 1899

Argulus Muller, 1785 Pele
Pentastomida Sebekia Sambon, 1922 Estbmago
Myxozoa Henneguya arapaima Jeijo, Arana, Branquias e

Cecarelli & Adriano, 2008 nadadeiras
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Parasitos de pirarucus em cultivo intensivo

Na estacdo de piscicultura experimental da Coordenacdo de Pesquisas
em Aquacultura (CPAQ)/INPA (Manaus, AM), no periodo de abril de 2005 a
junho de 2006, durante cultivo de 3400 alevinos de A. gigas (5,0-12,0cm e
5,5-12,0g), 19,7% apresentaram infeccdo nas branquias e pele por
Dawestrema Price & Nowlin, 1967 (Dactylogyridae); 23,5% por bactérias e
1,0% por Trichodina Ehrenberg, 1834 (Protozoa). Esses parasitos
ocasionaram trés casos de mortalidade, com um total de 1.250 alevinos
mortos, devido ao excesso de matéria organica no viveiro e/ou apos
transporte dos alevinos. Em todos os casos de mortalidade os peixes eram
alevinos, demonstrando assim uma maior susceptibilidade do pirarucu nesta
fase de criacdo. Para o controle das infeccbes causadas por parasitos do
género Dawestrema e Trichodina foi usado 10 g/L de NaCl, em trés banhos
consecutivos, com duracgado de 15 minutos cada.

Parasitos de pirarucus cultivados em tanques-rede

Juvenis de pirarucu (0,25 g e 4,0 cm) adquiridos de piscicultura
comercial foram mantidos na Estacdo Experimental de Piscicultura da
Coordenacdo de Pesquisas em Aquacultura (CPAQ) do INPA/Manaus, Brasil.
Quando esses peixes estavam com 5,0 cm e 0,5 g de peso foram transferidos
para tanque-rede de malha de tecido de 1 m*® de volume instalado em viveiro
de 50 m? para o condicionamento alimentar. Na sequéncia, os peixes
passaram a ser alimentados com uma mistura inicial contendo 98% de
farinha de peixe e 2% de premix vitaminico e mineral, com racdo comercial
contendo 40% de proteina bruta em propor¢cdes de 90:10, respectivamente.
Semanalmente, a mistura das rac¢fes foram alteradas gradualmente (75:25,
50:50, 25:75), chegando ao final da transicdo gradual apenas com a racao
comercial (Ono et al., 2003, 2004). Em seguida, os peixes foram transferidos
para um viveiro de 120 m?, permanecendo até o tamanho adequado para
criacdo em tanques-rede.

Peixes com peso médio de 2132,8 = 42,4 g foram entéo transferidos
para tanques-rede, em uma barragem, em uma propriedade comercial de
Iranduba (AM, Brasil). Nestes tanques-rede, os peixes foram alimentados
com racdo extrusada suplementada com 800 mg/kg de vitamina C, seguindo
recomendacbes prévias (Menezes et al.,, 2006; Andrade et al., 2007).
Durante 210 dias, duas vezes ao dia, os peixes foram alimentados, até a
saciedade aparente, com racdes contendo de 36% a 48% de proteina bruta.
Ao final deste periodo, 46 peixes necropsiados tiveram a pele, branquias e
trato gastrointestinal examinados, para verificacdo da presenca de parasitos.

A nomenclatura dos indices parasitarios (prevaléncia, intensidade
meédia, variacdo de intensidade, abundancia média) adota aqui para avaliacao
do nivel de infeccdo, foi a recomendada por Bush et al. (1997) e a
dominancia relativa média segundo Rhode et al. (1995).

Durante o periodo experimental os parametros da qualidade de agua da
barragem nao apresentaram variagfes (Tabela 2), mantendo-se dentro dos
limites considerados adequados para o desempenho produtivo e a
manutencéo da saude de peixes tropicais de agua doce.
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As branquias de 100% dos espécimes de pirarucu analisados estavam
infectadas por parasitos do género Trichodina Ehrenberg, 1834, Dawestrema
Price & Nowlin, 1967 e Argulus Muller, 1785 com intensidade variavel.
Trichodina sp. foi o parasito dominante, seguido por Dawestrema sp. (Tabela
3). Porém, o exame parasitolégico gastrintestinal ndo revelou qualquer
parasito. Todos os peixes examinados apresentaram parasitos devido ao seu
adensamento e a baixa circulacdo da agua da barragem onde estavam
inseridos os tanques-rede. No entanto, a diversidade de parasitos foi baixa se
comparada a descrita para pirarucus em ambiente natural.

Tabela 2. Parametros da qualidade da agua para A. gigas cultivados em
tanques-rede.

Parametros Média = Desvio padrao
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,83 + 1,41
Temperatura (°C) 29,8 + 0,63

pH 5,59 + 0,78
Condutividade elétrica (uS/cm) 7,58 + 0,41
Amaénia total (mg/L) 1,24 = 0,88
Nitrito (mg/L) 0,007 = 0,005
Alcalidade total (mg CaCOz/L) 3,64 + 0,44
Dureza total (mg CaCOz/L) 2,43 + 1,58

Tabela 3. Indices parasitarios em A. gigas cultivados em tanques-rede,
Iranduba (AM).

Espécies de parasitos Trichodina sp. Dawestrema sp. Argulus sp.
Peixes examinados 46 46 46
Peixes parasitados 46 46 27
Prevaléncia (%0) 100 100 58,7
Amplitude de intensidade 306-7595 37-1400 1-5
Intensidade média 132 21 51
Dominancia relativa média 0,862 0,137 0,0003

Parasitos de pirarucus cultivados em piscicultura semi-intensiva

Em um periodo de 21 meses, foram coletados 295 espécimes de A.
gigas (7,31 1,93 a 72,5 £ 0,7 cm) de uma mesma piscicultura de cultivo
semi-intensivo. Apds a coleta dos peixes foi feita necropsia para estudo
parasitoldégico. A contagem dos protozoarios foi estimada, avaliando-se o
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numero de parasitos/campo da lamina do raspado de pele e das branquias. A
prevaléncia de Trichodina sp. foi elevada, principalmente no tegumento
(Figura 1 e Tabela 4).

Tabela 4. Indices parasitarios de Trichodina sp. em A. gigas de piscicultura
semi-intensiva.

Local de fixacéo Prevaléncia (%) Intensidade média Abundancia
Tegumento 41,7 29,0 12,1
Branquias 24,4 15,0 3,7

Figura 1. Infeccdo macica de Trichodina sp. no tegumento em A.
gigas de piscicultura semi-intensiva.

Os peixes também estavam altamente parasitados por helmintos. Nas
branquias houve parasitismo por Monogenoidea Dawestrema cycloancistrium
e D. cycloancistrioides (Tabela 5) e no trato digestério, por Nematoda tais
como Terranova serrata, Camallanus tridentatus, Goezia spinulosa e Larvas
tipo IV (Tabela 6).
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Infecgbes por D. cycloancistrioides e D. cycloancistrium ocorreram em
peixes de todos os tamanhos (idades) e mostraram relativo aumento com
crescimento dos peixes (Tabela 6). Porém, estudos prévios de correlacdo
usando somente alevinos de A. gigas em varias idades e comprimento
corporal, indicaram o incremento do numero destes parasitos com o
crescimento corporal dos peixes (Araudjo et al., 2009). Contudo, isso nao se
confirmou quando peixes de 10,0-79,0 cm foram usados, no presente estudo.

Tabela 5. Indices parasitarios de D. cloancistrium e D. cycloancistrioides
(Monogenoidea) em relagdo ao comprimento médio de A. gigas de
piscicultura semi-intensiva.

Comprimento (cm) Prevaléncia (%0) Intensidade média Abundéancia

7,31 45,8 3,18 1,46

15,10 83,9 219,53 184,32
23,59 98,6 256,51 253,04
34,85 100 153,85 153,85
45,88 100 309,77 309,77
52,27 100 266,52 266,52
63,83 33,3 191,50 63,83
72,50 100 5,5 5,5

Tabela 6. Indices parasitarios de Nematoda em relagdo ao comprimento
médio de A. gigas de piscicultura semi-intensiva.

Comprimento (cm) Prevaléncia (%) Intensidade média Abundancia
7,31 8,3 1 0,08
15,10 24,5 2 0,49
23,59 29,7 2,95 0,88
34,85 7,69 4 0,31
45,88 34,62 7,22 2,5
52,27 52,4 12,09 6,33
63,83 33,3 38 12,67
72,50 0 0 0

O cultivo de peixes provém condi¢bes ideais para a transmissdo de
doencas parasitarias (Garcia et al., 2009), como estd demonstrado aqui. Os
tricodinideos sdo protozoarios parasitos que podem ocasionar grandes perdas
econdbmicas em pisciculturas quando ha manejo inadequado (Martins &
Ghiraldelli, 2008; Pavanelli et al., 2008; Garcia et al., 2009). Na forma
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branquial da enfermidade, a morte dos peixes se deve principalmente a
asfixia. O grau de infeccdo depende diretamente da qualidade da &agua,
densidade de estocagem e estado nutricional, os quais predispdem os peixes
a manifestacdo da tricodiniase (Pavanelli et al., 2008; Garcia et al., 2009).

Os Monogenoidea estdo entre os parasitos mais significativos para a
piscicultura e podem provocar taxas de mortalidades elevadas (Pavanelli et
al., 2008). Estes sdo, em geral, parasitos hospedeiro/especifico, mas
algumas espécies apresentam baixa especificidade (Thatcher, 2006). Das
espécies conhecidas albergando o A. gigas na natureza, somente D.
cycloancistrioides e D. cycloancistrium foram encontradas nas branquias
deste hospedeiro em piscicultura semi-intensiva, neste trabalho. Parece néo
haver entdo uma competicdo entre estas espécies de Monogenoidea nas
branquias do pirarucu. Simvoka et al. (2000) relataram que, em geral, nédo
ha competicdo na distribuicio de Monogenoidea congenérica, e a interacao
entre as espécies ndo € o mais importante para determinar o tamanho do
nicho, mas sim a abundéancia.

Alteracdes sanguineas em pirarucus parasitados por Monogenoidea

Pirarucus A. gigas (10,0-79,0 cm) coletados em viveiros de piscicultura
semi-intensiva para estudos das infec¢cbes parasitarias e avaliacdo dos
parametros sanguineos apresentaram as branquias infectadas por
Dawestrema cycloancistroides e D. cicloancistrium, com numero de parasitos
variando de 100 a 1534 Monogenoidea/peixe.

O parasitismo por Monogenoidea D. cycloancistroides e D.
cicloancistrium causou reducao dos niveis plasméaticos de proteinas totais e
cloreto, acompanhado de aumento dos niveis de glicemia, hemoglobina,
concentracdo de hemoglobina corpuscular (CHCM), nimero de leucdcitos e
linfocitos (Tabela 7). Estes resultados em A. gigas mostraram que infeccbes
moderadas de Monogenoidea ndo causaram processo anemiante, uma vez
que houve aumento dos niveis de hemoglobina e nimero de eritrocitos.
Porém, causaram distlrbios osmorregulatdrios, leucocitose e linfocitose neste
hospedeiro.

Em carpas Cyprinus carpio parasitadas por Monogenoidea e
copepoditos também foi descrito aumento do numero de eritrécitos, mas com
reducdo do hematdcrito, niumero de neutréfilos e mondcitos (Ghiraldelli et al.,
2006). Por outro lado, em pacus Piaractus mesopotamicus e piaucu Leporinus
macrocephalus parasitados por Monogenoidea, protozoarios (Piscinoodinium
pillulare, Ichthyophthirius muiltifiliis, Trichodina sp.) e crustaceos (Lernaea
cyprinacea) ndo houve alteracdo nos niveis de hemoglobina, hematocrito e
CHCM (Tavares-Dias et al., 1999a, 2008), somente ativacdo de leucdcitos
(Tavares-Dias et al., 2008). Em tilapias Oreochromis niloticus parasitadas por
Monogenoidea, protozoarios (Trichodina sp. e Epystilis sp.) e crustaceos
(Lamproglena sp. e Argulus) foi relatado anemia devido a reducdo do niumero
de eritrécitos e hematécrito, acompanhada de trombocitopenia, leucopenia,
linfopenia, neutrofilia e monocitofilia (Ghiraldelli et al., 2006).

Em hibrido tambacu, o parasitismo pelo crustaceo Dolops carvalhoi,
causou reducdo do hematdécrito e niveis de magnésio, com aumento dos
niveis de glicose, proteinas totais, soédio, cloreto, nimero de mondcitos e
leucécitos granular PAS-positivos (Tavares-Dias et al., 2007b). O quadro
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sanguineo de peixes parasitados por crustaceos Argulus foliaceus (Ranzani-
Paiva et al., 1987; Tavares-Dias et al., 1999b), A. japonicus (Ruane et al.,
1999) e L. cyprinacea (Silva-Souza et al., 2000) também sofreu alteragfes
influenciadas pelo parasitismo. Por outro lado, infec¢cdes por tais parasitos
ndo influenciaram os parametros hematolégicos de tainhas Mugil platanus
(Ranzani-Paiva et al., 1997), Oreochromis niloticus (Azevedo et al., 2006) e
tambacu (Tavares-Dias et al., 2008). Portanto, ha uma resposta diferenciada
dos peixes para as diferentes espécies de parasitos, carga parasitaria e/ou
resposta distinta as a¢c6es dos diferentes parasitos.

Tabela 7. Pardmetros bioguimicos, eritrocitarios e tromboleucocitarios de A.
gigas parasitados por D. cycloancistroides e D. cicloancistrium. Valores
expressam as médias = desvio padrao.

Parametros Controles Parasitados
Proteina total (g/dL) 2,9 = 0,8a 2,5+ 1,0b
Glicose (mg/dL) 89,3 + 32,9b 107,3 + 36,8a
Soédio (mmol/L) 142,5 + 8,6a 140,8 + 15,7a
Potassio (mmol/L) 2,8 = 0,8a 3,0+ 1,2a
Cloreto (mmol/L) 52,2 +15,7a 45,2 + 15,7b
Eritrécitos (x 10°/ulL) 1,902 + 0,44b 2,029 + 0,59a
Hemoglobina (g/dL) 8,8 + 2,0b 10,0 = 2,6a
Hematdcrito (%0) 31,2 + 7,4a 31,9 + 6,0a
VCM (fL) 173,5 + 52,6a 171,6 + 64,8a
CHCM (g/dL) 28,4 +7,7b 31,5 +7,7a

Trombacitos (uL)

Leucaocitos (ul)
Linfocitos (uL)

Mondcitos (ulL)
Neutrofilos (uL)
Eosinofilos (ulL)

9991 + 2664a
12799 +3159b
9545 *+ 2288b
447 x= 342a
851 * 653a
1966 + 1037a

11889 * 9704a
14642 *= 6025a
11001+ 4927a
475 * 6552
815 x 6572
2168 * 1428a

Letras diferentes, na mesma linha, indicam diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste t
de Student.

Parametros sanguineos de pirarucus suplementados com vitaminas C
eE

Em A. gigas, na fase juvenil, foi avaliada a eficacia das vitaminas C
(4cido ascorbico ou AA) e E (x-tocoferol ou «-T) como imunoestimulantes. Os
experimentos foram realizados em condicdes laboratoriais (Andrade et al.,
2007) e em sistema de criacdo em tanques-rede (Menezes et al., 2006), nos
quais foram avaliados o desempenho e os parametros sanguineos dos peixes.

Para os experimentos em condi¢Bes laboratoriais, foram utilizados 315
peixes (115,8 = 2,2 g), os quais foram distribuidos em 21 tanques de PVC de
500 L com 15 peixes cada e submetidos a 7 tratamentos: controle — ragédo
comercial com 40% de proteina bruta (10% de gorduras totais, 5% de fibras

398



Araujo et al. InfeccBes parasitérias e pardmetros sanguineos em...

totais, 12 % de cinzas, 8% de umidade com 100 mg «-T kg™ e 350 mg AA
kg‘l); C500, C800, C1200, E500, E800 e E1200 - racdo comercial com 40%
PB suplementada com 500, 800 e 1200 mg AA polifostato kg* e «-T kg™
respectivamente. Cada tratamento teve trés réplicas, e 0s peixes foram
alimentados duas vezes ao dia durante 60 dias.

A suplementacdo adequada de vitaminas C e E na racao de peixes, sob
criacao intensiva, é essencial para aumentar a sobrevivéncia e o desempenho
dos animais (Chagas & Val, 2003; Chen et al., 2004; Lin & Shiau, 2005;
Affonso et al., 2007). Entretanto, apés 60 dias alimentados com dietas
suplementadas com superdoses de vitaminas C e E, 0s pirarucus nao
apresentaram diferencas significativas em seu crescimento (Figura 1).
Provavelmente, as vitaminas C (350 mg kg™) e E (100 mg kg™) da racéo
comercial foram suficientes para manter o desempenho dos peixes, como
observado no tratamento controle. Esses resultados corroboram aqueles
relatados para outras espécies de peixes (Henrique et al., 1998; Ortufio et
al., 2003; Tort et al., 2004).

Entretanto, tem sido verificado que as concentracbes de vitaminas
necessarias para a estimulacdo imunolégica sdo muito maiores do que
aquelas necessarias para o crescimento dos peixes (Verlhac et al., 1996;
Henrique et al., 1998; Ortufio et al., 2003). Isso € importante porque, em
sistema de cultivo, os peixes sdo expostos a varios agentes estressores
potenciais, 0s quais causam uma série de respostas fisiol6gicas conhecidas
como estresse (Barton, 2002). Uma das consequéncias é a imunossupressao
dos animais, e as vitaminas C e E podem melhorar a defesa dos organismos
através da suplementacdo na dieta (Montero et al., 2001; Ortufio et al.,
2003; Belo et al., 2005).

Valores médios da glicose e proteinas totais em pirarucus sao
mostrados na Figura 2. Alguns indicadores do estado oxidativo também
foram avaliados em pirarucus alimentados com ragfes suplementadas com
vitaminas C e E. O hematécrito (Ht), concentracdo de hemoglobina ([Hb]),
numero de eritrocitos (RBC), volume corpuscular médio (MCV), concentracao
de hemoglobina corpuscular média (MCHC) e numero de leucdcitos totais
(WBC) de pirarucus alimentados com diferentes dietas durante 60 dias estao
representados na Figura 3. Os resultados demonstraram aumento
significativo (p<0,05) no RBC do tratamento com 800 e 1200 mg AA kgl e a
[Hb] no tratamento com 500 mg «-T kg~ ! em relacéo ao controle. O aumento
significativo da MCHC no tratamento E500 é uma consequéncia do aumento
na [Hb] dos peixes. A diminuicdo do MCV nos tratamentos C800 e C1200 em
relacdo ao controle é uma resposta ao aumento de eritrécitos circulantes
totais (RBC) nos dois tratamentos.

Altas concentragfes de vitaminas C e E podem aumentar a sintese de
proteinas (Chagas & Val, 2003). Os peixes de todos os tratamentos com
suplementacdo de vitaminas, exceto C500, tiveram valores elevados de
proteinas totais comparados aqueles do controle. Portanto, esses resultados
sugerem uma importante funcdo de ambas as vitaminas na modulacdo das
proteinas do plasma. Em pirarucus, os valores de glicose plasmatica
demonstraram hiperglicemia nas concentracdes de 800 e 1200 mg «-T kg™!
em relacdo ao controle e as concentracdes de vitamina C. Entretanto, nao é
possivel afirmar se a hiperglicemia é ou ndo uma vantagem para o0s
pirarucus, uma vez que ha falta uma padronizacdo da suplementacédo de
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vitamina E, cujas implicacbes metabdlicas precisam ser ainda melhor
investigadas.

Para concluir, os resultados confirmam que altas doses de vitamina C,
particularmente 800 e 1.200 mg AA kg™ !, alteram o perfil fisiolégico do
pirarucu e, provavelmente, o protege de situagfes de estresse. Ao contrario,
superdoses de vitamina E parece ndo produzir respostas positivas na
hematologia de pirarucu sob as condi¢Oes testadas.

50+
0- |
Control C500 CBO0 C1200 ESD0 EBQIQ0 E1200 T'Eﬂ'tmentsi

Figura 1. Peso (g) inicial (o) e apds 60 dias de experimento (m) com A. gigas
alimentado com diferentes dietas. Controle = racdo comercial; C500; C800 e
C1200 com 500, 800, 1200 mg AA kg‘1 e E500, E800, E1200 com 500, 800,
1200 mg «-T kg~!. Media + D.P., n = 21 (teste de Kruskal-Wallis, p<0,05).
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Figura 2. Glicose plasmatica (a) e proteina total (b) de A. gigas submetidos
a diferentes tratamentos por 60 dias. Controle = racdo comercial; C500;
C800 e C1200 com 500, 800, 1200 mg AA kg‘1 e E500, E800, E1200 com
500, 800, 1200 mg o-T kg‘l. Media = D.P, n = 21. Diferentes letras
significam diferencas significativas (teste de Kruskal-Wallis, p<0,05).
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Figura 3. Hematdcrito (Ht), numero de eritrécitos (RBC), concentracdo de
hemoglobina ([Hb]), volume corpuscular médio (MCV), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (MCHC) numero de leucdcitos (WBC) de A.
gigas alimentado com dietas experimentais por 60 dias. Controle racao
comercial; C500; C800 e C1200 com 500, 800, 1200 mg AA kg‘1 e E500,
E800, E1200 com 500, 800, 1200 mg «-T kg‘l. Media = D.P, n 21.
Diferentes letras significam diferencas significativas (teste de Kruskal-Wallis,
p<0,05).

A partir dos resultados supramencionados, foi realizado outro
experimento para avaliar o efeito de superdoses de vitaminas C (800 mg AA
kg 1) e E (500 mg «-T kg ') e a interacdo C+E ( 800 mg AA + 500 mg o-T kg1)
em A. gigas, sob sistema de criacdo em tanques-rede por 45 dias. Para tal,
foram utilizados 264 peixes (486,9 =+ 75,1 g), distribuidos em 12 tanques-
rede de 1 m® com 12 peixes cada. O desenho experimental consistiu de 4
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tratamentos: Controle - racdo comercial 40 % PB (mesma composicdo da
dieta descrita acima); E500, C800 e C800 + E500 - racdo comercial com 40%
de proteina bruta suplementada para conter 500 mg «-T kg™, 800 mg AA
polifosfatos e 500 «-T + 800 AA polifosfatos kg™. O experimento foi realizado
com trés réplicas por tratamento e os peixes foram alimentados duas vezes
ao dia.

Os resultados de desempenho de juvenis de pirarucu criados em
tanques-rede e suplementados com rac¢cdes contendo vitamina C, E e C+E,
apresentaram aumento significativo (p<0,05) no ganho de peso se
comparado aos do controle (Figura 4). A comparacdo do peso dos peixes nos
tratamentos C800 e C+E n&do demonstraram diferencas significativas, embora
os valores médios obtidos em ambos o0s tratamentos tenham sido
significativamente mais elevados (p<0,05) do que aqueles do tratamento
E500. A taxa de sobrevivéncia dos peixes do controle foi de 91,7%, e néo
houve mortalidade nos tratamentos com elevadas concentracdes de
vitaminas.
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Figura 4. Peso (g) inicial (u) e apds 45 dias de experimento (m) com
Arapaima gigas alimentados com diferentes racbes. Controle = racao
comercial; C800 = 800 mg AA kg !; E500 = 500 mg «-T kg~!; C+E = 800 mg
AA + 500 mg «-T kg!'. Média + D.P.; n=18. Letras diferentes indicam
diferencas significativamente (teste de Tukey, p<0,05).

Em condi¢cdes de campo, o confinamento de pirarucus no sistema de
producdo em tanque-rede foi utilizado como agente estressor, para avaliar a
efichcia das vitaminas C e E e a interacdo C+E. A escolha deste sistema de
producédo deve-se aos bons resultados comparados aos sistemas tradicionais
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(viveiros escavados e barragens) do ponto de vista econémico, técnico,
ambiental e social (Ono & Kubitza, 2003; Ono, 2005).

Como descrito nos experimentos realizados em condi¢Bes laboratoriais,
os parametros hematoldgicos foram bons indicadores dos efeitos das
vitaminas C e E para pirarucu. Para os peixes criados em sistema de tanques-
rede, os resultados dos tratamentos C800 e C+E apresentaram valores
significativamente maiores (p<0,05) para Ht, [Hb], RBC, MCHC comparados
aos tratamentos controle e 500 mg «-T kg™ (Figura 5). Todos os parametros
hematoldgicos analisados (Ht, [Hb], RBC e MCV) nos peixes alimentados com
racdo suplementada com «-tocoferol foram similares aqueles do controle,
com excecao de MCHC.

Estudos sobre a suplementacdo de Vitamina C+E na dieta de Salmo
salar (Hamre et al., 1997) e Notemigonus crysoleucas (Chen et al., 2004)
demonstraram que ndo existe interacdo destas vitaminas nos indices
eritrocitarios. Os resultados deste estudo (Figura 5) corroboram estes da
literatura.

A identificacdo e a contagem de trombdcitos, linfécitos, neutréfilos,
mondadcitos e eosinoéfilos de pirarucu submetidos a diferentes tratamentos por
45 dias sdo apresentados na Tabela 8. As caracteristicas morfolégicas destas
células, foram similares entre todos os individuos alimentados com racdes
suplementadas com vitamina C, E e C+E e os do controle, e similares aquelas
descritas para A. gigas, por Tavares-Dias et al. (2007a).

Os leucécitos (WBC) sdo importantes indicadores do mecanismo de
defesa em peixe, e a funcdo anti-oxidante das vitaminas C e E, fornecem
protecéo para a funcdo leucocitaria (Cuesta et al., 2002; Sahoo & Mukherjee,
2002). No presente estudo, os valores de WBC dos individuos dos
tratamentos C800 e C+E foram significativamente maiores (p<0,05) quando
comparados aqueles do controle e do tratamento E500 (Tabela 8). Esses
resultados corroboram os descritos para esta espécie em condi¢cbes
laboratoriais, evidenciando a funcdo da vitamina C na resisténcia imunoldgica
dos pirarucus.

No presente estudo, o numero de trombodcitos foi significativamente
menor (p<0,05) em pirarucus suplementados com vitamina E na alimentacao
se comparado aos do controle, mas nao foram diferentes daqueles
alimentados com vitaminas C e C+E. Os individuos do tratamento C800
apresentaram numero de trombdcitos significativamente maiores (p<0,05)
em relacdo ao controle. A interacdo C+E ndo apresentou diferencas
comparadas aos demais tratamentos. Os linfocitos foram os leucécitos mais
abundantes no pirarucu, cujos valores foram significativamente menores
(p<<0,05) nos tratamentos com vitaminas E e C em relagcdo ao controle e
aqueles suplementados com vitaminas C+E. As demais células, mondcitos,
neutroéfilos e eosindfilos, ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos.

Em pirarucus, apenas os tratamentos com vitamina C (C500, C800 e
C1200) apresentaram aumento significativo (p<0,05) no numero de
leucécitos totais em relacdo ao controle (Tabela 8). Esses resultados
confirmam a capacidade dessa vitamina em aumentar a resisténcia
imunoldgica do pirarucu, a exemplo do que tem sido relatado para outras
espécies de peixes (Verlhac et al., 1996; Cuesta et al., 2002; Sahoo &
Mukherjee, 2002; Pearce et al., 2003; Chen et al., 2004; Lin & Shiau, 2005).
Por outro lado, alguns estudos sugerem que altas doses de vitamina E
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resultam em efeitos imunoldgicos indesejaveis como, por exemplo, a
diminuicdo do WBC (Puangkaew et al., 2004), indicando uma maior
vulnerabilidade a doencas. No presente estudo, as altas concentracdes de
vitamina E nao influenciaram no numero de leucécitos do pirarucu, mas uma
variacdo qualitativa dessas células poderia fornecer alguns efeitos benéficos
para esta espécie em situacdes de estresse.
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Figura 5. Hematdcrito (Ht), niumero de eritrécitos (RBC), concentracdo de
hemoglobina ([Hb]), volume corpuscular médio (MCV), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (MCHC) de A. gigas alimentado com dietas
experimentais por 45 dias. Controle = ragdo comercial; C800 = 800 mg AA
kg™!; E500 = 500 mg «-T kg™*e C+E = 800 mg AA kg~! + 500 mg «-T kg™!
Média = D.P. Diferentes letras significam diferencas significativas (teste de
Tukey, p<0,05).
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Tabela 8. Contagem de trombdcitos e leucécitos de pirarucus A. gigas
alimentados com diferentes dietas por 45 dias. Valore expressam média +
desvio padrao.

Parametros Tratamentos

Controle E500 C800 C+E

Trombdcitos (UL) 12553,3+1559,0a 6603,3+648,8bd 19212,9+1829,9cd 6096,7+4279,9ad

WBC (L) 13445,3+1226,5a 13611,1+1460,7a 15833,3+1150,4b 15500,0+923,5b
Linfécitos(pL) 12968,9+1237,6a 11559,4+1284,3b  10568,1+3008,° 12668,9+1502,3a
Neutroéfilos (uL) 1864,4+959,9a 1529,4+554,9a 2211,8+1062,1a 2419,4+1297,6 a
Mondcitos (ML) 624,4+316,3a 802,2+425,5a 739,7x725,0a 748,9+462,1a
Eosinofilos (L) 8,9+13,7a 15,6%+14,5b 25,0+27,1b 116,1+35,5b

Controle = ragéo comercial (350 mg AA kg™1); C800 = 800 mg AA kg™!; E500 = 500 mg a-T kg™!;
C+E = 800 mg AA +500 mg a-T kg~!. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).

Embora seja descrito na literatura que a vitamina C interage com a
vitamina E para estimular o sistema imune dos peixes (Cuesta et al., 2002;
Ortufio et al., 2001, 2003; Chen et al., 2004), os resultados dos indicadores
imunoldgicos avaliados, no presente estudo, ndo demonstraram um efeito
sinergistico das vitaminas C+E no perfil leucocitario de pirarucus cultivados
em tanques-rede. Isto sugere que as alteragfes detectadas nos peixes desse
tratamento foram respostas induzidas apenas pela elevada dose de vitamina
C.

Os valores de proteinas totais de pirarucus foram significativamente
maiores (p<0,05) nos tratamentos C800 e C+E comparados aos do controle
e do E500 (Figura 6). Esses resultados foram diferentes daqueles obtidos em
condi¢Oes laboratoriais, cujos valores de proteinas totais foram elevados nos
tratamentos com vitaminas C e E. Provavelmente, tais diferencas estejam
relacionadas a fatores ambientais decorrentes dos sistemas testados
(tanques de PVC e tanques-rede).

As concentragfes de glicose plasmética para os tratamentos com
vitamina E confirmam os resultados obtidos para esta espécie em condicbes
laboratoriais, cujos valores foram significativamente (Figura 6) elevados
(p<0,05) em relagdo ao controle e altas doses de vitamina C. Além disso,
observa-se um efeito sinergistico na interacdo vitamina C+E na producgdo de
glicose. Nao é possivel afirmar, nesse caso, se a hiperglicemia é ou ndo uma
vantagem para a manutencdo do animal.

Portanto, esses resultados indicam que aquelas racbes com niveis
elevados de vitaminas C contribuiram para a sintese de proteinas
plasmaticas, melhorando a capacidade de transporte de O, e tornando a
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resposta imune mais eficiente em pirarucu criados em tanques-rede. Por
outro lado, superdoses de vitamina E para esta espécie, ndo melhoroa seu
perfil fisiolégico. Supfe-se que a interacdo das vitaminas C e E néo
apresentou nenhum efeito sinérgico nos indices eritrociticos ou no sistema
imune do pirarucu.
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Figura 6. Proteina total (a) e glicose plasmatica (b) de A. gigas submetidos a
diferentes tratamentos por 45 dias. Controle = ragdo comercial; C800 = 800
mg AA kg™!; E500 = 500 mg «-T kg~'e C+E = 800 mg AA kg™ + 500 mg «-T
kg™'. Media = D.P., n = 18. Diferentes letras significam diferencas
significativas (teste de Tukey, p<0,05).
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Aspectos citoquimicos de trombdcitos e leucécitos em juvenis de
pirarucu

Espécimes de A. gigas (59,8 + 2,56 cm e 1730,0 £ 270,0 g) com seis
meses de idade obtidos do CPAQ/INPA tiveram o sangue coletado para
confeccdo de extensfes sanguineas submetidas a coloragdo pancrébmica (com
May Griunwald-Giemsa-Wright) e citoquimica para identificacdo de
metacromasia, glicogénio (PAS), peroxidase e esterase inespecifica (Tavares-
Dias, 2006a), lipidios (Sudan black B) e proteinas gerais (azul de
bromofenol).

No sangue de A. gigas foram encontrados trombdcitos, linfécitos,
mondadcitos, neutréfilos e eosindfilos. Os trombdcitos sao células que podem
ser arredondadas ou fusiformes, apresentando citoplasma de coloracdo
hialina, acompanhando o formato da célula (Figura 7A). O citoplasma dos
trombdcitos apresentou granulos de glicogénio (Tabela 9 e Figura 8A) e
sudanofilia.

Os linfocitos sdo células que podem apresentar tamanhos variados,
possuem citoplasma basofilico, grande relacdo nucleo-citoplasma e projecbes
citoplasmaticas (Figuras 7A-B). Estas células ndo apresentaram nenhuma
positividade as coloragdes citoquimicas usadas.

Os mondcitos sédo células geralmente arredondadas, maiores que 0s
linfécitos, com citoplasma basofilico contendo ou nao vacuolos (Figura 7B), e
foram corados fracamente com PAS e azul de bromofenol (Tabela 9).

Os neutroéfilos sdo células arredondadas e o nucleo pode ser em forma
de bastonete ou segmentada. O citoplasma contém finos granulos
neutrofilicos (Figura 7C) que apresentam glicogénio, lipidios e proteinas
gerais (Tabela 9 e Figuras 8B-D).

Os eosindfilos sdo células geralmente arredondadas e menores que 0s
neutréfilos, com citoplasma contendo granulos grosseiros e de cor alaranjada
e 0 seu nucleo pode ser em forma de bastonete ou segmentada (Figura 7D).
Os granulos destes granuldcitos mostraram reacao positiva para glicogénio,
proteinas gerais e lipideos, além de fraca reacdo para peroxidase (Tabela 9 e
Figuras 8E-H). Nenhum basdfilo foi encontrado nas extensdes sanguineas
coradas com o corante classico tipo Romanowsky (corante hematoldgico de
rotina) ou apods coloragdo com azul de toluidina, para identificacdo de reacao
metacromatica.

Tabela 9. Coloragbes citoquimicas em trombdcitos e leucécitos de pirarucu
A. gigas.

Tromboécitos Linféocitos Monodcitos Neutrofilos Eosinofilos

PAS ++ - + ++ ++
Peroxidase - - - - +

Azul de - - + T+ ++
Bromofenol

Sudan Black _ - - ++ ++
Azul de Toluidina ++ - - - _

++: Reacgdo Positiva; +: Reacdo Fraca; -: Reacdo Negativa.
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Figura 7. Células sanguineas de A. gigas coradas com May Grunwald-
Giemsa-Wright. (A) Linfocitos (L) e trombécito (T), (B) mondcito (M) e
linfécito (L), (C) neutrdfilo e (D) eosindfilo. Barra= 5,0 pm. Tavares-
Dias et al. (2007a).
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Figura 9. Coloragfes citoquimicas em trombdcitos e leucécitos de A. gigas.
Trombocitos corados com PAS (A). Neutrofilos corados com PAS (B), Sudan
black B (C) e azul de bromofenol (D). Eosinéfilos corados com PAS (E), azul
de bromofenol (F), Sudan black B (G) e peroxidase (H). Barra =5,0 pym.
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As proteinas béasicas presentes nas granulacdes dos leucdcitos tém
funcdo de defesa contra micro-organismos, provocando a morte destes
quando sdo liberadas, apds a ruptura destas células (Lorenzi, 1999). Para
demonstracdo da presenca de proteinas gerais nos leucécitos pode ser
usados métodos de coloracdo com azul de bromofenol. Este método
citoquimico possibilitou a identificacdo de proteinas gerais em eosindfilos e
neutréfilos de A. gigas, mostrando também o mesmo resultado para
eosinodfilos e neutréfilos Salminus brasiliensis (Veiga et al., 2000), bem como
para eosinoéfilos de Oreochromis niloticus (Ueda et al., 2001).

A peroxidase é uma importante enzima lisossbmica que participa na
digestdo intracelular, modula a atividade fagocitica e atua no sistema
microbicida intracelular envolvendo reacdes de oxidacdo (Mesenguer et al.,
1994; Ueda et al., 2001; Tavares-Dias & Barcellos, 2005; Tavares-Dias,
2006a; Tavares-Dias & Moraes, 2006b). Portanto, desempenha importante
funcdo na resposta imunoldgica nata dos peixes teledsteos (Tavares-Dias,
2006a). A peroxidase eosinofilica € uma enzima caracteristica dos granulos
secundarios ou especificos dos eosindfilos (Lorenzi, 1999) e influencia dois
eventos durante o processo inflamatério - a marginacdo dos neutréfilos e sua
acumulacdo no local lesado. Porém, a auséncia de peroxidase em algumas
espécies de peixes parece estar acompanhada pelo desenvolvimento
compensatoério de outros componentes microbicidas, como por exemplo, as
proteinas catibnicas.

As esterases sdo enzimas relacionadas aos mecanismos de defesa
celular, principalmente a fagocitose (Tavares-Dias & Barcellos, 2005;
Tavares-Dias, 2006a). Esterases como alfa-naftil acetato esterase acida
podem ser usadas para distinguir linfécitos T dos linfécitos B em peixes, uma
vez que populacdo B é negativa e populacdo T positiva (Blaxhall & Dogget,
1987). Porém, em Maccullochella peeli peeli esterases inespecificas foram
sensiveis, mas nao foram especificas, uma vez que reacdo positiva ocorreu
em mondcitos, linfdcitos, heterdfilos e basofilos (Shigdar et al., 2009).

O glicogénio é fonte energética importante e nos leucécitos maduros
localizam-se nos glicossomas (Hayhoe & Quaglino, 1994; Lorenzi, 1999).
Para localizacdo de glicogénio e glicoproteinas nas células sanguineas e em
outros tecidos, pode ser usado o método do acido periddico de Schiff/PAS
(Tavares-Dias, 2006a; Tavares-Dias & Moraes, 2006b; Shigdar et al., 2009).
Dentre os carboidratos, os mais importantes para os fagoécitos sdo os
polissacarideos, principalmente, o glicogénio, que se acumula com a
maturacdo celular. Por exemplo, em trutas Oncorhynchus mykiss, os
neutroéfilos apresentaram coloragcdo PAS-positiva durante a fagocitose, ao
contrario dos neutréfilos que nao estavam participando do processo (Lamas
et al., 1994). Esta presenca de glicogénio nas células fagociticas esta
associada ao fornecimento de energia necessaria para a realizacdo da
fagocitose (Veiga et al., 2000; Ueda et al., 2001; Tavares-Dias, 2006a;
Tavares-Dias & Moraes, 2006b; Shigdar et al., 2009).

Os lipidios correspondem a uma parte do peso dos leucécitos, mas as
células maduras possuem maior quantidade (Lorenzi, 1999) e podem ser
corados com Sudan Black B. Os neutréfilos podem utilizar os lipidios do
citoplasma como fonte de energia e, além disso, estas células podem
degradar lipidios, por atuacdo das enzimas citoplasmaticas (Lorenzi, 1999).
Assim, a sudanofilia nesses granuldcitos, revela a presenca de grande
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quantidade de lipidios. Em eosinéfilos, esta reacdo sudanofilica pode estar
relacionada também a presenca de substancias como a proteina basica maior
ou proteina catiénica eosinofilica (Ueda et al., 2001).

Parametros sanguineos de pirarucus em cultivo semi-intensivo

Espécimes de pirarucu A. gigas, de um a 26 meses de idade, com
comprimento total (Comp.) variando de 10,0 a 62,0 cm e peso de 5,9 a
70,79 (Tabela 10) foram coletados em piscicultura do municipio de
Manacapuru (AM, Brasil), para andlises hematoldégicas. Os peixes
provenientes de desovas haturais na piscicultura foram previamente
treinados para receber ragdo balanceada para carnivoros. A partir de plancton
produzido na propria piscicultura, via processo de adubacdo, os alevinos
foram alimentados, inicialmente, com esse plancton até atingirem 10 cm de
comprimento. A partir desse comprimento, até atingirem 20 cm, foram
alimentados com plancton e racdo moida (45% PB), para condicionamento da
alimentacdo artificial. A partir deste comprimento passaram a ser
alimentados a cada duas horas, com peixe triturado e racdo artificial,
elaborada em forma de uma massa pastosa, utilizando apenas o filé de
peixes Curimatidae (Branquinha) e Hemiodontidae (Charuto).

Os niveis plasmaticos de glicose e cloreto de A. gigas mostraram
variagcbes com a idade (Tabela 10). Porém, somente o0s niveis de proteinas
(Proteinas totais) plasméticas seguem um padrdo de variacdo, pois nos
peixes com idade entre dois e cinco meses ocorreram o0s valores médios
menores, quando comparados aos peixes com idade entre 24 e 36 meses.
Houve correlacdo positiva, de baixa magnitude, mas altamente significativa
(p<0,001) entre os niveis de proteinas plasmaticas e o comprimento padrao
[Proteinas totais= 1,789 + (0,0295 x comprimento)] (Figura 10), indicando
incremento proporcional dos niveis de proteinas com o crescimento em
tamanho dessa espécie de peixe.

Tabela 10. Parametros bioquimicos de pirarucus A. gigas em diferentes idades.
Valores expressam as médias x desvio padrao.

Comp. Proteina Glicose Sdédio Potassio Cloreto
Idade (cm) (g/dL) (mg/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
1 més (n=25) 10,7+0,5 - 76,2+42,3 - - 48,5+13,5
2 meses (n=30) 16,7+ 1,2 1,740,2 123,2+40,3 141,948,0 2,1+0,4 40,9+10,1
3 meses (n=45) 17,8 +2,6 2,4+0,8 94,8+27.4 139,4+7,7 3,2+1,2 41,4+14,6
4 meses (N=27) 21,5+3,4 2,1+0,6 102,6+41,1 139,0+9,3 4,2+1,1 47,5+17,3
5 meses (n=40) 23,2+3,3 2,7+0,8 89,1+35,8 145,4+7.,4 2,7+0,6 60,6+19,6
6 meses (n=29) 28,7+6,9 2,9+0,4 110,7+41,5 141,8+7,9 2,9+0,8 54,3+6,6
9 meses (N=23) 35,5+1,8 3,940,6 93,7+19,6 144,6+6,4 3,3+0,8 63,8+21,1
11 meses (n=03) 58,7 +3,2 3,2+0,1 89,1+12,5 146,3+6,7 2,6+0,4 60,0+10,1
12 meses (n=28) 45,6 +7,7 3,5+0,7 98,4+25,8 140,8+7,6 3,2+0,8 40,3+9,7
15 meses (n=07) 46,9 +4,0 2,6+0,7 93,2+44,0 140,3+6,4 2,5+0,8 48,4+13,0
18 meses (n=09) 50,8+ 3,1 3,5+0,7 96,6+20,0 141,9+8,7 2,3+0,4 45,447 .4
21 meses (n=05) 71,4+7,7 3,2+0,6 98,6+12,2 137,4+19,8 3,2+0,5 45,2+12,3
24 meses (n=03) 38,0+2,6 4,4+0,4 115,0+19,9 139,0+14,9 2,0+0,4 54,7+6,2
36 meses (n=02) 55,5+9,2 3,8+40,4 108,1+8,3 142,0+8,5 2,6+0,4 57,0+1,4
TOTAL (n=276) --- 2,7+0,9 97,3+35,8 141,7+8,3 2,9+1,0 49,1+16,0
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Figura 10. Correlacdo entre o0s niveis de proteinas totais e
comprimento padrdo (r=0,486; p>0,001) em A. gigas (n=246) de
cultivo semi-intensivo.

Os parametros eritrocitarios de A. gigas apresentaram pouca variacao
com o aumento da idade. Porém, os menores valores de CHCM ocorreram em
peixes maiores, 0s quais sdo mais velhos (Tabela 11). Consequentemente,
correlacdo negativa de baixa magnitude, mas altamente significativa
(p<0,01), foi observada entre o CHCM e comprimento padrdo [CHCM =
33,647 - (0,143 x comprimento total)] (Figura 11), indicando uma reducao
do CHCM com o incremento em tamanho dos peixes.

Os demais parametros sanguineos nao evidenciaram correlagbes
significativas (p>0,05). Porém, os peixes com 12, 15 e 18 meses de idade
apresentaram menor crescimento corporal se comparados aos peixes de 11
meses. Possivelmente, isso deve ter interferido nos estudos de correlacéo e,
consequentemente, dificultando a analise dos demais parametros sanguineos
estudados.
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Tabela 11. Pardmetros eritrocitarios de pirarucus A. gigas em diferentes

idades. Valores expressam as médias * desvio padrao.

Eritrocitos Hct Hb VCM CHCM
Idade (x 10°/ ML) (%) (g/dL) (fL) (g/dL)
1 més (n=25) 1,430+0,64 29,1+11,5 4,4+1,8 167,8+46,7 18,5+4,3
2 meses (n=27) 2,443+ 0,67 36,4%x4,2 12,1+2,1 164,2+74,29 34,3+4,4
3 meses (n=45) 1,831+0,53 30,1+5,8 9,7+2,5 182,7+78,5 33,1+9,6
4 meses (n=30) 2,196+0,42 30,5+5,2 9,8+2,2 141,1+23,3 32,3+5,4
5 meses (n=40) 1,804+0,23 31,6+5,6 8,9+2.,0 189,7+65,7 27,7%+5,6
6 meses (N=29) 1,916=+0,37 31,8+7,3 9,9+1,6 166,8+30,7 32,6+11,2
9 meses (n=23) 1,854+0,22 35,6+1,9 9,2+0,9 194,5+26,4 25,8+3,0
11 meses (n=03) 1,620+0,19 33,0+1,0 9,1+0,6 206,3+32,3 27,7+1,0
12 meses (n=28) 1,881+0,53 31,4+4,3 8,8+2,1 179,6%+60,9 27,7+3,8
15 meses (n=07) 1,973%+0,29 37,4+2,4 8,6*+0,8 192,5+27.,5 23,1+1,7
18 meses (n=09) 1,469+0,26 31,9+4,0 8,1*+1,6 220,9+35,2 25,4+3,7
21 meses (n=05) 2,058+0,34 33,6+2,5 8,1+0,7 166,9+29,8 24,2+1.9
24 meses (n=03) 1,877+0,32 34,3+0,6 9,2+0,6 186,6+32,1 26,8+2,1
36 meses (n=02) 2,025+0,43 32,0+0,0 9,0+0,3 161,7+34,4 28,1+0,9
TOTAL (n=276) 1,962+0,52 31,5+6,8 9,3+2.4 172,6+58,6 29,9+7.8
Hct: Hematoécrito; Hb: Hemoglobina; VCM:Volume Corpuscular Médio;

CHCM:Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média
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Figura 11. Correlacdo entre o CHCM e o comprimento padrao
(r=0,358; p>0,01) em A. gigas (n=235) de cultivo semi-intensivo.

413



Araujo et al. InfeccBes parasitérias e pardmetros sanguineos em...

Durante trabalho de campo, principalmente na Amazbnia, e em
pisciculturas, nem sempre é possivel realizar rapidamente a contagem de
eritrocitos e a determinacdo da hemoglobina. Assim, pelo estabelecimento
das correlacdes entre a contagem de eritrécitos e a hemoglobina e entre elas
e o hematocrito, que é mais simples e mais rapido de se determinar, poderia
ser estimado o niumero de eritrécitos e a concentracdo de hemoglobina. Na
maioria das vezes o valor do coeficiente angular (r) é relativamente elevado,
mas outras vezes esse coeficiente é baixo ou relativamente baixo.

Em A. gigas, foi observado correlagdo positiva, altamente significativa
(p<<0,001) da concentracdo de hemoglobina com o hematécrito [Hb=4,168
+(0,160 x Hct] (Figura 12) e com o numero de eritrocitos [Hb=5,734
+(1886x RBC)] (Figura 13). Este mesmo tipo de correlacdo ocorreu entre o
hematdcrito e 0o numero de eritrécitos [Hct = 23,971 + (3,908 x RBC)]
(Figura 14). Esses resultados indicam um incremento proporcional entre
esses trés parametros eritrocitarios, a exemplo do que ocorre em outras
espécies de teledsteos. Contudo, biologicamente, tém sido considerados
validos somente os coeficientes angulares préximos ou superiores a 0,500
(Ranzani-Paiva, 1991; 1995).

16

14 4 Y o

Hb(g/dL)

Hct (%)

Figura 12. Correlacdo entre o hematécrito e a concentracdo de
hemoglobina (r=0,431; p>0,001) em A. gigas (n=251) de cultivo
semi-intensivo.
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Figura 13. Correlacdo entre o niumero de eritrocitos totais (RBC) e a
concentracdo de hemoglobina (r=0,447; p=0,001) em A. gigas
(n=253) de cultivo semi-intensivo.
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Figura 14. Relacdo entre o numero de eritrécitos totais e o
hematocrito (r=0,332; p>0,001) em A. gigas (n=252) de cultivo semi-
intensivo.
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As contagens de tromboécitos e leucécitos em A. gigas apresentaram
pouca variacdo em relagdo a idade. Porém, os peixes com idade entre um e
quatro meses mostraram elevado numero de leucécitos. As contagens de
eosinodfilos variaram em peixes de diferentes idades, mas ndo houve um
padréo definido nesta variacdo (Tabelas 12 e 113).

A idade é um dos fatores responsaveis por interferéncias nos
parametros sanguineos dos peixes. Em A. gigas, somente o0s niveis
plasmaéticos de proteinas totais e o CHCM mostram alteracdes que podem ser
consideradas relevantes. Porém, esses peixes eram provenientes de
diferentes desovas naturais ocorridas na piscicultura e isso pode ter
interferido nos parémetros sanguineos estudados, causando as variacbes
observadas. Porém, em esturjbes Acipenser percicus e Huso huso, o
hematdcrito e percentual de linfécitos aumentaram com a idade dos peixes,
enguanto o de neutréfilos diminuiram (Bahmani et al., 2001). Em hibrido de
Morone chrysops x M. saxatilis, houve aumento dos niveis de proteinas totais,
hematdcrito, hemoglobina, VCM e do numero de eritrécitos com o aumento
da idade, mas reducdo dos niveis de glicose. Além disso, o0 numero de
leucécitos nestes peixes mais jovens foi maior, diminuindo com o avanco da
idade, enquanto o numero de linfécitos e de trombdécitos aumentou (Hrubec
et al., 2001). Em carpas C. carpio o hematdcrito e os niveis de hemoglobina
aumentaram durante o primeiro ano de vida (Svetina et al., 2002), quando o
metabolismo dos peixes é maior, devido ao seu crescimento corporal. Assim,
alteracbes nos parametros sanguineos podem ser esperadas, devido ao
crescimento dos tecidos hematopoiéticos (rim e baco), 0os quais continuam se
desenvolvendo nos peixes jovens até a idade adulta.
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Tabela 12. Trombécitos e leucécitos de pirarucus A. gigas em diferentes idades. Valores expressam as médias =

desvio padrao.

Trombocitos Leucocitos Linfocitos Mondécitos Neutrofilos Eosinofilos
Idade (ML) (uL) (uL) (uL) (ML) (ML)
1 més (n=16) 0985 + 3902 16678 + 7256 12989 + 5069 248 + 172 276 = 202 3088 + 2023
2 meses (n=23) 16288 + 15550 16094 + 6331 12208 + 6142 252 + 238 618 =594 1728 *+ 1260
3 meses (n=45) 9967 + 10364 15157 + 7665 11422 + 5880 601 + 988 787 + 737 2487 + 1832
4 meses (n=30) 11799 + 2439 14900 + 2750 11021 + 2313 485 + 368 1070 = 687 2363 + 945
5 meses (n=40) 9867 + 2024 12572 + 3102 9299 *+ 2234 434 + 338 869 + 760 2047 += 1054
6 meses (N=29) 8324 +1041 13191 + 2395 9704 = 1815 436 + 343 875 + 515 2131 + 993
9 meses (n=23) 10904 + 2799 10055 + 3646 7557 + 2393 346 + 259 713 = 514 1439 + 824
11 meses (n=03) 8767 + 1804 9859 + 892 8430 + 1570 300 + 219 553 + 601 575 + 316
12 meses (n=28) 10114 = 2980 13738 + 3017 10116 + 2001 532 + 364 1010 = 662 2071 = 1021
15 meses (n=07) 10633 + 1647 13557 + 1885 10427 + 1984 529 + 341 833 + 404 1769 + 560
18 meses (n=09) 13864 + 5088 12598 + 5158 9467 *+ 3969 520 + 466 774 + 385 1655 + 1107
21 meses (n=05) 11113 + 1904 14107 2178 10023 + 1263 516 + 376 963 + 548 2606 *+ 922
24 meses (n=03) 12352 + 1802 11074 + 2109 8685 + 1446 448 + 425 644 + 133 1298 + 352
36 meses (n=02) 10122 = 1728 10750 + 1768 8448 + 2139 500 + 368 550 + 240 1253 + 244
TOTAL (n=263) 10863+6911 13660+3812 10238+3843 4601515 834+654 2062 + 1240
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Tabela 13. Contagem relativa de leucdcitos de pirarucus A. gigas em
diferentes idades. Valores expressam as médias *+ desvio padrao.

Linfécitos Monocitos Neutrofilos Eosinofilos
Idade (%) (%) (%) (%)
1 més (n=16) 77,6 +4,4 3,2+1,1 3,3+0,8 16,9 + 4,3
2 meses (Nn=29) 82,5+5,0 2,1+1,7 3,8+25 11,6 = 4,2
3 meses (n=45) 75,8 +8,1 3,0+ 2,2 49+35 16,4 = 6,9
4 meses (n=30) 740 x+7,1 3,324 7,3+4,1 15,7 £5,0
5 meses (n=40) 745 + 6,7 3,5+25 6,8 +49 15,8 +5,8
6 meses (N=29) 740 7,2 3,3+7,2 6,6 = 3,6 15,7 = 6,1
9 meses (n=23) 76,3 5,5 3,2+1,9 6,8+29 13,7 = 3,1
11 meses (n=03) 85,0 +8,7 3,0x2,0 6,0 6,9 6,0 = 3,5
12 meses (n=28) 74,4 7,2 3,9+25 7,0+ 3,6 14,6 = 5,1
15 meses (n=07) 75,1 +6,1 40 +2,7 6,1 +3,0 13,3 +4,8
18 meses (n=09) 75,2 +5,8 3,9 +2,7 7,7 *5,0 13,2 5,7
21 meses (n=05) 71,4 +3,9 40+ 3,2 6,6 = 3,3 18,0 4,0
24 meses (n=03) 78,7 2,3 3,7+ 3,1 6,0+1,7 11,7 =+ 1,5
36 meses (n=02) 78,0 +7,1 50+4,2 50+1,2 12,0 = 4,2
TOTAL (n=269) 75,8 +7,1 3,3+x2,4 59+29 15,2 + 5,8

Consideracdes finais

Em todas as fases do seu desenvolvimento o pirarucu esta susceptivel
ao parasitismo, mas o periodo da alevinagem é o mais critico, uma vez que
nessa fase de vida o sistema imune, em desenvolvimento, apresenta pouca
capacidade de resposta as acdes dos parasitos, nhormalmente presentes no
ambiente aquatico. Os elevados niveis de infeccdes por Monogenoidea e
Trichodina sp. sao preocupantes, uma vez que esses parasitos tem causado
mortalidade de pirarucus cultivados no estado do Amazonas. Esses niveis
elevados de parasitismo estdo relacionados, principalmente, a auséncia de
manejo ictiossanitario na piscicultura e as praticas de manejo inadequadas.
Assim, faz-se necessario adotar medidas de profilaxia e monitoramento
sanitdrio nas piscigranjas, bem como o diagnéstico da situacao
epidemiolégica em outros estabelecimentos de cultivo do Amazonas.
Substancias quimicas podem ser usadas no controle parasitario, porém essas
podem causar resisténcia nos parasitos, danos aos peixes tratados e poluicdo
ambiental (Garcia et al., 2009). Portanto, na piscicultura, além de investigar
as espécies de parasitos causando as doencas no peixe, € imprescindivel
identificar as causas para atuar corretamente no tratamento, mas sem
interferir na qualidade do pescado ou contaminar o meio ambiente.

Para o pirarucu A. gigas, linfocitos, neutréfilos e eosindfilos sao as
principais células de defesa imunoldégica, uma vez que estes perfazem a
maioria dos leucdcitos do sangue circulante deste peixe. Além disso, linfécitos
responderam com aumento as infec¢des causadas por Monogenoidea, e 0s
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neutréfilos e eosindfilos apresentaram em seus granulos substancias
citoquimicas importante para defesa imunoldgica, tais como a presenca de
glicogénio, proteinas gerais e lipidios.
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