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RESPOSTA FISIOLOGICA A INFESTACAO EXPERIMENTAL COM
Ichthyophthirius multifiliis (FOUQUET, 1876) EM ALEVINOS DE
JUNDIA (Rhamdia quelen QUOY E GAIMARD, 1824) PREVIAMENTE
ALIMENTADOS COM DIFERENTES FONTES LIPIDICAS.

RODRIGO J. VARGAS!; SILVIA M. GUIMARAES DE SOUZA?; RODRIGO G. MABILIA?;
FANCIELLE CARLET?; SUELI R. BAGGIO*

ABSTRACT:- VARGAS, R.J.; SOUZA, S.M.G.DE; MABILIA, R.G; CARLET,F.; BAGGIO, S.R. [Physiological
response of experimental challenge of Ichthyophthirius multifiliis (Fouquet, 1876) in jundia (Rhamdia quelen
Quoy and Gaimard, 1824) fingerlings rather fed with different lipid sources.] Resposta fisioldgica a infestacao
experimental com Ichthyophthirius multifiliis (Fouquet, 1876) em alevinos de jundia (Rhamdia quelen Quoy e
Gaimard, 1824) previamente alimentados com diferentes fontes lipidicas. Revista Brasileira de Parasitologia Ve-
terinaria, v. 17, n. 2, p. 81-86, 2008. Laboratdrio de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce, Rodovia SC 406
km 3, 3532. Lagoa do Peri, Florianopolis, SC. CEP.: 88.066-000. E-mail: rodvar@fcien.edu.uy

A limiting factor in the early stage of the jundia (Rhamdia quelen Quoy; Gaimard, 1824) culture is the presence
of diseases such as ichthyophthiriasis or “Ich”. Dietary polyunsaturated fatty acids (PUFAS) have a potent
immunomodulatory activity; and this activity depend of the fish species, quantity/quality of the dietary PUFAS.
The aim of this study was evaluate the physiologic response of jundi, rather fed diets with different sources of fatty
acids when challenge to Ich disease. Fingerlings of jundia (7.6+0.8g) were fed during seven weeks with five diets
with a different lipid source: fish, linseed and corn oils. Then, the fish were challenged with the Ichthyophthirius
multifiliis (Fouquet, 1876). On the 5™ day, the presence of the disease was detected. Survival rate, blood samples
and infection grade were recorded. Diets affect the survival rate of fingerlings, thus fish fed with diet with fish oil
showed a higher survival. Hematocrit and infestation grade no recorder differences among treatment. The differential
analysis of white blood cells shows difference. The results point out, at first time in jundid, that dietary lipids caused
diversity physiologic response, this may be represent an opportunity for the disease treatment. New studies must be

carrying out to deep knowledge found.

KEY WORDS: ichthyophthiriasis, Ichthyophthirius multifiliis, immune response.

RESUMO

Um fator limitante nas primeiras fases do cultivo do jundié
(Rhamdia quelen Quoy e Gaimard, 1824) € a presenca da
ictioftiriase. Os acidos graxos poliinsaturados (PUFAS) pre-
sentes na dieta possuem uma potente atividade imuno-
moduladora, e esta atividade depende da espécie analisada e
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da quantidade/qualidade dos PUFAs da dieta. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a resposta fisiologica de alevinos
de jundi, alimentados com diferentes fontes de acidos graxos,
quando parasitados pelo protozodrio Ichthyophthirius
multifiliis (Fouquet, 1876). Alevinos de jundia (7,6+0,8g) ali-
mentados durante sete semanas com cinco dietas contendo
diferentes fontes lipidicas: 6leos de peixe, linhaga e milho
foram expostos ao protozodario. No quinto dia a presenca da
doenca foi detectada. Amostras de sangue foram coletadas e
sobrevivéncia e graus de infestagéo foram estimados. As dife-
rentes dietas afetaram a sobrevivéncia dos alevinos, sendo que
alevinos que consumiram dietas com dleo de peixe apresenta-
ram uma maior sobrevivéncia. O hematécrito e o grau de
infestagdo ndo apresentaram diferenca estatistica significati-
va entre os tratamentos, entretanto a contagem diferencial dos
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leucdcitos registrou diferenca. Os resultados mostraram pela
primeira vez no jundia que, diferentes fontes lipidicas produ-
zem respostas fisioldgicas diversas, podendo representar uma
alternativa ao tratamento da doenca. Novos estudos deverdo
ser realizados no sentido de aprofundar o conhecimento aqui
gerado.

PALAVRAS-CHAVE: Ictioftiriase, Ichthyophthirius multifiliis
resposta imune.

INTRODUCAO

O constante crescimento da aquacultura na regido sul do
Brasil é ocasionado, em parte, pelo cultivo de espécies autoc-
tones como o jundia (Rhamdia quelen Quoy e Gaimard, 1824)
(FAO, 2003). Essa espécie apresenta rapido crescimento, fa-
cil manejo e uma ampla aceitacdo no mercado, caracteristicas
que fazem dela uma espécie promissora (LUCHINI, 1990;
BARCELLOS et al., 2001). No entanto, um dos fatores
limitantes no cultivo da espécie, especialmente na fase de
alevinagem, é a presenca do protozoario ciliado
Ichthyophthirius multifiliis (Fouquet, 1876) o qual ocasiona a
doenca conhecida como ictioftiriase (CARNEIRO et al.,
2005). Essa doenca é capaz de ocasionar grandes e rapidas
mortalidades de alevinos, estima-se que, 4% das perdas anu-
ais no cultivo do “catfish” Ictalurus punctatus (Rafinesque,
1818) nos EUA séo devidas a ictioftiriase (DURBOROW et
al., 1998). Embora no Brasil ndo existam estudos que quanti-
fiquem as perdas ocasionadas pela doenca, é provavel que as
mesmas ndo sejam menores.

A aplicagdo de banhos com sal comum, verde de malaquita,
permanganato de potéssio, formalina, entre outros séo os tra-
tamentos comumente utilizados no controle de doengas oca-
sionadas por parasitas, como a ictioftiriase (KUBITZA, 1999).
Embora, a maioria dessas sustancias seja nociva para o peixe
e para o proprio aplicador, as mesmas sdo rotineiramente usa-
das na piscicultura (CARNEIRO et al., 2005). Este fato deve-
se a falta de tratamentos alternativos, que sejam menos agres-
sivos e de fécil aplicacdo pelo setor produtivo.

O desenvolvimento, manutencéo e eficiéncia do sistema
imune dependem de uma adequada e balanceada nutricdo
(KELLEY, 2001). Nesse sentido, os &cidos graxos poliinsatu-
rados (PUFAS) da série n-3 possuem uma potente atividade
imuno-moduladora. Os mecanismos propostos, para explicar
esta influencia dos PUFASs no sistema imune dos peixes s&o
dois: 1) mudancas estruturais nas membranas dos leucacitos,
as quais por sua vez, afetam fung¢bes como a cinética
enzimatica, expressdo de receptores e transmisséo de sinais e
2) pela via dos eicosandides (THOMPSON et al., 1995; BELL
etal., 1996; DE PABLO et al., 2000a). Dentro de sua ativida-
de imuno-moduladora os PUFAS da serie n-3 podem estimu-
lar e/ou inibir a resposta imune dependendo da espécie de
peixe analisada e da quantidade/qualidade desses &cidos graxos
na dieta (BLAZER et al., 1989; LIN; SHIAU, 2003). Neste
sentido, estudos com a truta arco iris [Oncorhynchus mykiss
(Walbaum, 1792)] e o “catfish” alimentados com dietas ricas
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em acidos graxos da serie n-3 PUFAs apresentaram resulta-
dos contraditérios quando desafiados com diferentes bactéri-
as (FRACALOSSI; LOVELL, 1994; KIRON et al., 1995).
Por sua vez, Simopoulos (2002) propde que os PUFASs pre-
sentes no 6leo de peixe fundamentalmente acidos graxos alta-
mente insaturados (HUFAs) como o acido eicosapentaenoico
(C20:5 n-3, EPA) e o acido docosahexanodico (C22:6 n-3,
DHA) apresentam maior atividade biolégica que o acido
linolénico (C18:3 n-3, LNA) encontrado em 6leos vegetais,
como o dleo de linhaga.

Por tanto, as diferentes fontes de acidos graxos presentes
na dieta podem influenciar diretamente a capacidade do pei-
xe de resistir a doencas causadas por microrganismos. Este
fato representa uma oportunidade na geracao de tratamentos
alternativos, menos nocivos, aos utilizados atualmente para o
combate de doencas como a ictioftiriase.

O objetivo do presente estudo, foi avaliar a sobrevivén-
cia, grau de infestacdo e parametros imunol6gicos de alevinos
de jundia previamente alimentados com diferentes fontes
lipidicas, quando parasitados pelo protozoario I. multifiliis.

MATERIAL E METODOS

Alevinos de jundia (n=1250) oriundos da Universidade
de Passo Fundo (RS) com um peso inicial de 1,8+0,63g fo-
ram distribuidos em tanques de 1000L (densidade= 0,4gL™).
Esses alevinos foram alimentados ad libitum, durante sete
semanas com cinco dietas isoprotéicas (37% proteina bruta),
isoenergéticas (19kJg! energia bruta) e iso-lipidicas (10%
lipidios totais) com uma relagdo proteina digestivel:energia
digestivel (DP:DE) de 23,5 mgDPkJ. Os tratamentos foram:
dieta basal + 5% oleo de milho (OM), dieta basal + 5% 6leo
de peixe (OP), dieta basal + 5% de 6leo de linhaca (OL), die-
ta basal + 1,7% de 6leo de linhaga + 3,3% de 6leo de peixe (1/
30L), dieta basal + 3,3% de 0leo de linhaga + 1,7% de 06leo
de peixe (2/30L) (Tabela 1).

Depois de sete semanas os peixes foram mantidos em je-
jum durante 24 horas e divididos em vinte aquarios de 10L
equipados com aeradores e mantidos numa temperatura de
27°C. A densidade de estocagem foi de 10 alevinos/aquério,
sendo que todos os tratamentos tiveram em média pesos inici-
ais iguais (pi= 7,6+0,8g). Cada tratamento apresentou trés
repeticdes e um controle, distribuidos em um delineamento
completamente casualizado. A exposicao ao protozoario foi
realizada através da introducéo, nos aquarios, de fragmentos
de tecidos de um peixe ornamental Cichlasoma meeki (Brind,
1918) infestado. Nos aquarios dos grupos controles, tecidos
de peixes ndo infestados foram introduzidos. Os peixes foram
alimentados uma vez ao dia e 1/3 do volume de agua foi tro-
cado a cada dois dias.

O namero de individuos mortos em cada aquario foi diari-
amente registrado para calculo da taxa de sobrevivéncia. No
quinto dia apds a exposicao, a presenca de parasitas nos pei-
xes foi detectada em todos os tratamentos e amostras de san-
gue foram entdo coletadas e o grau de infestacdo avaliado. As
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Tabela 1. Formulacéo (g kg*dieta) e composi¢éo de acidos graxos (% éarea rela-
tiva) das cinco dietas oferecidas a alevinos de jundia (Rhamdia quelen Quoy e
Gaimard, 1824) durante sete semanas antes do desafio com o protozoario

Ichthyophthirius multifilis (Fouquet, 1876).

Dietas (g kg™) om® OoP 1/30L 2/30L oL
Farelo de soja* 403 403 403 403 403
Quirera de arroz* 278 278 278 278 278
Farinha visc. Frango* 260 260 260 260 260
Oleo de milho (OM)? 50 0 0 0 0
Oleo de peixe (OP)3 0 50 33,4 16,7 0
Oleo de linhaga (OL)* 0 0 16,7 33,4 50
Premix mineral 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Premix vitaminico 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Sal 5 5 5 5 5

Ac. graxo (%)

C18:2 n-6 (AL) 39,1+0,35 25,4 +0,03 26,9 +3,80 27,7 £0,22 28,7 +0,17
C18:3 n-3 (ALN) 2,3 £0,06 2,4 0,01 8,0+£1,92 14,2 0,02 18,2+0,13
C20:5 n-3 (EPA) - 15+0,06 090,10 0,5+0,02 -
C22:6 n-3 (DHA) - 1,6 +0,03 1,0+0,00 0,6 +0,01 -
PUFAs 42,3 +0,58 34,3 +0,02 39,4+244  44,8+0,03 48,2 +0,37
HUFAs 0,9+0,06 540,01 3,7%2,71 2,4+0,05 1,0+0,18
n-3:n-6 0,1+0,00 0,2+0,00 040,34 050,00 0,6+0,01

IAVIPAL, Porto Alegre (RS), Brazil; 2lRGOVEL, Pelotas, RS, Brazil;

SETNA.Canoas, RS, Brazil;

“Giovelli Industria de Oleos Vegetais, Guarani das Miss@es, RS, Brazil.
50M= Oleo de milho, OP=0leo de peixe, OL=0leo de linhaga.

amostras de sangue foram coletadas do pedunculo caudal de
12 peixes de cada tratamento para medir o hematécrito (12.500
rpm x 5min.) e realizar a analise diferencial de células bran-
cas (GOLDENFARB et al., 1971). Neste sentido, para a ana-
lise diferencial foram realizadas extensfes sanguineas, cora-
das segundo Rosenfeld (1947) e observadas em microscépio
Optico com objetiva de100X. No minimo 200 células foram
identificadas e contadas em cada lamina (MABILIA, 2005).
Com a finalidade de avaliar o grau de infestacdo de cada indi-
viduo, o comprimento padrdo dos peixes foi medido e o na-
mero de pontos brancos presentes na nadadeira adiposa re-
gistrado mediante estereomicroscépio binocular com objeti-
va de 20X. O grau de infestaco foi entdo calculado: nimero
de pontos brancos na nadadeira adiposa/comprimento padréo.
Este parametro foi considerado apropriado para proporcionar
uma medida direta do nivel infestacdo em outras espécies de
peixes (PRICE; CLAYTON, 1999).

Amostras de diferentes dietas e dos alevinos de cada tra-
tamento foram mantidas numa temperatura de -20°C para pos-
terior andlise de lipidios. Os lipidios totais foram extraidos
com éter etilico durante 6 horas (AOAC, 1985) e os ésteres
metilicos dos acidos graxos obtidos por transmetilagdo com
acido sulfdrico (HARTMAN; LAGO, 1973). A separacdo
desses ésteres foi realizada por cromatografia gasosa como
descrito em Vargas (2006) e para sua identificagdo, utilizou-
se 0 padrdo SUPELCO37 (SIGMA Co., Aldrich). A quantifi-
cacdo dos acidos graxos foi realizada por normalizacdo de
area e expressos em porcentagem de &rea relativa.

A taxa de sobrevivéncia e os parametros hematolégicos
foram transformados (arcoseno Vx) e submetidos a uma ana-

lise de variancia (ANOVA) seguido do Teste t de Duncan. As
médias do grau de infestacdo para cada tratamento foram com-
paradas mediante o teste Kruskal-Wallis, depois de ter sido
comprovada a ndo normalidade dos mesmos. Em todos os
testes foi em nivel de 5% de significAncia para detectar as
diferencas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que a composicéo lipidica
do jundia foi intensamente influenciada pela fonte e quanti-
dades de 6leos incluidos na dieta (Tabela 2). Assim, peixes
alimentados com 6leos de milho, linhaca e peixe apresenta-
ram altas concentracdes de acido linoléico (C18:2 n-6, LA),
ALN e HUFAs, respectivamente. Somado a isto, a substitui-
cdo do oleo de peixe por 6leos vegetais, linhaca ou milho, na
dieta ocasionou uma redu¢édo do contelldo de HUFAs ha com-
posicédo corporal dos alevinos. Com isto, alevinos alimenta-
dos com 6leo de peixe apresentam maiores concentracdes de
EPA e DHA que os restantes tratamentos. Resultados simila-
res foram recentemente registrados para alevinos de jundia
consumindo as mesmas fontes de lipidios (VARGAS, 2006).
Embora a composi¢do de acidos graxos das células
leucocitarias, ndo tenha sido analisada neste estudo, uma cor-
relagdo positiva entre esta e os lipidios presentes na dieta, j&
foi demonstrada para outras espécies de peixe (KLINGER et
al., 1996).

As maiores taxas de sobrevivéncia foram detectadas nos
tratamentos OP e 1/30L, onde os alevinos consumiram niveis
elevados de HUFAS da série n-3; enquanto a menor taxa de
sobrevivéncia foi registrada no tratamento OM onde os pei-
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Tabela 2. Composi¢éo corporal dos principais acidos graxos
(% area relativa) de alevinos de jundia (Rhamdia quelen Quoy
e Gaimard, 1824) alimentados durante sete semanas com
cinco dietas contendo diferentes fontes de lipidios e prévio a
serem infestados pelo protozoario Ichthyophthirius multifiliis
(Fouquet, 1876).

Ac. Graxo OM OP  1/30L 2/30L OL
LA (C18:2 n-6) 265 131 159 163 172
LNA (C18:3 n-3) 10 13 6,9 98 143
EPA (C20:5 n-3) 02 16 11 06 01
DHA (C22:6 n-3) 1,0 65 3,3 35 37
PUFAs 357 293 325 364 416
HUFAs 28 12,0 6,7 63 54

A0OM= Oleo de milho, OP= Oleo de peixe, OL= Oleo de linhaga,
PUFAs= Acidos graxos poliinsaturados, HUFAs= Acidos graxos alta-
mente insaturados.

Sobrevida (%)

Controle
------- OF

o— 130L
+—& 230L
60 +——=a OL
b &—& OM .
| Py
£ T T T T
48h 72h 96h 120k Horas

Figura 1. Taxa de sobrevivéncia de alevinos de jundia (Rhamdia quelen
Quoy e Gaimard, 1824) 48h, 72h, 96h e 120h apds serem infestados
pelo protozoério Ichthyophthirius multifilis (Fouquet, 1876). Letras
diferentes na mesma hora denotam diferengas significativas entre
os tratamentos. Abrev.: OM= Oleo de milho, OP= Oleo de peixe, OL=
Oleo de linhaga.

xes consumiram elevados niveis de &cidos graxos da série n-
6 (Figura 1). Contrariamente, niveis crescentes de HUFASs da
série n-3 na dieta reduziram a taxa de sobrevivéncia do sal-
mao do Atlantico Salmo salar (Linnaeus, 1758) e de I.
punctatus quando desafiados com Yersinia ruckeri (Rucker,

Vargas et al.

1950) e Edwardsiella ictaluri (Hawke, 1981), respectivamente
(ERDAL et al., 1991; FRACALOSSI; LOVELL, 1994). Por
sua vez, concordantemente com o presente estudo a resistén-
cia de alevinos de trutas arco iris e “catfish” foi aumentada
em peixes que consumiram dietas com altos niveis de PUFAs
da série n-3, quando desafiados com bactérias (SHELDON;
BLAZER, 1991; KIRON et al., 1995). Esta maior resisténcia
pode ter sido ocasionada por uma maior quantidade de
leucocitos nos peixes de tratamentos que continham 6leo de
peixe. Se bem no presente estudo o nimero absoluto de
leucocitos ndo foi estimado, estudos recentes com juvenis de
Epinephelus malabaricus (Bloch e Schneider, 1801) mostram
a existéncia de correlagdo direta entre o contetildo de DHA no
tecido do peixe e a proliferacdo de leucécitos e 0 aumento da
atividade fagocitaria (WU et al., 2002). Por sua vez, o
hematdcrito e o grau de infestacdo ndo apresentaram diferen-
cas entre os tratamentos (Tabela 3). Isto pode ser atribuido a
alta variabilidade ou multi-dependéncia dos pardmetro utili-
zados (CLAYTON; PRICE, 1992).

A resposta imune em vertebrados invadidos por agentes
patogénicos é uma reagdo complexa e compreende uma vari-
edade de populacoes de células, liberacao de interleucinas,
citoquinas e outros fatores humorais. (DICKERSON; CLARK,
1996; DAVIS etal., 2002; SIGH et al., 2004). Na ictioftiriase,
a invasdo do parasita no peixe causa uma forte inflamacéo e
um aumento da atividade fagocitaria na area afetada (VEN-
TURA; PAPERNA, 1985). Estas rea¢0es sdo acompanhadas,
nos primeiros estagios, por uma proliferacao de neutrofilos e
mais tarde por um aumento dos macréfagos (CROSS, 1994).
As taxas de neutrofilos registradas no presente estudo, 120h
apos a exposi¢do ao patdgeno, em alevinos que consumiram
Oleo de peixe foi menor (Nt_ = 48,7%) que nos outros trata-
mentos, isto poderia estar relacionado ao efeito
imunossupressor dos HUFAs da série n-3 observado em mui-
tas espécies (DE PABLO et al., 2000b); contudo esse efeito
parece ndo ter afetado a sobrevivéncia dos alevinos. No pre-
sente estudo os peixes que consumiram 6leo de linhaga com
fonte lipidica na dieta tiveram reducéo no nimero de linfécitos
em sangue ap0ds 120 horas de desafio (Tabela 3). Os linfdcitos
sdo as células encarregadas da producdo de anticorpos e
imunoglobulinas (PUANGKAEW et al., 2004) e portanto a

Tabela 3. Grau de infestacéo (G.I.) e parametros hematolégicos registrados em alevinos de jundia (Rhamdia
quelen Quoy e Gaimard, 1824) apo6s 120 horas de terem sido parasitados pelo protozoario Ichthyophthirius

multifilis (Fouquet, 1876).A &€

Perfis analizados  Controle oM oP 1/30L 2/30L oL
G.l.(pb/cm) 0,0(20) 3,9+1,20(10)  4,2+3,47(19) 3,2+2,46(11)  3,7+4,00(14) 6,6+368(9)
Hematécrito  22,245,3(15)  22,9+,47(9)  21,4+4,82(9) 23,3+4,27(6)  19,64529(9)  22,0+6,02(9)
Neutréfilos 55,5+4,5(15) 59,1+5,51(9)2 48,7+9,72(9)° 64,0+6,32(5)* 60,3+10,29(8)* 63,8+9,53(8)2
Linfécitos 32,3+4,2(15) 32,745,39(9)* 39,4+9,77(9)* 296+6,23(5)> 26,9+11,32(8)° 18,9+6,66(8)°
Monécitos 11,1#1,0(15)  7,9+1,54(9)*  11,74#2,50(9)* 4,4+4,98(5)°  9,8+2,14(8)*  10,8+5,88(8)
Eosinofilos 0,3+0,6 (15) 0,1+0,33(9)¢ 0,1+0,33(9)¢ 2,0+2,45(5)*  2,6+2,36(8)*  5,1+2,27(8)?

A Os valores sdo médias + DP e letras diferentes na mesma linha denotam diferencgas significativas. ® Os dados de
células brancas foram transformados (arcseno Vx) sendo os valores dentro de parénteses o nimero de repeticoes
utilizadas na analise. © OM= Oleo de milho, OP= Oleo de peixe, OL= Oleo de linhaca, pb= pontos brancos.
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sua reducdo poderia ter ocasionado as baixas taxas de sobre-
vivéncia observadas nesses tratamentos.

A formulacéo de dietas especificas que posam estimular o
sistema imune do peixe e com isto prevenir ou potenciar a
resisténcia frente as doengas como a ictioftiriase é uma area
ainda pouco explorada. No entanto, os presentes resultados
representam informacoes preliminares, sendo necessarios fu-
turos estudos para definir claramente o papel dos lipidios na
resposta fisiologica do jundia frente a agentes patogénicos
como |. multifiliis. Neste sentido, experiéncias com tempos
maiores e coletas periddicas de sangue, como estudos da di-
namica dos acidos graxos anti-patogénicos do muco e
epiderme e determinagdo da composicdo lipidica dos
leucécitos, apos o desafio como o protozoario, poderdo
elucidar a resposta.

CONCLUSOES

Os resultados mostraram pela primeira vez no jundia que,
diferentes fontes lipidicas produzem respostas fisioldgicas
diversas a infeccéo experimental por I. multifilis.
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