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Resumo

As vitaminas C e E sdo potentes antioxidantes que reduzem os efeitos nocivos do estresse em varias espécies, incluindo
peixes. Neste estudo, avaliou-se o efeito das vitaminas C, E e sua combinagao na aerocistite aguda induzida por Aeromonas
hydrophila inativada em pacu. 288 peixes foram distribuidos em 4 grupos suplementados por 90 dias: G1-controle; G2-
suplementado com 500 mg de Vitamina C; G3-suplementado com 500 mg de Vitamina E; G4-suplementado com 500 mg
de Vitamina C + 500 mg de Vitamina E. Os peixes foram divididos em trés grupos, o primeiro nao foi inoculado; o segundo
foi inoculado na bexiga natatoria com 3 x 10° UFC de 4. hydrophila inativada e a tltima com soro fisiologico. O exsudato
inflamatorio foi coletado da bexiga natatoria para avaliagdo do componente celular e citoquimica. Os resultados mostraram
maior acumulo de leucécitos nos peixes inoculados com a bactéria. A citoquimica foi eficaz na identificagdo de trombocitos,
linfécitos, macrofagos e granuldcitos presentes no exsudato. Também foi observado que os peixes que receberam
suplementac@o com vitaminas apresentaram maior acimulo de células totais no exsudato com predominancia de linfocitos
e trombocitos. Esses resultados sugeriram que a suplementacdo com vitaminas melhorou as respostas imunologicas.
Palavras-chave: deromonas hydrophila; citoquimica; pacu; bexiga natatoria.

Abstract

Vitamins C and E are potent antioxidants that reduces the harmful effects of stress in several species including fish. In this
study, it was evaluated the effect of vitamins C, E and their combination in the acute aerocystitis induced by inactivated
Aeromonas hydrophila in pacu. 288 fish were distributed into 4 groups supplemented for 90 days: Gl-control; G2-
supplemented with 500 mg of Vitamin C; G3-supplemented with 500 mg of Vitamin E; G4-supplemented with 500 mg of
Vitamin C + 500 mg of Vitamin E. The fish were divided in three groups, the first was not inoculated; second were
inoculated in the swim bladder with 3 x 10° CFU of inactivated A. hydrophila and the last one with saline. The inflammatory
exudate was collected from the swim bladder for assessment of cellular component and cytochemistry. The results showed
higher accumulation of leukocytes in fish inoculated with bacteria. Cytochemistry was effective identifying thrombocytes,
lymphocytes, macrophages and, granulocytes present in the exudate. It was also observed fish that received supplementation
with vitamins presented higher accumulation of total cells in the exudate with a predominance of lymphocytes and
thrombocytes. These results suggested that supplementation with vitamins improved the immunological responses.
Keywords: Aeromonas hydrophila; cytochemistry; pacu; swim bladder.

1. Introducao

As vitaminas sdo micronutrientes importantes que sao
necessarios para a manutengao das fun¢des normais do corpo.
Desempenha um papel importante no crescimento, resposta
imune, hematologia, reproducdo e resposta a estressores .
Uma quantidade adequada desses micronutrientes ¢
necessaria para os processos cataliticos normais dentro do
sistema enzimatico, que consiste em uma variedade de
atividades enzimaticas ligadas aos sistemas metabolico,
endocrino e imunologico @. A deficiéncia desses
micronutrientes causa muitos distrbios metabdlicos e
doencas/infecgdes por sua influéncia negativa no sistema
fisiologico de peixes e outros animais ¢,

As vitaminas C ¢ E sdo importantes para melhorar o
crescimento ¢ a saude fisiologica dos peixes. Essas vitaminas
devem ser suplementadas regularmente nas dietas dos peixes,
pois a maioria dos peixes teledsteos sdo incapazes de
sintetiza-las ©. A vitamina C (acido ascérbico) é um potente
antioxidante que reduz os efeitos nocivos do estresse € a
atividade das células inflamatérias ©. A vitamina E também é
um importante antioxidante que protege as membranas
celulares da peroxidag@o lipidica e aumenta a resisténcia a
doengas ¥, Dietas suplementadas com vitaminas C ¢ E
aumentaram a atividade fagocitaria e a producao de ROS
(espécies reativas de oxigénio) em leucdcitos renais de
Spaurus aurata © e reduziram a mortalidade por Yersinia
rukeri em Oncorlynchus mykiss 19. No entanto, o uso de
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altas doses ndo apresentaram beneficios contra a infecgéo por
Streptococcus iniae M.

Aeromonas hydrophila é uma bactéria Gram-negativa
anaerobia facultativa que infecta uma ampla variedade de
hospedeiros invertebrados e vertebrados. Em peixes, causa
septicemia por aeromonas méveis (2. E considerada uma das
mais importantes doengas bacterianas, responsaveis pela
perda de milhdes de ddlares na industria global de aquicultura
de agua doce . Diversas suplementagdes com antibioticos
utilizados para prevenir ou controlar infeccdes bacterianas
foram proibidas em varios paises, devido as suas
consequéncias cada vez mais negativas. Considerando que
compostos alternativos estdo sendo aplicados para elevar a
qualidade e sustentabilidade da produgao de peixes (419,

A bexiga natatoria tem sido utilizada como modelo
para o estudo da inflamagdo em peixes por ser uma cavidade
com circulagdo terminal sem leucocitos residentes e
apresentar facil acesso para inoculagéo e coleta de exsudato
(1617 Portanto, uma Otima ferramenta para avaliar a resposta
inflamatoria, bem como suas alteragdes em animais
suplementados.

Com base no contetido acima, este estudo avaliou o
efeito da suplementagdo dietética com as vitaminas C, E e
suas combinagdes na aerocistite aguda induzida por
Aeromonas hydrophila inativa em Piaractus mesopotamicus.

2. Material e métodos
2.1 Desenho Experimental e Dietas

Este experimento foi conduzido com 288 pacus,
Piaractus mesopotamicus (197,1 £ 21,5 g), em 48 tanques
(250 L/m = 6) com vazdo de agua de 1 L min-1 e aeracdo
continua. A qualidade da 4gua manteve-se na zona de
conforto desta espécie (Oxigénio dissolvido= 5,3 +0,3 mg L-
1, Temperatura = 294 + 1,5°C, pH = 7,6 + 0,1 ¢
condutividade elétrica = 117,9 + 5,1 pS cm-1). O protocolo
ético para este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
(CEUA-UNESP) sob o protocolo nimero 003868/10 de
acordo com as diretrizes de cuidado e uso de animais de
laboratorio da legislac@o brasileira.

Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em
quatro grupos: Gl ndo suplementado, controle (ragdo
comercial / Vit C 66,5 mg kg-1 e Vit E 14,1 mg kg-1); G2
suplementado com 500 mg de Vitamina C por kg de ragdo !
G3 suplementado com 500 mg de Vitamina E por kg de ragao
19 ¢ G4 suplementado com 500 mg de Vitamina C + 500 mg
de Vitamina E por kg de ragao 1°-2%.

Foi utilizada ragdo comercial para pacu (28% PB e
3900 kcal kg-1 DE) (Tabela 1). Polifosfato de ascorbil - 35%
de atividade foi utilizado como fonte de vitamina C e o-
tocoferil - 50% de atividade como fonte de vitamina E. Os
peixes foram alimentados duas vezes ao dia (3% da
biomassa) por 90 dias @Y. As vitaminas foram incorporadas
durante a segunda moagem do processo de extrusdo. Os
ingredientes foram misturados mecanicamente  nos
tratamentos.

N
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Tabela 1. Composicao percentual das dietas experimentais

Ingredientes %
Farelo de soja 43
Milho 22.6
Farelo de trigo 17
Farelo de arroz 10
Fermento 4
L-lisina 0.2
DL-metionina 0.4
Fosfato bicalcico 1
Calcario 1
Premix de vitaminas e minerais (sem vitamina C and E) 0.5

*Premix vitaminico e mineral fornecido pela empresa FRI-RIBE. Vitamina C e E foram
adicionadas no tratamento (500 mg de acetato de tocoferol e 500 mg de acido ascorbico
/Kg de alimento)

Ao final do experimento, as vitaminas foram
quantificadas nas dietas, para vitamina C (489 mg kg-1) foi
utilizada titulagdo @» e para vitamina E (484 mg kg-1) foi
utilizada HPLC @3, A concentragdo do grupo controle de
vitamina C foi de 66,5 mg kg-1 e vitamina E de 14,1 mg kg-1,
confirmag¢@o descrita acima.

2.2 Inducio e avaliacio de aerocistite aguda por A.
hydrophila

A bexiga natatoria foi escolhida como modelo para
estudar a inflamagdo por ser um oOrgdo cavitario com
circulagdo terminal de fécil inocula¢do e coleta de material
para avaliagdo dos componentes celulares e liquidos no foco
inflamatorio. Outra caracteristica importante ¢ que nao possui
leucocitos residentes 19,

Os peixes foram anestesiados em solugdo de
benzocaina (1: 20.000) em etanol 98° (0,1 g mL-1) "9. Apds
a anestesia, os peixes de cada tratamento (G1 — G4) foram
divididos em trés subgrupos, o primeiro nao foi inoculado
(NV); o segundo foi inoculado na bexiga natatoria, regido
anteromedial (1cm do opérculo), na linha lateral, com agulha
e seringa estéreis, com 3x10° UFC de Aeromonas hydrophila
inativada pelo calor em 1,0 mL de soro fisiologico 0,65%
(Bactéria) e o ultimo subgrupo injetado com o mesmo
volume de solugdo salina 0,65%. Esta dose foi previamente
determinada pelo ensaio LD50.

Apbs 4, 24 e 48 horas pos-inoculagao (HPI), 6 peixes
por tratamento e tempo. foram sacrificados sob anestesia
profunda. A bexiga natatoria foi lavada com 0,5 mL de
solugdo salina tamponada com fosfato com 0,01 mL de
EDTA 5% e as suspensoes de células foram centrifugadas a
300 G por 10 minutos antes da coloragdo. A contagem total de

células foi determinada com um hemocitometro Neubauer
(16)

Os esfregacos de exsudato foram secos ao ar, fixados
e corados com Giemsa ou acido periddico-Schiff (PAS). As
porcentagens de linfocitos, granuldcitos, macrofagos e
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trombocitos foram determinadas de acordo com Claudiano et
al. 19 ¢ as células foram medidas pelo analisador de imagens
Video Plan (Kontron Elektronik Zeiss, Alemanha) V.

2.3 Caracterizacio citoquimica do componente celular

Os esfregagos de exsudato foram tratados pela
coloragdo PAS para identificagdo do glicogénio ¥ e, a seguir,
os esfregagos com coloragdo positiva foram tratados pela
amilase salivar para confirmar a presenga de glicogénio para
Tavares-Dias et al. @, A identificacdo da peroxidase e da
esterase inespecifica foi realizada com o peroxido de o-
toluidina-hidrogénio Tavares-Dias et al. 529,

2.4 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia
e comparagdo de médias por meio do teste de Tukey ao nivel
de significancia de 5%.

Tabela 2. Média' (desvio padrio) e andlise de varidncia®> do acimulo de células inflamatorias na bexiga
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3. Resultados

3.1 Avaliagio de aerocistite aguda por Aeromonas
hydrophila

Peixes inoculados com A. hydrophila inativada
apresentaram maior acimulo de células totais (P<0,05) do
que aqueles injetados com solucdo salina (Tabela 2). Os
grupos inoculados com bactérias e suplementados com
vitamina E e C + E apresentaram maior acumulo de células
totais (P<0,05) do que ndo suplementados e suplementados
com vitamina C ap6s 24 h. O acumulo de células totais foi
maior (P<0,05) 48 h ap6s a inoculagdo com A. hydrophila nos
peixes suplementados com vitamina E e C + E, em
comparagdo aos nao suplementados ou injetados com salina
com ou sem vitaminas (Tabela 2). Os peixes ndo inoculados
ndo apresentaram células residentes na bexiga natatoria.

natatoria de pacus

suplementado com 500 mg/kg de dieta de vitamina C, E, associag@o e inoculado com A. hydrophila

Tratamentos Variavel Total de células Thrombdcitos Linfécitos Granulécitos Macrofagos
NV 0 + 0 Ca 0 + 0 Ba 0 + 0 ¢ 0 4+ 0 % 0 <+ 003
Gl Salina 603 =+ 20.1 Ba 197 £ 563 A 245 £ 52 B 129 £ 007 * 31 =+ 0.03 4
Bactéria 3735 + 60.5 4 603 <+ 3.01 4 2905 £ 93 A 187 £ 003 A 4 =+ 0.07 4
NV 0 = 0 Ca 0O + 0 B 0 + 0 0 +£ 0 B 0 +£ 0 4
G2 Salina 583 + 5.9 B 103 + 1.83 A 507 + 1.83 B 94 4+ 1.83 A 5 + 83 A
ah Bactéria 1834 + 30.6 4 253 <+ 191 4 1331 £ 10 " 207 £ 191 A 43 + 191 %
NV 09 + 256 @ 0 + 0 Ba 0 + 0 < 0 + 0 B 0 + 0 %
G3 Salina 71.8 + 103 B 187 £ 183 A 397 £ 59 B 17119 + 183 A 25 + 183 M
Bactéria  219.1 + 50.8 A* 229 £ 191 * 1734 + 207 A 189 + 191 A 39 £ 191 M
NV 0 45 0 ) 0O + 0 B 0 = @ @ 0 +£ 0 ® 0 +£ 0 %
G4 Salina 40.1 =+ 3.9 B 105 + 268 B 457 £ 201 B 57 £+ 03 A 48 =+ 0.11 M
Bactéria 4888 + 70.1 4 80.7 £ 102 “* 3803 + 955 A 247 £ 0.6 A 31 + 0.04
NV 0 =+ 0 Ca 0 + 0 @ 0 + 0 @ 0O 4+ 0 ® 0 + 0 B
Gl Salina 809 + 191 B 2144 £ 563 B 507 + 47 B 109 + 07 * 19 £ 0.03 B
Bactéria 8147 + 10.7 A 3809 =+ 203 ** 380.7 + 208 A 147 + 03 4 384 £ 173 M
NV 0 = 0 Ca 0 += 0 @ 0 £ 0 @ 0 +£ 0 B 0 + 0 B
G2 Salina 903 + 191 B 273 + 183 B 209 + 1.83 B 197 4+ 1.83 A 34 + 183 B
24h Bactéria  529.1 + 153 A 2803 £ 10.8 “* 2058 + 208 A 123 + 109 A 30.7 £ 109
NV 0 + 0 Ca 0 + 0 0 + 0 ¢ 0 + 0 % 0 <+ 256 B
G3 Salina 838 + 1.9 B 309 £ 1.83 B 207 + 3 B 169 + 57 A 49 £ 1.83 B
Bactéria 11187 + 309 2 5789 <+ 191 4 4509 + 191 “ 285 =+ 307 ~ 604 = 203 4
NV 0 = 0 C"‘ 0o += 0 @ 0 £ @ © 0O +£ 0 ® 0 +£ (0 B
G4 Salina 793 =+ 5.8 B> 407 + 268 B 6908 =+ 907 B 157 £+ 29 A 54 + (.11 B
Bactéria 10759 + 259 A 4107 £ 109 “* 600.7 £ 209 " 183 £ 20.7 A 457 + 43 *
NV 0 + 0 Ca 0 + 0 Ca 0 + 0 ¢ 0 + 0 B 0 £+ 0 B
Gl Salina 407 £ 191 B 2144 £+ 563 B 607 £+ 205 B 109 + 57 4 29 £ (003 B
Bactéria  1111.6 + 3504 A 800.7 =+ 30.9 ** 2008 + 905 A* 193 + 504 * 90.8 £ 59 M
NV 019 + 009 < 0 + 0 ¢ 0 = O @@ 0 +£ 0 % 0 £ 0 ©
G2 Salina 308 + 107 B 34 £ 183 "% 708 =+ 109 "% 301 + 1.83 A 6.1 =+ 1.83 B
48h Bactéria 26242 + 4009 4 2000.4 £+ 20.1 “* 500.7 £ 30.5 A 447 £ 60.7 A 784 + 43 A
NV 0 + 0 Ca 0 + 0 ¢ 0 + 0 @ 0 4+ 0 ® 0 + 256 B
G3 Salina 29.7 £+ 20.1 Ba 97 £ 802 B 80.7 £ 602 P 7.9 £ 1.83 A 49 + 183 B
Bactéria 2120.6 + 50.9 A 1450.1 £ 203 #5903 =+ 100.2 2 42.1 <+ 160.7 ** 38.1 + 109 4@
NV 0 = 0 Ca 0 += 0 @ 0 + 0 @ 0 +£ 0 % 0 + 0 B
G4 Salina 309 + 147 B 157 £ 268 B 754 £ 305 B 247 + 39 A 24 + 011 B
Bactéria  1834.6 + 150.7 A* 1220.1 + 500.3 ** 5529 + 209 A* 219 + 1054 A 39.7 £ 48 M

' Médias (n=6) com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P>0,05)? Letras maiusculas comparam os tipos de indculo e letras minusculas
comparam diferentes grupos. G1 nio suplementado, controle; G2 suplementado com 500 mg de vitamina C; G3 suplementado com 500 mg de vitamina E e G4 suplementado
com 500 mg de vitamina C + 500 mg de vitamina E/kg de ragdo. NV - ndo inoculado; Salina - 0,65%; Bactérias - inoculadas com 3x 109 UFC de A. hydrophila h= horas

apos a inoculagio.
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Apds quatro horas, ndo foi observada diferenca no
nimero de trombdcitos, linfocitos, granuldcitos e
macrofagos entre os grupos suplementados e nao
suplementados. No grupo suplementado com vitamina C
+ E o acimulo de trombdcitos foi maior (P<0,05) nos
peixes inoculados com a bactéria em relagdo aos peixes
injetados com soro fisiologico. Apos 24 h, os peixes
inoculados com A. hydrophila apresentaram maior
acumulo de trombocitos do que os peixes injetados com
solugdo salina (p < 0,05) e ndo houve diferenga entre os
grupos suplementados (p> 0,05). O actmulo de
trombocitos em 48 h em peixes inoculados com bactérias
¢ suplementados com vitaminas C, E ¢ C + E foi maior
(P<0,05) do que em peixes nao suplementados (Tabela 2).

Os peixes inoculados com bactérias apresentaram
maior acumulo de linfocitos (p<0,05) do que os injetados
com solug@o salina em todos os tempos. Apos 4h apds a
injecdo de solucdo salina em peixes suplementados, o
acumulo de linfécitos foi maior do que em peixes nao
suplementados. Apos 24 h o acumulo de linfécitos foi
maior (p>0,05) nos suplementados com vitamina E e C +
E (G3 ¢ G4) do que naqueles suplementados com
vitamina C e ndo suplementados (G1 e G2). Apds 48h, o
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acimulo de linfécitos foi maior (P<0,05) no grupo
inoculado com bactérias ¢ suplementado com vitaminas
em relacdo ao grupo nao suplementado sob o mesmo
indculo (Tabela 2).

Apos 24 e 48 h, os peixes inoculados com a
bactéria apresentaram maior acumulo de macrofagos do
que aqueles injetados com solugdo salina (p<0,05). Nao
houve diferenca entre os grupos suplementados em
relagdo aos ndo suplementados (p>0,05) (Tabela 2). Nao
houve diferenca (p>0,05) nos granulécitos em todos os
grupos e tempos diferentes (Tabela 2).

3.2 Analise citoquimica do componente celular

No exsudato inflamatorio foram observados
macrofagos, trombocitos, granulocitos e linfocitos

(Figura 1). Linfocitos e trombocitos fortemente corados
com PAS. Os mondcitos também foram corados, mas
fracamente. Linfocitos, macrofagos e granuldcitos foram
positivos para peroxido de hidrogénio o-toluidina. Reacdo
de esterase inespecifica foi observada como granulos
escuros no citoplasma de macrofagos e trombdcitos
(Figura 1).

Figura 1. Fotomlcrograﬁa de leucomtos do exsudato: (A) macrofagos, (B) trombdcitos, (C) granuldcitos, (D) hnfocnos corado com
May-Grunwald-Giemsa-Wrigth. (E) seta: macroéfagos, asterisco: linfocitos; (F) granulécitos; corado com orto-toluidina; (G) linfocitos;
corado com PAS; (H) seta: macrofagos, asterisco: trombdcitos; coloragdo com esterase inespecifica. Barra =25 pm.

4. Discussao

Os solidos resultados obtidos neste trabalho
suportam o uso da bexiga natatéria como modelo para
estudos de inflamagdo em peixes. Outros autores
validaram o uso desse modelo (17212728 No entanto, até
onde sabemos, esta ¢ a primeira vez que se caracteriza o
componente celular do exsudato por citoquimica apds a
suplementagdo de vitaminas C e E em Piaractus
mesopotamicus. Os peixes inoculados com 4. hydrophila

inativada apresentaram maior acumulo de células totais
do que os peixes injetados com solug¢do salina ¢ ndo
tratados, em todos os tempos, comprovando a eficiéncia
do modelo experimental.

Os resultados deste estudo também mostraram que
a analise morfologica e a citoquimica foram eficazes para
identificar os tipos celulares do exsudato. Em peixes
suplementados com vitaminas C, E e sua associag@o
provocou acumulo de células totais no sitio inflamatorio,
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principalmente trombocitos e linfocitos, o que indica uma
resposta mais eficiente.

Li et al. ® mostraram que, ao contrario dos
mamiferos, os linfécitos B de animais primitivos tém uma
potente atividade fagocitaria in vitro e in vivo. Isso sugere
que essas células podem ter se originado de um tipo de
célula com atividade fagocitica ©?. Neste estudo, os
linfocitos apresentaram reag@o citoquimica positiva para
granulos de glicogénio que foram corados por PAS e
peroxidase. Esses achados sustentam que os linfocitos
evoluiram de um ancestral mieloide e possuem enzimas
para atividade fagocitica. Como esperado, macrofagos e
granulécitos também foram peroxidase-positivos.

Os trombocitos eram esterases inespecificas e
PAS-positivos. Resultados semelhantes foram observados
em Oncorhynchus mykiss V. Isso pode ser atribuido ao
seu papel como uma célula fagocitica ativa . A analise
qualitativa do componente celular inflamatério em peixes
nao suplementados corrobora os resultados de Bozzo et
al. ®® onde predominaram trombocitos e linfocitos. Isso
sustenta que ambos t€ém um papel importante na defesa
contra patoégenos, conforme demonstrado anteriormente
por Tavares-Dias et al @9,

A suplementagdo com vitaminas C, E e C + E
potencializa a resposta em pelo menos uma das
avaliacdes. A suplementacao dietética com vitamina C em
peixes inoculados com bactérias potencializou a resposta
inflamatéria  corroborando achados anteriores em
inflamagéo cronica ® 29 na mesma espécie e melhorou a
resposta imune e o crescimento em peixes .

Peixes suplementados com vitamina E e
inoculados com a bactéria apresentaram maior nimero
total de células na bexiga natatdéria em relacdo ao grupo
ndo suplementado. A vitamina E ¢ um potente
antioxidante que inibe a acdo dos radicais livres e
aumenta a resisténcia a doengas . Sua deficiéncia
potencializa os efeitos nocivos do estresse em P
mesopotamicus ~ mantido em  alta  densidade
populacional®?,

Pacus alimentados com dieta deficiente em
vitamina E apresentam uma correlagdo negativa entre o
nimero de monocitos e o cortisol plasmatico, indicando a
suscetibilidade ao efeito supressor dos glicocorticoides™.
Niveis elevados de cortisol circulante diminuem a adesao
de leucocitos ao endotélio vascular, diapedese ¢
quimiotaxia de mondcitos pela inibicdo da sintese de
eicosanoides'®).

Observamos que peixes suplementados com a
combinagdo de vitamina C + E aumentam o niimero de
células totais em relag@o aos grupos nao suplementados e
controle. O efeito foi significativo apos 4 HPI em peixes
inoculados com A. hydrophila em comparagdo com
aqueles que receberam vitamina C ou E. O mesmo
ocorreu com trombocitos apos 48 HPI.
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Martins e cols. ©¥ examinaram os efeitos da
suplementagdo dietética com 500 mg de vitamina C,
associada a mesma concentragdo de vitamina E na
inflamacdo aguda induzida por carragenina em pacus.
Peixes suplementados tiveram maior acumulo de células
totais no local inflamado, principalmente trombdcitos em
relacdo ao grupo ndo suplementado, corroborando os
resultados atuais.

5. Conclusao

A suplementag@o com 500mg/kg de vitamina C e
E em Pacus gerou maior acumulo de células no sitio
imunolégico da inflamacao em 4. Hydrophila e, portanto,
auxiliou o sistema vitaminico dessas espécies.
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