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Resumo:

Em peixes, o B - glucano apresenta uma potente fungdo imunoestimulante
sendo cada vez maior a sua utilizagcdo como suplemento alimentar, aumentando
significantemente a resisténcia a exposicao infecciosa. Este prebidtico tem fungéo
de prevenir a colonizagcao de patégenos por intensificar a ativagdo de macréfagos,
proporcionando beneficios ao trato gastrointestinal e resultando em melhor
desempenho e resisténcia a doencgas. Este estudo teve a finalidade de avaliar os
efeitos do B - glucano adicionado as ragcdes peletizadas e extrusadas sobre o
desempenho produtivo, indicadores de estresse, perfil hematolégico e
sobrevivéncia do pacu. Este experimento foi conduzido no Laboratério de peixes
ornamentais, do Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), em Jaboticabal,
Sao Paulo. Foram utilizados 640 juvenis de pacu, com 24,7 + 2,0 g, distribuidos
em 32 aquarios de vidro (130L). Os parametros fisico — quimicos da agua foram
mensurados quinzenalmente. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia,
uma pela manhdo e outra ao fim do dia. Os experimentos apresentaram um
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 4,
utilizando niveis de inclusdo do B — glucano de: 0 (controle), 0,1%, 0,2% e 0,3%
por kg/ racgdo. Os niveis de p-glucano avaliados neste estudo, né&o
proporcionaram ganhos significativos no desempenho produtivo de juvenis de
pacu, porém o tratamento 0,3% apresentou melhores resultados no GP, PF e
TCE. A administracdo do B - glucano na dieta, durante todo periodo experimental,
provocou alteragcdes nos parametros hematolégicos e indicadores de estresse do
pacu. Os peixes alimentados com o B-glucano apresentaram maior resisténcia a
infeccao da bactéria A. hidrophila. Sendo assim, o tratamento 0,1% apresenta um
custo/kg inferior e garante eficacia na saude de juvenis de pacu.

Palavras-chave: pacu, B - glucano, imunoestimulante, estresse, infeccéo
bacteriana.



Abstract:

In fish, glucano has shown a potent immunostimulant function. The use of
glucano is increasing significantly the resistance to diseases after infectious
exposition. This prebiotic may be prevent the bacterial colonization, and activated
macrophages, been beneficial to the digestive tract, resulting in better performance
and disease resistance. This study will evaluate the glucano effects added in
palletized and extruded diets of fish, analyzing fish perfOrmance, stress indicators,
hematological profile and survival of pacu. This study was driven in Laboratory of
ornamental fish, on Centro de Aquicultura of UNESP (CAUNESP), in Jaboticabal,
Sao Paulo. Were used 640 pacu juveniles, with 24,7 + 2,0 g, distributed in 32
aquarium (130 L). The physical and chemical water parameters were measured
every two weeks. Fish were fed twice a day, in the morning and another at the end
of the day. In this trial were used 640 pacu juveniles (24.7 + 2.0 g) distribuided in
32 aquariums (20 fish/aquarium). Throughout the experimental period, water
remained at 26.5 °C and the others limnological parameters (dissolved oxygen, pH,
alkalinity, ammonia and conductivity) stayed within normal values for the specie.
The experimental trial design was entirely casualized in factorial scheme 2 x 4,
evaluating two proceeding of diets (extruded and pelletized) and four B - glucan
levels in diets: 0 (control), 0.1%, 0.2% and 0.3% with four repetitions. In this study,
B — glucan levels do not provide significant gains on pacu juveniles performance,
but treatment with 0,3% B — glucan showed better results of weight gain, weight
final and specific growth rate. The administration of glucan in the diet, caused
changes in hematological parameters and stress indicators in pacu. The fishes fed
with glucan showed greater resistance to infection with A. hidrophila. Thus,
treatment with 0,1% of glucan presented a lower cost/kg and shows efficiency in
health of pacu juveniles.

Palavras-chave: pacu, B - glucan, immunostimulant, stress, bacterial disease.



CAPITULOI.

ACAO DO B - GLUCANO NA NUTRICAO DE
PEIXES



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Saude dos peixes

Manter boas praticas de manejo para controlar a saude dos peixes € de
vital importancia para o sucesso na criagao de peixes. Para isso é fundamental se
ter um conhecimento das causas de doengas que s&o responsaveis pelas
mortalidades dos peixes.

A ocorréncia de doengcas em piscicultura é consequUéncia de diversos
fatores envolvidos nos métodos zootécnicos de criacdo e de variagbes nas
condicbes ambientais. Mudangas das condigcdes adequadas da concentragdo de
oxigénio dissolvido, pH, temperatura, salinidade, elevadas concentracdes de
aménia e de CO,, bem como a presenca de poluentes na &agua, manejo
zootécnico, captura e transporte, fazem parte de ampla variedade de situacdes
capazes de induzir o estresse em peixes (WEDEMEYER, 1969; YADAV & AKELA,
1993; ALKAHEM, 1994).

As variagOes sao consequéncias do tipo, intensidade e o tempo de duracéao
do efeito estressante e a espécie de peixe considerada. Além disso, peixes
alimentados com racdes desbalanceadas ou mal nutridos sdo susceptiveis as
bactérias patogénicas e oportunistas (STOSKOPF, 1993; WOO & BRUNO, 1998).

Como o0s peixes estdo constantemente expostos a uma diversidade de
agentes biolégicos muitas vezes nocivos como bactérias, virus, fungos e parasitas
(IWAMA & NAKANISHI, 1996). O sistema imune dos peixes apresenta-se bastante
intrigante e complexo em relagcdo 4s doencas e previne a propagacao de
infecgcdes. Esta imunidade na maioria das espécies de peixes € parecida
(ZELIKOFF et al., 2000), e assemelha-se ao sistema imune dos mamiferos
(ZELIKOFF, 1998; BEAMAN et. al., 1999), o sistema imunoldgico nao-especifico
consiste em componentes que suprem a protegdo inata contra infecgdes,
indiferente do tipo do patégeno (SUNYER & LAMBRIS, 1998). O sistema
complementar € composto por um enorme numero de proteinas, e todas elas

geram o fator C3, que ja foi descrito e isolado em espécies de peixes teledsteos



(NAKAO & YANO, 1998). O sistema complementar dos peixes pode ser
comparado ao de mamiferos, mas com algumas diferengas ja descritas. Em geral,
0 sistema complementar das vias alternativas € mais ativo em peixes do que em
mamiferos. Este sistema possui um elemento importante tanto no sistema inato
quanto no sistema imunoldgico adaptativo, e em peixes sdo descritos como vias
alternativas, liticas e classicas (SAKAI, 1992; MATSUSHITA et al., 1998; SUNYER
& LAMBRIS, 1998). As vias alternativas e liticas s&o mecanismos imunoldgicos
hereditarios antigos, presentes em invertebrados e vertebrados. A via alternativa é
acionada por varios microorganismos nao-especificos; ja a via litica nao foi ainda
estudada em teleésteos (MATSUSHITA et al., 1998), mas sabe-se que pode ser
ativada pela ligagdo da manose na superficie de microorganismos. Estas vias se
convergem a um meio litico, que conduzem a um processo de fagocitose de um
microorganismo.

A promocgao de respostas imunes efetivas contra agentes infecciosos pelo
uso de componentes imunoestimulantes na dieta, foi recentemente demonstrada
com diversas espécies de peixes (VOLPATTI et al., 1998) e é uma consequiéncia
do reforco humoral e das respostas imunes por células mediadoras (YANO et al.,
1991; CHEN & AINSWORTH, 1992; SIWICKI et al., 1993; VERLHAC et al., 1996).
Contudo, as informacdes sobre os efeitos da maioria dos imunoestimulantes e a
ativagdo das respostas imunes no sistema ndo — especifico ainda é limitado,
particularmente na medida em que os lisozimas sdo mediadas por atividades
hemoliticas devido a alguma causa (HARDIE et al., 1990; RAA et al., 1992;
VOLPATTI et al., 1998). A atividade plasmatica complementar foi identificada
como um mecanismo nao — especifico de defesa poderoso contra bactérias,
fungos, virus e (MULLER-EBERHARD, 1988; SUNYER & TORT, 1995; TORT et
al., 1996).

Para maior realce, a saude dos peixes é otimizada pela defesa imune com
pro - nutrientes. Imuno - moduladores promovem desempenho quando utilizados
para reduzir a mortalidade devido a doencas, e para aumentar a resisténcia de

espécies de cultivo (RAA, 2000). Componentes imuno - modulatorios podem



reduzir os efeitos negativos causados pelo estresse, no sistema imune dos peixes
em sistemas de producéo intensiva (KLESIUS et al., 2000; SIWICKI et al., 1998).

Sabe-se que varios grupos de substancias possuem efeito imuno -
modulatério em animais terrestres; porém, somente alguns apresentaram
eficiéncia em peixes (RAA et. al., 1992; SIWICKI et. al., 1998; VOLPATTI et. al.,
1998). Peptidoglucanos, B - glucanos e mananas apresentaram efeitos
imunomodulatérios no sistema nao-especifico de diversas espécies animais,
incluindo dos peixes (MATSUO & MIYAZONO, 1993; YOSHIDA et al.,, 1995). A
alimentacdo com B-1, 3/ 1, 6-glucano pode aumentar a producdo de anticorpos
contra patégenos presentes no ambiente, assim como aumentar a defesa celular
nao-especifica (RAA et al., 1992; RAA, 1996).

Os glucanos (elementos estruturais da parede celular de fungos) sao
capazes de reforcar a imunidade inata, aumentando as lisozimas plasmaticas e
complementos, além de estimular a atividade fagocitaria dos macréfagos nas
diversas espécie de peixes (YANO et al, 1991; CHEN & AINSWORTH, 1992;
JORGENSEN et al.,, 1993; GALEOTTI, 1998). O aumento da resisténcia contra
infeccbes por patdogenos oportunistas foi observada apdés a administragcdo de
glucanos no salmao do Atlantico (ROBERTSEN et al.,, 1990; RAA et al., 1992) e
em truta arco-iris (JENEY & ANDERSEN, 1993).

1.2. Imunoestimulantes

Na industria de ragdes, nos ultimos 50 anos, os antibidticos tém sido
usados na producado animal em diferentes espécies de interesse zootécnico, tanto
no tratamento de infec¢des bacterianas do trato gastrintestinal, como no papel de
agentes promotores do crescimento. A utilizagdo de antibidticos com o objetivo de
melhorar o ganho de peso e a conversao alimentar ocorreu inicialmente de forma
discreta, evoluindo posteriormente para o uso amplo e generalizado na industria
de alimentacao animal (FLEMMING, 2005).

O uso de promotores de crescimento (antibidticos) como moduladores de

microorganismos no trato gastrintestinal ocorreu inicialmente em doses baixas,



com resultados significativos sobre os parametros produtivos e, posteriormente,
com uso continuado, houve necessidade de doses crescentes até exaurir-se a
droga com poucos efeitos significativos (FLEMMING, 2005). Este fato determinou
0 aparecimento de microorganismos resistentes a diferentes drogas utilizadas com
intuito de promover o crescimento e a producao dos animais (LANCINI, 1994).

A utilizacdo de antibioticos promotores de crescimento pertencentes aos
mesmos grupos de drogas empregadas em terapéutica determinou o
aparecimento de formas microbianas resistentes e prejudiciais a saude animal e
humana, despertando a atencao das autoridades governamentais envolvidas com
a saude publica (BOLDUAN, 1999; EDENS, 2003).

No entanto, é fato crescente a restricdo, em todo o mundo, ao uso de
antibiéticos em doses sub - terapéuticas como aditivos na nutricdo animal, devido
a possibilidade do desenvolvimento de resisténcia bacteriana (FURLAN et al.,
2004). Neste contexto, ingredientes de origem microbiana como probioticos e
prebidticos merecem especial atencdo como uma alternativa ao uso dos
antibioticos.

Em junho de 1999, a Comunidade Econémica Européia (CEE) baniu o uso
de alguns antibidticos promotores de crescimento na alimentacdo de animais em
funcdo do aparecimento de resisténcia infecciosa as varias drogas usadas em
terapia na medicina humana (FLEMMING, 2005). A busca pela eficiéncia alimentar
de animais de producdo, € um ponto critico a ser considerado nas criagcoes
comerciais. Muitos aditivos, dentre eles os antibidticos, sdo rotineiramente
utilizados em racbes para controlar agentes patogénicos, promovendo melhora
nos indices zootécnicos e maximizando a producao.

Os probidticos sdo produtos cultivados ou suplementos alimentares vivos
de origem microbiana, que possuem efeitos benéficos a saude do hospedeiro
melhorando seu equilibrio intestinal. O primeiro probidtico descoberto, ja ha algum
tempo, foi o Lactobacillus sp., bactéria responsavel em produzir &cido latico. Sua
funcdo € prevenir a colonizagao de bactérias nocivas no intestino, um processo

conhecido como exclusdo competitiva (ABIDI, 2003).



Os recursos caracteristicos dos microbios probi6ticos sdo a sua capacidade
de colonizacdo do trato gastrintestinal; porém a microflora intestinal de animais
aquaticos muda rapidamente devido ao constante afluxo de micrdbios vindos da
agua e do alimento. A comunidade microbiana do intestino pode ser considerada
transitoria na natureza (ABIDI, 2003). Probidticos também apresentam efeitos
antagbnicos de organismos através da competicdo com outras espécies,
antagonismos especificos contra outras espécies e antagonismos nao-especificos.
Algumas das bactérias antagonistas que atuam contra patdgenos de peixes e
mariscos sao 0s esporos do Bacillus, Roseobacter sp., Cornobacterium divergens,
Pseudomonas sp., Alteromonas, Pseudoalteromonas, Vibrio harveyi, V.
anguillarum, Edwardasiella, Aeromonas, e Pastrella (BRIGHT-SINGH et al, 2001).

O papel dos probiéticos na saude dos peixes ja foi bastante estuda (BAIRD

(1977), ROBERTSEN et al. (1990), METAILLIER & HOLLOCOU (1993),
GOPALANNAN et al. (2001), MOHAMMAD (2001) e KARUNASAGAR (2001)). A
maioria deste probidticos foi isolada do mar, extraidas de algas unicelulares
marinhas chamadas de Tetraselmis suecica e Ulva fasciata. Varias bactérias
foram examinadas com potencial probiotico para peixes. Enquanto se utiliza os
probidticos efetivo para um controle de doencas, é necessario o cuidado em sua
escolha, pois alguns deles podem potencializar o efeito patogénico em animais
aquaticos (ABIDI, 2003).
Os prebidticos sdo compostos nao digeridos por enzimas, sais e acidos
produzidos pelo organismo animal, mas seletivamente fermentados pelos
microorganismos do trato gastrintestinal (TGI) que podem estar presentes nos
ingredientes da dieta ou adicionados a ela através de fontes exdgenas
concentradas (GIBSON & ROBERFROID, 1995; ROY & GIBSON, 1998).

Atualmente estes compostos vém sendo utilizados como alternativa aos
promotores de crescimento com o objetivo de manter o equilibrio benéfico da
microbidta intestinal, especialmente em animais jovens ou em eminente condi¢ao
de estresse (SILVA & NORNBERG, 2003). Sendo assim, indiretamente os
prebidticos também podem atuar no sistema imune e enzimatico por promover o

crescimento das populagdes de bactérias benéficas (Lactobacillus e



Bifidubacterium), que tem a capacidade de produzir substancias com propriedades
imunoestimulatérias e interagir com o sistema imune em varios niveis, incluindo a
proliferagéo de células mononucleares, a fagocitose macrofagica, a eliminagéo e a
indugdo de sintese de grandes quantidades de imunoglobulinas (SILVA &
NORNBERG, 2003).

Uma vez que os prebiodticos estimulam o crescimento e a ativagéo de
bactérias benéficas - que atuam positivamente no sistema imune e promovem
melhorias no ambiente e no epitélio intestinal - espera-se que o uso desses
compostos também se reflita de forma desejavel no desempenho animal. Mas é
muito importante observar que a maior parte das dietas animais sao compostas
por ingredientes derivados de gréos de cereais (milho, trigo) e oleaginosas (grao
de soja, farelo de soja) os quais apresentam niveis variados de polissacarideos
nao amilaceos (PNA) e oligossacarideos nao-digestiveis (OND) em sua
composicdo quimica. Considerando que ambos os grupos sdo formados por
compostos indigestiveis e potencialmente fermentaveis pela microbio6ta intestinal,
supbe-se que a falta de resposta em relacdo a adicdo de um determinado
prebidtico pode estar vinculada a um efeito “diluidor” dos PNA e OND derivados
dos proprios ingredientes (AMARAL, 2002). Ainda segundo este autor, muitas
vezes, 0s niveis destes compostos nos graos e subprodutos sdo mais elevados
que os adicionados na dieta como prebiédtico (0,05 a 3%).

Entre os prebidticos mais estudados como aditivos na alimentagdo animal
estdo os frutoligossacarideos (FOS), glucoligossacarideos (GOS) e
mananoligossacarideos (MOS). Os FOS sao polimeros de frutose de cadeia
curta, nao-digestiveis, resistentes a hidrolise, alcancando o coélon intacto e
fornecendo substrato para a microbiéta (ROBERFROID, 1996). GOS e MOS séao
obtidos a partir de parede celular de leveduras. A parede celular de leveduras
consiste principalmente de proteina e carboidrato, e contém os dois principais
acucares (glucose e manose) em propor¢des semelhantes e N-acetilglucosamina.
Estudos de metilagao indicam que a manose é ligada por ligagdes alfa1 -6, 1 — 2,
1 - 3 e é representada principalmente por mananoligossacarideos (BALLOU,

1977). Durante processos de proliferacdo microbiana, as bactérias aderem-se as



células epiteliais, ligando-se a estas através de uma fimbria em sitios de ligagéo
especificos ricos em residuos de manose (MILES, 1993). Os prebitticos tém a
capacidade de usar esta semelhanca entre os sitios de ligacdo dos enterécitos
ricos em manose com 0s mananoligossacarideos adicionados a dieta, diminuindo
a fixacdo de patégenos na mucosa e facilitando a sua expulsao juntamente com o
quimo alimentar através do trato gastrintestinal por mecanismos fisioldégicos
normais (FLEMMING, 2005). Os MOS apresentam uma alta afinidade ligante,
oferecendo um sitio ligante competitivo para bactérias patégenas Gram negativas,
que apresentam a fimbria tipo 1 especifica para oligossacarideos (FLEMMING,
2005). Leslie (1996) verificou que a microbidta benéfica pode utilizar os
mananoligossacarideos como fonte de energia, ao contrario da maioria dos
patégenos.

Dentre vérios imunoestimulantes, o glucano apresenta-se a parte pelo seu
modo de acdo que ja foi claramente estabelecido. Quando administrado
internamente no organismo do animal, o glucano € imediatamente identificado, e
pronto para agir assim que o animal necessitar, causando respostas de reacoes
imunes (KUMAR et al., 2005).

Em mamiferos, o polissacarideo insoltvel B - glucano, demonstrou potente
efeito no sistema imunolégico nao-especifico e defesa anti -bacteriana (DI LUZIO,
1985;). Injec¢des intraperitoniais com glucano em peixes demonstraram respostas
imunes na atividade dos macrofagos (JENEY & ANDERSON, 1993; JORGENSEN
et al., 1993a; JORGENSEN et al., 1993b), ativacdo complementar e nivel de
lisozimas (ENGSTAD et al.,, 1992). Além disso, alguns estudos mostraram a
influéncia das injecbes com glucanos na defesa anti- bactericida e eficiéncia das
vacinas (YANO & MANGINDAAN, 1989; ROBERTSEN et al., 1990; NIKL et al.,
1991; YANO et al., 1991; AAKRE et al.,, 1994). Quando administrados oralmente,
os glucanos sao capazes de estimular as respostas imunes e a resisténcia a
doencas nos peixes (RAA et al., 1992; NIKL et al., 1993; SIWICKI et al., 1994).
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1.3. A utilizacao do f - glucano pelos peixes

Os custos com alimentacao sao bastante altos em um sistema de criacao
intensivo e, por isso, torna-se necessdaria a preocupagcao com a formulacado de
racOes balanceadas que permitam melhor assimilagédo de nutrientes pelos peixes,
conferindo uma carcaga com maior teor de proteina e menor teor de gordura.

Os imunoestimulantes compreendem um grupo de compostos biol6gicos ou
sintéticos que aumentam e eficiéncia dos mecanismos de defesa especificos e
nao especificos. Sdo considerados imunoestimulantes combinagdes vitaminicas,
tracos minerais e produtos derivados de plantas ou animais que se mostram
efetivos na prevencao de doencas. Embora o modo de acao de tais substancias
nao seja bem caracterizado, elas podem ser injetadas ou incorporadas ao
alimento. Os resultados podem ser testados por meio de modelos experimentais
com animais adequados para tal fim, com a determinagédo de parametros imunes
ou por meio de desafio com patégenos (SIWICKI et al., 1994).

Na aquicultura a utilizacdo de alimentos para promover a saude é um
assunto em crescente desenvolvimento. O crescimento saudavel dos peixes
requer o desenvolvimento de resisténcia contra a invasédo de agentes patogénicos.
Varios estudos sobre efeito de imunoestimulantes ja foram realizados com
diversas espécies de peixes, mostrando aumento da defesa imunoldgica
(VERLHAC & GABAUDAN, 1994). O uso de imunoestimulantes (prebioticos) esta
comecgando a ser introduzido na criagao de peixes, como medida profilatica.

Os B - glucanos consistem de ligagbes de glucose com ligacdes
glucosidicas B -1,3 e B - 1, 6, sendo uma das estruturas mais importantes de
polissacarideos provenientes da parede celular de bactérias, fungos e plantas
(ROBERTSEN et al., 1990). Alguns estudos avaliaram os efeitos de glucano na
imunidade dos peixes, primeiramente com cultura in vitro de macréfagos (COOK
et al, 2001; DALMO et al., 1995), mas o foco maior é com estudo in vivo
(ROBERTSEN et al.,, 1990; AACRE et al., 1994; SAHOO & MUKHERJEE, 2001;
ORTUNO et al., 2003).
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Grande parte destes autores realizaram estes estudos utilizando injegbes
intraperitoniais, devido a eficiéncia e rapidez do método (ROBERTSEN et al.,
1990; CHEN & AINSWORTH, 1992; MATSUYAMA et al., 1992; JORGENSEN et
al., 1993); o consumo de tempo e mao-de-obra é impraticavel para a aquicultura.
A administracdo oral apresentou maior eficiéncia na administragdo de glucano
(SIWIKI et al., 1994; SAKAI, 1999), mostrando em estudos, aumento das
respostas ndo-especificas e resisténcia a doengas nos peixes (EFTHIMIOU, 1996;
SAHOO & MUKHERJEE, 2001; ORTUNO et al., 2003). De qualquer modo, o P -
glucano tem seu efeito variado conforme as dosagens utilizadas, o periodo do
regime alimentar e o tipo de glucano.

Inicialmente, o B - glucano demonstrou estimular mecanismos “antitumor” e
aumentando a resisténcia dos hospedeiros contra microorganismos patogénicos
no milho (DI LUZIO, 1985). Recentemente os glucanos vém provando sua efetiva
capacidade imunoestimulante na imunidade e resisténcia a doengas nos peixes
(CHEN & AINSWORTH, 1992; BAGNI et al., 2005).

O B - glucano é um polissacarideo obtido através da parede celular de
leveduras e fungos. Normalmente, a fonte mais utilizada para a obtencao do B-
glucano é a levedura Saccharomyces cerevisiae. Estas leveduras sé&o
unicelulares e suas células apresentam-se alongadas e ovaladas. Sao
abundantemente encontradas em frutas citricas, cereais e vegetais (FLEMMING,
2005). Sao espécies de valor econbémico, pois algumas de suas cepas sao
utilizadas em processos industriais na elaboracdo de produtos fermentados. As
leveduras sofreram modificagdes genéticas e sele¢des ao longo do tempo a fim de
se adaptarem a processos especificos, com maior grau de viabilidade técnica e
econdmica.

Kumar et. al. (2005) sustentam a hipbétese que o B-glucano derivado de
leveduras causa beneficios, como aumento superior da imunidade, em relagéo a 8
— glucanos derivados de cevada, bactérias e fungos. Ainda segundo estes
autores, isso se atribui as diferengas na estrutura molecular e suas formas, que
resultam em baixo rendimento de B - glucano, na forma com propriedades

imunomodulatérias.
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Ortunio et al. (2003) observaram que a administracado oral desta levedura, a
qual se apresenta rica em niveis de glucano, aumentou as respostas imunes
inatas do Sparus aurata. Quando administrado oralmente, o glucano provou sua
protecao efetiva em grande parte de espécies de peixes contra uma variedade de
bactérias patogénicas como Aeromonas hidrophila (KWAK et al, 2003;
SELVARAJ et al, 1998), Edwardisella tarda (SAHOO & MUKHERJEE, 2002),
Vibrio salmonicida (RAA et al., 1992).

E cada vez maior o uso de glucano na alimentagao dos peixes, aumentando
significantemente a resisténcia a exposig¢ao infecciosa (JENEY & ANDERSON,
1993). Este prebidtico tem funcdo de prevenir a colonizacdo de patégenos por
intensificar a ativacdo de macréfagos, proporcionando beneficios ao trato
gastrointestinal e resultando em melhor desempenho e resisténcia a doencas.

E comprovado que o glucano funciona como um potente imunoestimulante
em mamiferos e peixes (ROBERTSEN et al,, 1990; ROBERTSEN, 1999). Em
peixes eles podem ativar os macréfagos, aumentando sua capacidade de fagocitar
patégenos (JORGENSEN et al, 1993b; JORGENSEN & ROBERTSEN, 1995;
COOK et al, 2003). Estes autores citam que o B - glucano mostrou participar em
alguns fatores imunes nao-especificos, como lisozimas e atividades
complementares (ENGSTAD et al., 1992; PAULSEN et al, 2001).

Os mecanismos pelo qual o glucano reforca a imunidade dos peixes até o
momento ndo é muito esclarecida. Em mamiferos, a existéncia de receptores de
glucano nos macrofagos e neutréfilos ja foram reveladas, e o primeiro passo para
interagdo entre o glucano e os fagécitos envolvem uma ligagédo entre o glucano
para os receptores (WILLIAMS, 1993; WILLIAMS et al., 1996). Em peixes, os
receptores de glucano também relataram sua existéncia em macrofagos
(ENGSTAD & ROBERTSEN, 1993; AINSWORTH, 1999).

Alguns estudos mostraram que o glucano reforga a imunidade ndo-especifica
através da ativagao direta dos macréfagos (SAKAIL, 1999; ROBERTSEN, 1999). O
reforco na porcentagem de fagocitose e atividade respiratéria celular dos
macrofagos renais, apds alimentagcdo com dosagens baixas do B — glucano,

apresentaram influéncia na ativagdo dos macréfagos, e consequentemente a
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imunidade dos peixes. Entretanto, os mecanismos exatos dos efeitos do glucano
na imunidade de peixes necessitam de maiores pesquisas neste assunto(Al et al.,
2007).

Segundo Ai et al. (2007) a alimentagdo com dosagens altas do B — glucano
apresentaram imunossupressdao ou alteracbes na regulagdo do feedback,
resultados semelhantes perante outros estudos (ROBERTSEN et al, 1994;
CASTRO et al., 1999). Pode se afirmar que dosagens altas do B — glucano
induzem diretamente a respiracao celular, que apéds certo periodo podem causar
um esgotamento na atividade celular (Al et al., 2007). Contudo, a atividade das
lisozimas em peixes alimentados com altas dosagens de glucano foi maior,
sugerindo diferentes respostas dos parametros imunol6gicos para cada dosagem
do B — glucano.

Para obter melhores efeitos do glucano na imunidade dos peixes deve se
levar em consideracdo de como sera realizada sua administracdo, a dosagem € o

regime alimentar para cada espécie (SAKAI, 1999).
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CAPITULOII.

INFLUENCIA DO DESEMPENHO PRODUTIVO
DO PACU, Piaractus mesopotamicus ATRAVES
DE DIETAS SUPLEMENTADAS COM B —
GLUCANO
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Resumo

O emprego do B — glucano na alimentagdo de peixes, € cada vez maior,
gracas ao aumento da resisténcia a doencas e por promover beneficios ao trato
gastrointestinal, resultando em melhor desempenho produtivo. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a utilizacdo do prebidtico B-glucano em racdes peletizadas e
extrusadas no desempenho produtivo de juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus). Foram utilizados 640 juvenis de pacu (24,7 + 2,0 g) distribuidos
em 32 aquarios de vidro com capacidade volumétrica de 130L (20 peixes/caixa).
Durante todo periodo experimental, a agua permaneceu a uma temperatura de
26,5°C e os outros parametros limnolégicos (oxigénio dissolvido, pH, alcalinidade
e amoénia) permaneceram dentro dos niveis adequados para a espécie. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 4,
avaliando dois processamentos das dietas (extrusadas e peletizadas) com quatro
niveis de inclusao do B - glucano nas racgdées: 0 (controle), 0,1%, 0,2% e 0,3% com
quatro repeticdes. Neste primeiro estudo os dados de ganho de peso, peso final,
taxa de crescimento especifico, consumo e conversao alimentar foram coletados e
avaliados aos 15, 30, 60 e 90 dias. Os resultados obtidos mostraram que os niveis
de B - glucano avaliados neste estudo n&o proporcionaram melhoras na
performance do desempenho produtivo de juvenis de pacu. Apesar de nao
significativo, os peixes alimentados com o nivel de 0,3% de B — glucano
apresentaram melhor ganho de peso, taxa de crescimento especifico e peso final.

Palavras—chave: pacu, imunoestimulante, processamento de racgéo.
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Abstract

The employment of glucan in fish feeding is increasing significantly since
improves resistance to diseases and provides benefit to the gastrintestinal tract,
resulting in better productive performance. The objective of this study was to
determinate the efficiency of the prebiotic B-glucan in pelletized and extruded diet,
in the productive performance of pacu juveniles Piaractus mesopotamicus. In this
trial were used 640 pacu juveniles (24.7 + 2.0 g) distribuided in 32 aquariums (20
fish/aquarium). Throughout the experimental period, water remained at 26.5 °C and
the others limnological parameters (dissolved oxygen, pH, alkalinity, ammonia and
conductivity) stayed within normal values for the specie. The experimental trial
design was entirely casualized in factorial scheme 2 x 4, evaluating two proceeding
of diets (extruded and pelletized) and four B - glucan levels in diets: 0 (control),
0.1%, 0.2% and 0.3% with four repetitions. In this first trial, datum of gain weight,
final weight, specific growth rate and consumption and food conversion were
collected and assessed 90 days. The results submitted that B-glucan levels
analyzed in this study didn’t provide significant gains on productive performance in
pacu juveniles. Although not significant, the fish fed with dietary of B-glucan (0.3%)
presented better weight gain, specific growth rate and final weight.

Key - words: pacu, immunostimulant, feed processing
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1. Introducao

Atualmente as atividades agropecuarias tém tido grande destaque na
economia mundial entre elas a producdo de peixes, que apresenta indices de
crescimento superiores as demais atividades rurais. Em conseqiéncia, ha um
maior interesse em se investir na nutricdo dos animais, visando uma melhor
performance produtiva e econdmica na criacao.

A producao de peixes no Brasil ainda apresenta resultados modestos de
desenvolvimento devido aos processos de producao adotados e a falta de
informacado sobre espécies nativas com potencial zootécnico (PRIETO et al,
2005).

As perdas de nutrientes para o meio aquatico influenciam diretamente o
desempenho animal pela redugcdo no aproveitamento dos nutrientes que serao
perdidos por lixiviagdo ou por deteriorizagdo na qualidade da agua (FURUYA et al,
1997).

Segundo Vielma et al. (2000), os custos de produgdo com ragdo para o
salmao do Atlantico produzido em tanque-rede representam em torno de 50% para
a industria. Dai a importancia da integridade estrutural do pelete, durante o manejo
e transporte para assegurar menores custos de produgéo e menores perdas para
o meio ambiente. Contudo, apesar dessa importancia dada pela industria aquicola,
0 insucesso com as particulas extrusadas acabou recebendo uma maior atengéo.

O processo de aquecimento controlado propicia aumento da disponibilidade
nutrientes contidos nos ingredientes da ragao, otimizando a eficiéncia alimentar,
aumentando a digestibilidade, diminuindo a produgédo de residuos e reduzindo a
carga de efluentes que comprometem a qualidade da agua (ALBERNAZ et al,
2000).

Em funcédo disso, dietas peletizadas e extrusadas sdo amplamente
preconizadas na alimentagdo de peixes principalmente durante os periodos de
crescimento e terminagao.

Avangcos em estudos genéticos de peixes vém aumentando nos ultimos

anos, e a nutricdo ganha maiores entraves e limitagdes para obter uma producao
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eficiente no crescimento e propagagdo de novas espécies na aquicultura. Para
obter uma maximizagdo da performance, a dieta deve atender as necessidades
dos nutrientes essenciais na formas concentragdo correta, assim como proé-
nutrientes para maximizar a saude e desempenho dos peixes. Uma nutricdo
equilibrada pode ajudar o peixe a demonstrar todo seu potencial genético no
desempenho produtivo e melhor resisténcia a doencas.

O pacu (Piaractus mesopotamicus, HOLMBERG 1887) €& uma espécie
largamente distribuida na bacia dos rios Parana, Paraguai e Uruguai (GODOY,
1975), onde a espécie tem grande importancia na pesca comercial, sendo
cultivado principalmente nas regides Sul e Sudeste e, nos ultimos anos, em outros
estados do Brasil (VALENTI et al., 2001; URBINATI & GONGCALVES, 2005).

Nao existem estudos comparando a eficiéncia de dietas extrusada e
peletizadas testando a levedura Sacaromices cerevisiae em dietas de peixes, foco
deste estudo. Porém, AARSETH et al. (2006), testaram um tipo de levedura
vermelha, X. dendrorhous, em dietas de salmao, e observou sua capacidade de
fermentar acucares produzindo altas quantidades de astaxantina como fator
pigmentante de sua carne (JOHNSON et al., 1980). A parede celular da X.
dendrorhous possui uma estrutura composta por polissacarideos estruturais e
proteinas, a qual se assemelha a estrutura da levedura a qual se extrai o B —
glucano. Segundo estes autores ndo houve diferencas na eficiéncia desta levedura
em relacao as temperaturas de extrusédo, que foram de 100°e 140°C.

Este estudo teve por finalidade testar a eficacia do prebidtico B-glucano em
ragbes peletizadas e extrusadas no desempenho produtivo de juvenis de pacu

(Piaractus mesopotamicus).
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2. Materiais e Métodos

2.1. Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Peixes Ornamentais, do
Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), em Jaboticabal, Sdo Paulo. A
andlise bromatolégica das dietas foi realizada no Laboratério de Nutrigdo Animal
(LANA), do Departamento de Zootecnia, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias/UNESP.

2.2. Material Biolégico e Condicdes Ambientais

Foram utilizados 640 juvenis de pacus, Piaractus mesopotamicus, com peso
inicial de 24,7 = 2,0 g, distribuidos em 32 aquéarios de vidro (130L) (20
peixes/caixa). A agua foi proveniente de poco artesiano, a qual foi sifonada e
renovada diariamente. O sistema foi provido de aeragao continua e controle de
temperatura (26,0+ 2,0°C).

2.3. Avaliacoes fisico-quimicas da dqua

A temperatura média dos aquarios foi aferida diariamente com um
termémetro de maxima e minima. As determinacbes de alcalinidade total (mg de
CaCOs/L) e amobnia (pg/L) foram realizadas no Laboratério Central do Caunesp. O
oxigénio dissolvido (mg O./L) e potencial hidrogénionico (pH) foram realizadas

quinzenalmente utilizando oximetro e pHametro digital.

2.4. Manejo Alimentar, Dietas Experimentais e Delineamento Experimental.

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia, uma pela manha (9:00 hrs.)
e outra ao final do dia (17:00 hrs), e o consumo foi medido e registrado. A
distribuicao de racao foi realizada até nao haver mais procura pelos peixes, para
evitar sobras. A formulacdo e a composicdo das dietas experimentais séo
apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1 — Formulagao e composigao percentual e calculada das dietas experimentais
Table 1 — Percentual and calculated composition of experimental diets

Ingredientes Controle (0%) T1(0,3%) T2 (0,2%) T3 (0,1%)

Ingredients
Farelo de Soja 45,5 45,5 45,5 45,5
Soybean meal
Milho 22 22 22 22
Corn
Farelo de Trigo 15 15 15 15
Wheat bran
Farinha de peixe 13 13 13 13
Fish meal
Bagaco de cana 1,5 1,4 1,3 1,2
Cane sugar bagasse
Oleo de Soja 1,5 1,5 1,5 1,5
Soybean oil
Sup. vitaminico mineral® 1,5 1,5 1,5 1,5
Viatmin ans Mineral premix
B - glucano' 0 0,1 0,2 0,3
B - glucan
Total 100 100 100 100

Tabela 2 — Percentual calculado das dietas experimentais
Table 2 — Percentual calculated of experimental diets

Composicao quimica
Chemical composition

% de inclusao
% inclusion

Matéria Seca 89,91
Dry matter
Proteina bruta 32,06
Crude protein
Energia bruta (kcal/kg) 4096,03
Gross energy
Extrato etéreo 3,18
Ether extract
Fibra bruta 4,48
Crude fiber
Matéria mineral 7,34
Ashes

38,53

Extrato ndo nitrogenado®
Nitrogen free extract

"Nos niveis 0,0, 0,1, 0,2 e 0,3% as diferencas foram preenchidas com elemento inerte.

Suplemento vitaminico mineral Rovimix peixe: vit. A: 5000.000 Ul; vit. D3: 200.000 Ul; vit. E: 5.000 UI; vit. K3: 1000 mg; vit. B1: 1500 mg; vit. B2: 1500 mg; vit. B6:
1500 mg; vit. B12: 4000 mg; vit. C: 15000 mg; acido fdlico: 500 mg; &cido pentoténico: 4000 mg; B.H.T.: 12,25 g; biotina: 50 mg; inositol: 1000 mg; nicotinamida: 7000
mg; colina: 40 g; cobalto: 10 mg; cobre: 500 mg; ferro: 5000 mg; iodo 50 mg; manganés: 1500 mg; selénio: 10 mg; zinco: 5000 mg; veiculo g. s. g. : 1000 mg.

°ENN (%) = MS (%) — ( PB (%) + EE (%) + FB (%) + MM (%)).
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As ragOes peletizadas foram produzidas na Unidade de Preparagédo de
Racdes do Centro de Aquicultura da Unesp e na Fabrica de Ra¢des da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp — Campus de Jaboticabal e as
racoes extrusadas na em uma fabrica de ragao comercial.

O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 2 x 4, avaliando-se dois processamentos das dietas
(extrusadas e peletizadas) com quatro niveis de inclusdo do B - glucano nas
racoes sendo: controle, 0,1%, 0,2% e 0,3%. Cada tratamento constou de quatro
repeticoes. O aditivo B - glucano utilizado é um prebidtico rico em beta-glucanos,
extraidos da levedura Saccaromyces cerevisiae de cepas selecionadas. Esse
ingrediente se encontra em forma de pé fino, bege ou marrom claro, seco em
spray dryer (Tabela 3). Como a percentagem de pureza do glucano é de 85 %, foi
realizado um caculo de regra de trés para que as ragdes tivessem uma inclusao
de 100% do produto.

Tabela 3 - Caracteristicas fisicas e quimicas do 8 — glucano (g/ 100g do produto)
Table2 — Physical and chemical characteristics of 8 — glucan (g/ 100 g of product)

Ingredientes % de incluséo
Ingredients % of inclusion
Totais de B- glucano Min. 85,0
B - glucano total
Proteinas totais (N x 6,25) Max. 4,0
total protein
Umidade total (105 +/- 2°C) Max. 10,0
total moistness
pH (solucdo 10%) 4,6 - 6,0
ph (10% solution)
Capacidade dee absorcao da agua (ml/g) 6,6

water absortion capacity
Metais pesados ppm <2
heavy metals
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2.5. Avaliacdo dos pardmetros Zootécnicos

Para avaliar o desempenho dos peixes, estes foram pesados no inicio do
experimento e aos 30, 60 e 90 dias. Apb6s a puncao caudal, para retirada de
sangue, os peixes foram pesados e foi medido o comprimento.

O ganho de peso dos peixes (GP) foi calculado por:

e GP (g) = peso médio final - peso médio inicial

tempo de experimento (dias)

Para determinacao da taxa de crescimento especifico (TCE) foi empregada a
seguinte equagao:

e TCE (%/dia) = (In) peso total final — (In) peso total inicial x 100
tempo de experimento (dias)

O consumo total de rag&o foi determinado por:

e Consumo = racao pesada no inicio — sobras do final

tempo de experimento (dias)

A conversao alimentar aparente (CA) foi obtida a partir da seguinte equagéao:

e CA= (consumo total de racéo q)
(ganho de peso dos peixes g) x (no de peixes na parcela)

2.6. Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F) e,
quando detectadas diferencas, as médias foram comparadas pelo teste de
Duncan ao nivel de 5% de confiabilidade. As anélises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa estatistico SAS 9.0.
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3. Resultados

3.1 Parametros fisico —quimicos da agua

Os parametros fisicos e quimicos foram mensurados aleatoriamente por
aquario e descritos na tabela 3.

Tabela 4 — Valores médios * desvio padréo e coeficiente de variagdo dos parametros
fisicos e quimicos da agua dos aquarios de juvenis de pacu.

Table 4 — Means values + standard variation of physical and chemical parameters of aquarium
water of pacu juvenilles.

Tratamentos CV%
Treatments Variance coefficient
Temperatura (°C) 26,25 + 0,92 1,02
Temperature
Alcalinidade (mg/L) 82,4 £4,25 3,33
Alcalinity
Aménia (W/L) 8,87 £1,34 2,57
Ammonia
Oxigénio dissolvido (mg/L) 3,52 +1,68 5,87
Dissolved oxygen
pH 7,74 £ 0,27 3,66
pH

3.2. Desempenho Zootécnico

De acordo com os resultados apresentados na tabela 5, ndo foram
observadas diferengas significativas em relacdo ao ganho de peso pelos
processamentos com a racao extrusada e peletizada. O peso final também nao foi
influenciado pelos processamentos. O nivel 0,3% de inclusdo do prebidtico
proporcionou, no ultimo periodo experimental um ganho de peso 7,3% superior ao
grupo controle. Em uma producédo de larga escala de peixes este indice pode
representar um impacto econémico significativo na atividade produtiva. Apesar de
nao haver diferengas significativas entre os resultados de ganho de peso entre os
processamentos das racdes, a racao extrusada mostrou melhores resultados de
desempenho produtivo que a ragao peletizada.

A mesma tendéncia ocorreu com o peso final onde o maior nivel de

inclusdo do B — glucano induziu a um crescimento 5% superior dos peixes que nao
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receberam o prebidtico na dieta, porém estatisticamente ndo houve diferengas
significativas entre os tratamentos.

N&o ocorreram diferengas significativas na taxa de crescimento especifico
dos peixes em relagdo ao processamento das ra¢des e aos niveis de inclusdo do
B - glucano nas dietas. Pode se observar que apesar de nao significativo, que as
maiores taxas de crescimento especifico, para o tratamento com 0,3%.

No presente estudo os peixes ndo apresentaram diferenca de consumo
entre as racoes peletizada e extrusada. Entretanto 0 consumo da ragédo extrusada
foi superior em relagdo a racao peletizada. O nivel 0,3% de B-glucano na dieta
proporcionou maior consumo.

Os processamentos das ragcbes avaliadas proporcionaram diferencas na
conversao alimentar dos peixes, apesar de nao significativo. Entretanto a ragao

extrusada apresentou maior conversdo em relagédo a ragao peletizada.
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Tabela 5 — Valores de F, coeficiente de variagao (CV) e médias obtidas para ganho de peso (G.P.),
peso final (P.F.), taxa de crescimento especifico (T.C.E.), consumo e conversao alimentar (C.A.)
para juvenis de pacu.

Table 5 - F values, coefficient of variance (C.V.) and means gotten for body weight (B.W.), final body weight
(F.W.), specific growth rate (S.G.R.), consumption and food conversion (F.C.) for pacu juveniles.

Estatisticas Periodo Experimental (0 - 90 dias)
Statistics Experimental period (0 - 90 days)
G.P. P.F. T.C.E. CONS C.A.
B.W. F.W. S.G.R. CONSUMPTION F.C.
Processamento (P) 0,86ns 0,79ns 0,30ns 0,05ns 0,41ns
Processment
Valores para F Niveis (N) 0,72ns 0,1ns 0,13ns 0,07ns 0.1ns
F values Levels
Interagéo (P x N) 0,32ns 1,71ns 0,59ns 0,54ns 0,39ns
Interactions
CV 21,58 0,14 17,76 22,83 23,7
Ragéo Extrusada 42,79 51,0 1,95 141,77 3,02
Médias Processamento Extruded diet
Processment Means Ragao Peletizada 43,36 52,03 1,82 120,68 2,82

Pelletized diet

Controle (0%) 41,05 52,0 1,85 113,64 2,43
Control
Médias Niveis 0,30% 45,87 54,7 2,14 153,2 3,18
Levels Means
0,20% 41,68 48,33 1,76 135,32 3,23
0,10% 43,7 52,75 1,8 122,75 2,84

ns — n&o significativo

*(p<0,05)

CV - coeficiente de variancia (%)

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05).
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4. Discussao

4.1 Parametros fisicos e quimicos da agua

Os resultados demonstraram que a qualidade da agua dos aquarios nao foi
alterada, sendo que os parametros avaliados permaneceram de acordo com 0s
padrées recomendados por SIPAUBA-TAVARES (1995) e KUBITZA (2000). Em
relacdo ao oxigénio dissolvido a tolerancia para muitas espécies de peixes é de 1
a 9 mg/L, sendo que a faixa ideal requerida pelas espécies esta relacionada com a
fase de crescimento e reproducdo, embora a maior parte das espécies tenham

uma exigéncia acima de 5 mg/L (BOYD 1982).

4.2.Desempenho Zootécnico

Apesar de nao haver diferencas significativas entre os resultados de ganho
de peso entre 0os processamentos das ragdes, a racao extrusada mostrou-se mais
eficiente em relagdo a racao peletizada. Este fato pode ser explicado por que,
segundo ANDRIGUETO et al. (1981), as ragcoes e matérias-primas extrusadas
melhoram a eficiéncia alimentar e em alguns casos, melhorara significativamente
a palatabilidade dos ingredientes ou ragoes, proporcionando melhor desempenho
dos animais.

EFTHIMIOU (1996) em dietas com B - glucano para o “sea bass” nao
observou diferencas significativas no ganho de peso. HARDIE et al. (1990) e
HARDIE et al., (1991), administrou oralmente este imunoestimulante em “Dentex”,
Dentex dentex, e Salmao do Atlantico, Salmo salar, também nao observaram
diferenca no ganho de peso dos peixes alimentados com diferentes niveis de f -
glucano em relagcéo ao grupo controle. Resultados contraditérios foram obtidos por
estudos realizados por Al et al. (2007) onde o aumento no ganho de peso do
“Yellow croaker” (Pseudosciaena crocea) foi atribuido ao uso de dosagens baixas
de glucano (0,09%/ kg de ragao) durante 8 semanas. Contudo, o crescimento nao

foi favorecido quando estes autores utilizaram dosagem maior (0,18%) de B -
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glucano, sugerindo que o uso baixas dosagens fornecem uma suplementagéo
adequada para otimizar o ganho de peso desta espécie.

Autores como WIGGLESWORTH & GRIFFITH (1994) observaram em
camardes (Penaeus monodon) uma alta capacidade de digestdo do B - glucano,
sugerindo que o ganho de peso aumentou pelos beneficios energéticos atraves
deste prebidtico. Para peixes ndo existem evidéncias a respeito, portanto os
mecanismos que promovem o crescimento pela acado do B - glucano ainda nao
foram completamente identificados nos peixes (Al et al., 2007). Porém segundo
LOPEZ et. al., (2003) este aumento no ganho de peso pode estar relacionado com
a provavel degradacdao do [-glucano pela glucanase produzindo energia,
permitindo o uso de mais proteinas favorecendo o crescimento.

Avaliando diferentes processamentos de racdo para o acara — bandeira
(Pterophilum scalare), RODRIGUES & FENANDES (2006) obtiveram resultados
semelhantes aos desse experimento, onde as melhores médias de crescimento
especifico foram apresentadas pelos peixes alimentados com a dieta extrusada,
porém nao se diferindo estatisticamente das obtidas com a racao peletizada.

MISRA et al., (2006) avaliando o B - glucano no Labeo rohita observaram
aumento da taxa de crescimento especifico (TCE) nos tratamentos com inclusdo
de 0,25 e 0,5% kg . Contraditoriamente, Al et al. (2007) testando niveis de B -
glucano na dieta do “yellow croaker”, Pseudosciana crocea, observaram uma TCE
significativamente maior nos peixes do tratamento com 0,09% de inclusdo deste
prebidtico em comparagdo com o tratamento controle. Porém ao nivel de 0,18%
de B - glucano a TCE nao se diferenciou do grupo controle. COOK et al. (2003),
em estudos com o “snapper” (Pagrus auratus, Sparidae) e HIDALGO et al. (2006),
alimentando juvenis de dentex (Dentex dentex), nao notaram diferencas
significativas na TCE dos animais alimentados com prebiético quando comparado
ao grupo controle. Resultados semelhantes sdo observados com o “Atlantic
salmon” onde nao houve efeito do prebidtico no crescimento (GILDBERG et al.,
1995).

O emprego do B — glucano ndo proporcionou aumento no consumo dos

peixes alimentados com racdes contendo o prebidtico na sua composicao,
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provavelmente pela razdo dos niveis de inclusdo serem modestos n&o alterando,
de forma significativa as caracteristicas do alimento de todos os tratamentos.

Diferindo-se aos resultados deste estudo, PEZZATO et al. (2002) avaliando
processamento de dietas para tilapias-do-Nilo observaram uma melhor conversao
alimentar nos tratamentos com a ragdo extrusada, além de melhor desempenho
produtivo, quando comparado a racao peletizada. De acordo com a literatura as
particulas que compdem o pelete extrusado apresentam melhores respostas de
digestibilidade, o que indica uma tendéncia de melhora na disponibilidade dos
nutrientes contidos nas dietas, onde a adicdo de calor e umidade altera os
componentes da mistura com o amido e a proteina (THOMAS & VAN DER POEL,
1996), melhorando a biodisponibilidade dos ingredientes (HILTON et al., 1981).
Em estudos com diferentes processamentos de racao com o acara-bandeira
(Pterophilum scalare), RODRIGUES & FERNANDES (2006) nao observaram
diferencas significativas entre as dietas peletizadas e extrusadas, embora os
peixes alimentados com as dietas extrusadas apresentaram melhores médias de
conversao alimentar. FURUYA et al. (1997) também nao encontraram diferencas
significativas entre os processamentos, mas concluiu que a ragao peletizada
proporciona melhores resultados econémicos para a tilapia-do-Nilo na fase de
terminacao.

MISRA et al. (2006), testando niveis de B - glucano de 0,1%, 0,25% e 0,5%
para juvenis de Labeo rohita ndao observaramos diferenga significativa entre os
niveis do imunoestimulante, porém o tratamento com o nivel superior apresentou
melhor conversao alimentar em relagdo aos outros tratamentos num periodo de 56
dias.

BAGNI et al. (2005) observaram conversdes alimentares que variaram de
0,7 a 5,0 no bagre — do -canal, Dicentrarchus labrax. MISRA et al. (2006)
administrando oralmente o B-glucano na alimentacado do Labeo rohita, obtiveram
valores de converséo alimentar de 2,0 a 3,5.

Devido aos resultados deste experimento, sugere-se um tempo maior de
experimentacao (120 ou 150 dias), podendo apresentar resultados significativos

positivos para o desempenho zootécnico dos peixes que receberam a dieta com o
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maior nivel de inclusdo de prebidtico uma vez que somente aos trés meses

tenderam a expressar maiores ganhos.
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5. Conclusao

Os resultados obtidos mostraram que o desempenho produtivo de juvenis
de pacu nao foi afetada pelos niveis de B - glucano estudados. Entretanto, apesar
de ndo significativo, os peixes que foram alimentados com o nivel de 0,3% de
inclusdo do B - glucano apresentaram aos 90 dias de experimento, maior ganho de

peso, maior taxa de crescimento especifico e maior peso final.
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CAPITULO III.

NIiVEIS DE INCLUSAO DO B — GLUCANO EM DIETAS PARA O
PACU SOBRE 0S PARAMETROS FISIOPATOLOGICOS E
FISIOLOGICOS
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Resumo:

Este estudo teve por finalidade avaliar os efeitos da suplementagdo com [3-
glucano em dietas para pacu, Piaractus mesopotamicus, nos indicadores
hematolégicos e de estresse. Nao houve diferengcas nos niveis de glicose
plasmatica durante todo periodo experimental. Em relacdo as proteinas totais, os
valores oscilaram durante todo periodo onde, além dos tratamentos ocorreram
diferenciagbes entre os processamentos. Aos 15 dias as dietas contendo B -
glucano apresentaram valores inferiores quando comparado ao grupo controle,
sendo que o tratamento 0,1% foi o que obteve menor valor. Pode se observar do
inicio ao final das amostragens houve oscilagbes no hematdcrito, tendo este
apresentado valores mais altos aos 45 e 60 dias. Aos 15 dias pode-se observar
diferenca entre do grupo controle, o qual apresentou maior nimero eritrocitario em
relacdo aos tratamentos, além disso, estes valores apresentaram-se crescentes
até os 60 dias e aos 90 voltaram aos valores semelhantes aos 30 dias. Somente
aos 45 dias houve um aumento na contagem de hemoglobina para o tratamento
0,3% em relacdo ao grupo controle. Observou-se que aos 30 dias houve uma
queda em relacao ao volume corpuscular apresentando um pico aos 45 dias em
todos os tratamentos. Em relacdo aos ions, os valores de Na neste experimento
oscilaram de 134,55 a 148,76 mEqg/ L, apresentando-se dentro dos parametros da
literatura, ja o potassio, aos 15 dias apresentou uma diferenca significativa nas
concentragdes, onde o grupo controle apresentou nivel relativamente baixo em
comparagao aos tratamentos com glucano 0,2% e 0,3%. Os niveis de cloretos no
plasma sanguineo dos peixes ndo foram modificados pelos processamentos da
dieta até os 60 dias, apresentando uma diferenga significativa aos 90 dias, onde a
racao peletizada apresentou valores inferiores de cloretos em relagédo a racao
extrusada. Como ndo houve nenhum aumento dos niveis fisiolégicos deste
estudo, em relagdo aos encontrados na literatura, infere-se que a administragéo
do B - glucano, mesmo por um longo periodo nao proporcionaram alteragbes nos
parametros fisioldgicos e indicadores de estresse para juvenis de pacus.

Palavras-chave: pacu, parametros sanguineos, imunoestimulante.
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Abstract:

The objective of this study was determining the effect of B-glucan on
hematological indicators and stress of pacu juveniles, Piaractus mesopotamicus.
During experimental period (90days), water remained at 26.5 °C and the others
limnological parameters (dissolved oxygen, pH, alkalinity, ammonia and
conductivity) showed values within the normal for the specie. .The experimental
design was entirely randomized in factorial scheme 2 x 4 evaluating two
proceeding of diets (extruded and pelletized) and four levels of B - glucan: 0
(control), 0.1%, 0.2% and 0.3% with four repetitions. This study doesn’t show
differences of levels of plasmatic glucose (means of 57.73 mg/dL) throughout
period. At the 15" day, the blood of fish fed with pelletized diets containing -
glucan presented lower plasma protein levels when compared with extruded diets.
In this period the control group presented the highest value of plasmatic protein. In
the end of trial the hematocrit of fish fed with 0.1% prebiotic presented lower values
(21.77%). At 15" day the control group shows a higher number of erythrocytes
(2.10 x 10%mm® among glucan treatments. In all treatments number of
erythrocytes submitted increasing values until 60 days. On hemoglobin, only at 45"
day increased in counting of 0.3% (9.0 g/dL) when compared with control group
(7.76 g/dL). The corpuscular volume average was lower (126.04 um?) was lower in
control group at 60 days. Neverless at 90" day of trial the lowest values (116.67
um3) were observed in fish fed 0.1% of B- glucan. The values of blood sodium have
showed oscillations (134.55 a 148.76 mEqg/ L), not significantly during the first 15
days the potassium was lower on control group (1.63 mEg/L) when compared with
0.2% and 0.3% levels (2.90 and 2.61 mEq/L, respectively). The plasma chlorides
levels were not modify by processing until 60 days. The fish fed pelletized diet
presented lower chlorides levels, when compared with fish fed extruded diets in the
end of experimental period. The prebiotic inclusion with 0.3% in the first 45 days
provided higher values of blood chlorides when compared with 0.1%. Despite of
some values presented significative differences; all were within the baseline for the
specie. As there were been no increased levels of physiological parameters in this
trial, it is suggested that the administration of B - glucan, even for a long period,
doesn’t shows stressful effects for pacu.

Key - words: pacu, blood parameters, immunostimulant
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1. Introducao

Os peixes respondem ao estresse de forma a refletir a severidade e a
duracdo do agente estressor (BARTON, 1997). Estas respostas preparam o
organismo para a chamada luta e fuga, ou seja, a tentativa de escapar da
adversidade, e podem variar de acordo com a intensidade e duragdo do agente
estressor (MORGAN & IWAMA, 1997; URBINATI et al., 2004).

Foi definido por SELYE (1973) que o estresse é “a resposta nao —
especifica do organismo a qualquer ameaga a ele proprio”. Ela é considerada
como um mecanismo adaptativo que permite que o peixe conviva com estressores
reais ou perceptiveis mantendo estavel sua condicdo homeostética. O estresse
pode ser considerado como um estado de ameaga para manutengdo da
homeostase, que é restabelecida por respostas adaptativas (CHROUSQOS, 1998).

Os agentes estressores podem ser de natureza quimica, como por
exemplo, a redugdo do nivel de oxigénio dissolvido, elevadas concentragdes de
amoénia (MORAES et al., 2004) e nitrito (COSTA et al., 2004), decorrentes da
degradacdo da matéria organica, poluentes organicos e inorganicos
(JORGENSEN et al., 2002) ou podem ser de natureza fisica como a alta
densidade populacional, confinamento, captura ou mudang¢as no ambiente fisico
(COLOMBO et al., 1990), como a reducao do nivel de agua dos corpos d’agua que
caracterizam os periodos de estiagem em regides tropicais e subtropicais
(CADAVID GARCIA, 1984).

O cortisol é o principal corticosteréide em peixes, considerado um bom
indicador para avaliagdo de estresse primario (MOMMSEN et al., 1999). Em
peixes o cortisol atua via dois tipos de receptores intracelulares, o0s
mineralocorticéides e glicocorticoides. Em fungdo mineralocorticdide, o cortisol
atua na regulagcado osmotica e ibnica estimulando a diferenciacdo de células cloreto
nas branquias e aumentando a atividade da enzima sddio-potassio
adenosinatrifosfatase (Na'/K* - ATPase) que participam no transporte ativo dos
ions sbédio e cloreto. Em sua funcdo glicocorticéide, o cortisol estimula a
glicogendlise no figado, ocasionando uma hiperglicemia, além de estimular
também a gliconeogénese neste mesmo o6rgdao (PIECKERING, 1981;
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WENDELAAR BONGA, 1997). Os resultados de cortisol podem ser facilmente
comparados com outras espécies, uma vez que existe vasta literatura sobre este
indicador.

Outro bom indicador para resposta secundéria é a glicose do sangue ou
plasma, pois esta avaliagdo pode ser realizada na criagdo, com medidores de
glicose de simples utilizagdo e facilmente encontrados no mercado (WELLS &
PANKHURST, 1999). O aumento da concentracdo plasmatica de cortisol também
€ uma importante resposta secundaria ao estresse (MOMMSEN et al., 1999). Os
efeitos metabdlicos provocados pelas respostas primarias alteram a glicemia,
ocorrendo acumulo do acido latico muscular, de glicogénio hepatico, além de
alteracées no hematdcrito e no numero de linfécitos. Também sdo descritos na
literatura efeitos hidrominerais, como alteracées nas concentracdes plasmaticas
de cloro, sédio, potassio, proteinas e osmolaridade do plasma. Alteragdes nos
niveis de glicogénio, lipideos e proteinas, em alguns tecidos, sédo efeitos
secundarios caracteristicos (MORATA et al., 1982; HEMRE & KROGDAHL, 1996).

Por fim, a resposta terciaria € a redugcdo no desempenho produtivo e
reprodutivo e a baixa resisténcia a doencas (WANDELAAR BONGA, 1997).

A analise dos padrdes sangtineos fornece subsidios importantes para o
auxilio do diagnostico e prognostico de condicdes mérbidas em populagdes de
peixes ou animais em geral (HINES & YASHOUV, 1970; ANDERSON, 1974;
ACHUTAN NAIR & BALAKKRISHNAN NAIR, 1983; RANZANI-PAIVA, 1991;
MOISEENKO, 1998; PRAVDA, 1998; RANZANI-PAIVA et al., 1998/1999). Uma
das maiores dificuldades é saber exatamente qual o estado de saude normal.
Muitos fisiologistas desta area tém se dedicado a estudos hematoldgicos, ja que
em humanos estes valores sdo utilizados como ferramentas de diagnésticos de
doengas. A hematologia de peixes continua a oferecer um grande potencial,
progredindo em estabelecer valores normais aos parametros sanglineos e
enriquecer a literatura que ainda se apresenta (MAWDESLEY - THOMAS, 1971).
Somente alguns parédmetros hematolégicos foram estabelecidos para alguns
tele6steos, mas estes valores variam severamente, devido as diferentes

metodologias de coleta e técnicas de avaliacdo (BLAXHALL, 1972). Estudos
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hematolégicos com peixes apresentam grande significancia devido ao aumento na
énfase na area da piscicultura. Estes estudos sdo de fundamental importancia
para monitorar as mudancas fisioldégicas e patoldgicas dos peixes (IWAMA et al.,
1976; CHEKRABARTY & BANERJEE, 1988).

Uma das areas em desenvolvimento para a fortificacdo das defesas
imunoldgicas dos peixes € a administracdo de adjuvantes como o glucano ou
imunoestimulantes (YANO et al., 1989; RAA et al., 1992). Inicialmente, achava-se
que os mecanismos de acao estimulavam a hematopoiese. Atualmente existem
evidéncias que os glucanos possuem células receptoras muito semelhantes aos
macrofagos (EGSTAD & ROBERTSON, 1993). Os receptores tém especificidade
para os B-glucanos, presentes nas paredes celulares de fungos e leveduras.

Este estudo teve por finalidade avaliar os efeitos da adi¢cao do prebidtico 3-

glucano em dietas para o pacu sobre indicadores hematoldgicos e de estresse.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Peixes Ornamentais, do
Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), em Jaboticabal, Sao Paulo. A
andlise bromatologica das dietas foi realizada no Laborat6rio de Nutrigdo Animal
(LANA), do Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias (FCAV) da UNESP de Jaboticabal, enquanto os parametros
metabdlicos foram avaliados no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal e
no Hospital Veterinario da FCAV/ UNESP.

2.2. Material Biolégico e Condicbes Ambientais

Foram utilizados 640 juvenis de pacus, Piaractus mesopotamicus, com peso
inicial de 24,7 = 2,0 g, distribuidos em 32 aquéarios de vidro (130L) (20
peixes/caixa). A agua foi proveniente de poco artesiano, a qual foi sifonada e
renovada diariamente. O sistema foi provido de aeragao continua e controle de
temperatura (26,0+ 2,0°C).

2.3. Avaliacoes fisico-quimicas da dqua

A temperatura média dos aquarios foi aferida diariamente com um
termémetro de maxima e minima. As determinagbes de alcalinidade total (mg de
CaCOs/L) e ambnia (pg/L) foram realizadas no Laboratério Central do Caunesp. O
oxigénio dissolvido (mg O2/L) e potencial hidrogénionico (pH) foram realizadas

quinzenalmente utilizando oximetro e pHametro digital.

2.4. Manejo Alimentar, Dietas Experimentais e Delineamento Experimental

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia, uma pela manha (9:00 hrs.)
e outra ao final do dia (17:00 hrs), e o consumo foi medido e registrado. A
distribuigdo de racao foi realizada até nao haver mais procura pelos peixes, para
evitar sobras. A formulacdo e a composicdo das dietas experimentais sao

apresentadas na tabela 1.

47



Tabela 1 — Formulagédo e composigao percentual e calculada das dietas experimentais

Table 1 — Percentual and calculated composition of experimental diets

Ingredientes Controle (0%) T1(0,3%) T2 (0,2%) T3 (0,1%)

Ingredients
Farelo de Soja 45,5 45,5 45,5 45,5
Soybean meal
Milho 22 22 22 22
Corn
Farelo de Trigo 15 15 15 15
Wheat bran
Farinha de peixe 13 13 13 13
Fish meal
Bagaco de cana 1,5 1,4 1,3 1,2
Cane sugar bagasse
Oleo de Soja 1,5 1,5 1,5 1,5
Soybean oil
Sup. vitaminico mineral® 1,5 1,5 1,5 1,5
Viatmin ans Mineral premix
B - glucano' 0 0,1 0,2 0,3
B - glucan
Total 100 100 100 100
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Tabela 2 — Percentual calculado das dietas experimentais
Table 2 — Percentual calculated of experimental diets

Composicao quimica % de inclusao
Chemical composition % inclusion

Matéria Seca 89,91
Dry matter
Proteina bruta 32,06
Crude protein
Energia bruta (kcal/kg) 4096,03
Gross energy
Extrato etéreo 3,18
Ether extract
Fibra bruta 4,48
Crude fiber
Matéria mineral 7,34
Ashes
Extrato ndo nitrogenado® 38,53

Nitrogen free extract

"Nos niveis 0,0, 0,1, 0,2 e 0,3% as diferengas foram preenchidas com elemento inerte.

Suplemento vitaminico mineral Rovimix peixe: vit. A: 5000.000 Ul; vit. D3: 200.000 Ul; vit. E: 5.000 UI; vit. K3: 1000 mg; vit. B1: 1500 mg; vit. B2: 1500 mg; vit. B6:
1500 mg; vit. B12: 4000 mg; vit. C: 15000 mg; &cido félico: 500 mg; 4cido pentoténico: 4000 mg; B.H.T.: 12,25 g; biotina: 50 mg; inositol: 1000 mg; nicotinamida: 7000
mg; colina: 40 g; cobalto: 10 mg; cobre: 500 mg; ferro: 5000 mg; iodo 50 mg; manganés: 1500 mg; selénio: 10 mg; zinco: 5000 mg; veiculo g. s. g. : 1000 mg.

SENN (%) = MS (%) — ( PB (%) + EE (%) + FB (%) + MM (%)).

As racdes peletizadas foram produzidas na Unidade de Preparacdo de
Racdes do Centro de Aquicultura da Unesp e na Fabrica de Ragdes da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp — Campus de Jaboticabal e as
racOes extrusadas na em uma fabrica de racao comercial.

O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 2 x 4, avaliando-se dois processamentos das dietas
(extrusadas e peletizadas) com quatro niveis de inclusdao do B - glucano nas
racoes sendo: 0 (controle), 0,3%, 0,2% € 0,1%. O aditivo B - glucano utilizado é
um prebidtico rico em B-glucanos, extraidos da levedura Saccaromyces cerevisiae
de cepas selecionadas. Esse ingrediente se encontra em forma de pé fino, bege

ou marrom claro, seco em spray dryer (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracteristicas fisicas e quimicas do 8 — glucano (g/ 100g do produto)
Table3 — Physical and chemical characteristics of 8 — glucan (g/ 100 g of product)

Ingredientes % de inclusao
Ingredients % of inclusion
Totais de B- glucano Min. 85,0
[ - glucano total
Proteinas totais (N x 6,25) Max. 4,0
total protein
Umidade total (105 +/- 2°C) Max. 10,0
total moistness
pH (solugcao 10%) 4,6 - 6,0
ph (10% solution)
Capacidade dee absorcdo da agua (ml/g) 6,6

water absortion capacity
Metais pesados ppm <2
heavy metals

2.5. Avaliacdo dos Parametros Biométricos, Metabdlicos e Hematoldgicos

Para a determinacéo do perfil hematoldgico foram utilizados seis peixes por
tratamento. Os pacus foram anestesiados com benzocaina (0,8 g/L) e o sangue
coletado com auxilio de seringa de 10,0 ml contendo glibstab (EDTA fluoretado)
por meio de pungéo caudal. Do sangue coletado, uma aliquota de soro foi utilizada
para determinacao da glicose e proteinas totais (Labtest Kit) e outra centrifugada a
3.000 rpm, por 10 minutos, para separacdo do plasma, mantido a uma
temperatura de —20°C para posterior andlise de cortisol (radioimunoensaio), ions
sédio e potassio (Labtest kit) e cloretos (Labtest Kit). Em seguida, foram
determinados o peso corporal e o comprimento padrao (distancia do inicio da
cabeca até a insercao caudal) de cada peixe.

O hematdcrito, hemoglobina, numero total de eritrécitos e volume
corpuscular médio foram determinados através de contador automatico de células
(Celm - CC 550).
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2.6. Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e de acordo com
este resultado, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de confiabilidade. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
SAS 9.0.
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3. Resultados

3.1. Parametros fisico-quimicos da aqua

Os parametros fisicos e quimicos foram mensurados aleatoriamente por

aquario e podem ser observados na tabela 3.

Tabela 4 — Valores médios + desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos parametros
fisicos e quimicos da agua dos aquarios de juvenis de pacu.

Table 4 — Means values + standard variation of physical and chemical parameters of aquarium
water of pacu juveniles.

Tratamentos CV%
Treatments Variance coefficient
Temperatura (°C) 26,25 + 0,92 1,02
Temperature
Alcalinidade (mg/L) 82,4 £425 3,33
Alcalinity
Amonia (u/L) 8,87 £ 1,34 2,57
Ammonia
Oxigénio dissolvido (mg/L) 3,52 + 1,68 5,87
Dissolved oxygen
pH 7,74 £ 0,27 3,66
pH
3.2. Cortisol

Os resultados das concentragdes de cortisol no sangue dos peixes aos 15,
45 e 90 dias de experimentacdo estdo apresentados na Tabela 5 e em todos os
periodos 0s peixes que receberam na alimentagdo niveis de B — glucano
apresentaram diferengas significativas na concentragdo de cortisol. Aos 45 e 90
dias houve diferenca nos processamentos, onde 0s peixes que receberam a ragao
peletizada apresentaram maior concentracdo de cortisol em relagdo aos peixes
que receberam a racao extrusada. Ao final do experimento, 90 dias, novamente os
peixes que receberam a ragao extrusada apresentaram menor concentragao de
cortisol plasmatico. Em relacao aos niveis de inclusdo do B — glucano, aos 15 dias
o tratamento com maior inclusdo do prebidtico (0,3%) apresentou maiores
concentragcdes do cortisol plasmatico, diferenciando-se significativamente do
tratamento 0,2%. Ainda neste periodo novamente o tratamento com 0,2%

apresentou nivel inferior de cortisol plasmatico, principalmente em relagdo ao
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tratamento com 0,1% de inclusdo do prebidtico. Aos 90 dias todos os
tratamentos com 3 — glucano apresentaram concentragées mais baixas de cortisol

plasmatico em relagdo ao grupo controle, como pode se observar na tabela 5.

Tabela 5 — Valores de F, coeficiente de variacao (CV) e médias obtidas para cortisol
(ng/mL) de juvenis de pacu.

Table 5 — F values, coefficient of variance (CV) and means of cortisol (ng/mL) of pacu
fingerlings

Estatisticas Intervalos Experimentais (dias)
Statistics Experimental intervals (days)
15 45 90
Processamento (P) 0,17ns 0,005* 0,01*
Processment
Valores para F Niveis (N) 0,05* 0,03* 0,006*
F values Levels
Interagao (P x N) 0,17ns 0,1ns 0,08ns
Interactions
CcVv 45,26 49,16 48,82
Racéo Extrusada 25,40a 26,98b 40,06b
Médias Processamento Extruded diet
Processment Means Ragao Peletizada 32,29a 47,38a 62,65a

Pelletized diet

Controle (0%)

Control 31,45ab 36,84ab 77,41a
Médias Niveis 0,30%
Levels Means 37,37a 35,52ab 55,60ab
0,20%
21,86b 26,12b 35,66b
0,10%
24,79ab 48,32a 43,94b

ns — nao significativo

*(p<0,05)

CV — Coeficiente de variagao (%)

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3. Glicemia

A concentracao de glicose plasmatica nos peixes nao foi modificada pelos
processamentos da dieta, assim como para os niveis de inclusdo do 3 — glucano
nas racoes. Porém, aos 15 e 45 dias foi encontrada diferenca em relagdo aos
niveis da suplementacdo com o p-glucano, entre os tratamentos onde o
tratamento com 0,2% e 0,1%, 0s quais apresentaram concentragdes de glicose

plasmatica superior ao grupo controle e o tratamento com 0,3% respectivamente.
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Tabela 6 — Valores de F, coeficiente de variagdo (CV) e médias obtidas para glicemia
plasmatica de juvenis de pacu.
Table 6 — F values, coefficient of variance (CV) and means of plasmatic glucose of pacu fingerlings_

Estatisticas Intervalos Experimentais (dias)
Statistics Experimental intervals (days)
15 30 45 60 90

Processamento (P) 0,04ns 2,13ns 0,23ns 0,23ns 0,85ns

Processment
Valores para F Niveis (N) 3,99* 2,95ns 5,95* 1,78ns 0,94ns

F values Levels
Interagcéo (P x N) 2,98ns 0,55ns 2,22ns 2,75ns 2,58ns
Interactions

CcV 14,22 20,68 13,86 31,31 15,37
Racéao Extrusada 70,7a 55,87a 54,41a 62,72a 67,41a

Médias Processamento Extruded diet
Processment Means Racéo Peletizada 70,1a 51,55a 53,36a 65,51a 65,07a

Pelletized diet

Controle (0%)

Control 61,83b 66,40a 51,02bc 70,59a 53,80a
Médias Niveis 0,30%
Levels Means 72,10ab 69,40a 48,10c 52,90a 45,39a
0,20%
73,79a 62,44a 56,69ab 66,04a 56,54a
0,10%
73,87a 65,81a 59,69a 66,92a 58,22a

ns — n&o significativo

* (p < 0,05)

CV - coeficiente de variagao (%)

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.4. Proteinas Totais

Apés 15 dias de alimentacdo, houve interacdo entre os niveis de inclusdo
de B - glucano, e os tipos de processamentos da racdo (Tabela 7). Neste periodo
0 grupo suplementado com 0,1% de glucano da ragdo peletizada apresentou
maior concentracdo de proteinas totais em relacdo ao tratamento 0,3% da racao
peletizada. Aos 30 e 45, os processamentos nao apresentaram diferengas entre si
e o0s valores nao apresentaram interacdo. Ap6s 60 dias pdde se observar
interacdo, onde o tratamento 0,2% da racao peletizada apresentou maior
concentragdo em relagdo aos tratamentos controle e 0,1%. Aos 90 dias também
com interagdo, os grupos 0,3% e 0,1% da racdo extrusada apresentaram
concentragdes significativamente inferiores em relacdo ao tratamento 0,2% da

racao extrusada.
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Tabela 7 — Valores de F, coeficiente de variagdo (CV) e médias + desvio padrdao para
proteinas totais de juvenis de pacu.
Table 7 — F values, coefficient of variance (CV) and means of total protein of pacu fingerlings.

Estatisticas Intervalos Experimentais (dias)
Statistics Experimental intervals (days)
15 30 45 60 90

Processamento (P) 5,62* 1,14ns 0,44ns 0,05ns 0,05
Processment

Valores para F Niveis (N) 1,10ns 1,22ns 0,93ns 3,43ns 2,04*

F values Levels

Interagéo (P x N) 3,37 0,7ns 0,95ns 1,31* 3,27*
Interactions

CV 8,52 9,97 8,87 8,48 5,53

Ragéo Extrusada

Médias Processamento Extruded diet 2,13+0,14a 2,93+0,12a 3,06+0,13a 3,06+0,14a 2,76+0,15a
Processment Means Ragéo Peletizada
Pelletized diet 2,02+0,14b 2,8410,14a 3,00+0,13a 3,05+0,13a 2,750,14a
Controle (0%) - Ragéo Extrusada 2,30+0,15Aa 2,91+0,17Aa  2,99+0,15Aa 3,15+0,09Aa 2,87+0,07ABa
Control - Extruded diet
Controle (0%) - Ragéo Peletizada 1,95+0,12ABb 3,01+0,15Aa 2,92+0,16Aa 2,85+0,18Ba 2,85+0,04Aa
Control - Peletized diet
0,3% - Ragao Extrusada 2,10x0,15Aa  2,84+0,18Aa  3,00:0,13Aa 2,99+0,18Aa 2,57+0,18Ba
Médias Niveis Extruded diet
Levels Means 0,3%- Ragéo Peletizada 1,90+0,13Ba 2,68+0,2Aa 3,2240,16Aa  3,07+0,7ABa 2,77+0,08Aa
Peletized diet
0,2%- Ragéo Extrusada 2,10x0,14Aa  2,99+0,13Aa  3,01x0,11Aa  3,03x0,11Aa 2,97+0,15Aa
Extruded diet
0,2% - Ragao Peletizada 2,08+0,12ABa  2,91#0,15Aa  3,10£0,12Aa  3,25+0,05Aa 2,79+0,06Aa
Peltizada diet
0,1% - Ragdo Extrusada 2,05+0,15Aa 2,96+0,14Aa  2,92+0,14Aa 3,02+0,14Aa 2,60+0,06Ba
Extruded diet
0,1% - Ragao Peletizada 2,15%0,15Aa  2,75%0,16Aa  2,94+0,14Aa 2,930,11Ba  2,660,09Aa
Peltizada diet

ns — nao significativo

*(p <0,05)

CV — coeficiente de variagéo (%)

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.5. Hematécrito

Os tipos de processamentos realizados nao inferiram diferencas
significativas para o percentual de hematocrito dos peixes durante todo periodo
experimental. Aos 15 dias as dietas contendo B - glucano apresentaram valores
inferiores quando comparado ao grupo controle, sendo que o tratamento 0,1% foi
0 que obteve menor valor.

Pode se observar na Tabela 8 variacbes no hematdcrito durante todo o
periodo experimental, tendo este apresentado valores elevados aos 45 e 60 dias
quando comparados aos outros periodos. Estas oscilagbes podem ter ocorrido
provavelmente em relacdo ao manejo ou até mesmo pela quantidade elevada de

e

proteina na ragao. E interessante esta observagao, pois na Tabela 10 aos 45 e 60
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dias se apresentam os maiores valores na concentracdo de hemoglobina em todo

periodo experimental.

Tabela 8 — Valores de F, coeficiente de variagdo (CV) e médias obtidas para o
hematdcrito de juvenis de pacu.
Table 8 — F values, coefficient of variance (CV) and means of hematocrit of pacu fingerlings

Estatisticas Intervalos Experimentais (dias)
Statistics Experimental intervals (days)
15 30 45 60 90
Processamento (P) 2,1ns 0,53ns 0,73ns 2,23ns 0,04ns
Processment
Valores para F Niveis (N) 9,16* 0,41ns 0,96ns 0,71ns 717"
F values Levels
Interacéo (P x N) 2,48ns 1,05ns 0,86ns 1,05ns 0,71ns
Interactions
CV 7,07 20,39 13,31 33,21 7,62

Ragao Extrusada

Médias Processamento Extruded diet 27,05a 20,93a 37,82a 30,12a 23,81a
Processment Means Ragao Peletizada

Pelletized diet 26,26a 20,05a 36,60a 26,09a 23,71a
Controle (0%) 28,98a 20,78a 35,32a 31,36a 24,97a

Control
Médias Niveis 0,30% 26,08b 19,50a 38,70a 27,69a 23,85a

Levels Means

0,20% 26,45b 20,35a 37,52a 26,08a 24,45a
0,10% 25,11b 21,33a 37,30a 27,30a 21,77b

ns — nao significativo

*(p<0,05)

CV - coeficiente de variagao

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05)
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3.6. Eritrécitos

Apos 15 dias de alimentagdo pode-se observar na Tabela — 9, diferengas
nos valores de eritrécitos entre o grupo controle, o qual apresentou maior nimero
eritrocitario, em relacdo aos tratamentos onde houve o uso do B — glucano. Em
alguns tratamentos os valores de eritrécitos apresentaram-se crescentes até os 60

dias e aos 90 voltaram a valores semelhantes aos 30 dias.

Tabela 9 — Valores de F, coeficiente de variagdo (CV) e médias obtidas para eritrocitos
(10° mm™®) de juvenis de pacu).

Table 9 — F values, coefficient of variance (CV) and means of Erythrocytes ( 10° mm’®) of pacu
fingerlings.

Estatisticas Intervalos Experimentais (dias)
Statistics Experimental intervals (days)
15 30 45 60 90
Processamento (P) 2,57ns 0,15ns 0,28ns 1,39ns 0,38ns
Processment
Valores para F Niveis (N) 16,76* 0,29ns 1,93ns 1,05ns 2,87ns
F values Levels
Interagéo (P x N) 0,88ns 0,96ns 1,67ns 0,98ns 1,17ns
Interactions
CV 6,09 21,01 12,41 34,18 6,58

Ragéo Extrusada

Médias Processamento Extruded diet 1,96a 2,00a 2,21a 2,30a 1,93a
Processment Means Racéo Peletizada

Pelletized diet 1,90a 1,96a 2,17a 2,04a 1,90a

Médias Niveis Controle (0%) 2,10a 1,97a 2,03a 2,49a 1,97a
Levels Means Control

0,30% 1,95b 1,91a 2,29a 2,06a 1,88a

0,20% 1,91b 1,96a 2,22a 2,00a 1,96a

0,10% 1,76¢ 2,06a 2,21a 2,13a 1,84a

ns — nao significativo

*(p <0,05)

CV - coeficiente de variagao(%)

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.7. Hemoglobina

Os diferentes tipos de processamentos realizados nas dietas néo
ocasionaram alteragdes nos niveis de hemoglobina durante todo periodo
experimental. Somente apds 45 dias houve um aumento na contagem de
hemoglobina para o tratamento 0,3% em relagcao ao grupo controle (Tabela 10).

Neste estudo as concentragdes da hemoglobina variaram de 7,61 a 9,00
g/dL.

Tabela 10 — Valores de F, coeficiente de variacdo (CV) e médias obtidas para
hemoglobina (g/dL) de juvenis de pacu.

Table 10 — F values, coefficient of variance (CV) and means of total hemoglobin (g/dL) of pacu
fingerlings.

Estatisticas Intervalos Experimentais (dias)
Statistics Experimental intervals (days)
15 30 45 60 90
Processamento (P) 2,6ns 0,16ns 3,42ns 0,79ns 0,04ns
Processment
Valores para F Niveis (N) 1,57ns 0,15ns 3,24* 0,08ns 1,53ns
F values Levels
Interagédo (P x N) 0,87ns 0,7ns 0,17ns 0,69ns 0,46ns
Interactions
CV 8,23 24,58 11,94 9,2 10,14ns

Racéo Extrusada

Médias Processamento Extruded diet 8,15a 7,95a 8,22a 8,37a 7,99a
Processment Means Racéo Peletizada

Pelletized diet 7,84a 7,73a 8,76a 8,17a 8,03a
Controle (0%) 8,14a 7,85a 7,76b 8,25a 8,20a

Médias Niveis Control
Levels Means 0,30% 8,18a 7,73a 9,00a 8,29a 7,61a
0,20% 8,00a 7,64a 8,57ab 8,20a 7.61a
0,10% 7,65a 8,14a 8,64ab 8,35a 7,98a

ns — nao significativo

*(p <0,05)

CV — coeficiente de variagéo (%)

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.8. Volume Corpuscular Médio (VCM)

O VCM néo sofreu alteragdes pelos diferentes processamentos das dietas

durante todo periodo experimental. E importante ressaltar que neste estudo, aos
15 dias, 0 VCM do grupo 0,1% apresentou contagem de eritrécitos de 1,7 10° mm’
' porém com VCM igual 141,8 fL. O grupo controle apresentou uma contagem
eritrocitaria significativamente superior em relacdo ao tratamento 0,1% (Tabela —
9), porém o volume corpuscular ndo apresentou diferengas entre si. Observar-se
que aos 30 dias houve uma queda em relacdo ao volume corpuscular
apresentando um pico aos 45 dias. Neste periodo observam-se as menores e
maiores contagens eritrocitarias, respectivamente (Tabela — 9).

A VCM apresentou diferenca significativa nos 60 e 90 dias, como observado
na Tabela - 11. O grupo controle apresentou menor VCM (126,04 fL) em relagao
ao grupo 0,3% (136,18 fL) aos 60 dias e aos 90 dias o grupo controle apresentou
maior VCM (125,78 fL) em relacéo ao grupo 0,1% (116,67 fL).
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Tabela 11 — Valores de F, coeficiente de variagdo (CV) e médias obtidas para o volume
corpuscular médio (VCM) (fL) de juvenis de pacu.

Table 11 — F values, coefficient of variance (CV) and means of mean corpuscular volume (MCV) of
erythrocytes (fL)of pacu fingerlings.

Estatisticas Intervalos Experimentais (dias)
Statistics Experimental intervals (days)
15 30 45 60 90

Processamento (P) 0,1ns 2,15ns 0,47ns 1,24ns 0,63ns
Processment

Valores para F Niveis (N) 2,07ns 0,63ns 1,17ns 2,94* 3,91*

F values Levels

Interagéo (P x N) 2,29ns 3,86ns 1,79ns 3,46ns 0,67ns

Interactions
CV 5,84 2,29 4,11 6,88 6,05

Racao Extrusada

Médias Processamento Extruded diet 137,79a 104,46a 170,49a 131,67a 124,36a
Processment Means Ragéo Peletizada

Pelletized diet 137,75a 103,45a 169,10a 128,78a 122,52a
Controle (0%) 137,90a 103,67a 173,05a 126,04b 125,78a

Médias Niveis Control
Levels Means 0,30% 133,61a 104,05a 168,49a 136,18a 126,63a
0,20% 137,76a 104,68a 168,70a 130,85ab 124,70ab
0,10% 141,80a 103,43a 168,93a 127,84ab 116,67b

ns — nao significativo

*(p <0,05)

CV — coeficiente de variagéo (%)

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.9. ions

3.9.1. Sodio — Na

Ao longo de todo periodo experimental ndo houve alteragbes significativas
do nivel de sdédio sangliineo entre os tratamentos com (- glucano e o grupo
controle, sendo que os niveis deste ion permaneceram estaveis por todo periodo
experimental como pode ser observado na Tabela 12. Os valores de Na neste
experimento oscilaram entre 134,55 a 148,76 mEq/ L, apresentando-se dentro dos
valores encontrados na literatura.

Tabela 12 — Valores de F, coeficiente de variagdo (CV) e médias obtidas para ion sodio

(mEg/L) de juvenis de pacu.
Table 12 — F values, coefficient of variance (CV) and means ion sodium (mEg/L) of pacu fingerlings

Estatisticas Intervalos Experimentais (dias)
Statistics Experimental intervals (days)
15 30 45 60 90
Processamento (P) 0,02ns 2,15ns 0,48ns 1,67ns 0,38ns
Processment
Valores para F Niveis (N) 1,91ns 0,14ns 0,35ns 1,45ns 0,67ns
F values Levels
Interagéo (P x N) 0,33ns 2,18ns 0,22ns 1,15ns 1,66ns
Interactions
CV 4,75 7,44 6,34 2,33 5,04
Racéo Extrusada 138,63 139,95 144,16 144,34 145,58
Médias Processamento Extruded diet
Processment Means Ragéo Peletizada 138,27 144,78 141,13 142,85 147,0

Pelletized diet

Controle (0%) 140,58 142,0 142,25 1441 144,37
Control
Médias Niveis 0,30% 134,55 143,9 146,25 142,75 146,41
Levels Means
0,20% 137,52 141,08 142,9 144,16 145,5
0,10% 1411 142,75 141,23 143,75 148,76

ns — ndo significativo

*(p<0,05)

CV - coeficiente de variagao (%)

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

61



3.9.2. Potassio — K

Os niveis de potassio plasmatico dos peixes ndo foram modificados pelos
processamentos da dieta, também nao apresentando interagdo. Aos 15 dias pode-
se observar uma diferenca significativa nas concentragcdes de potassio, onde o
grupo controle apresentou nivel relativamente baixo em comparagdo aos
tratamentos 0,2% e 0,3%. Ao longo do periodo experimental o grupo controle
apresentou valores de potassio semelhantes aos dos tratamentos com B-glucano
nao diferindo estatisticamente.

Tabela 13 — Valores de F, coeficiente de variacao (CV) e médias obtidas para ion potassio
(mEq/L) de juvenis de pacu.

Table 13 — F values, coefficient of variance (CV) and means ion potassium (mEq/L) of pacu
fingerlings

Estatisticas Intervalos Experimentais (dias)
Statistics Experimental intervals (days)
15 30 45 60 90

Processamento (P) 5,0ns 0,2ns 0,34ns 0,82ns 0,48ns

Processment
Valores para F Niveis (N) 3,91* 0,65ns 0,12ns 0,39ns 1,77ns

F values Levels
Interagdo (P x N) 3,0ns 0,25ns 0,27ns 2,07ns 2,24ns
Interactions

(9% 35,3 40,72 36,28 27,59 28,01
Ragéo Extrusada 2,57a 2,29a 2,47a 2,66a 2,14a

Médias Processamento Extruded diet
Processment Means Ragéo Peletizada 2,11a 2,15a 2,32a 2,46a 2,02a

Pelletized diet

Controle (0%) 1,63b 2,42a 2,35a 2,75a 1,85a
Control
Médias Niveis 0,30% 2,90a 1,99a 2,24a 2,45a 2,06a
Levels Means
0,20% 2,61a 2,06a 2,51a 2,49a 1,99a
0,10% 2,34ab 2,37a 2,44a 2,57a 2,39a

ns — nao significativo

* (p < 0,05)

CV — coeficiente de variancia (%)

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.10. Cloretos

Até 30 dias de alimentacdo todos os niveis de prebidticos avaliados
apresentaram-se semelhantes estatisticamente. Apds 45 dias de tratamento os
niveis 0,3% e 0,1%, se diferiram estatisticamente, apresentando valores de 131,80
e 120,68 mEqg/ L, respectivamente. Apds 60 dias esses valores apresentaram-se
todos proximos, principalmente nos tratamentos que anteriormente diferiram. Ao
final do periodo experimental todos os tratamentos apresentaram niveis mais
baixos de cloretos, porém os peixes do grupo controle apresentaram valores
superiores aos suplementados com 3 - glucano.

Tabela 14 — Valores de F, coeficiente de variacao (CV) e médias obtidas para cloretos
(mEq/L) de juvenis de pacu.
Table 14 — F values, coefficient of variance (CV) and means of chlorides (mEg/L) of pacu fingerlings

Estatisticas Intervalos Experimentais (dias)
Statistics Experimental intervals (days)
15 30 45 60 90
Processamento (P) 1,7ns 1,12ns 0,92ns 4.21ns 8,65ns
Processment
Valores para F Niveis (N) 0,35ns 0,32ns 2,56 3,07ns 1,8*
F values Levels
Interagé@o (P x N) 0,57ns 0,92ns 0,08ns 0,92ns 4,15ns
Interactions
CV 13,62 21,94 8,18 2,12 2,44
Ragéo Extrusada 126,74a 133,66a 128,10a 118,95a 98,75a
Médias Processamento Extruded diet
Processment Means Racéao Peletizada 119,99a 125,13a 125,75a 116,15a 96,39a

Pelletized diet

Controle (0%) 123,16a 133,41a 129,58ab 119,54a 98,98a
Control
Médias Niveis 0,30% 121,16a 127,40a 131,80a 116,50a 97,62ab
Levels Means
0,20% 127,40a 123,44a 125,05ab 117,14a 97,56ab
0,10% 121,74a 132,82a 120,68b 117,73a 96,56b

ns — nao significativo

*(p < 0,05)

CV — coeficiente de variancia (%)

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05)

63



4. Discussao

A busca por nutrientes e técnicas de manejo que possam diminuir os efeitos
nocivos do estresse € relevante e necessaria na aquicultura. O uso de
imunoestimulantes em peixes nao inclui somente promover melhor e mais
eficientes respostas a agentes patogénicos, mas sim evitar os efeitos supressivos
do estresse (ANDERSON, 1992). Tanto o estresse fisico, quanto o social sao

capazes de alterar as funcdes imunes dos animais.

4.1 Parametros fisico-quimicos da agua

Os resultados demonstraram que a qualidade da agua dos aquarios nao foi
alterada, sendo que os parametros avaliados permaneceram de acordo com 0s
padrées recomendados por SIPAUBA-TAVARES (1995) e KUBITZA (2000). Em
relacdo ao oxigénio dissolvido a tolerancia para muitas espécies de peixes € de 1
a 9 mg/L (BOYD 1982), sendo que a faixa ideal requerida pelas espécies esta
relacionada com a fase de crescimento e reproducédo, embora a maior parte das

espécies tenham uma exigéncia acima de 5 mg/L.
4.2. Cortisol

Em peixes, em média os niveis basais do cortisol encontram-se em torno de
30 a 40 ng/mL (WEDEMEYER et al., 1990). Observa-se que aos 15 dias todos os
tratamentos se apresentaram dentro dos parametros basais para peixes em geral.
Aos 45 somente o tratamento com 0,1% de inclusdo do 3 — glucano apresentou -
se superior em relacdo aos outros tratamentos. Em estudos com o estresse no
transporte do pacu, FUJIMOTO et al. (2005) apresentaram niveis de concentracao
de cortisol plasmatico que variaram entre 46,5 a 67,4 ng/mL . Aos 90 dias somente
o tratamento controle apresentou valor acima aos encontrados por estes autores.
BRANDAO et al. (2003) avaliando estresse no adensamento populacional do
pirarucu (Arapaema gigas) e encontraram valores em torno de 23,8 a 90,4 ng/mL.

Em estudos com a administracdo do 3 — glucano em dietas de truta arco —
iris (Oncorhynchus miikis), JENEY et al. (1992) observaram aumento acentuado
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dos niveis de cortisol em todos os tratamentos que tinham a inclusdo desses
prebidtico. Os peixes que receberam dosagem de 0,1% foram os que
apresentaram leve aumento nas concentragées do cortisol. Ao final do periodo
experimental (90 dias), somente o tratamento 0,1% apresentou queda na
concentragdo do cortisol quando comparado aos outros tratamentos, esta
diminuicdo da concentragdo de cortisol plasmatico pode estar associado a retro
alimentacdo negativa do eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal, a qual impede a
liberagao continua deste horménio (FRYER e PETER, 1977).

Elevadas concentragdes de cortisol podem causar gliconeogénese e
glicogendlise no figado (MAZEAUD et al., 1977). Isto resulta em hiperglicemia, que
ajuda a satisfazer este aumento de demanda de energia durante o estresse,
permitindo que o organismo reaja ao agente estressor (GRONOW, 1974). Porém
neste estudo os niveis glicémicos apresentaram-se dentro dos valores basais
encontrados na literatura. Diante dessas observacdes, deve-se considerar que
pacu criado em cativeiro por véarias geracdes, vivendo em constante interacao
social de cardume, possa alcancar a fase de adaptacdo mais precocemente, em
apoio a esses resultados, BELO (2002), utilizou o0 mesmo modelo experimental e a
mesma espécie de peixe, em ambiente similar, verificaram aumento dos teores de

cortisol plasmatico nos primeiros sete dias, mas ndo em periodos posteriores.

4.2. Glicemia

As concentracbes de glicose observadas aos 30, 60 e 90 dias
apresentaram-se dentro dos valores normais para peixes, como descrito por varios
autores (ROCHER e BOGE, 1996; BALDAN, 2004). Variacdes nas concentragoes
de glicose sao encontradas conforme a espécie de peixe, como descrito por
TAVARES-DIAS & SANDRIN (1998), os quais observaram concentracoes de
116,7 mg/dL no C. macropomum enquanto que TAVARES-DIAS et al. (1999) para
o0 B. cephalus, observaram concentracdes de 60,4mg/dL. TAVARES — DIAS &
MATAQUEIRO (2004) estudaram as caracteristicas biologicas, bioquimicas e
biométricas do pacu, encontraram valores de glicose plasmatica entre 40,6 a 89,2
mg/ dL. Em estudos com o P. obscura os valores de glicose obtiveram médias em
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torno de 67,42 mg/ dL (KORI-SIAKPERE et al., 2005). Pode se constatar que os
diversos fatores ambientais e ndo ambientais podem afetar os niveis basais de
glicose em peixes teledsteos (BARTON & IWAMA, 1991).

O aumento da glicose plasmatica € uma resposta comum ao estresse
(MAZEAUD et al., 1977; MORAES et al., 2002; ACERETE et al., 2004;
BRACEWELL et al., 2004) e constitui uma fonte extra de energia que possibilita ao
animal superar os disturbios causados pelo agente estressor (WANDELAAR
BONGA, 1997). Em geral, o aumento da glicose plasmatica tem sido considerado
como o resultado da acdo de catecolaminas no figado (PICKERING, 1981;
HOCHAKA & SOMERO, 1984; RANDALL & PERRY, 1992; WANDELAR BONGA,
1997), entretanto o aumento do cortisol também esta associado ao aumento da
glicose plasmatica principalmente durante estresse prolongado, via glicogénese
(WANDELAR BONGA, 1997). Os valores encontrados neste estudo, apesar de
oscilantes, podem ser explicados devido a quantidade de proteina das dietas, a
qual influencia diretamente nos processos de gliconeogénese a partir de
aminoacidos, os quais apresentam aumentam no plasma e no figado (MELO et al.,
2006). Segundo os autores LONE et al., (1982) observaram tendéncias de
aumento de aminoacidos e da glicose sérica com 0 aumento de proteina da dieta

em Oncorhyncus mykiis.

4.3. Proteinas Totais

Neste estudo pode se observar que os valores de proteinas totais no
sangue dos peixes dos tratamentos e dos processamentos das racgoes
apresentaram se oscilantes entre si, principalmente aos 15, 60 e 90 dias, sendo
que CARNEIRO & URBINATI (2001) sugerem que quando existe uma baixa no
numero de proteinas totais no plasma, existe um fornecimento de amino&cidos
para a neoglicogénese e conseqlente glicogénese. A glicogénese € 0 processo
bioguimico responsavel em transformar a glicose em glicogénio, sendo que este é
uma fonte imediata de glicose para os musculos quando ha a diminuigdo da

glicose sanglinea, ou seja, quando existe uma baixa no nimero de proteinas
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totais no plasma, existe um fornecimento de aminoécidos para glicogénese (fonte
imediata de glicose). Outro fator a uma queda de proteinas totais seria uma dieta
desbalanceada, onde existe aumento ou diminuicdo de proteinas totais,
consequentemente havendo falta de aminoacidos esséncias.

Outro fator oscilante observado nas concentragdes de proteinas totais se
deve primariamente a aumentos ou diminuigcdes na concentracdo de albumina,
principal constituinte das proteinas totais. A falta de aminoacidos essenciais a
sintese, decorrente de uma nutricido desbalanceada, pode concorrer para a
diminuigéao dos niveis de albumina (RAVEL, 1997).

Geralmente as proteinas totais se apresentam caracteristicas e variando de
acordo com as proteinas do plasma da espécie, além de diferencas referentes a
cadeia produtiva. Existem situacbes de estresse devido a captura, manejo e
amostragens que causam efeitos nos niveis de proteinas no plasma sanguineo
dos peixes (BOUCK & BALL, 1960).

Sendo assim quando existe um aumento dos niveis de proteinas totais no
sangue, é porgue existe uma situacao de estresse, e este aumento € responsavel
para que haja uma maior capacidade de defesa contra patégenos, ou seja,

estresse provoca um aumento no nimero de proteinas plasmaticas totais.

67



4.4. Hematécrito

Os valores percentuais do hematécrito encontrados neste estudo (19,5 a
38,7) apresentaram-se dentro dos encontrados por TAVARES - DIAS E
MATAQUEIRO (2004) em estudos hematolégicos com pacu, apresentaram
valores com grande variancia, entre 24,0 a 40,0%. Apesar do alto coeficiente de
variacdo (CV) estes autores alegam que pode ser considerado dentro do
esperado, uma vez que os valores do CV sdo normalmente elevados em peixes.
CLARCK et. al. (1976), que reportaram valores de hematocritos nos peixes entre
20 — 35%, raramente apresentando valores acima de 50%. KORI — SIAKPERE et
al. (2005) apresentaram valores do hematécrito variando entre 14 — 28%, estes
autores fazem uma observagao que esses valores possivelmente se apresentam
desta forma por algum tipo de predisposicdo ao estresse no “African snakehead”
(Parachanna obscura).
Segundo HATTINGH & VAN PLETZER (1974) as concentragbes de hemoglobina
e hematocrito decrescem apds algum tipo de estresse, como o0 manejo, 0 que
pode ser observado aos 90 dias na Tabela 7 e 9. E interessante a observagio
destes autores, pois na Tabela 7 aos 45 e 60 dias se apresentam 0s niveis mais
elevados do percentual de hematdcrito em todo periodo experimental. Outra
explicagdo pode estar relacionada quando existe aumento do hematocrito, este
pode estar relacionado a hiper atividade dos érgaos hematopoiéticos, que reagem
a agressao de um modo nao especifico, aumentando a producdo de eritrocitos,
sendo 0 hematdcrito um bom indicador de estresse (WEDEMEYER, 1972; SOIVIO
& OIKARI, 1976; WILSON & TAILOR, 1993).

Os tratamentos com B — glucano, aos 15 e 90 apresentaram um percentual

do hematdcrito mais baixos em relagéo ao tratamento controle.
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4.5. Eritrécitos

TAVARES - DIAS & MATAQUEIRO (2004) apresentaram valores de
contagem de eritrécitos (2,96 = 0,63x10° uL") relativamente superiores aos
encontrados neste estudo (1,76 — 2,10 x10° uL"'). CAMARGO et al. (2005) em
estudos com o jundia (Rhamdia quelen) mostraram valores entre 1,45 a 3,13 x10°
uL". Tais resultados podem se divergir ja que pode - se considerar que a resposta
natural dos peixes varia conforme o ambiente, como localidades distintas e
caracteristicas da agua também distintas. Os peixes respondem fisiologicamente
as alteragdes de oxigénio na agua como forma de adaptacdo a esse ambiente
(TAVARES-DIAS et al., 2002). Outra possibilidade é a influéncia do stress no
cultivo de peixes em ambientes fechados e/ou o efeito do stress crdnico, visto que
os valores de BARCELLOS et al. (2004) foram em torno de 2,98 x10° pL™",
superior quando comparado a 1,4 10° pL' descrito como valor basal
(BARCELLOS et al, 2004). Trabalhos com a administracdo oral de
imunoestimulantes apresentam baixa contagem de eritrocitos em relacdo ao grupo
controle, como € observado por JENEY & JENEY (2002), onde o grupo controle
apresenta valor eritrocitario de 1,32 10° uL', e o tratamento com maior dosagem
do imunoestimulante apresentam valores de 0,76 10° uL"'. Conclui-se que a
contagem de eritrocitos deste presente estudo apresentou-se um pouco acima dos
niveis basais, mas bastante inferiores aos niveis altos encontrados na literatura
(TAVARES - DIAS & MATAQUEIRO, 2004; BARCELLOS et al., 2004; CAMARGO
et al., 2005).

4.6. Hemoglobina

A hemoglobina é vastamente utilizada em varios estudos com peixes, mas
devido as diferentes metodologias existe dificuldade na comparagdo dos
resultados.

TAVARES - DIAS & MATAQUEIRO (2004) observaram para pacus

oriundos de confinamento intensivo, valores de hemoglobina numa média de 8,9
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g/dL. CAMARGO et al. (2005) apresentaram valores de hemoglobina em torno de
9,1 a 11,0 g/dL”"" MULCHAHY (1970) em estudos hematoldgicos com o “pike”
(Essox lucius (L)) obteve valores de 5,6 a 15,0 g/dL, com uma média de 8,8 g/dL.
SEDDIQUI & NASEEM (1979) apresentaram valores ainda inferiores para o Labeo
rohita, com valores de 6,0 g/dL para machos e 6,3 g/dL para fémeas. Alguns
autores obtiveram resultados inferiores utilizando imunoestimulantes, como o caso
de alguns esturjoes hibridos (Acipenser ruthenus x A. baerii), onde o0s niveis de
hemoglobina apresentaram-se em torno de 3,11 a 3,90 mmol L™". HATTINGH &
VAN PLETZER (1974) observaram que quando a concentragdo da hemoglobina
dos peixes decresce apds o estresse de captura e manejo. Entretanto, no sangue
dos peixes, 0 oxigénio é carregado por uma solucao fisica e em combinagcdo com
a hemoglobina. Portanto fisiologicamente a hemoglobina é crucial para a
sobrevivéncia dos peixes pela sua funcdo direta com o oxigénio na corrente

sanguinea.

4.7. Volume Corpuscular Médio (VCM)

TAVARES — DIAS & MATAQUERO (2004) apresentaram uma meédia de
125,0 fL (£16,9) para pacus em confinamento intensivo. O jundia (Rhamdia
qguelen) apresentou VCM em média de 133,4 fL (CAMARGO et al., 2005). Valores
préximos aos encontrados para jundia por TAVARES-DIAS et al. (2002) (VCM
139,0 fL), porém o VCM encontrado por estes ultimos autores foi superior (241,94
fL), indicando que seus animais apresentaram um menor nimero de eritrécitos
(1,7 10° pL™"), mas de maior volume. Com resultados semelhantes, JENEY &
JENEY (2002) obtiveram baixa contagem eritrocitaria, porém alto VCM (217,79 a

352,81 fL), que aumentou conforme maior o nivel do imunoestimulante.

70



4.8. ions

4.8.1. Sodio — Na
Os valores de Na neste experimento oscilaram de 134,55 a 148,76 mEqg/ L,

apresentando-se dentro dos parametros da literatura, em estudos com carpa (85 a
206 mEg/ L) (MARTEM'YANOV, 1996) , esturjago (104 — 148 mEqg/ L)
(KRAYUSHKINA et al., 1973) e salmao Onchorhynchus keta (136 a 171 mEqg/ L)
(BOIKOV et al., 1988), porém estas espécies de peixes ndo sao nativas do Brasil.
Em estudos com espécies nativas, os niveis de sédio encontrados no matrinxa
(Brycon amazonicus) foram inferiores em relacdo a este estudo, com niveis de
115,31 a 131,38 mEg/ L (ABREU & URBINATI, 2006). Em estudos com Brycon
cephalus, matrinxd, CARNEIRO & URBINATI (2001) apresentaram niveis de sédio
em torno de 165 mEg/ L. Em estudos de estresse com salinidade, a carpa -
capim (Ctenopharyngodon idella, Val. 1844) apresentou valores que oscilaram
entre 135,70 a 174,74 mEg/ L (YAVUZCAN-YILDIZ & KIRKA'GAC-UZBILEK,
2002). Portanto sugere-se que os valores encontrados neste estudo estdo

proximos aos valores basais dede sddio no plasma sanguineo do pacu.

4.8.2. Potassio — K

Os eletrélitos sao distribuidos em solucdes por todo fluido do organismo. O
equilibrio de uma concentracao constante de ions (Na e K) é essencial para uma
regulacdo ativa da entrada de agua e saida de ions em organismos aquaticos
(MAYER et al., 1992), sendo que qualquer desbalanco dos niveis de ions nos
animais pode influenciar em varias atividades fisiolégicas (BASKIN et al., 1981). O
potassio € o principal cétion do fluido intracelular e, portanto o mais importante
constituinte do fluido extracelular. Os niveis de potassio variaram de 1,63 a 2,90
mEqg/ L, valores baixos em relacdo aos niveis observados em carpas (Cyprinus
carpio var. communis) que variaram entre 3,60 e 5,10 mEg/ L (LOGASWAMY et
al., 2007). A carpa-capim apresentou valores de potassio em torno de 2,26 a 5,66
mEqg/L (YAVUZCAN-YILDIZ & KIRKA'GAG-UZBILEK, 2002), valores bastante
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distantes entre si. Quando existe um aumento dos niveis de potassio pode ser
resultado de maior fragilidade dos eritrocitos apds o estresse, causa
principalmente devido ao aumento do nivel de cortisol circulante, o que pode
resultar em hemolise durante a coleta e processamento do sangue e
extravasamento de potassio intracelular (HATTING & VAN PLETZEN, 1974).

4.9. Cloretos

Apo6s os uma situacao de estresse, as concentracdes de sodio e cloretos
sangulineos podem diminuir, desde que a elevacao das catecolaminas induza um
aumento da permeabilidade branquial, resultando uma alteracdo nos niveis dos
eletrélitos no sangue (EDDY, 1981). ABREU & URBINATI (2006) observaram
niveis de cloretos sangiineos em torno de 75,25 a 88,27 mEg/ L no matrinxa
(Brycon amazonicus), valores bem abaixo aos encontrados neste trabalho com
pacu (entre 96,56 a 133,41). As alteragdes de mecanismo osmorregulatérios
podem nao ocorrer imediatamente ap6s a presenca de agentes estressores,
podendo levar algumas horas, ou mesmo dias para serem observadas (EDDY,
1981).
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5. Conclusao

A administracdo do B-glucano na dieta, durante todo periodo experimental
provocou alteragcdes nos parametros hematolégicos e indicadores de estresse do
pacu. O B - glucano apresentou altera¢cdes nos valores de glicemia, proteinas
totais, percentual do hematdcrito, eritrocitos, hemoglobina, VCM e ion potéassio.
Estas alteracbes foram significativamente boas, reduzindo o estresse, porém

variando muito conforme o nivel de inclusao do prebiético.
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CAPITULO IV.

Efeitos da administracao oral do B - glucano, através da dieta,
na sobrevivéncia de juvenis de pacu, Piaractus
mesopotamicus, apos o desafio com a bactéria Aeromonas

hydrophila
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Resumo:

O B — glucano é o imunoestimulante mais utilizado no controle de doencas e
sua aplicagao pode ser eficiente nos processos produtivos. Ja é estabelecido em
peixes, que as células que envolvem respostas imunes por um amplo grupo de
animais apresentam receptores especificos onde o B — glucano se liga,
conduzindo a uma cascata de eventos que resultam em um aumento da
imunidade no animal. O objetivo deste estudo foi observar a eficacia da
administragado oral do B - glucano na resisténcia de juvenis de pacu, Piaractus
mesopotamicus apOs inoculagdo da bactéria Aeromonas hydrophila, sendo
continuamente alimentados durante 10 dias de desafio. Foram utilizados 48
juvenis de pacu (24,7 = 2,0 g) distribuidos em 8 aquarios de vidro com capacidade
volumétrica de 100 L (6 peixes/caixa). Para diferenciar os peixes conforme a
repeticdo, estes foram marcados com migcangas na nadadeira dorsal. Pode-se
observar que as ragbes peletizadas apresentaram uma sobrevivéncia
significativamente maior em relagéo as ragdes extrusadas aos 15, 30 e 90 dias. As
mortalidades ocorreram 24 horas ap6s a inoculacdo da bactéria por injecao
intraperiotoneal, sendo que até o fim dos 10 dias a sobrevivéncia foi registrada
diariamente. Estes resultados mostram a importancia da dose de inclusdo oral do
glucano além do periodo correto a ser administrado, ja que somente aos 30 dias
pbde-se observar eficiéncia do B-glucano apds inoculacdo da bactéria A.
hydrophilla:.

Palavras-chave: pacu, desafio, B - glucano, sobrevivéncia.
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Abstract:

The immunostimulant B-glucan is the most used in control of diseases and
their application can be effective in productive processes. B-glucan proves contain
valuable substances that control disease in fish, and its application can be fruitful in
control of disease in fish culture. Fish is already establiched, that the cells involving
immune responses by a broad group of animals have specific receptors which
connects glucan, leading a cascade of events resulting in an increase in animal’s
immunity. This trial purpose observes the efficiency of B - glucan administration on
survival of pacu juveniles, Piaractus mesopotamicus after Aeromonas hidrophila
bacterial inoculation. In this trial were used 48 pacu juveniles (24,7 + 2,0 Q)
distribuided in 8 aquariums (6 fish/aquarium). It was shown that pelletized diets
submitted a significantly high survival when compared with extruded diets for 15,
30 and 90 days. The mortalities occurred after 24 hours after intraperitonial
application, by the end of 10 days, survival was daily registered. This result shows
the importance of the inclusion of the dose, the oral administration and the period
of administration. In this study only on 30 days it could be observed the efficiency
of B-glucan after bacterial inoculation.

Palavras-chave: pacu, bacterial, B - glucan, survival.
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1. Introducao

O interesse no uso de substancias imunoestimulantes em racbes é
profilatico. A maioria dos microorganismos, que causam doengas em peixes
usando problemas, é descrita como oportunista, causando problemas quando os
animais estao fracos e/ou estressados por condi¢ées adversas. Desta forma tais
compostos devem ser utilizados no periodo de producao, previamente a situacoes
de manejo, mudancga de temperatura e de ambiente, alta densidade de estocagem
dentre outras.

O B-glucano provou ser uma substancias valiosas no controle de doencgas
em peixes, e sua aplicacdo pode ser proveitosa nos processos produtivos. As
propriedades imunomodulatérias dessas substancias foram demonstradas
inicialmente em mamiferos, onde os resultados demonstraram a inducdo da
hematopoiese, aumentando a imunidade em conseqléncia a resisténcia a agentes
patogénicos (DILUZIO, 1985). Quando administrados oralmente, os glucanos séo
capazes de estimular as respostas imunes e resisténcia dos peixes as doencas
(RAA et al., 1992; NIKL et al., 1993; SIWICKI et al., 1994).

Ja é estabelecido que células que envolvem respostas imunes por um
amplo grupo de animais apresentam receptores especificos onde o  — glucano se
liga, conduzindo a uma cascata de eventos que resultam em um aumento da
imunidade no animal (KUMAR et al., 2005). Os receptores séo identificados e
caracterizados nas células brancas do sangue dos peixes, nos camardes 0S
receptores sdo os hemdocitos. A primeira resposta do B — glucano no organismo
dos peixes € a ativagdo dos mecanismos de defesa do sistema nao — especifico
quando existe invasdo por um patégeno. Porém o mecanismo de defesa
especifico, quando responde contra um patégeno, obtém o auxilio do - glucano
(KUMAR et al., 2005), na fagocitose.

O grupo das Aeromonas é responsavel por grande mortalidade dos peixes,
apresentando uma vasta distribuicdo mundial, isso por sua enorme adaptacdo em
diferentes ambientes aquaticos (MATEQOS et al., 1993). A infec¢ao por Aeromonas
pode ser observada em varias espécies de peixes de 4gua tropicais e

eventualmente em espécies marinhas, répteis, bovinos e até mesmo o homem

82



(BULLOCK et al., 1971; KHARDORI & FAINSTEIN, 1988). Desta forma, os efeitos
cumulativos de quimioterapicos no ambiente e na ictiologia dos peixes cultivados
esta recebendo especial atencdo (DEPAOLA et al., 1995).

Um dos maiores problemas envolvendo o tratamento com antibidticos
contra Aeromonas hydrophila isolada de peixes confinados € a répida resisténcia
ao antibiético desenvolvida pela bactéria. A resisténcia mdultipla a antibidticos
(RMA) registrada para Aeromonas hydrophila isolada de peixes de aguas tropicais
em cultivo intensivo esta associado a grande variedade de drogas, comumente
utilizadas como aditivos alimentares (AOKI et al., 1971; PETTIBONE et al., 1996;
VIVEKANANDHAN et al., 2002). .

O objetivo deste estudo foi observar a eficacia da administragéao oral do f -
glucano na resisténcia de juvenis de pacu, Piaractus mesopotamicus apds a

inoculagdo com a bactéria Aeromonas hydrophila.
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2. Material e Métodos

2.1. Local
O experimento foi conduzido no Laboratério de Reprodugé@o de Peixes, do
Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), em Jaboticabal, Sdo Paulo.

2.2. Material Biolégico e Condicoes Ambientais

Foram utilizados 48 juvenis de pacu (24,7 + 2,0 g) a cada 15 dias distribuidos
em 8 caixas plasticas (100L) (total de 192 peixes). Em cada peixe foi suturada uma
miganga colorida conforme a repeticao do tratamento, ja que estes durante o desafio
permaneceram juntos. A 4gua foi proveniente de poco artesiano e o sistema foi

provido de aeragéo continua e controle de temperatura (26 -28°C).

2.3. Avaliacido dos Parametros fisico-quimicos da dgua

A temperatura média dos aquarios foi aferida diariamente com um
termdmetro de maxima e minima. As determinagdes de alcalinidade total (mg de
CaCOg/L), amdnia (ug/L), oxigénio dissolvido (mg O/L) e potencial hidrogénionico

(pH) foram realizadas ao inicio e ao fim do desafio.

2.4. Manejo Alimentar, Dietas Experimentais e Delineamento Experimental

Ap6s a aplicacdo intraperitonial da Aeromonas hydrophila os peixes foram
alimentados duas vezes ao dia sendo uma pela manha e outra ao final do dia. A
distribuicdo de racado foi realizada até nao haver mais procura pelos peixes, para
evitar sobras. A formulacado e a composi¢ao da dieta experimental sdo apresentadas
na tabela 1.

84



Tabela 1 — Formulagao e composigao percentual e calculada das dietas experimentais
Table 1 — Percentual and calculated composition of experimental diets

Ingredientes Controle (0%) T1(0,3%) T2 (0,2%) T3 (0,1%)

Ingredients
Farelo de Soja 45,5 45,5 45,5 45,5
Soybean meal
Milho 22 22 22 22
Corn
Farelo de Trigo 15 15 15 15
Wheat bran
Farinha de peixe 13 13 13 13
Fish meal
Bagaco de cana 1,5 1,4 1,3 1,2
Cane sugar bagasse
Oleo de Soja 1,5 1,5 1,5 1,5
Soybean oil
Sup. vitaminico mineral® 1,5 1,5 1,5 1,5
Viatmin ans Mineral premix
B - glucano' 0 0,1 0,2 0,3
B - glucan
Total 100 100 100 100

Composicao quimica
Chemical composition

% de inclusao
% inclusion

Matéria Seca 89,91
Dry matter
Proteina bruta 32,06
Crude protein
Energia bruta (kcal/kg) 4096,03
Gross energy
Extrato etéreo 3,18
Ether extract
Fibra bruta 4,48
Crude fiber
Matéria mineral 7,34
Ashes

38,53

Extrato ndo nitrogenado®
Nitrogen free extract

"Nos niveis 0,0, 0,1, 0,2 e 0,3% as diferencas foram preenchidas com elemento inerte.

2 Suplemento vitaminico mineral Rovimix peixe: vit. A: 5000.000 Ul; vit. D3: 200.000 Ul; vit. E: 5.000 UI; vit. K3: 1000 mg; vit.
B1: 1500 mg; vit. B2: 1500 mg; vit. B6: 1500 mg; vit. B12: 4000 mg; vit. C: 15000 mg; acido félico: 500 mg; acido
pentoténico: 4000 mg; B.H.T.: 12,25 g; biotina: 50 mg; inositol: 1000 mg; nicotinamida: 7000 mg; colina: 40 g; cobalto: 10
mg; cobre: 500 mg; ferro: 5000 mg; iodo 50 mg; manganés: 1500 mg; selénio: 10 mg; zinco: 5000 mg; veiculo g. s. g. : 1000

mg.
SENN (%) = MS (%) — ( PB (%) + EE (%) + FB (%) + MM (%)).
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As ragdes peletizadas foram produzidas na Unidade de Preparagéo de
Racdes do Centro de Aquicultura da Unesp e na Fabrica de Ragbes da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp — Campus de Jaboticabal e as
dietas extrusadas em uma fabrica de ragcao comercial.

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado fatorial 2 x 4, com 3
repeticoes, avaliando-se dois processamentos das dietas experimentais
(extrusadas e peletizadas) contendo o B - glucano nas seguintes concentragées: 0
(controle), 0,3%, 0,2% e 0,1%. A composicao do [ — glucano empregado neste
estudo encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas fisicas e quimicas do 8 — glucano (g/ 100g do produto)
Table2 — Physical and chemical characteristics of 8 — glucan (g/ 100 g of product)

Ingredientes % de incluséo
Ingredients % of inclusion
Totais de B- glucano Min. 85,0
p - glucano total
Proteinas totais (N x 6,25) Max. 4,0
total protein
Umidade total (105 +/- 2°C) Max. 10,0
total moistness
pH (solugcao 10%) 4,6 - 6,0
ph (10% solution)
Capacidade dee absorcao da agua (ml/g) 6,6

water absortion capacity
Metais pesados ppm <2
heavy metals

2.5. Desafio com a bactéria A. hydrophila

A cepa bacteriana utilizada foi fornecida pelo Laboratério de Patologia de
Organismos Aquéaticos do CAUNESP, Campus de Jaboticabal.

Determinada a DLsy para a espécie, os peixes foram inoculados com a A.
hydrophila por meio de inoculagao intraperiotoneal com a concentragdo determinada
de 10 UFC ml" contido em 0,1 ml de tamp&o fosfato (PBS). A avaliacdo da

mortalidade foi efetuada diariamente, juntamente com a alimentacéo durante 10 dias.
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Para avaliagdo do sistema imune, 6 peixes de cada tratamento foram
submetidos a um desafio com Aeromonas hydrophila. Os peixes foram coletados aos
15, 30, 60 e 90 dias experimentais, onde permaneceram durante 10 dias em caixas
plasticas.

Apo6s o inicio do desafio, a mortalidade e a ocorréncia de sinais clinicos foram
observadas. E importante ressaltar que as mortalidades ocorreram 24 horas apés
a inoculagao da bactéria por injecao intraperiotoneal, sendo que até o fim dos 10

dias a sobrevivéncia foi registrada diariamente.

2.6. Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as diferencas (P<0,05)
entre as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. As taxas percentuais de
sobrevivéncia sofreram transformagao arco seno V%/100. A anélise estatistica dos

resultados foi realizada com a utilizagdo do programa estatistico SAS 9.0.
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3. Resultados

Os parametros fisicos e quimicos foram mensurados aleatoriamente por

aquario e podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3 — Valores médios * desvio padréo e coeficiente de variagdo dos paradmetros
fisicos e quimicos da agua dos aquarios de juvenis de pacu.

Table 3 — Means values + standard variation of physical and chemical parameters of aquarium
water of pacu juveniles.

Tratamentos CV%
Treatments Variance coefficient
Temperatura (°C) 26,28 + 0,32 1,52
Temperature
Alcalinidade (mg/L) 82,7 £ 3,96 2,87
Alcalinity
Amonia (p/L) 6,87 £ 1,39 2,34
Ammonia
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,04 £ 1,87 3,05
Dissolved oxygen
pH 7,56 £ 0,22 3,04
pH

Os tipos de processamentos das dietas proporcionaram diferencas nas
taxas de sobrevivéncia dos peixes, 0 que pode ser observado na Tabela 4. Os
peixes que receberam as racoes peletizadas apresentaram uma sobrevivéncia
significativamente maior em relagdo aos que receberam as ragdes extrusadas aos
15, 30 e 90 dias.

Aos 15 dias o grupo controle apresentou maior sobrevivéncia (51,39%) em
relacdo aos tratamentos 0,3% e 0,2%. O tratamento com menor inclusdo de B-
glucano foi o que mais se assemelhou ao grupo controle, provavelmente neste
periodo o imunoestimulante ndo apresentou efeito ao desafio com A. hydrophilla.

Apo6s 30 dias o B-glucano influenciou positivamente na porcentagem de
sobrevivéncia ao nivel de 0,1% de inclusdo de B-glucano apresentado uma
sobrevivéncia maior (93,06%) em relacao ao tratamento controle (58,34%) 10 dias
apdés a inoculacdo da bactéria. Além disso, o nivel com 0,2% de inclusao

apresentou-se semelhante ao tratamento com 0,1% de inclusao de glucano.
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Ap6s 60 dias de experimentacdo, 0s peixes expostos ao desafio
apresentaram baixa sobrevivéncia ap6s 10 dias da inoculagdo, para o0s
tratamentos controle (16,67%), 0,3% (16,67%) e 0,2% (16,67%). O tratamento
0,1% apresentou maior sobrevivéncia (37,5%), porém diferindo-se dos
tratamentos citados acima.

No ultimo desafio, aos 90 dias, houve um aumento significativo da
sobrevivéncia entre o grupo controle (65,28% de sobrevivéncia) e os tratamentos
com B - glucano (todos os tratamentos apresentaram 72,23% de sobrevivéncia),
sendo que estes Ultimos apresentaram maior sobrevivéncia a bactéria.

Em todos os periodos deste estudo, apds a inoculagdo com a bactéria, foi
possivel observar os sinais clinicos tipicos de septicemia hemorrdgica, como

hemorragias subcutaneas, protuberancia das escamas e exoftalmia.
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Tabela 4 — Valores de F, coeficiente de variagdo (CV) e médias obtidas para
sobrevivéncia (%) de juvenis de pacu.
Table 4 — F values, coefficient of variance (CV) and means survival (%) of pacu juveniles.

Estatisticas Intervalos Experimentais (dias)
Statistics Experimental intervals (days)
15 30 60 90
Processamento (P) 1,9* 36,82* 0,96ns 34,32*
Processment
Valores para F Niveis (N) 2,8* 8,94 0,86ns 0,42ns
F values Levels
Interacéo (P x N) 0,93ns 11,36 0,86ns 13,98
Interactions
CV 50,67 68,5 49,74 62,6
Ragéo Extrusada 26,61b 53,34b 16,67a 54,87b
Médias Processamento Extruded diet
Processment Means Racéo Peletizada 37,5a 89,59a 27,08a 86,12a

Pelletized diet

Controle (0%) 51,39a 58,34c 16,67a 65,28a
Control
Médias Niveis 0,30% 16,67b 65,28bc 16,67a 72,23a
Levels Means
0,20% 16,67b 79,17ab 16,67a 72,23a
0,10% 37,50ab 93,06a 37,50a 72,23a

ns — nao significativo

*(p < 0,05)

CV - coeficiente de variancia (%)

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05)
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4. Discussao

A qualidade da agua dos tanques nao foi alterada, sendo que os
parametros avaliados permaneceram de acordo com os padrées recomendados
por SIPAUBA-TAVARES (1995) e KUBITZA (2000).

Alguns autores preconizam que as racOes peletizadas tém uma melhor
eficiéncia alimentar, pois faz a destruicao parcial de alguns fatores antinutricionais
(KUBITZA, 1998; PEZZATO, 1997), além disso, em relacdo a energia, a
peletizagdo proporciona um aumento do valor energético dos nutrientes
(ANDREWS, 1991). Sendo assim pode se afirmar que animais mais bem nutridos
apresentam maior resisténcia a infecgbes bacterianas.

MISRA et al. (2006) apdés 28 dias de administracdo oral de B-glucano
observaram que o L. rohita apresentou maior resisténcia neste periodo a infeccao
com A. hidrophila e E. tarda, porém com uma concentragdo de 250 mg Kg
1(0,25%). MATSUO & MIYAZANO (1993) em estudos com truta arco-ris também
mostraram eficacia do B-glucano em torno dos 28 dias de administracao oral.

Segundo CHEN & AINSWORTH (1992) o B-glucano em um pequeno
periodo molda-se no sistema imunolégico, potencializando-o, sendo que sua
administracdo continua pode ser necesséaria para manter as populacdes celulares
ativadas em peixes durante periodos criticos de algumas doencas.

Existe uma forte evidéncia experimental de que a administracdo do glucano
na dieta pode modificar a atividade de alguns componentes do sistema imune
inato aumentando a resisténcia dos peixes a bacterioses (GALEOTTI, 1998;
ROBERTSEN, 1999; SAKAI, 1999). O aumento da resisténcia a bactérias nocivas
observadas em peixes teleésteos apds a administracdo do glucano pode
acrescentar um reforco para o aumento da eficacia do sistema imune inato nos
aspectos celulares e humorais (CRUMLISH & INGLIS, 1999). O B - glucano obtido
da parede celular de leveduras estd sendo bastante utilizado em pesquisas
recentes, porém vem apresentando resultados contraditérios. Em trutas arco-iris a
administracdo oral de B - glucano mostrou eficiéncia na resisténcia contra

furunculose (SIWICKI et al, 1994) e no salmdo do Atlantico contra Vibrio
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salmonicida e Vibrio angillarum (RAA et al, 1992). COUSO et al. (2003)
administrando oralmente o glucano no “gilthead seabream” também apresentou
melhor resisténcia a infeccdo contra a pasteurelose ap6s a ingestdo do
imunoestimulante. Contraditoriamente o B - glucano nao apresentou eficacia
contra Enteroccocus sp. no “turbot” (Scophthalmus maximus) (TORANZO &
BARJA., 1995) ou contra Vibrio angillarum (OGIER DE BAULNY et al., 1996).
DUNCAN & KLESIUS (1996) também nao apresentaram resultados satisfatérios
na eficiéncia do glucano no bagre do canal (/ctalurus punctatus) contra
Edwardisela ictaluri.

Em peixes, o principal aspecto da patogénese em todas as infeccbes
causadas por esta bactéria € a disseminacao generalizada na forma de
septicemia, seguida da elaboragdao de toxinas, necrose de tecidos e septicemia
hemorragica (DEAN & TOST, 1967; KETOVER et al., 1973; JOSEPH et al., 1979).
Os peixes doentes e infectados por A. hidrophila apresentam hemorragias
cutdneas nas nadadeiras e na superficie do corpo, sendo tal condigao
normalmente referida como “red fin disease” (HOSHINA, 1962).

Aos 90 dias, apesar de ndo haver diferencas estatisticas a inclusdo do (-
glucano na ragéo apresentou maior sobrevivéncia, sendo assim uma dose menor
acaba por diminuir o custo do quilo da ragdo, que obtenha a inclusdo de um
imunoestimulante eficaz a saude da producdo. Estes resultados mostram a
importancia da dose de inclusao oral do glucano além do periodo correto a ser
administrado, j& que somente aos 30 dias pbéde-se observar eficiéncia do [3-
glucano apés inoculagéao da bactéria A. hydrophilla.

Sendo assim, é importante o planejamento de um protocolo alimentar
(periodo de administragcéo, tipo e dose de B - glucano) ja que a eficiéncia do
glucano nas diferentes espécies de peixes e patdogenos variam tanto
(ROBERTSEN, 1999). Por essa razdo, a dose efetiva e o periodo de
administracdo devem ser investigados caso a caso, ja& que a comparagao entre
outros estudos é dificultada.
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5. Conclusao
A suplementacdo de 0,1% kg' de B — glucano em ragdes peletizadas

resultou em maior sobrevivéncia dos pacus submetidos ao desafio com a bactéria
A. hydrophila.
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