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O homem ndo teria alcancado o
possivel se repetidas vezes ndo

tivesse tentado o impossivel.

(Max Weber)

Ndo sabendo que era impossivel,

foilde fez.

(Jean Cocteau)
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RESUMO

DIAS, D. C. Influéncia de probiéticos no desempenho produtivo e fisiolégico de
ra-touro, Rana catesbeiana Shaw, 1802. Jaboticabal, 2006. 78p. Dissertagao
(Mestrado) Centro de Aquicultura, Universidade Estadual Paulista.

Foi avaliado o efeito de dois probiéticos adicionados a ragdo comercial
(40%PB), no desempenho produtivo e fisiolégico de ra-touro Rana catesbeiana . O
teste foi conduzido com duas doses de cada probiédtico (5g/kg e 10g/kg de alimento)
mais um grupo controle com trés réplicas simultaneas, totalizando 5 tratamentos.
Foram avaliados o ganho de peso (GP), a conversao alimentar (CA), as analises
hematol6gicas, como contagem diferencial de leucécitos, niamero de eritrdcitos,
contagem total de leucécitos e de trombdcitos, determinacdo da porcentagem de
hematdcrito, determinagdo da taxa de hemoglobina, os indices hematimétricos
absolutos (VCM, HCM e CHCM) e andlises imunolégicas como capacidade
fagocitica e indice fagocitico. Os resultados mostraram que o0s probidticos
produziram efeito no ganho de peso de Rana catesbeiana até atingirem 200g e
também na conversdo alimentar, influenciando somente nos numeros absolutos dos
baséfilos nos parédmetros hematolégicos dos animais. As analises imunol6gicas

mostraram que os probibticos apresentaram efeito imunoestimulador.

Palavras-chave: ranicultura, analises hematologicas, analises imunoldgicas.



ABSTRACT

DIAS, D. C. Influence of probiotics in the productive and physiological
performance of bullfrog, Rana catesbeiana Shaw, 1802. Jaboticabal, 2006.
78p. Dissertacao (MSc) Aquaculture Center, Sdo Paulo State University.

It was evaluated the effect of two probiotics added in the commercial ration
(40%CP), in the productive and physiological performance of bullfrog, Rana
catesbeiana. The test was lead with two doses of each probiotic (5g/Kg and 10g/Kg
of food) plus a control group with three repetictions totalizing 5 treatments. Was
evaluated the weight gain, feed conversion, hematological analyses as differential
counting of leucocytes, counting of erytrocyte’s number, total counting of leucocytes
and trombocytes, determination of the hematocryts, and haemoglobin tax, absolute
hematimetrycs indices (MCV, MCH and MCHC) and imunological analyses as
fagocytical capacity and fagocytic index. The results had shown that the probiotics
produced effect in the weight gain of Rana catesbeiana until reaching 200g, and in
the feed conversion, only influencing in the absolute numbers of the basophils in the
hematological parameters of the animals. The imunological analyses had shown that

the probiotics had presented imunostimulator effect.

Key-word: frogculture, hematological analyses, imunological analyses.
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Introducio

A ranicultura no Brasil € uma atividade que tem despertado grande interesse por parte
de produtores, investidores e grandes empresas, por propiciar retorno econémico aos
produtores em razédo do elevado preco da carne de ra no mercado, que é o principal produto
nessa atividade, com excelente sabor e qualidade nutricional (LIMA e AGOSTINHO, 1988).

A ra-touro, Rana catesbeiana, originaria da América do Norte, tem sido a Unica
espécie utilizada pelos ranicultores. Para esta espécie, o tempo para o
desenvolvimento completo da fase larvaria (girino) até a metamorfose é de 60 a 70
dias e para atingir a fase adulta, de trés a quatro meses (LIMA e AGOSTINHO, 1992).

Segundo BRAGA (1997), na grande maioria das criagbes de ra-touro em
cativeiro, observa-se descontinuidade de produgédo causada pelo uso de instalacdes
inadequadas e pela execugdo de um manejo diferente do proposto pelo sistema de
criacdo adotado, além da falta de um subsidio técnico pertinente a atividade. Esse
panorama gera dificuldade para garantir o fornecimento do produto ao mercado e,
também, elevagao do preco final para o consumidor.

A producao de alimentos de origem animal, com o propédsito de baixar os
custos para o consumidor, tém levado os pesquisadores a estudarem diversos tipos
e/ou melhores combinagdes de nutrientes conhecidos e de novas substancias
quimicas, com o objetivo de aumentar a eficiéncia alimentar e a taxa de crescimento,
um exemplo disso séao os probiéticos (CASTRO, 2003).

De acordo com CULLEY JR. et al. (1978), os principais problemas que tém
atrasado o desenvolvimento da criacdo de ras sdo: alimentacédo e nutricdo, doencas
e reproducao.

Baseando-se no exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
influéncia do uso de probio6ticos no desempenho produtivo e fisiol6gico de ras-touro

Rana catesbeiana, na fase pés-metamorfica bem como, verificar seu possivel efeito

Danielle Dias Dissertagdo
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no sistema hematolégico e imunolégico, diminuindo a mortalidade e conseqlientemente

aumentando a produtividade.

Danielle Dias Dissertagdo
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Revisdo de Literatura

2.1 - Desempenho

A ranicultura é uma atividade zootécnica economicamente viavel, que vem
sendo implantada no meio rural brasileiro assim como em outros paises. No
Brasil, o crescimento da ranicultura tem sido observado de forma acelerada na
ultima década, devido a evolucado da tecnologia e, principalmente, ao gradativo
aperfeicoamento das instalacbes e das técnicas de manejo adotadas pelos
técnicos e produtores (STEFANI, 2001).

Esta atividade teve inicio no Brasil em 1935, quando foi implantado o primeiro
ranario no Rio de Janeiro, a partir de matrizes trazidas do Canadda (HOFFMANN et al.,
1988). No estado de Sao Paulo, a criagdo comegou a partir de 1940, por meio da
Divisao de Caca e Pesca do antigo Departamento de Producao Animal, da Secretaria
da Agricultura (FONTANELLO, 1994).

Apesar de ser uma espécie exoética, a ra-touro demonstrou boa adaptagao ao
clima subtropical brasileiro (FONTANELLO et al, 1988). Suas caracteristicas
zootécnicas e a alta qualidade de sua carne fazem da rda um produto de grande
interesse ao processamento industrial e boa aceitacdo pelo mercado consumidor
(LIMA e AGOSTINHO, 1989). Dentre estes fatores, as pesquisas desenvolvidas na
area de nutricdo dentro da ranicultura tém grande importdncia para o
desenvolvimento da atividade.

Durante muitos anos os dados estatisticos sobre o mercado nacional e
internacional de carne de rd tem sido limitados, desatualizados e incompletos.
Quase a totalidade da producédo de ras cultivadas é comercializada nos mercados
locais ou regionais dos paises produtores, enquanto que aproximadamente 95% da

demanda mundial é suprida por produtos oriundos da caca (TEIXEIRA et al., 2001).

Danielle Dias Dissertagdo
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Segundo LIMA et al. (1999) o Brasil tem capacidade para produzir 220
toneladas por ano levando em consideragdo as instalagbes ja construidas, mas
segundo o ultimo levantamento, estda produzindo aproximadamente 114 toneladas
por ano.

Segundo SILVA (1988), a velocidade de crescimento em ras-touro é mais
acentuada a partir do final da metamorfose até aproximadamente 120 dias de idade,
sendo que o maior ou menor periodo de metamorfose ndo interfere no referido
crescimento.

A ra-touro, Rana catesbeiana, apresenta consumo alimentar, conversao
alimentar e crescimento muito irregular e, portanto, para serem analisadas necessita-
se periodos longos de observagdes diarias (CULLEY JR. e GRAVOIS JR., 1971).

De acordo com FONTANELLO (1983), a fase posterior a metamorfose é
fundamental no processo de criacdo, pois a ra possui potencial de crescimento
capaz de responder ao tratamento a ela dispensado; passada pela fase inicial, o
consumo de alimento tende a aumentar, porém o ganho de peso ndao segue o
mesmo ritmo, diminuindo.

LIMA et al. (1988) alimentaram ras-touro com racao farelada durante todo o
periodo de engorda (quatro meses) e obtiveram ganho de peso médio de 75,919 e
uma conversao alimentar de 6,17:1. A conversao alimentar ruim foi consequiéncia de
uma grande perda de racdo pela inadequagado dos cochos utilizados no experimento,
segundo os préprios autores.

FRANQUEIRA (1992) comparando ragao peletizada com farelada, para ra-
touro, observou conversao alimentar aos 140 dias de idade, que variou de 2,73:1 a

1,74:1, respectivamente.

Danielle Dias Dissertagdo
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LIMA e AGOSTINHO (1992) obtiveram resultados de 1,50 a 2,00:1 para
conversdo alimentar de ras-touro alimentadas com ragéo de truta peletizada.

BRAGA et al. (1995) trabalhando com baias-teste com temperatura e
fotoperiodo controlados, constataram que a ra-touro apresentou resultados de
conversao alimentar de 1,22 e 1,55:1, nas temperaturas de 25 e 30 °C
respectivamente, quando alimentadas com ragéo de truta extrusada.

LIMA, et al. (2003) observou variagdo na conversao alimentar de 1,3 a 1,6:1 em
trés ranarios em diferentes regido, no municipio de Anchieta (ES), Coimbra (MG) e

Visconde de Rio Branco (MG).

2.2 - Probiético

Determinados tipos de alimentos tém efeito benéfico sobre a saude do
hospedeiro. O estudo desses alimentos, denominados de funcionais, e seus
componentes responsaveis por esse efeito, tornou-se intenso apenas nos ultimos
anos (OLIVEIRA et al., 2002). Sao considerados alimentos funcionais aqueles que
fornecem a nutricdo basica e a melhora da saude por meio de mecanismos nao
previstos pela nutricido convencional, devendo ser salientado, que esses efeitos
restringem-se a melhora da saude e ndo a cura de doengas (SANDERS, 1998).

O conceito de probiodtico tem mudado através do tempo. Para FULLER (1989),
sao suplementos alimentares compostos de microorganismos vivos que beneficiam
a saude do hospedeiro através do equilibrio da microbiota intestinal.
SCHREZENMEIR e DE VRESE (2001) consideraram que o termo probidtico deveria
ser usado para designar preparacdes ou produtos que contém microorganismos
viaveis definidos e em quantidade adequada que alteram, por colonizagdo, a

microbiota propria das mucosas do sistema do hospedeiro, produzindo efeitos
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benéficos em sua saude. Os probioticos, em sua maioria sdo produtos preparados
com Lactobaccillus acidophillus, Streptococcus faecium, Bacillus subtilis e em alguns
casos leveduras (GUZMAN, 1992).

Os probidticos sao ingredientes nao digeriveis incorporado aos alimentos no sentido
de selecionar determinadas bactérias da microbiota intestinal, por meio de sua atuacdo
como substrato seletivo no célon (ZIEMER e GIBSON, 1998; LEE et al., 1999).

O mecanismo de ac¢ao dos probiodticos ainda ndo esta inteiramente elucidado. A
acao deste composto ocorre pela exclusao competitiva (OZAWA et al., 1978),
competicao por locais de adesao no aparelho digestivo (WATKINS e MILLER, 1983),
por estimulo da imunidade (INOOKA et al., 1986), por maior produgéo de acido latico
(FULLER, 1977), pela diminuicdo da produgdo de aminas toxicas e aumento da
disponibilidade de aminoacidos nos locais de absorcdao (KOZASA, 1989), por
economia de energia e por aumento da disponibilidade de vitaminas e enzimas
(FULLER, 1989). A acao benéfica do uso de probioticos ocorre de duas formas: uma
determinando melhores indices zootécnicos com maior produtividade, aumento no
ganho de peso e melhor conversao alimentar; outra, a redugdo da colonizagao
intestinal por alguns patégenos, como por exemplo, as salmonelas.

Em condi¢bes normais, inUmeras espécies de bactérias estdo presentes no
intestino, a maioria delas anaerdbias estritas. Essa composicéo é capaz de induzir a
possiveis variacdes fisicas e quimicas no intestino (LEE et al., 1999). Paralelamente,
quando em equilibrio, impede que microorganismos, nela encontrados,
potencialmente patogénicos exergam seus efeitos. Por outro lado, o desequilibrio
dessa microbiota pode resultar na proliferacdo de patdégenos, com consequente

infecgao bacteriana (ZIEMER e GIBSON, 1998).
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Segundo CASTRO (2003), é atribuido aos probioticos varias agbées benéficas
como o auxilio na digestdo e absorcado de nutrientes (envolvimento na bioquimica
intestinal, especialmente em relacdo a acao sobre os sais biliares), acao inibitéria no
crescimento de bactérias patogénicas (producdo de bacteriocinas), producao de
lactato e acetato que reduzem o pH do meio, exercendo efeito antibacteriano,
producdo de metabdlitos que inibem bactérias Gram negativas e positivas
patogénicas, producao de vitaminas do grupo B, estimulo do sistema imune através
da ativagdo dos macréfagos, ativagdo do sistema imune contra células malignas,
restauragéo da microbiota intestinal apds tratamento com antibidtico.

O uso de probidtico na aquicultura é um tema muito recente, mas tem-se
observado resultados promissores, principalmente no cultivo de larvas de peixes e

moluscos (PLANAS e CUNHA, 1999).

2.2.1 — Efeitos Biolégicos

Os mecanismos de acao dos probidticos, segundo FULLER (1989) podem ser
enumerados em trés, a supressdo do numero de células bacterianas viaveis
mediante producdo de compostos com atividades antimicrobiana, a competigcédo por
nutrientes e a competicdo por sitios de adesdo; o segundo seria a alteragdo do
metabolismo microbiano, pelo aumento ou diminuicdo da atividade enzimatica; e o
terceiro seria o estimulo da imunidade do hospedeiro, por meio do aumento dos
niveis de anticorpos e 0 aumento da atividade dos macréfagos.

As bactérias probidticas sé apresentam efeitos biolégicos no ambiente
intestinal se atingirem um ndmero minimo de Unidades Formadoras de Col6nias

(UFC). Por exemplo, em humanos, o numero de Lactobacillus rhamnosus para
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reduzir significativamente a ocorréncia da chamada diarréia dos viajantes é de 10°

UFC/g (OKSANEN et al., 1990).

2.2.2 — Selecao de Bactérias

A selecao de bactérias probidticas tem como base os seguintes critérios: o
género ao qual pertence a bactéria, a estabilidade frente ao acido gastrico e a bile, a
capacidade de aderir @ mucosa intestinal, a capacidade de colonizar, ao menos
temporariamente o trato gastrintestinal, a capacidade de produzir compostos
antimicrobianos a ser metabolicamente ativo no intestino (COLLINS et al., 1998 e
SAARELA et al., 2000).

Entre os microorganismos empregados como probiéticos, destacam-se as
bactérias pertencentes aos géneros Bifidobacterium (B. bifidum, B. breve, B. lactis,
B. longum e B. thermophilum) e Lactobacillus (L. acidophilus, L. delbrueckii, L.
helveticus, L. casei, L. fermentum, L. reuteri, L. johnsonii, L. plantarum, L. rhamnosus
e L. salivarius) e, em menor escala, as bactérias Enterococcus faecium e
Streptococcus thermophilus (COLLINS et al., 1998; LEE et al.,1999; SANDERS e
KLAENHAMMER, 2001).

KLEIN et al. (1998) relataram que o género Bifidobacterium também &
considerado como bactérias laticas devido a propriedades bioquimicas e fisiolégicas
no trato gastrintestinal, em comum com os outros géneros de bactérias laticas.
Dentre esses microrganismos, as bactérias pertencentes ao género Lactobacillus
sdo mais freqiientemente consideradas seguras ou reconhecidamente seguras. Por
outro lado, certas bactérias do género Streptococcus e Enterococcus sao patdogenos

oportunistas (COLLINS et al., 1998; LEE et al., 1999).
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2.2.3 Imunidade

O efeito de probioticos sobre a imunidade tem induzido um grande niumero de
pesquisas, sendo a maioria realizada em mamiferos (COPPOLA e GIL-TURNES,
2004), apesar de ainda ndo estar esclarecido como estes atuam (CROSS, 2002).
Este efeito pode estar relacionado a capacidade de os microorganismos do
probiético interagirem com as placas de Peyer e as células epiteliais intestinais,
estimulando linfocitos B produtores de IgA e a migragéo de linfécitos T do intestino
(PERDIGON e HOLGADO, 2000). Também tem sido demonstrado que os
probiéticos favorecem a atividade fagocitica inespecifica dos macréfagos alveolares
sugerindo acao sistémica por secre¢do de mediadores que estimulariam o sistema
imune (CROSS, 2002). MAASSEN et al. (2000) comprovaram, no entanto, que a
sintese de citocinas pela mucosa intestinal depende da cepa de Lactobacillus
utilizada, salientando a necessidade de realizar cuidadosa selecdo das cepas
candidatas a probidtico. Lactobacillus casei apresentou efeito imunomodulador
similar ao de Bacillus Calmette-Guerin (BCG), Corynebacterium parvum e

Streptococcus pyogenes (PERDIGON e ALVAREZ, 1992).

O efeito de outros lactobacilos sobre a imunidade também tem sido estudado.
AVILA et al. (1998) compararam a eficiéncia de uma vacina especifica e
Lactobacillus acidophilus, e da associacdo destes dois produtos no controle da
diarréia por Escherichia coli enterotoxigénica em leitdes, e demonstraram que o0s
melhores resultados foram obtidos com a combinag¢édo de vacina e probidtico. VITINI
et al. (2000) testaram a influéncia da administragéo oral de diferentes espécies de
bactérias acido lacticas tais como Lactobacillus casei, L. acidophilus, L. rhamnosus,
L. delbrueckii sub. sp. bulgaricus, L. plantarum, Lactococcus lactis e Streptococcus

thermophilus, e verificaram que o aumento da producdo de IgA nem sempre esteve
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correlacionado com o aumento no namero de linfocitos T CD4+ (células produtoras
de linfocinas que ativam outras células do sistema imune), indicando que algumas
bactérias testadas somente induziram ativagdo dos linfocitos B produtores de IgA.
Também foi observado que nao houve influéncia sobre os linfocitos T CDg+ (células
citotéxicas que matam outras células pelo contato), indicando que essas bactérias

nao foram capazes de induzir citotoxicidade.

Com relagdo a bactérias ndo &cido-lacticas, pode-se citar, entre outros, o
trabalho de COPPOLA et al. (2005), que estudaram o efeito de probibticos
preparados com Bacillus cereus var. toyoi e com Saccharomyces boulardii, na
resposta imune de camundongos a vacinagdo simultdnea com uma bacterina
tetravalente de Escherichia coli patogénica para suinos e uma vacina replicante
contra a Parvovirose canina. Comprovaram que o probiético de S. boulardii induziu
resposta humoral significativamente mais eficiente a bactéria, enquanto o probidtico
de B. cereus var. toyoi induziu resposta significativamente mais elevada a vacina de

Parvovirus canino.

Segundo COPOLLA e GIL-TURNES (2004), os probioticos, além de sua
atividade como promotores de crescimento e reguladores de microbiota das
mucosas, tem efeito imunomodulador, embora a forma de agédo seja pouco
conhecida. Segundo os autores, as evidéncias acumuladas sobre os beneficios
decorrentes do uso dos probidticos justificam o aprofundamento destes estudos
sobre seu modo de acdo, a fim de otimizar sua utilizagcdo como profilaticos,
promotores de crescimento e imunoestimulante.

O Lactobacillus casei induziu resposta celular tipo 1 em camundongos,

aumentando a producdo in vitro de células peritoniais e de células esplénicas
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(NEUMAN, 2000). Sua administracdo imunizou camundongos contra patégenos
intestinais pela indugcdo do aumento da capacidade fagocitica dos macréfagos
peritoniais e da atividade das enzimas envolvidas na fagocitose (KATO et al., 1983;
PERDIGON e ALVAREZ, 1992), da atividade das células natural killer (KATO et al.,
1984), da producdo de fator citotoxico pelas células de Kupfer e macréfagos
peritoniais (HASHIMOTO, 1985), e da secrecdao de IgA no lumen intestinal
(PERDIGON et al, 1991). A cepa Shirota estimulou a resposta imune celular,
provocando uma redugédo nos titulos de virus da Influenza no trato respiratorio
quando administrada por via nasal (HORI et al., 2001) e oral (HORI et al., 2002). L.
rhamnosus reduziu a morbidade de E. coli em camundongos infectados
experimentalmente, estimulando o aumento da atividade fagocitica e dos titulos de

anticorpos especificos na Imunoglobulina A (IgA) (SHU e GILL, 2002).

Na aquicultura, ha interesse especial em aumentar a resisténcia as doencas e
incrementar a atividade fagocitica de células de defesa. O aumento da atividade
fagocitica de antigenos bacterianos € induzida pela liberacdo de patégenos mortos
ou de seus produtos como descrito por ROITT et al (1998) e pela aplicacdo de
imunoestimuladores e adjuvantes. Esses imunoestimulantes aumentam a
mobilizacdo enzimatica de neutréfilos (SIWICKI et al., 1998), que possuem grandes
quantidades de peroxidase (ELLIS, 1997), uma enzima lisossémica presente nas
células fagociticas e que promove a oxidagao de certos compostos pelo perdxido de

hidrogénio, no processo de fagocitose (OLIVEIRA et al., 1997)
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2.3 — Caracteristicas Hematoldgicas

Hematologia é o estudo do sangue ou a soma dos conhecimentos sobre o
sangue e, grande parte das informagdes, consiste em medidas de valores de
parametros em condicdes organicas normais e anormais. A aplicacdo da
hematologia em pesquisa animal é bem aceita e considerada como procedimento de

rotina em métodos de diagndsticos (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

O sangue dos vertebrados é um tecido liquido, mével, onde esta presente
uma categoria de células livres do tecido conjuntivo que esta em equilibrio com
praticamente todos os outros tecidos, constituindo uma das grandes forgas

homeostaticas do organismo (KALASHNIKOVA, 1976).

O plasma, liquido amarelo, semitransparente é formado por cerca de 90% de agua
e 10% de substancias soélidas, entre as quais encontram-se proteinas, sais minerais,
glicose, uréia, aminoacidos, colesterol, gorduras, gases respiratérios (oxigénio e gas

carbonico), hormébnios, enzimas, anticorpos, etc (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Em relacdo aos anfibios, DIAS (1992) relatou a caréncia de informacdes
sobre a composicao celular do sangue. NAOUM et al. (1986) e CANNON et al.
(1987) enfatizaram esse fato e que este quadro se agrava quando se referem aos
elementos celulares sangiiineos das formas pré-metamorficas de anuros. E

importante salientar que esta caréncia de informagdes ocorre até os dias atuais.

Os gldbulos vermelhos, também chamados de hemacias ou eritrocitos, na
maioria dos vertebrados formam-se e amadurecem na medula éssea pelo processo
denominado eritropoiese (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). SCHMIDT-NIELSEN

(1996), ressaltou que, nos mamiferos, os glébulos vermelhos sao anucleados, tém
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forma de disco esférico e sao ligeiramente bicbncavos; nas aves, répteis, anfibios e
peixes, sdo nucleados e se apresentam quase que universalmente ovais. Os
eritrocitos dos anfibios sdo células geralmente elipticas com nucleo central, variando
muito de tamanho entre as espécies. Nos anuros, como nos outros vertebrados, o
citoplasma dos eritrocitos € homogéneo e carrega em seu interior a hemoglobina
(TURNER, 1988). Os eritrocitos maduros sao as células mais numerosas no sangue,
cuja fungao consiste no transporte do oxigénio e do gas carbbnico, desempenhado

pelo seu componente principal, a hemoglobina (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

Segundo DUELLMAN e TRUEB (1986) existe diferengas morfolégicas entre
os glébulos vermelhos nas formas adultas e larvais de anuros. Singularmente, os
eritrécitos dos girinos sdo maiores que os de ras metamorfoseadas. Um dos fatores
que contribui para esse processo € o fato dessas células, em girinos, possuirem
maior quantidade de reticulo endoplasmatico. Os eritrécitos sao elipticos, achatados
e nucleados. Cada eritrocito mede aproximadamente 14 por 23 um e ocorrem
aproximadamente 400.000 por mm® de sangue. TURNER (1988) descreve a
seqliéncia de amadurecimento dos eritrocitos nos vertebrados como sendo: eritréide
precursor ou rubrécito e erifroblcsto e eritrobdasto policcomdtico e reficulddto e

eritrécito normocromatico.

Nos anfibios, os glébulos brancos ou leucdcitos apresentam-se em numero
préximo de 7.000 por mm?® e sdo de dois tipos: os agranulécitos, sem granulacdes
visiveis no citoplasma, que sdo os linfécitos e os monécitos, e os granuldcitos, que
se classificam em neutrdéfilo, baséfilo e eosindfilos, cujos citoplasmas apresentam
granulacGes visiveis com diferentes afinidades pelos corantes de Romanowsky1

(STORER e USINGER, 1979). A principal fungcédo dos glébulos brancos é a defesa

1 Corante de Romanowisky — Corante utilizado em hematologia para visualizagdo microscopica, composta basicamente por: azul-de-
metileno, eosina e azures.
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do organismo contra a agdo de bactérias ou corpos estranhos que penetram nos

tecidos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

DUELLMAN e TRUEB (1986), TURNER (1988) e DIAS (1992) afirmaram que
os linfécitos sdo os leucocitos mais freqiientes no sangue periférico de anuros larvais.
Apresentam nucleo redondo com cromatina densa e citoplasma basofilico, algumas
vezes apresentando microvilosidades (pseudopoidia). Os linfécitos produzem
anticorpos e estdo relacionados ao processo de rejeicdo e participam do processo

inflamatorio (FINN e NIELSON, 1971; MacARTHUR et al., 1984; TURNER, 1988).

Os neutréfilos possuem freqientemente nucleo segmentado. A cromatina
nuclear é compacta e ndo sao evidenciados nucléolos. Sdo chamados de
polimorfonucleares, devido a grande variagdo de formas de seu nucleo excéntrico,
que pode apresentar-se em bastonete ou com varias segmentacdes. O citoplasma
dos neutréfilos dos anfibios apresenta granulos pequenos quando comparados aos
dos outros vertebrados. Variam de tamanho, de forma e sub-estruturas, dentro e entre
as espécies (TURNER, 1988). Estas células representam a primeira defesa contra os
microorganismos, sendo células fagociticas com importante papel na defesa contra
infeccbes (THUVANDER et al., 1987; TURNER, 1988) e possuem um sistema de
agentes microbicidas. Estudos em diversas espécies de peixes demonstraram a
capacidade fagocitica dos neutrofilos sangtiineos ou teciduais ao englobar particulas

antigénicas (JORGENSEN et al., 1993) e bactérias (Do VALE et al., 2002).

Os basofilos sao figuras sanglineas comuns e abundantes no sangue
periférico de anuros larvais, particularmente em girinos de R. catesbeiana
(FERREIRA, 2002). Séo células menores que os neutréfilos, com forma arredondada

e contorno regular. O nucleo acompanha o formato da célula, apresenta cromatina

Danielle Dias Dissertagdo



17
Revisdo de Literatura

compactada e nao tém nucléolos. O citoplasma apresenta granulagdes grosseiras,
basofilicas, que recobrem o nucleo na maioria das vezes (TURNER, 1988;
RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004). Ultraestruturalmente, os basofilos
apresentam citoplasma irregular, com grandes projecdes citoplasmaticas,
granulacbes esféricas, discreta formacao de reticulo endoplasmatico granular e
elevada quantidade de mitocondrias e ribossomos livres (RIBEIRO, 1978; LOPEZ-
RUIZ et al., 1992). O ndcleo apresenta cromatina pouco densa e raramente observa-
se nucléolo (RIBEIRO, 1978; TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). Embora exercam
funcéo fagocitica ndo o fazem com a mesma avidez dos neutréfilos. Nos mamiferos,
sdo células derivadas da medula 6ssea e participam de processos alérgicos e
resposta imunoldgica (LORENZI, 1999). Em peixes, RANZANI-PAIVA e SILVA-
SOUZA (2004) sugerem que tal granulécito € mais freqlente em portadores de
parasitoses, enquanto que ROBERTS (1981) relaciona 0s mesmos a processos
alérgicos, por possuirem histamina em seus granulos.

Os eosindfilos apresentam nucleo segmentado e numerosos granulos
ovalados ou esféricos, fracamente acidéfilas no citoplasma. Sao células menos
freqlientes que os neutrofilos. O nucleo tende a ser pouco lobulado e apresenta-se
basofilico, com cromatina densa (TURNER, 1988; RANZANI-PAIVA e SILVA-
SOUZA, 2004). Suas principais funcées sao fagocitar e destruir complexos de
antigenos com anticorpos, limitar e circunscrever o processo inflamatério, sendo as
ltimas a surgir durante o processo inflamatério (SUZUKI, 1986).

Os mondcitos sdo raros em anuros € podem ser descritos como células com
nucleo geralmente excéntrico, ocupando quase a totalidade da célula, com
citoplasma levemente vacuolado e basofilico. Sdo considerados verdadeiras células

em transito no sangue periférico (LORENZI, 1999).). Sob condi¢ées apropriadas,
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estas células deixam o sistema vascular e completam sua maturacao, tornando-se
macrofagos maduros, nos tecidos (BOOMKER, 1981; FULOP e McMILLAN, 1984;
MATUSHIMA e MARIANO, 1996; RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).
Segundo THUVANDER et al. (1987); DOGGET et al. (1987), os mondécitos sao
células parcialmente diferenciadas e apresentam moderada propriedade fagocitica.
Sumarizando, o critério para definir monécito e macréfago é a avida fagocitose e
suas localizacbes teciduais. O termo mondcito, de acordo com a definicdo de
fagocito mononuclear de Van FURTH et al. (1972) € considerado quando esta
circulando no sangue e macréfago é aplicado para células teciduais.

Em contraste com as plaquetas de mamiferos que sdo fragmentos de células
anucleadas, os trombdcitos de anfibios sdo células completas, predominantemente
elipticas, arredondadas ou fusiformes, com nucleo fusiforme (PENHA et al., 1996).
Ultraestruturalmente, os trombdcitos apresentam formas variadas. Raramente
observa-se complexo de Golgi definido mas sem vacuolizagdo, o que o difere dos
linfocitos (RIBEIRO, 1978). A atividade fagocitaria em trombdcitos foi descrita em
anfibios por DIAS e SINHORINI (1991) e PENHA et al. (1996). Um aspecto distinto dos
trombdcitos de anfibios € a presenca de granulos uniformes, esféricos e azurdfilos
dentro do citoplasma, que podem assumir distribuicao bipolar ou difusa (PENHA et
al., 1996). A funcdo e a ocorréncia de trombdcitos ainda permanece controvertida.
Os trombdécitos tém sido geralmente considerados como responsaveis pelo processo
de coagulacao do sangue (GARDNER e YEVICH, 1969; CASILLAS e SMITH, 1977),
desempenhando papel analogo as plaquetas (PENHA et al.,, 1996). Em anfibios,
estas células possivelmente tém papel na fagocitose de corpos estranhos. Em
girinos de Rana catesbeiana, os trombdcitos podem ser as maiores células

inflamatdrias (DIAS e SENHORINI, 1991).
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A Contagem Diferencial de Leucdcitos (CDL), é um método que permite ao
pesquisador ter um panorama da porcentagem dos tipos de células existentes no

sangue (RANZANI-PAIVA, 1995).

Atualmente, o método do microhematécrito (GOLDENFARB et al., 1971) é o
mais utilizado em laboratérios clinicos de medicina humana, para medir o volume
dos eritocitos sedimentados. Este teste é de simples realizagdo, utilizando-se
apenas uma centrifuga de alta velocidade, tubos capilares e cartdo de leitura. E
também bastante utilizado em organismos aquaticos por requerer pequenas
quantidades de sangue e ser de f&cil realizagdo em campo. O principio deste
método € compactar os eritrdcitos na parte inferior do tubo e o volume por eles

ocupado em relagéo ao sangue total.

A determinagdo da concentragdo de hemoglobina € um dos meios mais
simples e usuais como indicador de anemias. O método empregado para
organismos aquaticos é o cianometahemoglobina. Este método consiste em
adicionar sangue em uma solucdo contendo ferricianeto de potassio e cianeto de

potassio (COLLIER, 1944).

Outra andlise realizada em hematologia é a contagem de eritrécitos. O
nuamero de eritrécitos, bastante usados em pesquisas hematoldgicas de mamiferos,
€ dificilmente feito sem erros em peixes, pela presenca do nidcleo tanto em
leucdcitos como em eritrécitos. Os diluentes comumente usados na contagem total
dos glébulos brancos rompem as células, restando apenas os nucleos dos glébulos
brancos, que sao contados, uma vez que os eritrécitos sdo anucleados. Para obter o
numero total de eritrocitos, subtrai-se 0 numero de leucécitos da contagem total de

células. Em organismos aquaticos, este método impossibilita a contagem, pois
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restariam a contagem, também, apds o rompimento das células, os nucleos dos
eritrocitos. Neste caso, 0 método utilizado para a contagem de eritrécitos é o visual

na camara hematimétrica de neubauer (RANZANI-PAIVA, 2005).

Em hematologia s&o utilizados trés indices hematimétricos calculados a partir
do niimero de eritrécitos por mm® de sangue, da taxa de hemoglobina e da relagéo
glébulo-plasmatico (hematdcrito). Sao eles: Volume Corpuscular Médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Meédia (CHCM). Esses indices sao utilizados na caracterizagao
morfolégica do sangue dos animais e das anemias.

O VCM, que expressa o volume médio dos eritrécitos em fentolitro (fL,
anteriormente usado p°), é maior em peixes, anfibios, répteis e aves do que em
mamiferos, devido a presenca de nucleo nas células desses animais (RANZANI-
PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

O HCM indica o peso médio de hemoglobina por eritrécito, em picograma
(pg/cel). WINTROBE (1934) comparou valores hematologicos de varios vertebrados
e observou variacbes de HCM, sendo que as células maiores apresentavam maior
quantidade de hemoglobina. Por outro lado, as variacées dos valores de HCM eram
inversas as do nimero de eritrécitos/mm?® de sangue, mantendo a concentragdo de
Hb no sangue total relativamente constante.

CHCM (Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média), indica o valor
médio da porcentagem em peso da hemoglobina por eritrécito e varia pouco entre as

espécies.
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3.1 Instalacoes e Condicoes Experimentais

O experimento foi realizado no Setor de Ranicultura do Centro de Aquicultura
da UNESP — CAUNESP, localizado no Campus de Jaboticabal, no periodo de margo
a julho de 2005, totalizando 104 dias.

Foram utilizadas 15 baias de 3 m? (Figura 1) localizadas dentro de um galp&o
coberto por telhas de amianto, com ventilagao lateral (Figura 2).

A temperatura ambiente do galpao foi aferida diariamente, com termémetro de

maxima e minima.

Figura 1 - Vista interna das baias experimentais utilizadas no experimento com
probidticos (A = abrigo; Co = cocho vibratério e Ca = canaleta de agua)
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Figura 2 - Vista interna do galpdao onde localizava-se as baias experimentais
utilizadas no experimento com probiéticos

3.2 — Animais Utilizados

Foram utilizados 900 imagos de ra-touro, Rana catesbeiana, recém
metamorfoseados, com peso médio inicial de 11,74g = 1,04g, provenientes do
Setor de Ranicultura do CAUNESP, distribuidos em 15 baias experimentais na

densidade de 20 ras/m?.

3.3 Probidticos Utilizados
Foram utilizados dois probi6ticos comerciais (P1 e P2) que mostraram os
melhores resultados em um ensaio preliminar realizado no Ranario Experimental

do Pélo Regional de Desenvolvimento da Pesquisa Agropecudria do Vale do
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Paraiba — APTA, localizado em Pindamonhangaba — SP. A composicao de cada

probiético encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Principio ativo dos probi6ticos adicionados a ragdo de Réa-touro
Rana catesbeiana

Probidticos Principio Ativo

P1 Lactobacillus  acidofillus,  Bifidobacterium  bifidum e
Enterococcus faecium

P2 Bacillus subtilis

Os probidticos (em pd) foram adicionados diretamente a ragdo comercial
extrusada — Polinutri (40% PB, 12% FB, 8% EE) oferecida aos animais ad libittum.
As doses utilizadas foram 5g/kg de racdo (metade da dose utilizada no ensaio
preliminar) e 10g/kg de racado (dose comercial). Os probiodticos foram codificados
(Tabela 2) e as provas foram realizadas com trés réplicas simultdneas mais um
grupo controle, onde os animais receberam apenas racdo comercial, sem adicdo de

probidtico.

Tabela 2 - Tratamentos, codigo, doses e unidades formadoras de colénias (UFC/g)
utilizados no experimento com probiéticos

Tratamento Cadigo Dose UFC/g
Controle Tratamento 1 (T4) - -

Probiotico 1 Dose 1 Tratamento 2 (Ty) 5g/kg racao 3X10°

Probiotico 1 Dose 2 Tratamento 3 (Ts) 10g/kg racao 3X10°
Probiético 2 Dose 1 Tratamento 4 (T4) 5g/kg racéo 10°
Probiético 2 Dose 2 Tratamento 5 (Ts) 10g/kg ragéo 10°
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3.4 — Alimentacao e Manejo
A ragéo foi fornecida ad libitum em cochos vibratérios (Figura 3), os quais
permaneciam ligados das 7:00 as 19:00 horas, com intervalos de 15 em 15 minutos.
Diariamente as baias experimentais eram limpas, a canaleta de agua

esvaziada e a agua reposta. Por ocasido das biometrias realizava-se lavagem total.

Figura 3 — Cocho vibratério usado para a alimentacao de ras-
touro durante o experimento com probiético.
3.5 — Parametros Analisados
3.5.1 — Ganho de Peso
No inicio do experimento, todos os animais foram pesados e distribuidos

aleatoriamente nas baias. A cada 28 dias eram feitas biometrias com amostragem
de 15 animais (amostragem de 20%) de cada baia pesados individualmente. Foram
calculadas as médias por tratamento para curva de crescimento.

Para determinar o desempenho de produgdo, foi observado ao final do
experimento, o ganho de peso através da férmula: GP = peso final — peso inicial.

Para verificar a diferenga entre as médias do ganho de peso entre os

tratamentos, foi realizada analise descritiva de todas as variaveis em termos de seus
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valores de tendéncia central e de dispersdo (BERQUO et al, 1981). Foram
realizados os testes de Levene e Kolmogorov-Smirnov para se verificar a
homocedasticidade e a normalidade dos dados, respectivamente (MORETTIN e
BUSSAB, 1982; KLEINBAUM et al, 1998). Como as variaveis nao apresentaram
estes dois principios satisfatorios mesmo apéds realizar a transformagéao dos valores
(logaritimizagéo) foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis para se comparar
grupos e o teste de Friedman para se comparar tempos dentro de cada um dos

grupos (SPIEGEL, 1981). O nivel de significancia foi de 5%.

3.5.2 - Conversao Alimentar (CA)

Para quantificar o consumo de racao, toda a sobra de ragdo do dia anterior,
de cada baia, foi recolhida e armazenada em potes plasticos para posterior
congelamento. A cada 28 dias esta sobra de racdo era seca em estufa com
recirculacdo de ar com temperatura de 50° C por 24h.

Com os valores de consumo de racdo em matéria natural e do ganho de

peso, foi calculado a conversao alimentar através da férmula:

CA =consumo deragédo ¢
ganho de peso

Para verificar diferencas entre os resultados de conversao alimentar entre os
diferentes tratamentos, foi realizado a Andlise de Variancia (ANOVA) seguido pelo
teste de Tukey (ZAR, 1996). Os resultados foram considerados significativos quando

p< 0,05.
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3.5.3 — Sobrevivéncia (S)

Ao final do experimento foi avaliada a sobrevivéncia atraves da formula:

S =total de ras final x 100
total de ras inicial

Para verificar diferengas entre os resultados de sobrevivéncia entre os diferentes
tratamentos, foi realizado a Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey

(ZAR, 1996). Os resultados foram considerados significativos quando p< 0,05.

3.5.4 — Taxa de Crescimento Especifico (TCE)
Outro parametro utilizado para verificar o desempenho zootécnico foi a taxa

de crescimento especifico através da equagao:

TCE = In peso final — In peso incial x 100
dias de experimento

Onde: In = Log natural

Para verificar diferencas entre os resultados da taxa de crescimento
especifico dos diferentes tratamentos, foi realizado a Andlise de Variancia (ANOVA)
seguido pelo teste de Tukey (ZAR, 1996). Os resultados foram considerados

significativos quando p< 0,05.

3.5.5 - Andlises Hematologicas
No final do periodo experimental (104 dias), 18 rés de cada tratamento foram

transportadas para o Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos do Instituto
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de Pesca — SP, onde foram realizadas as andlises hematoldgicas. Para o transporte
dos animais, utilizou-se tubos de PVC de quatro polegadas, com as extremidades

teladas (Figura 4).

Figura4 Tubos de PVC utilizados no transporte de ras-touro Rana catesbeiana

a - Coleta de Sangue

Foram retiradas amostras de sangue de seis animais de cada tratamento,
para contagem diferencial de leucécitos (CDL), contagem de eritrécitos (Er),
contagem total de leucécitos (CTL), contagem de trombécitos (CTT), determinacao
da taxa de hematécrito (Ht), determinacdo da taxa de hemoglobina (Hb) e calculo
dos indices hematimétricos absolutos. Os animais eram retirados das caixas (Figura
5), anestesiados com anestésico local (Lidial® Pomada) (Figura 6A) e coletados
cerca de 2,0 a 3,0 mL de sangue (Figura 6B) retirados por meio de pungéo da artéria

cidtica (Figura 7), utilizando-se agulhas e seringas heparinizadas (Anexo1).
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Figura 5 Vista das caixas de mantenca de ras-touro, Rana catesbeiana, no laboratério
de Patologia de Organismos Aquaticos do Instituto de Pesca — SP

A B

Figura 6 Exemplar de ra-touro Rana catesbeiana sendo anestesiado (anestesia
local) (A) e retirada de sangue por puncao da artéria ciatica (B)
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Figura 7 - Vista ventral de anuro evidenciando artérias e veias
Fonte: UNDERHILL (1980)

b — Confeccao das extensdes sangliineas

Para cada animal foram feitas duas laminas de extensdes sangilineas para
posterior contagem total e diferencial de leucécitos e total de trombdcitos.

Previamente, as laminas foram lavadas com &agua e sabdo e depois de
enxaguadas com agua foram colocadas em alcool/éter (1:1). Depois procedeu-se a
secagem dessas laminas com papel absorvente.

As primeiras gotas de sangue da agulha foram colocadas em uma das
extremidades da lamina, em seguida com outra Idamina, com os cantos recortados,
colocada em frente a goticula e em angulo de 45° sobre a lamina inferior, fez-se um
movimento para frente de modo a deslizar e espalhar a goticula de sangue (Figura

8). Depois de prontas, as extensdes foram coradas com o corante de ROSENFELD
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(1947) (Anexo 2). A extensao foi coberta por 10 gotas deste corante, ficando de trés
a cinco minutos em repouso. Em seguida, foi colocada a mesma quantidade de agua
destilada e homogeneizado com um bastdo. Apdés 10 minutos as laminas foram
lavadas com agua corrente e secas para posterior contagem total e diferencial de

leucdcitos sob microscopia de luz comum.

Figura 8 — Confeccao das extensdes sangulineas de ra-touro, Rana catesbeiana

¢ — Contagem Total de Leucécitos (CTL) e Contagem Total de Trombécitos

(CTT)

A contagem Total de Leucdcitos (CTL) e a Contagem Total de Trombdcitos
(CTT) foram realizadas nas extensdes sanglineas onde foram contadas 2.000
células (englobando eritrécitos, leucécitos e trombécitos) das quais marcaram-se a
quantidade de leucécitos e trombdcitos. Através de uma regra de trés, considerando-
se 0 numero total de células contado na camara de Neubauer, calculou-se o nUmero
total de leucécitos e de trombdcitos. A partir deste calculo, calculou-se os valores

absolutos de cada leucdcito, baseado em sua porcentagem (HRUEB, 1998).
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d- Contagem Diferencial de Leucodcitos (CDL)

A Contagem Diferencial de Leucdcitos (CDL) consiste em determinar a
proporgao existente entre as distintas variedades de leucdcitos: neutrofilos,
eosindfilos, basofilos, linfocitos e mondcitos. Em microscépio de luz comum, com
objetiva de imersao (100X) foram contados 200 leucdcitos. A contagem foi feita no
corpo da extensao, percorrendo-se todo o material, movimentando-se a Lamina em
“zig-zag” (Figura 9). O numero de cada elemento foi expresso em porcentagem,
obtendo-se, desta forma, o valor relativo. O valor absoluto foi calculado por uma
regra de trés, partindo-se da contagem total de leucdcitos e do valor relativo de cada

elemento.

Figura 9 - Esquema do procedimento da Contagem Diferencial
e Total de Leucécitos e Total de Trombdocitos

e — Contagem de Eritrocitos (Er)

O método mais usado para a contagem dos eritrocitos, é o visual em camara
hematimétrica de Neubauer. Esta cdmara consiste em uma lamina retangular de
vidro espesso contendo dois reticulos na porcao central, separado longitudinalmente
por suco profundo sobre a lamina (Figura 10 A). Transversalmente, quatro sulcos
limitam trés plataformas. A central, onde estdo os reticulos, encontram-se deprimida
0,imm em relacdo as laterais, dando a profundidade da cémara, limitada
superiormente por uma laminula especial adaptada firmemente sobre as plataformas

laterais. O reticulo, na cAmara melhorada de Neubauer, € um quadrado de 3mm de
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lado e 9mm? de superficie, dividido em 9 areas de 1mm?, exceto quatro laterais e o
da area central, esta dividida em 25 quadrados de 1/25mm?, sendo cada um destes
subdividido em dezesseis quadradinhos de 1/400mm? totalizando 400 quadradinhos

e 0,1mm?® na area central (Figura 10 B e C).
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Figura 10 - Camara de Neubauer (A), esquema do reticulo (B) para a contagem de
glébulos vermelhos (R) e leucécitos (W) e detalhe do reticulo central (C)
Inicialmente foram colocados 400 uL do diluente Hayen (Anexo 3) em
eppendorf. A este contetdo foram adicionados 2 pL de sangue, resultando em uma
diluicdo final de 1:200. Em seguida agitou-se por dois minutos e, entdo, com auxilio
de micropipeta, preencheu-se cada reticulo da camara de Neubauer. A contagem foi
feita no aumento de 40x. Apds a contagem em cada reticulo, foi calculada a média

do niimero de células e o resultado foi expresso em n® células x 10/mm?® de sangue.

f — Determinacao do Hematocrito (Ht)

A determinacdo do hematécrito (Ht) foi feita através da técnica de
microhematdécrito, segundo GOLDENFARB et al. (1971). Foram preenchidos dois
tubos capilares vedados em uma das extremidades com massa de modelar e
levados a centrifuga a 12.500 rpm, durante cinco minutos. Na centrifugacao, os

eritrécitos foram compactados na parte inferior do tubo e mostrado o volume por eles
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ocupado em relacdo ao sangue total. A seguir, foi feita a leitura com auxilio do

cartdo padrao. O resultado foi dado em porcentagem de células.

g — Determinacao da Concentracao de Hemoglobina (Hb)

A determinacao da concentracdo da hemoglobina (Hb) € uma dos meios mais
simples e usual como indicador de anemias e foi realizada pelo método da
cianometahemoglobina, segundo COLLIER (1944). Com pipeta automatica foram
colocados 5 mL de cianometahemoglobina (Anexo 4) em tubo de ensaio e em
seguida adicionou-se 20 pyL de sangue (Figura 11). Depois de homogeneizado,
aguardou-se por um periodo de 15 minutos. A amostra foi entdo levada a centrifuga
a 3.500 rpm, durante 5 minutos. Em seguida, a amostra foi colocada em cubetas de
cristal e levada ao espectrofotémetro (a 540 nm), para ser realizada a leitura. O
aparelho foi previamente calibrado com solucao padrao (branco). O valor encontrado

em transmitancia foi transformado em absorbancia pela seguinte formula:

2-logX x fator de correcéo, onde:
X= valor encontrado por espectrofotometria
Fator de corregéo= 40,86 previamente calculado pela curva de calibragéo

O resultado final foi dado em g/dL
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Figura 11 — Tubo de ensaio com cianometahemoglobina onde foi adicionado
20i L de sangue para determinar a toxa de hemogolina

h — indices Hematimétricos Absolutos

Em hematologia existem trés indices hematimétricos absolutos que servem
para avaliar e classificar morfologicamente o sangue dos animais em geral. Com os
valores do numero de eritrocitos, hematdcrito e taxa de hemoglobina foram

calculados os seguintes indices hematimétricos, segundo WINTROBE (1934):

- Volume Corpuscular Médio (VCM): que permite avaliar o volume dos

eritrécitos;

VCM = Hematécrito x 1000 = fL
n? Eritrocitos
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- Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): que mede a quantidade de

hemoglobina existente nos eritrécitos;

HCM = taxa de hemoglobina x 1000 = pg/célula

n? Eritrécitos

- Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM): esta

relacionada a concentragdo do pigmento nos eritrocitos.

CHCM = Taxa de hemoglobina x 100 = %
Hematocrito

Para verificar diferengas entre os resultados dos parametros hematoldgicos
entre os grupos tratados com os diferentes tratamentos, foi realizado a analise de
variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey (ZAR, 1996). Os resultados foram

considerados significativos quando P< 0,05.

3.5.6 Analises Imunolégicas

As analises imunoldgicas foram realizadas no Laboratério de Impacto Ambiental
da Universidade Adventista de Sao Paulo / UNASP localizado em Sao Paulo.

Foram utilizados 6 animais de cada tratamento, os quais receberam uma
injecdo na cavidade abdominal de 5 mL de solucdo de levedura (Anexo 5). A
concentracdo de levedura foi de aproximadamente 11.000 células / mm®. Em testes
preliminares, foi observado que a capacidade fagocitica da ra-touro foi de 2 horas de

inoculagao.
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Os animais foram inoculados com a solucdo de levedura e colocados em
aquarios (20 x 40 x 20 cm), por 2 horas. Apds o periodo de incubagdo 0s animais
foram anestesiados (sedacdo profunda) com benzocaina (1:10) e eram feitas
sangrias para que nao ocorresse contaminagao por sangue da cavidade abdominal.
Apo6s o sacrificio foi feito um corte na lateral do abdome por onde era feita a lavagem
da cavidade abdominal com soro fisiolégico especifico para anfibios (Ringer) (Anexo
6). As aliquotas de liquido aspirado da cavidade abdominal foram centrifugadas a
1.500 rpm, por 5 minutos, em tubos falcon, para evitar a aderéncia das células. Apds
a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e a solucdo restante ressuspendida
e colocada em lamina e laminula e levadas ao microscopio de contraste de fase,
para contagem de fagécitos. Com os resultados da contagem de fagécitos ativos e
do total de leveduras no interior das células fagociticas foram calculados a
Capacidade Fagocitica (CF) e indice Fagocitico (IF) segundo metodologia descrita
por SILVA et al. (2002) e SILVA et al. (2005). Os indices foram calculados conforme

as féormulas:

Capacidade Fagocitica (CF): porcentagem de um determinado tipo celular que
esta fagocitando.

CF = n° de fagdcitos fagocitando = %
100 fagécitos

indice Fagocitico (IF): é o nimero médio de leveduras no interior das células

fagociticas onde sdo contadas 100 células.

IF = n° total de leveduras no interior dos fagécitos
numero de fagdcitos ativos
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Para verificar a diferencas entre as médias da capacidade fagocitica e do
indice fagocitico entre os grupos tratados com os diferentes probibticos e o controle,
foi realizada analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey (ZAR, 1996).

Os resultados foram considerados significativos quando P< 0,05.
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4.1 Temperatura

Os valores médios da temperatura ambiente durante o experimento variou de
28,00C+ 3,9 a16,0°C= 3,9 (Figura 12) nao apresentando alteragées que pudessem
interferir nos resultados obtidos, estando dentro dos niveis de conforto térmico

recomendados por FIGUEIREDO (1996) e BRAGA e LIMA (2001).
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Figura 12 — Valores médios da temperatura ambiente (maxima e minima) durante
0 experimento com probioéticos

4.2 Desempenho Produtivo

4.2.1 Ganho de Peso

Os valores de ganho de peso obtidos durante o experimento estao
apresentados na Tabela 3. Apesar do ganho de peso dos animais submetidos a
diferentes tratamentos ndo apresentarem diferenca significativa (P>0,05), segundo

teste de comparagdes multiplas HSD-Tukey, pbde-se verificar que a partir da 22
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biometria os animais tratados com probiéticos (T2, Ts, T4 € Ts) apresentaram peso

médio superior comparado ao grupo controle (Tabela 4 e Figura 13).

Tabela 3 — Valores médios de ganho de peso (g), conversdo alimentar (CA),
sobrevivéncia (S) e taxa de crescimento especifico (TCE) de ras-touro
Rana catesbeiana alimentadas com probioticos.

Tratamento Ganhode Peso(g) CA Sobrevivéncia (%) TCE
T4 194,46 1,412 95,00+ 1,67 1,22 +0,11%
T2 209,20 1,322 97,78+ 2,55 1,26+ 0,082
Ts 193,73 1,68% 97,22+ 2,55 1,16+ 0,13°
Ts 200,36 1,412 92,78+ 4,19 1,16+ 0,10°
Ts 182,97 1,84° 94,44+ 2 55 1,17+ 0,12
F para tratamentos L 7,90* 1,59 7,66*
CV (%) 4,91 7,70 2,83 9,05

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade

T1= grupo controle, To= probidtico 1 dose de 5g/Kg ragao, Ts= probidtico 1 dose de 10g/Kg ragéo, Ts=
probidtico 2 dose de 5g/Kg ragao, Ts = probidtico 2 dose de 10g/Kg ragao

OBS. Ganho de peso — ndo paramétrico

NS = N&o significativo

* significativo a 5%

No final do experimento ndo ocorreu diferenca de peso das ras-touro entre os
tratamentos devido ao fato de que os animais que receberam probibticos (T, Ts, T4
e Ts) atingiram peso médio de abate (200g), na 32 biometria, enquanto os animais do
grupo controle (T4) atingiram peso médio de 137,31g (Tabela 4). Pode-se observar,
que na 32 biometria, a média de peso dos animais do T; estavam préximos do peso
médio dos animais dos outros tratamentos (Tg, Ts, T4 € Ts) na 22 biometria, ou seja,
0s animais do grupo controle apresentaram-se defasados em 28 dias comparados
aos animais que receberam os probidticos. Esta defasagem no peso na 32 biometria
apresentou diferenga significativa (P<0,05), segundo teste de Newman-Keuls,

quando comparados o T1 com 0s grupos que receberam probioticos (T, Ts, T4 € Ts).
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Tabela 4 — Peso médio (g) e desvio padrao de ras-touro, Rana catesbeiana,
obtido durante o teste com probiéticos

Tratamento 12 Biometria

22 Biometria 32 Biometria

42 Biometria

T4 51,98 +3,25 105,92+2,69 137,91 +9,61 205,14 +£8,85

T 58,67 +546 134,68 +18,39 199,67 +15,17 219,99 + 25,57

Ts 62,30 +4,67 129,21 £5,19 205,90 +10,06 206,23 + 15,32

T4 63,64 £5,77 136,91 £3,78 191,91 £19,09 213,41 £11,62

Ts 61,92 £6,66 133,08 +16,27 195,70 +15,48 194,66 18,50
CV (%) 5,61 6,47 8,00 4,18

T1 = grupo controle, To = probidtico 1 dose de 5g/Kg ragao, Ts = probiético 1 dose de 10g/Kg ragéo, Ts =
probidtico 2 dose de 5g/Kg ragao, Ts = probiético 2 dose de 10g/Kg ragao

250
=
200 / X
B 150 7~
o /ii///
n
& 100
50
0
Inicio 12 Biom. 22 Biom. 32 Biom. 42 Biom.
Marco 2005 Abril 2005 Maio 2005 Junho 2005 Julho 2005
——T1—=-T2 T3 - T4—T5
Figura 13 — Peso médio (g) das ras-touro, Rana catesbeiana
durante o periodo experimental (T; = Grupo controle,
T» = probidtico 1 dose de 5g/Kg ragao, Tz = probidtico 1 dose de
10g/Kg ragédo, T4 = probiético 2 dose de 5g/Kg ragdo, Ts =
probidtico 2 dose de 10g/Kg ragao)
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Segundo FONTANELLO et al. (1987) as ras recém-metamorfoseadas
possuem um 6timo potencial de crescimento e apds esta fase inicial (>50g), ha
tendéncia do consumo de alimento aumentar e o ganho de peso diminuir. Os
animais apos atingirem 200g (Figura 14) , convertem pouco em peso, 0 que fez com
que os animais do T4 apresentassem peso médio préximo dos Tz, T3, T4 € Ts no final
do periodo experimental.

BRAGA e LIMA, (2001) observaram diferentes ganhos de peso de ras-touro,
variando conforme a temperatura ambiente. Os valores de ganho de peso encontrado
por estes autores foram de 32,489 na temperatura de 20 °C, 52,629 na temperatura
de 25 °C e 52,54g na temperatura de 30 °C. Estes valores sdo bem inferiores aos
encontrados no presente trabalho, cuja média dos tratamentos foi de 196,14g.

Segundo FLORES et al. (2002) utilizando um antibiético considerado um
promotor de crescimento convencional (Terramicina®) e um probiodtico comercial
(Lactobacillus acidophillus e Streptococcus faecium - 10° UFC/g) em tilapias,
verificaram que os animais que receberam probibticos apresentaram maior ganho de
peso, enquanto que os animais tratados com antibiético e os do grupo controle
apresentaram menores valores no ganho de peso.

Em experimentos com carpa, Cyprinus carpio, observou-se crescimento
superior nos animais tratados com probio6ticos, comparando-0s ao grupo controle e
animais tratados com antibi6ticos utilizados como promotores de crescimento

(BOGUT et al. 1998).
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Figura 14 — Exemplar de ra-touro, Rana catesbeiana ao final do periodo
experimental
Ao comparar os resultados obtidos neste experimento com ras (Rana
catesbeiana) aos trabalhos citados acima com organismos aquaticos, pode-se
observar uma similaridade nos resultados se for levado em consideragéo o periodo
em que as ras (Rana catesbeiana) atingiram o peso de abate (200g) que ocorreu na

32 biometria (Tabela 4).

4.2.2 - Conversao Alimentar (CA)

A conversao alimentar € a relacdo da quantidade de alimento que as ras
consomem para obter um incremento no peso (LIMA e AGOSTINHO, 1992).

Na Tabela 3, encontram-se os valores médios de conversdo alimentar

observada durante o experimento. Pode-se observar que a pior conversao alimentar
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(1,84:1) foi obtida no Ts, ndo diferindo significativamente (P> 0,05) do T3 (1,68:1).
Entre os demais tratamentos (T4, T2 e T4) ndo houve diferenga significativa. Para o
probiético 2 (T4 e Ts) observa-se a conversao alimentar piorou significativamente,
apresentando valores de 1,41 e 1,84:1 respectivamente para as doses de 5 e 10g.

Segundo LIMA et al. (1988) e FONTANELLO (1983) os valores médios de
conversao alimentar para rds, Rana catesbeiana, durante o periodo de engorda,
variaram de 1,65 a 6,17 para os animais tratados com diferentes tipos de dietas. Ja
BARBALHO (1991), observou valores médios de conversao alimentar de 1,5 a 2:1
no campo e 1,26:1 em laboratério. Esta diferenga nos valores médios de conversao
alimentar, deve-se ao fato de ndo haver uma padronizacdo durante a coleta das
racoes para o calculo de conversdo, e também que a mesma varia com o tipo de
instalacdo utilizada, a eficiéncia do cocho, bem como a qualidade da ragao.

BRAGA e LIMA (2001) observaram uma variagdo na conversao alimentar em
ras-touro de 1,40 a 1,46:1 variando conforme a temperatura ambiente, onde péde-se
observar que houve uma melhor conversao alimentar na temperatura de 25 °C. Ja
LIMA et al. (2003), observaram em réa-touro, conversdo alimentar de 1,4:1. Estes
valores estao préximos aos valores de conversao alimentar do presente trabalho.

Devido a escassez de literatura, ndo foi possivel observar dados de
conversao alimentar em ras-touro tratadas com probiéticos, sendo este trabalho o
primeiro a ser desenvolvido.

FLORES et al. (2002) observaram melhor taxa de conversdo alimentar em
tildpias tratadas com probidticos a base de Lactobacillus acidophillus e
Streptococcus faecium na concentragdo de 10% UFC/g. A melhor taxa de converséo
alimentar em peixes que foram tratados com probibticos esta relacionada com a

capacidade das bactérias acido lacticas de degradar o macro nutriente em moléculas
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mais simples (NAIDU et al. 1999). SHOLZ et al., (1999) ao administrarem dietas que
continham leveduras Sacharomyces cerevisiae, Phaffia rhodozyma e S. cerevisiae
experimental a camardes Penaeus vannamei obtiveram taxas de converséo
alimentar similares ao longo de todo o periodo experimental e na Ultima semana de
administragéo das dietas com probiodticos obtiveram diferengas significativas, nas
quais os probidticos apresentaram uma taxa de conversao alimentar melhor.

Os resultados encontrados neste experimento com Rana catesbeiana nao
coincidem com os resultados obtidos em outros organismos aquaticos, pois 0s
probiéticos nao melhoraram a conversdao alimentar de Rana catesbeiana.
Provavelmente as bactérias presentes nos probioticos utilizados ndo tenham sido

eficazes para a espécie estudada.

4.2.3 — Sobrevivéncia

A sobrevivéncia de ra-touro durante o experimento variou de 92,78 a 97,78%
nao apresentando diferenga significativa (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 3).

Segundo FONTANELLO et al. (1987) € comum altas taxas de
sobrevivéncia para ras-touro com peso superior a 129, pois estes animais ja
passaram pela fase critica que seria na metamorfose.

BRAGA e LIMA (2001), observaram taxa de sobrevivéncia variando de 86 a
90% e LIMA et al., (2003) de 88%. Estes valores sdo proximos aos valores
encontrados no presente trabalho, com taxa de sobrevivéncia superior a 92,78%.

RENGPIPAT et al. (1998) testaram em Penaeus monodon (camardo black
tiger) o probidtico Bacillus S11, por 100 dias, durante as estacdes de verdo e inverno

na Tailandia e puderam observar que no verdo os camarfes alimentados com
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probiético apresentaram maior desempenho em relagcdo ao controle e no inverno
apresentaram taxa de sobrevivéncia maior comparada ao controle.

Em experimentos com tilapias, Oreochromis niloticus de trés semanas,
FLORES et al. (2002) verificaram que os animais tratados com probiodticos e
antibidticos apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia comparadas aos do grupo
controle, entretanto, os peixes tratados somente com probiético alcangaram maior
ganho de peso e melhor conversdo alimentar comparado aos demais tratamentos
(controle e antibiético).

HUYS et al. (2001) selecionando bactérias potencialmente benéficas para
larvas de Scophthalmus maximus observaram sobrevivéncia de 35% em 11 dias de
experimentacdo. Para essa mesma espécie de peixe, GATESOUPE (1994) verificou
aumento nos valores de sobrevivéncia ao administrar bactérias que produzem &acido
lactico cuja substancia que age como um bactericida para algumas bactérias
patogénicas. DOUILLT e LANGDO (1994) utilizaram levedura na alimentacdo da
ostra, Crassostrea gigas, obtendo também altas taxas de sobrevivéncia na fase
larval.

NIKOSKELAINEN et al. (2001) testaram em truta arco-iris, Oncorhynchus
mykiss Lactobacillus rhamnosus nas concentragdes de 10° e 10'> UFC / g de
alimento durante 51 dias e observaram que a mortalidade no grupo controle foi de
52,6% enquanto que nos grupos tratados com probiéticos foi de 46,3% na dose de

1012 UFC/g e 18,9% na dose de 109 UFC/g.

4.2.4 — Taxa de Crescimento Especifico (TCE)
A taxa de crescimento especifico mostra a porcentagem de crescimento de

uma determinada espécie durante o periodo experimental. Os resultados da TCE
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estdo apresentados na Tabela 3. Observa-se que houve porcentagem maior de
crescimento no T (1,26), nado diferindo significativamente do grupo controle
(T1;1,22). Entre os tratamentos Ts, T4 € Ts ndo houve diferenga significativa. Pode-
se observar também que o aumento da dose para o probidtico 1 diminuiu
significativamente a TCE, apresentando valores de 1,26 e 1,16, respectivamente

para Tz e Ts.

4.3 - Analises Hematolodgicas

Avaliando-se os dados obtidos através da analise estatistica para as
diferentes caracteristicas hematologicas foi observado que nao houve diferenca
significativa (P>0,05) entre os tratamentos, segundo teste de Tukey (Tabela 5 e
Figura 15 e 16).

Pode-se notar que em todos os parametros analisados nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos. Estes resultados encontram-se préximos dos
valores encontrados por COPPO (2003), que analisou os parametros sanguineos de
Rana catesbeiana criadas em cativeiro na regido nordeste da Argentina, com média
de peso variando entre 200 a 350 g, e obteve valores de hematdcrito de 30,1%,
hemoglobina 6,80g/dL, niimero de eritrécitos 42 x 10*/mm?>, VCM de 709 fL, HCM de

157 pg/cel e CHCM de 23,3%.
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Tabela 5 - Valores médios e erro padrdo da média (EPM) dos parametros
hematol6gicos de ra-touro, Rana catesbeiana tratadas com diferentes
probiodticos e doses

Ht Hb Er VCM HCM CHCM
X+EPM X +EPM X + EPM X + EPM X+ EPM X+ EPM
T, 3017192 973:034 47,67+896 71359+9,46 234,77£033 3272172
T, 2892+213 9,64+0,72 38,92+580 803,92+9,44 26533+0,30 33,42+ 1,48
Ts 27,25+£2,05 8,93+0,78 38,50+3,95 728,75%594 237,33+0,19 32,63 0,85
Ta 28,75+1,02 9,28+0,37 31,67 £2,36 947,62+ 11,07 307,06 +0,40 32,35 % 0,97
Ts 29,17 £2,49 9,90+0,86 33,08 +3,12 896,59 +6,71 302,54 +0,19 33,96 £ 0,91
F Trat. 0,28"™ 0,35™ 1,37 1,38™ 1,39™ 0,28™
CV (%) 3,64 4,10 16,60 12,53 12,81 2,00

Ht = hematécrito (%); Hb = taxa de hemoglobina (g/100 mL); Er = nimero de eritrécitos (107/mm°); VCM = volume
corpuscular médio (fL); HCM = hemoglobina Corpuscular média (pg/cel); CHCM = concentragao de hemoglobina
corpuscular média (%);T1= grupo controle, To= probiético 1 dose de 5g/Kg ragao, Ts= probidtico 1 dose de 10g/Kg
ragao, T4= probiotico 2 dose de 5g/Kg ragao, Ts = probiético 2 dose de 10g/Kg ragéo
NS = N&o significativo

A variacao da concentracdo de hemoglobina esta relacionada a fatores, como a

atividade do animal, altitude, temperatura da regido e sazonalidade (HARRIS, 1972).

Este mesmo autor observou uma variagéo da taxa de hemoglobina em Rana pipiens

(ra leopardo) de 7,30 — 17,27 g/100mL, valores estes proximos do presente trabalho.
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Figura 15 - Valores médios de hematdcrito (Ht), hemoglobina (Hb) e nimero de
eritrocitos (Er) de ra-touro, Rana catesbeiana tratadas com diferentes
probidticos e doses (T1= grupo controle, To= probidtico 1 dose de
5g/Kg racao, Ts= probidtico 1 dose de 10g/Kg racao, T4= probidtico 2
dose de 5¢/Kg racéo, Ts = probidtico 2 dose de 10g/Kg racao)
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Figura 16 - Valores médios de VCM (volume corpuscular médio), HCM
(hemoglobina corpuscular médio) e CHCM (concentracdao de
hemoglobina corpuscular médio) de ra-touro, Rana catesbeiana
tratadas com diferentes probi6ticos e doses (T1= grupo controle,
To= probidtico 1 dose de 5g/Kg racdo, Ts= probidtico 1 dose de
10g/Kg ragédo, T4= probidtico 2 dose de 5¢g/Kg ragcdo, Ts =
probiotico 2 dose de 10g/Kg racao)
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Os valores médios de trombdcitos para Rana catesbeiana durante o

experimento encontram-se na Tabela 6 e Figura 17.

Tabela 6 - Valores médios e erro padrdo da média (EPM) do numero absoluto de
trombécitos de ra-touro, Rana catesbeiana tratadas com diferentes
probioéticos e doses

Tratamentos Trombécitos
Média + EPM
Ty 9.654,46 + 3.740
Tz 19.852,16 + 12.444,14
Ts 6.289,74 + 2.096,78
Ta 8.609,15 + 1.374,55
Ts 3.655,03 + 1.212,98
F para tratamento 1,08"¢
CV (%) 57,43

T1= grupo controle, To= probidtico 1 dose de 5g/Kg ragao, Ts= probidtico 1 dose de 10g/Kg ragéo, Ts=
probidtico 2 dose de 5g/Kg ragao, Ts = probittico 2 dose de 10g/Kg ragao
NS = Nao significativo

“E 25000 -
£ T
®» 20000 -
je! .
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8 40000 - I T
5 L I =
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T1 T2 T3 T4 T5
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Figura 17 - Valores médios dos valores absolutos de trombdécitos de ra-touro
Rana catesbeiana tratadas com diferentes probiéticos e doses (T1=
grupo controle, To= probidtico 1 dose de 5g/Kg racdo, Ts=
probiético 1 dose de 10g/Kg ragéo, T4= probidtico 2 dose de 59/Kg
racao, Ts = probidtico 2 dose de 10g/Kg racéo)
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Pode-se observar ligeiro aumento no nimero de trombécitos nos animais do
Tratamento 2 (T2) mas estatisticamente ndo apresentaram diferenca significativa
(P=0,38). A fungao dos trombdcitos em sangue de anfibios é ainda pouco conhecida,
uma vez que nesses animais € uma célula que talvez participe do processo de
defesa do organismo, como ocorre em peixes, segundo MATUSHIMA e MARIANO
(1996). Entretanto, em mamiferos, o0 aumento de plaquetas pode ser verificado em
certos processos fisiolégicos associado a hemorragias (JANINI e JANINI FILHO,
1990), mas no caso dos anfibios, ndo ha informacdes a respeito dessas células.

Os tipos celulares encontrados no sangue periférico de Rana catesbeiana
encontram-se na Figura 18. Os tipos leucocitarios foram aqueles descritos pela
literatura, ou seja: linfocitos, neutréfilos, basoéfilos, eosindéfilos e monécitos (TURNER,
1988). Na Tabela 7 e Figura 19 estdo apresentados os valores médios da contagem

diferencial de leucécitos (CDL) de Rana catesbeiana.

Tabela 7 — Valores médios da porcentagem e erro padrdo da média (EPM) de
leucécitos de ra-touro, Rana catesbeiana tratadas com diferentes
probioéticos e doses

Tratamento Lf Nt Bs Es Mn
% + EPM % + EPM % + EPM % + EPM % + EPM
T 66,91 +321 16,83+2,27 14,14+2,70 1,09 0,37 1,03 £ 0,44
T, 62,47 £3,69 23,09+327 11,87+0,95 1,21 +0,31 1,37 £ 0,41
Ts 59,38 £2,27 22,18+1,94 1620+1,91 1,68+0,50 1,17 £0,60
Ta 5714 +723 26,76 +6,53 13,94+242 1,76+047 0,83 +0,31
Ts 54,38 +6,49 31,81+7,21 12,12+253 1,13+0,24 1,17 £ 0,65
F trat. 1,28 1,211 0,60"° 0,66"° 1,458
CV (%) 8,07 23,08 12,86 23,29 51,49

Lc = leucécitos / Lf = linfécitos / Nt = neutréfilos / Bs = basofilos / Es = eosindfilos / Mn = monécitos
T1= grupo controle, To= probidtico 1 dose de 5g/Kg ragao, Ts= probidtico 1 dose de 10g/Kg ragao, T4=

probidtico 2 dose de 5g/Kg ragao, Ts = probidtico 2 dose de 10g/Kg ragao

NS = Né&o significativo
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Figura 18 - Fotomicrografia de extensdo do sangue periférico de ra-
touro Rana catesbeiana alimentadas com probibticos; Er =
eritrécito, Bs = basdfilos, Es = eosindfilos, Nt = neutrofilos, Lf =

linfécitos, Mn = mondcitos e Tb = trombdcito. Coloracao
Rosenfeld. Aumento 1000X
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Figura 19 - Valores porcentuais da contagem diferencial de leucécitos de ra-touro
Rana catesbeiana tratadas com diferentes probibdticos e doses;
Ti= grupo controle, To= probiético 1 dose de 5g/Kg ragédo, Tsz=
probidtico 1 dose de 10g/Kg racao, T4= probiético 2 dose de 5g/Kg
racao, Ts = probidtico 2 dose de 10g/Kg ragcéo
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Os valores médios da porcentagem de linfocitos, neutréfilos, eosindfilos,
baséfilos e mondcitos do sangue periférico de ras-touro Rana catesbeiana nao
receberam influéncia (P>0,05) pelos diferentes probidticos e doses. A média de
linfécitos no sangue de ras-touro variou de 54,38 a 66,91% (Tabela 7). Os resultados
obtidos assemelham-se aos de WANG e CHANG (1994) que obtiveram para a
mesma espécie criadas em cativeiro média de 52,77% de linfécitos. Entretanto, os
resultados encontrados indicam que a porcentagem de linfécitos diferiram de
FIORANELLI et al. (2003) que encontraram 26,8% e COPPO (2003) entre 16,3 a
39,8% para a mesma espécie.

A porcentagem de neutréfilos no sangue dos animais, nos diferentes
tratamentos variou de 16,83 a 31,81% (Tabela 7). Estes resultados foram
semelhantes aos obtidos por WANG e CHANG (1994) que observaram uma
porcentagem de 29,87 de neutréfilos. Entretanto, COPPO (2003) e FIORANELLI et
al. (2003) observaram uma variagdo de 40,0 a 86,1% e 60,9% de neutréfilos
respectivamente, mostrando valores mais elevados quando comparados ao presente
trabalho. FENERICK Jr. (2004) observou uma variagdo na porcentagem de
neutrofilos de 11,62 a 13,13%.

A porcentagem de baséfilos do sangue de ras-touro variou de 11,87 a 16,20%
(Tabela 7). Estes resultados foram superiores aqueles encontrados por WANG e
CHANG (1994) que observaram uma porcentagem de 2,66%, de FIORANELLI et al.
(2003) de 3,5% e de COPPO (2003) que observou valores porcentuais de basofilos
de 3,5%. FENERICK Jr. (2004) observou valores de 14,29 a 16%, semelhantes ao
do presente trabalho.

Os eosindfilos apresentaram uma variagao de 1,09 a 1,76 % (Tabela 7). Estes

valores foram inferiores aos encontrados por WANG e CHANG (1994) de 4,03%, de
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FIORANELLI et al. (2003) e COPPO (2003) valores préximos de 5,8%. Ja
FENERICK Jr. (2004) obteve valores proximos a este trabalho, variando de 1,16 a
1,85%.

WANG e CHANG (1994) obtiveram 10,67% de mondécitos e COPPO (2003) e
FIORANELLI et al. (2003) valores porcentuais de 2,9%, valores estes superiores aos
do presente trabalho que apresentou uma variagdo de 0,83 a 1,37% (Tabela 7).
Pode-se observar, que houve um leve aumento na porcentagem de mondcitos nos
animais do T2 e uma diminuicdo dos mesmos nos demais tratamentos (Figura 19).
Esta diferenca nao foi significativa segundo teste de Tukey. Através destes
resultados pode-se observar que a adicao de probiodticos na dieta dos animais nao
influenciou a porcentagem de leucdcitos.

Os valores absolutos dos leucécitos presentes no sangue periférico de Rana
catesbeiana encontram-se na Tabela 8 e na Figura 20. Estes valores nao diferiram
significativamente entre os tratamentos.

HARRIS (1972) estudando as caracteristicas hematol6gicas em ra-leopardo
(Rana pipiens), em diferentes sazonalidades, observou variagdo dos valores de
leucdcitos em determinadas épocas do ano, variando de 4000 — 10.200 / mm?® para
machos e 3950 — 16000 mm?® para fémeas. Segundo o autor, a variagcdo do nimero
absoluto de leucocitos em anfibios sdo atribuidos a trés fatores: estado nutricional,
doencgas e variagdo sazonal. Como se pode observar, os resultados obtidos neste
estudo estao préximos dos valores encontrados por HARRIS (1972). Segundo este
mesmo autor, a variagdo nos parametros hematolégicos em anfibios esta

relacionado com o sexo, idade, temperatura e altitude.
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Tabela 8 — Valores absolutos médios de cada leucécito e erro padrao da média
(EPM) do sangue periférico de ra-touro Rana catesbeiana tratadas com
diferentes probiéticos e doses

Lc Totais Lf Nt Bs Es Mn
Média +t EPM Média + EPM Média + EPM Média + EPM Média + EPM Média + EPM
11.222,99 7.238,41 1.818,77 2.089,56° 127,76 193,94
T t + + + + +
4.063,78 2.366,31 701,42 1.061,08 64,04 128,39
9.470.97 5.651,73 2.440,83 1.081,92° 146,03 150,46
Tz + + + + + +
3.264,33 1.803,52 1.019,31 354,79 90,28 89,35
8.026,97 4.738,49 1.843,72 1.258,66° 134,95 51,15
Ts + + + + + +
1.195,08 701,56 384,82 215,32 36,74 30,15
8.483.10 5.386,57 1.822,57 1.109,19° 135,48 29,30
Ts + + + + + +
2.214,42 1.790,22 421,76 315,08 30,55 10,79
b
8.417.91 4.998,72 2.242,75 1.034,41 84,99 57,05
Ts + t t + + +
1.580,11 1.345,70 369,20 332,40 21,94 35,61
Ftrat. gt 0,33" 0,21 626" 019" 0,96"
CV (%) 12,63 15,63 12,75 30,01 16,88 66,49

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si J)elo teste de Tukey a 0,1% de
probabilidade; Lc = leucécitos totais/mm?; Lf = linfécitos/mm?; Mn = monécitos/mm®; Nt = neutréfilos/mm?; Bs =
baséfilos/mm?® ; Es = eosindfilos/ mm?; T1= grupo controle, T2= probiotico 1 dose de 5g/Kg ragéo, Ts= probiético 1 dose de
10g/Kg ragao, T4= probidtico 2 dose de 5g/Kg ragado, Ts = probidtico 2 dose de 10g/Kg ragao

NS = Nao significativo

** = Significativo a 0,1%
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Figura 20 — Valores médios do numero de leucécitos de ra-touro
Rana catesbeiana, tratadas com os diferentes probiéticos e doses;
T1= grupo controle, To= probiético 1 dose de 5g/Kg racdo, Ts=
probiético 1 dose de 10g/Kg racao, T4= probidtico 2 dose de 5g/Kg
racao, Ts = probidtico 2 dose de 10g/Kg ragéo
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4.4 - Analises Imunoldgicas
Os resultados encontrados em relacdo a resposta imune de ras-touro,

Rana catesbeiana, estdo apresentadas na Tabela 9 e nas Figuras 21 e 22.

Tabela 9 — Valores médios e erro padrao da media (EPM) da capacidade fagocitica
(%) e Indice Fagocitico de ra-touro Rana catesbeiana tratadas com os
diferentes probiéticos e doses

Capacidade Fagocitica indice Fagocitico
Tratamentos
Média + EPM Média + EPM
T, 48,2 +4,19° 3,93 + 0,33
T 66,8 + 4,81° 3,65 + 0,26
T3 93,60 + 1,362 3,39 £ 0,09
T4 85,60 * 4,652 3,73+0,12
Ts 77,33 + 4,38% 3,79 £0,10
F para Tratamento 18,31** 1,00
CV (%) 23,76 5,42

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 0,5%
de probabilidade; T1= grupo controle, To= probiético 1 dose de 5g/Kg ragdo, Ts= probidtico 1 dose de 10g/Kg
racéo, T4= probiético 2 dose de 5g/Kg ragdo, Ts = probidtico 2 dose de 10g/Kg ragao

** Significativo a 1%

NS = N&o significativo

Pode-se observar que a capacidade fagocitica das rés-touro foi
significativamente influenciada (P=0,0001) pela adicdo de probidéticos (Tabela 9). Os
animais do grupo controle (T4) apresentaram a pior capacidade fagocitica (48,2%)
quando comparados aos animais que receberam probiético. Com relacdo ao
probiético 1 (T2 e T3), quando os animais receberam a dose mais alta (T3) a
capacidade fagocitica dos animais aumentou significativamente quando comparado
com o T». Para o probiético 2 (T4 e Ts), a dose nao interferiu significativamente nos
resultados. Portanto, os probiéticos utilizados neste experimento, demonstraram ser
um potente imunoestimulador da atividade fagocitica, aumentando a ativacéo e

fagocitose dos macrofagos.
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O indice fagocitico ndo foi influenciado significativamente (P=0,43) pelos

probioticos e doses (Tabela 9) variando de 3,39 a 3,93 nos diferentes tratamentos.
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Figura 21 — Valores percentuais da capacidade fagocitica de ra-touro Rana
catesbeiana, tratadas com os diferentes probiéticos e doses; Ti=
grupo controle, Tpo= probidtico 1 dose de 5g/Kg ragdo, Ts=
probiético 1 dose de 10g/Kg racao, T4= probidtico 2 dose de 5g/Kg
racao, Ts = probidtico 2 dose de 10g/Kg ragcéo
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Figura 22 — Valores do indice fagocitico de ra-touro Rana catesbeiana, tratadas
com os diferentes probibdticos e doses; Ti= grupo controle, To=
probiético 1 dose de 5g/Kg ragéo, Ts= probidtico 1 dose de 10g/Kg
racdo, T4= probidtico 2 dose de 5g/Kg racao, Ts = probidtico 2 dose
de 10g/Kg racéo
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Durante as contagens de fagdcitos foi possivel visualizar células fagociticas
de Rana catesbeiana que apresentavam leveduras em seu interior, como mostra a
Figura 23. Através desta visualizacao foi possivel contar quantos fagocitos estavam
ativos (leveduras em seu interior) e quanto cada fagocito havia fagocitado

(quantidades de leveduras presentes no interior de cada célula).

Figura 23- Fotomicrografia de lavado abdominal de ra-touro

Rana catesbeiana evidenciando células fagociticas com

leveduras em seu interior (A — trés leveduras e B — 1

levedura). Microscopio de contraste de fases. Aumento 400X

PENHA et al. (1996) observaram a interferéncia da temperatura ambiental na
atividade fagocitica de trombdcitos de ra-touro (Rana catesbeiana), e concluiram que
quanto maior a temperatura do ar maior é a capacidade fagocitica do animal. No
presente trabalho, ndo houve interferéncia da temperatura do ar na atividade

fagocitica pois, os animais foram mantidos em laboratério em temperatura ambiente

de 23¢C.
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Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir

que:

os probiéticos produziram efeito no ganho de peso de Rana catesbeiana até
atingirem 200g, independente dos tipos e doses, diminuindo o tempo de

produtividade em 28 dias e influenciaram a sua conversao alimentar;

a utilizacdo destes probibticos nao alterou significativamente as células

sangtiineas e apresentaram efeito imunomodulador.

As evidéncias acumuladas sobre os beneficios dos probiéticos em ras-touro,
Rana catesbeiana, justificam o aprofundamento dos estudos sobre seu modo de

acao, a fim de melhorar sua utilizagdo na aquicultura.
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Anexos

Anexo 1
Solucgao de heparina:

1,0 mL de solucdo de heparina (5.000 Ul) ( Liquemini ®)
50,0 mL de solugao salina 0,7%

Conservar em geladeiraa 4°C

Anexo 2
Corante Rosenfeld
A técnica de coloragdo ROSENFELD (1947) é uma mistura de corantes:
0,97g Giemsa em po6
0,53g May-Griinwald em p6

1.000 mL Metanol

Anexo 3
Solucao de Hayen

0,5¢g de bicloreto de mercurio
5,0g de sulfato de sédio

1,09 de cloreto de sédio
200,0 mL de agua destilada

Conservar em geladeiraa 4°C
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Anexo 4
Solucao de Cianometahemoglobina

100,0mg de fericianeto de potassio
2,0mg de bcarbonato de sédio
50,0mg de caneto de potassio
1000,0 mL de agua destilada

Conservar em geladeiraa 4°C

Anexo 5
Solucao de levedura

200,0mL de solugéo salina para anfibios (RINGER) (anexo 5).
0,59 de levedura (fermento biol6gico)

OBS. Concentragdo de 11.000 células/mm? (contagem na camara de Neubauer).

Conservar em geladeiraa 4°C

Anexo 6
Solucao fisiolégica para anfibios (RINGER)

100,0mg de bicarbonato de sddio (NaHCO3)

100,0mg de cloreto de calcio (CaCly)

75,0mg de cloreto de potassio (KCI)

6.000,0 de cloreto de sédio (NaCl)

1.028,0mL de 4gua destilada

OBS.: O soluto de concentragao préximo ao meio interno dos anfibios foi idealizado
por Ringer. Deve ser usado em temperatura ambiente

Conservar em geladeiraa 4°C
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