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RESUMO  

Este trabalho avaliou o efeito da administração oral de β-glucano no crescimento, no 

aproveitamento do alimento, na dinâmica metabólica e nas respostas imunes inatas 

de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) submetidos a ciclos curtos de 

restrição alimentar e realimentação, e a ação imunoestimulante de β-glucano 

oferecido por 15 dias na fase final dos ciclos. Um total de 210 peixes foi distribuído 

em 21 tanques e submetido a diferentes estratégias de alimentação durante sete 

semanas: GC - Alimentação todo dia com ração comercial (RC); G 6/1- Alimentação 

com RC por 6 dias e jejum por 1 dia (6/1); G 2/1 - Alimentação com RC por 2 dias e 

jejum por 1 dia (2/1); GCS - Alimentação todo dia com RC, e com suplementação de 

0,5% de β-glucano (RCS), nos últimos 15 dias; GS 6/1 - Alimentação com RC por 6 

dias e 1 dia de jejum, e RCS nos últimos 15 dias; GS 2/1 - Alimentação com RC, por 

2 dias de alimentação e 1 dia de jejum, e RCS nos últimos 15 dias. Um sétimo grupo 

(GC-PBS) foi alimentado todos os dias para controle do efeito da manipulação e do 

veículo da inoculação bacteriana. No dia 50, nove peixes de cada tratamento foram 

anestesiados com benzocaína (1,0g/15L de água) e pesados antes da obtenção de 

amostras de sangue, fígado, intestino anterior e músculo branco. Foram 

determinadas a taxa de crescimento especifico (TCE), a conversão alimentar (CA), a 

morfologia da mucosa intestinal, a concentração de metabólitos circulantes e 

teciduais, a atividade respiratória dos leucócitos (ARL), a concentração sérica de 

lisozima (CLS), a atividade hemolítica do sistema complemento no soro (AHC), a 

contagem total e diferencial de leucócitos e o infiltrado leucocitário epitelial (ILI) no 

intestino anterior. Os peixes restantes de cada tanque foram inoculados por injeção 

intraperitoneal de Aeromonas hydrophila, diluída em PBS. Um grupo (GC-PBS) foi 

injetado com o veículo PBS. Para determinação da resposta imunológica ao desafio 

com A. hydrophila, foram amostrados nove peixes de cada tratamento, às três e 24 

horas depois do desafio. Os resultados mostraram que a TCE foi menor apenas no 

grupo 2/1 e a CA foi melhor em todos os peixes alimentados com β-glucano. A 

estratégia alimentar 2/1 elevou a glicose circulante e mobilizou maior quantidade de 

reservas energéticas do fígado e músculo. O comprimento das vilosidades intestinais 

foi menor no grupo 2/1 e o número de células caliciformes diminuiu com a severidade 

da restrição alimentar, sendo que o β-glucano aumentou esse número, inclusive nos 

peixes controle. A restrição alimentar prejudicou a resposta imunológica, diminuindo a 

ARL e a concentração de lisozima. O β-glucano melhorou a resposta imunológica, 

causando aumento na ARL, AHC, lisozima, contagem de células de defesa no 

sangue e ILI. A infecção bacteriana aumentou a contagem de neutrófilos e monócitos 

e diminuiu os linfócitos, enquanto o β-glucano aumentou a contagem de linfócitos, 
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diminui-o os neutrófilos, potencializou o aumento de monócitos e aumentou o número 

de células granulocíticas especiais. Houve diminuição progressiva na IL no intestino 

dos peixes à medida que aumentou a frequência do jejum, mas o β-glucano 

aumentou a IL, inclusive nos peixes controle. Concluindo, as estratégias alimentares 

testadas, embora afetassem negativamente alguns indicadores do sistema imune 

inato dos peixes, não impediram a resposta deste sistema frente a um desafio 

bacteriano. A suplementação com 0,5% de β-glucano melhorou o aproveitamento do 

alimento independente da estratégia alimentar e melhorou a resposta imunológica do 

pacu ao desafio com Aeromonas hydrophila. 

 

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, células caliciformes, crescimento 

compensatório, imunidade inata, infiltrado leucocitário, jejum, morfometria intestinal, 

pacu, restrição alimentar, supressão imunológica. 
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ABSTRACT  

The objective of this study was to evaluate the effect of oral administration of β-glucan 

on growth, feed utilization, metabolic dynamics and the innate immune responses of 

pacu (Piaractus mesopotamicus) subjected to short-term starvation and refeeding and 

the immunostimulatory action of β-glucan offered for 15 days in the final phase of the 

cycle. A total of 210 fish was distributed in 21 tanks and submitted to different feeding 

strategies for seven weeks: GC - feeding daily with commercial feed (RC); G 6/1- 6-

day feeding with RC and 1 restraint day (6/1); G 2/1 - 2-day feeding with RC and 1 

restraint day (2/1); GCS - Feeding daily with RC and supplemented with 0.5% β-

glucan (RCS) in the last 15 days; GS 6/1 - 6-day feeding with RC and 1 restraint day, 

and RCS in the last 15 days; GS 2/1 - 2-day feeding with RC and 1 restraint day, and 

RCS in the last 15 days. A seventh group (GC-PBS) was fed every day to control the 

effect of the handling and bacterial inoculation (injected PBS control). On day 50, nine 

fish of each treatment were sampled, weighed and anaesthetized with benzocaine 

(1.0g / 15L water) for blood, liver, white muscle and foregut sampling, to determine the 

specific growth rate (SGR), feed conversion (CA), morphology of intestinal mucosa, 

concentration of circulating and tissue metabolites, leukocyte respiratory burst, serum 

lysozyme concentrations, serum hemolytic activity of complement system  (alternative 

pathway), total leukocyte differential count and intestinal leukocyte infiltration (ILI). The 

remaining fish were inoculated with A. hydrophila, and the injected PBS control group 

received only PBS. Nine fish per treatment were sampled at three and 24 hours after 

inoculation.  

The results showed that the specific growth rate was lower in the fish G 2/1 and feed 

conversion was better in all fish fed with 0.5% β-glucan. In fish G 2/1, blood glucose 

levels and non-esterified fatty acids were higher and triglyceride levels were lower 

Liver glycogen and lipid concentrations and lipid muscle concentration gradually 

decreased in fish G 6/1 and G 2/1 in relation to the CG showing higher mobilization of 

energy in liver and muscle. Length of intestinal villi was lower in fish 2/1, and the 

number of goblet cells decreased with the severity of feed restriction while β-glucan 

increased this number, including in control fish. Food restriction affected the immune 

response, reducing the leukocyte respiratory activity, and the serum lysozyme. The β-

glucan supplementation improved immune response, increasing ARL, AHC, lysozyme, 

defense cell count and ILI. Bacterial infection increased neutrophils and monocytes 

and decreased lymphocytes, while the β-glucan increased lymphocytes, decreased 

neutrophils and potentiated the increase of monocytes and increased the number of 

special granulocytic cells. There was a progressive decrease in ILI as the frequency of 
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fasting increased, but the β-glucan reversed this decrease, including in control fish. In 

conclusion, feeding strategies, although had affected negatively some indicators of the 

innate immune system, they did not avoid the response of this system to a bacterial 

challenge. In conclusion, feeding strategies, although had affected negatively some 

indicators of the innate immune system, they did not avoid the response of this system 

to a bacterial challenge. β-glucan supplementation improved the utilization of food by  

pacu, independent on the feeding strategy, and improved their immune response 

against challenge with Aeromonas hydrophila. 

 

Key-words: Aeromonas hydrophila, goblet cells, compensatory growth, feeding 

strategy, leukocyte infiltration, intestinal morphology, immune suppression. 
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CAPÍTULO 1  

1. INTRODUÇÃO GERAL 

A aquicultura é um sistema de produção que tem apresentado um rápido 

crescimento no mundo todo. Em 2014, a produção aquícola global chegou aos 

73,8 milhões de toneladas mostrando um aumento na produção de 18,1 milhões 

de toneladas nos últimos cinco anos, enquanto que a pesca extrativa se manteve 

estável no mesmo período (FAO, 2016). Assim mesmo, o consumo per capita de 

peixe aumentou para 19 kg, em 2012, constituindo 17% da ingestão de proteína 

animal pela população global (FAO, 2014), reafirmando o potencial de 

crescimento deste sistema de produção. 

A aquicultura constitui uma das principais fontes de proteína para a 

segurança alimentar no mundo, além de ser considerada uma atividade geradora 

de trabalho e ingresso de muitos países ao desenvolvimento (FAO, 2003). É uma 

atividade que oferece enorme potencial para atender a procura por alimentos 

associada ao crescimento da população global. Nos últimos anos, tem sido 

considerada a única forma de atender a demanda cada vez maior de consumo, 

insustentável com a produção pesqueira (FAO, 2006). 

A produção brasileira de pescado em 2013 foi de 1.241.807 toneladas, e 

38,4% (476.512 toneladas) desta produção foram provenientes da aquicultura 

(Ministério de Pesca e Aquicultura, 2015). Assim, o crescimento da aquicultura 

tem levado à intensificação dos sistemas produtivos e como consequência 

aumento na frequência das práticas de manejo, estresse nos peixes e maior 

susceptibilidade às doenças, além de problemas ambientais como a eutrofização 

dos corpos de água, devido principalmente ao grande volume de ração fornecida 

e nem sempre aproveitada totalmente pelos peixes. Deste modo, é necessária a 

geração de conhecimento em prol de uma Aquicultura sustentável e competitiva. 

Segundo Ayroza et al. (2011), o alimento fornecido aos peixes durante o seu 

cultivo chega a representar de 48,21 a 54,93% do custo total de produção, por 

tanto é necessário estudar sobre o uso de possíveis estratégias alimentares a 

utilizadas  para garantir um melhor aproveitamento do alimento e boa qualidade 

da água, sendo estes fatores essenciais para obter um bom desempenho e uma 

boa saúde dos peixes dentro dos sistemas de aquicultura intensiva.  
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1.1 Uso de restrição alimentar na aquicultura 

A utilização de períodos de restrição alimentar e realimentação em 

diferentes espécies de peixes vêm sendo investigada como ferramenta importante 

para a otimização da aquicultura (Souza et al., 2000a; Souza et al., 2003; Reigh et 

al., 2006). A utilização de protocolos de alimentação que incluem restrição 

alimentar seguida de realimentação não compromete a capacidade de 

crescimento dos peixes, ao contrário pode promover crescimento compensatório 

(Rueda et al., 1998; Cho et al., 2006), embora, a fisiologia metabólica de cada 

espécie determine o perfil de respostas a esses protocolos. Assim, o uso destas 

estratégias na aquicultura deve levar em conta o limite biológico de cada espécie. 

Há um crescente número de informações sobre as alterações de resposta 

fisiológicas que ocorrem durante à privação alimentar e realimentação em peixes 

devido ao interesse no fenômeno do crescimento compensatório (Davis e 

Gaylord, 2011).  

Este fenômeno foi definido por Ali et al. (2003) como uma fase de 

crescimento com aceleração maior da normal resultado de uma adequada 

realimentação após período de privação alimentar, e que é determinado por 

diversos fatores como a fisiologia da espécie, a fase de desenvolvimento e a 

severidade da restrição alimentar aplicada. Segundo Xie et al. (2001), o 

crescimento compensatório apresenta ajustes da taxa de crescimento, 

minimizando a diferença entre a taxa obtida e a ideal devido ao período de 

restrição. 

A hiperfagia, a eficiência de aproveitamento do alimento e a capacidade de 

mobilização e recuperação das reservas energéticas são fatores determinantes 

para a compensação do crescimento (Hayward et al., 1997; Gaylord e Gatlin, 

2001; Tian et al., 2010; Pérez-Jiménez et al., 2012). Segundo Ali et al. (2003), um 

consumo alimentar em uma taxa próxima ao máximo só é possível quando o trato 

digestório dos peixes pode processar o alimento. A capacidade de manter um 

longo período de hiperfagia tem relação com a hipertrofia do trato digestório, que 

permite uma maior capacidade de digestão (Rueda et al., 1998, Bélanger et al., 

2002). Alem disso, Tian e Qin (2003) afirmam que também é preciso o aumento 

na capacidade de aproveitar os alimentos, portanto, é necessário ajustar a 

quantidade de enzimas digestivas e metabólicas que foram reduzidas durante a 
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restrição alimentar. Tudo isto permite que o peixe consiga uma melhor eficiência 

alimentar e consequentemente, melhor crescimento (Cho et al., 2006). 

Ali et al. (2003) descreveram graus de compensação que os peixes podem  

apresentar segundo os protocolos de restrição aplicados. Estes são classificados 

como: sobrecompensação, que ocorre quando os animais que foram submetidos 

a jejum durante a realimentação exibem altas taxas de crescimento em 

comparação com os que não foram privados de alimento; compensação total, 

quando os animais atingem o mesmo tamanho daqueles que foram alimentados 

continuamente; compensação parcial, na qual os animais não conseguem atingir 

o mesmo tamanho dos alimentados continuamente, mas mostram alta taxa de 

crescimento quando realimentado; e não compensação. Segundo esta descrição, 

no estudo feito por Tian e Qin (2003), em Lates calcarifer, períodos de restrição 

de uma semana induziram uma compensação completa do crescimento, mas com 

períodos de restrição de duas semanas ou mais longos não houve compensação. 

Além disso, observaram que o crescimento compensatório ocorreu com mais 

intensidade na primeira semana. Na mesma espécie, Tian e Qin (2004), 

encontraram que uma dieta de restrição moderada (50-75% saciedade), durante 

duas semanas, induziu crescimento compensatório total depois de cinco semanas 

de realimentação a saciedade, enquanto que as restrições mais intensas (0 - 25% 

saciedade) não permitiram a compensação. Cho et al. (2006) observaram 

compensação total do crescimento em Paralichthys olivaceus, submetido a duas 

semanas de privação alimentar durante o verão, período de ótimo crescimento da 

espécie, do mesmo modo que Gaylord e Gatlin (2000) observaram compensação 

total em Ictaurus punctatus com quatro semanas de privação alimentar. 

Os protocolos estudados incluem períodos de total privação alimentar, 

períodos de restrição de uma porcentagem da ração, períodos curtos de privação 

do alimento e realimentação alternados em ciclos (Rueda et al., 1998; Tian e Qin, 

2003; Wang et al., 2005). 

 

1.2 Sistema imunológico dos peixes 

O sistema imunológico se divide em imunidade adaptativa ou específica e 

inata ou não específica. Nos peixes, esta última constitui um mecanismo de 

defesa essencial, constituído por um conjunto de respostas que compõem os 
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primeiros mecanismos de defesa do organismo contra infecções (Magnadottir, 

2006; Rauta et al., 2012). 

Esta resposta é dividida em barreiras físicas (pele, brânquias e mucosa 

intestinal) e resposta imune celular e humoral. A imunidade inata celular envolve a 

atuação de células capazes de fagocitar e destruir agentes infecciosos mediante a 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) como resultado da atividade 

respiratória dos leucócitos polimorfonucleares (LPMNs) durante a fagocitose 

(Whyte, 2007; Kantari et al., 2008; Magnadottir, 2006).  

Várias moléculas conhecidas como mediadores químicos solúveis fazem 

parte da resposta imune inata humoral, e incluem enzimas líticas, as vias de 

complemento clássico, a via alternativa complemento, citocinas, quimiocinas e 

peptídeos antibacterianos e podem estar presentes no soro, na forma inativa ou 

de precursores. Suas concentrações podem ser influenciadas por diversos fatores 

como a qualidade da água, o estresse e a presença de patógenos (Verlhac et al., 

1996).  

O sistema complemento destrói os patógenos abrindo poros na superfície 

da sua membrana celular, e tem um papel importante nas reações inflamatórias, 

atraindo células fagocíticas para o local da lesão. É constituído por proteínas que 

podem estimular a fagocitose, mediante receptores presentes na superfície de 

células fagocíticas (Boshra et al., 2006; Nakao et al., 2011).  

Um segundo componente importante do sistema imunológico inato é a 

lisozima, uma enzima que apresenta função lítica contra bactérias e pode estar 

presente no muco e no soro dos peixes (Fast et al., 2002; Palaksha et al., 2008).  

Sua atividade pode aumentar ou diminuir dependendo da espécie de peixe, a 

idade, o sexo, os parâmetros de qualidade de agua, o estresse e a presença de 

agentes imunoestimulantes (Saurabh e Sahoo, 2008). 

Além disso, um componente importante do sistema imune inato é o 

infiltrado leucocitário que constituí o Tecido Linfoide associado a intestino (GALT) 

(Picchietti et al., 2007). Nos peixes, tem sido descrita uma estrutura não 

organizada, de distribuição difusa sem nódulo linfoide, formada por linfócitos 

intraepiteliais, linfócitos da lâmina própria, macrófagos, eosinófilos e neutrófilos 

(Rombout et al., 2011; Cerezuela et al., 2012).  
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1.3 Alimentação funcional e o uso de β-glucanos na alimentação de peixes  

Na indústria aquícola atual, vem se aplicando o conceito de alimentação 

funcional que inclui uma nutrição equilibrada complementada com suplementos 

imunoestimulantes para melhorar a saúde dos peixes (Li e Gatlin, 2004).  

Segundo Trichet (2010), a administração de suplementos na dieta pode ser 

utilizada para fortalecer o sistema imunológico e aumentar à resistência a 

doenças. Ainda, de acordo com Pohlenz e Gatlin (2014), a administração de 

compostos não digeríveis é considerada um meio viável para aumentar a 

imunocompetência de várias espécies aquáticas. 

O mecanismo de ação dos imunoestimulantes consiste em interagir 

diretamente com as células do sistema imunológico ativando-as, aumentando a 

atividade dos macrófagos, os processos de fagocitose, a ação das 

immunoglobulinas, e também a participação do sistema complemento e das 

lisozimas (Lim e Webster, 2001). Entre os diferentes imunoestimulantes utilizados 

em práticas de aquicultura, o β-glucano é um dos mais promissores (Ringo et al., 

2012; Meena et al., 2013). 

Os glucanos representam um grupo de polissacarídeos quimicamente 

heterogêneos, existentes em várias moléculas unidas por diferentes formas de 

ligação e graus de ramificação. São considerados compostos fisiologicamente 

ativos com capacidade de modificar a resposta biológica (Vetvicka et al., 2013). 

Diferentes autores têm reportado que os β-glucanos podem melhorar a 

resposta imune inata e a resistência a doenças em diferentes espécies (Verlhac et 

al., 1998; Meena et al., 2013). Em estudo de Santarém et al. (1997), o β-glucano, 

extraído da parede celular de Saccharomyces cerevisiae e administrado por via 

intraperitoneal em Scophthalmus maximus, melhorou a resposta imune 

específica, aumentando a concentração sérica de lisozima e a atividade 

respiratória dos leucócitos. Em outro estudo, Misra et al. (2006) observaram que a 

concentração de 250 mg/kg de β-glucano na dieta de Labeo rohita desafiado com 

Aeromonas hydrophila e Edwardsiella tarda, aumentou a atividade fagocítica, 

número de leucócitos, atividade de lisozima e sistema complemento dos peixes, 

sendo este nível de inclusão o recomendado pelos autores para melhorar o 

sistema imunológico, crescimento e sobrevivência da espécie. Kühlwein et al. 

(2014) encontraram, em Cyprinus carpio suplementado durante oito semanas com 
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1 % e 2% de β-glucano (MacroGard), um número de monócitos no sangue 

significativamente maior e um aumento na infiltração de leucócitos na camada 

epitelial do intestino anterior dos peixes em relação ao grupo controle. Na mesma 

espécie, Gopalakannan e Arul (2010) demonstraram que a utilização de 1% de β-

glucano na dieta por um período de 60 dias aumentou a atividade respiratória dos 

leucócitos e a atividade da lisozima no soro no dia 30 e a contagem de glóbulos 

brancos no dia 60 de suplementação com glucano em peixes desafiados com A. 

hydrophila. 

 

1.4 Aeromonas hydrophila como modelo experimental para desafiar o 

sistema imunológico dos peixes 

Alguns estudos citados utilizaram a bactéria Aeromonas hydrophila como 

modelo experimental para desafiar o sistema imunológico dos peixes. Isso se 

deve ao fato de que as bactérias do gênero Aeromonas estão presentes nos 

ambientes aquáticos de todo o mundo, e dentro da aquicultura constitui um dos 

patógenos que mais causam perdas econômicas, sendo responsáveis por grande 

parte das doenças dos animais de cultivo (Carraschi, et al., 2012).  A Aeromonas 

hydrophila é uma bactéria causadora de surtos de doença em diversas espécies 

brasileiras de cultivo (Godoy et al., 2008).A Aeromonas hydrophila, é uma bactéria 

gram-negativa e constitui um dos principais agentes patogênicos oportunistas de 

peixes de água doce, está associada ao excesso de matéria orgânica na água, 

acometendo peixes sub condições de estresse fisiológico ou ambiental e por tanto 

imunosuprimidos, sendo responsável por grandes perdas na produção e 

comercialização de peixes (Vivekanandhan et al., 2005; Garcia e Moraes, 2009). 

A infecção por esta bactéria causa lesões ulcerativas e septicemia hemorrágica 

caracterizada fisicamente pela presença de pequenas lesões superficiais e 

hemorragias locais, como petéquias nas brânquias e opérculos, exoftalmia e 

distensão abdominal causada pela presença de líquido ascítico, necrose hepática 

e renal (Newaj-Fyzul et al., 2007, Carrachi et al., 2012; Zhang, 2016), anemia 

normocítica-hipocrômica, redução nos níveis de proteínas, globulinas plasmáticas 

e eosinófilos, leucopenia, linfopenia, trombocitopenia, neutrofilia e monocitose 

(Garcia e Moraes, 2009). Segundo El-Boshy et al. (2010), esta bactéria pode 

provocar indices altos de mortalidade em peixes de água doce.  
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1.5 Modelo biológico experimental 

O pacu (Piaractus mesopotamicus) é uma das espécies neotropicais de 

água doce de maior importância na piscicultura brasileira. É uma espécie 

pertencente à ordem dos Characiformes, da família Characidae, nativa da 

América do Sul, que se encontra distribuída nos rios Paraná, Paraguai e Uruguai 

(Saint-Paul, 1986). Nos últimos anos, a produção de pacu no Brasil tem registrado 

taxas de crescimento anual de 17%, uma das maiores reportadas para as 

espécies nativas, chegando a uma produção de 21.245 toneladas em 2010 

(Ministério de Pesca e Aquicultura, 2012).  

O pacu é uma das espécies mais estudada no Brasil (Urbinati et al., 2013). 

É capaz de alimentar-se tanto de pequenos animais como também de folhas, 

caules, flores, frutos e sementes. Estudos prévios têm mostrado a sua capacidade 

de responder ao manejo alimentar envolvendo restrição e realimentação (Souza 

et al., 2000b; Souza et al., 2003; Takahashi et al., 2011). 

Pelo exposto, o objetivo do presente trabalho foi determinar se a inclusão 

de β-glucano na alimentação de pacus submetidos a diferentes protocolos 

alimentares, que incluem ciclos curtos e repetitivos de restrição alimentar e 

realimentação, afeta a dinâmica metabólica, a resposta imunológica e o 

desempenho dos peixes. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos nesta tese demostraram que pacu é tolerante a 

estratégias alimentares que incluem períodos curtos de restrição alimentar e de 

realimentação, mobilizando suas reservas energéticas para manter a sua 

homeostase, sendo capaz de responder ao desafio bacteriano mesmo após ser 

submetido à restrição alimentar.  

A duração do período de realimentação foi determinante na capacidade 

compensar o crescimento e na resposta imune inata antes do desafio, 

apresentando respostas diferentes entre os grupos realimentados por 6 dias e por 

2 dias. Assim, estudos futuros testando outros protocolos alimentares, que 

incluam períodos de realimentação intermediários aos aplicados neste trabalho, 

poderão identificar ciclos de restrição alimentar que permitam manter os 

parâmetros de crescimento e de imunidade inata semelhantes ao controle.  

A suplementação com β-glucano durante 15 dias demostrou ser eficiente 

para melhorar a condição imunológica de pacu além, de melhorar o 

aproveitamento do alimento. Estudos posteriores poderiam testar menores 

tempos de suplementação ou doses reduzidas, bem como o custo benefício da 

suplementação. 

 




