UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA (UNESP)
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E TECNOLOGICAS
CAMPUS DE DRACENA

Camila Santos Franco

Avaliacao da hematologia, morfologia intestinal e
desempenho de tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus)
suplementadas com B-glucano e submetidas a estresse de

manejo

Dracena
2023



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA (UNESP)
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E TECNOLOGICAS
CAMPUS DE DRACENA

Camila Santos Franco

Avaliacao da hematologia, morfologia intestinal e
desempenho de tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus)
suplementadas com B-glucano e submetidas a estresse de

manejo

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado a
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Tecnolbgicas
— Unesp, Campus de Dracena como parte das
exigéncias para conclusdo do curso.

Orientador: Prof. Dr. Jaqueline Dabello Biller
Co-orientadora: Me. Ingrid Camargo dos Reis

Dracena
2023



A%, UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp® EEEESNST frg

FACULDADE DE CENCIAS AGRARIAS E TECHOLOGICAS
UNESP DRACENA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E TECNOLOGICAS
UNESP — CAMPUS DE DRACENA

CERTIFICADO DE APROVAGAO

Titulo: Avaliacdo da hematologia, morfologia intestinal e desempenho de tilapias-do-nilo
(Oreochromis niloticus) suplementadas com B-glucano e submetidas a estresse de manejo.

Modalidade: Trabalho de Atividade de pesquisa

Autor: Camila Santos Franco

Orientador (a): Profa. Dra. Jaqueline Dalbello Biller
Co-orientador(es): Me. Ingrid Camargo dos Reis
Numero de Créditos: 15

Data da aprovacdo e correcao de acordo com as sugestdes da Banca: 11 / 05/ )

Documento assinedo digitalmente

ub BASIA SCHLICHTING MOROMIZATO
g o Data: 12/G5/2023 13:2248-0300
/5 : Verifique em hitps://validar.iti. gov.br /) /1 h

Igra. Jaqueline Dalbello Mestranda Basia Doutorahda Melissa
Biller Schlichting Moromizato Alexandre Santos

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Tecnoldgicas — Conselho de Curso de Graduagdo em Zootecnia
Rod. Cmte. Jo#o Ribeiro de Barros, km 651~ Bairro das Antas ~ CEP: 17900-000 — Dracena/SP - Brasil
Tel. (18) 3821-8200 — www.dracena.unesp.br - ccgz.dracena@unesp.br



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Camila Santos Franco, nascida em 13 de fevereiro de 1999, na cidade de
Panorama/SP. Ingressou no curso de Zootecnia na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Tecnologicas — Unesp/Dracena no ano de 2019.

No ano de 2020 tornou-se bolsista do Programa de Educacdo Tutorial —
Zootecnia (PETZOO), onde desenvolveu atividades sociais e académicas, tais como
organizacdo de eventos cientificos e apresentacdo de trabalho cientifico em
congressos exclusivos para grupos PET. Também por meio do PET, foi responsavel
pelo programa intitulado PET na Escola, que visou levar a alunos do ensino médio de
escolas publicas da regido de Dracena, o conhecimento sobre o curso de Zootecnia e
o Campus de Dracena, onde foi contemplada com uma bolsa PROGRAD 22/23 para
desenvolver esse trabalho.

Também realizou atividades junto aos grupos de estudos da unidade, em
setores de piscicultura, avicultura e bovinocultura de corte, em especial o Laboratorio
de Imunologia Animal — LIA, onde produziu uma Iniciagdo Cientifica Sem Bolsa, que
foi apresentada no XXXIV Congresso de Iniciacdo Cientifica da Unesp.

Ja no campo profissional, teve a oportunidade de exercer o cargo de assistente
de marketing, com foco em empresas do agro, realizando atividades de social média,
participando de analises e planejamento de a¢des de marketing.



DEDICATORIA

A minha familia, que sempre se mantiveram ao
meu lado independente das adversidades,
sendo minha fonte de inspiracdo e forgca para

chegar ao final desta etapa.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro, agradeco a Deus, por me sustentar em toda essa trajetoria.

A minha familia, meu pais Adriana e Amauri pela base em educacéo, respeito
e valores, minha irma Gabriela, que me ensina todos os dias o significado do amor,
cuidado e amizade, ao nosso gato Januario, que € meu apoio emocional em todos os
momentos.

A Débora Barrozo, que € uma grande companheira em todos os momentos, e
tem sido fundamental em minha vida desde que a conheci.

Aos meus amigos Alexia, Andressa, Sara, Isabelle e Leonardo, por sempre
estarem presentes em minha vida, independente da distancia fisica, me apoiam e me
dao suporte desde a infancia e adolescéncia.

A XVIII Turma de Zootecnia, em especial aos meus amigos Lana, Eduardo,
Raphael, Maysa, Laura, Jodo Paulo, Pietra e Isabele, pelas trocas e ensinamentos.

A republica S6 Fadinhas, que sempre me acolheu de bracos abertos e se tornou
minha segunda casa.

A0s meus veteranos que se tornaram amigos, e me apoiaram em muitos
momentos, em especial a Fernanda Dourado, Ana Flavia Patini, Mayara Shiguematsu
e Myrella Maltez.

A todos os funcionarios da faculdade, em especial os colaboradores da
biblioteca e da administracdo, que foram fundamentais para minha formacao
tornando-se meus amigos.

Ao grupo PET ZOO, que me ensinou muito sobre respeito e trabalho em
conjunto, me proporcionou 6timos momentos em grupo e uma evolucéo profissional e
académica, mencionando honrosamente a Prof. Dra. Carolina Bonini, que me tutorou
durante todos esses anos e se tornou uma grande mae universitaria.

Ao Laboratorio de Imunologia Animal — LIA, pela oportunidade de desenvolver
este projeto, em especial a minha Orientadora Prof. Dra. Jaqueline Biller, minha Co-
orientadora Mestre Ingrid Reis, e as minhas parceiras de trabalho Basia e Simone, por
todo apoio, ensinamentos e disposi¢cao em propagar conhecimento.

A todos os grupos de estudos onde tive a oportunidade de exercer atividades,
e ampliar meus horizontes académicos e profissionais.

A todos os professores que passaram pela minha vida em todos os momentos,

todos eles tém um espago em meu coragao.



O presente trabalho foi realizado com apoio da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) - Processo n. 2012/22016-3.



‘Irmé&o, vocé nédo percebeu, que vocé é o0 Unico
representante do seu sonho na face da terra. Se isso
nao fizer vocé correr, chapa, eu ndo sei o que vai.”
(EMICIDA, 2014).



\/
%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp “" «J0LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Dracena

FACULDADE DE GIENCIAS ACRARIAS E TECNOLSBIAS
UNESP DRACENA

Comissdo de Etica no Uso de Animais

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito do B-glucano administrado antes e apds estresse
de manejo, sobre a imunidade de tilapias, Oreochromis niloticus” (Effect of B-glucan
administered before and after management stress, on the immunity of tilapia, Oreochromis
niloticus), registrada com o n2 07/2020.R2 — CEUA, sob a responsabilidade do(a) Prof(a). Dr(a).
Jaqueline Dalbello Biller — que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS — CEUA da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas da UNESP - Campus
de Dracena, em 25/11/2020.

Dracena, 25 de novembro de 2020.

el

Prof.Dr. Danilo/ Domingues Millen
Presidente da Comiss3¢ de Etica no Uso de Animais

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Tecnologicas - DTA
Rod. Cmte. Jo&o Ribeiro de Barros, km 651- Bairro das Antas — CEP: 17900-000 — Dracena/SP - Brasil
Tel. (18) 3821-8200 — www.dracena.unesp.br - academico@dracena.unesp.br



RESUMO

O desenvolvimento da tilapicultura traz consigo a preocupacdo com a saude dos
animais, ja que a intensificacdo da producédo causa estresse que atinge o sistema
imune do animal. Na tentativa de diminuir a imunossupresséo, tem se tornado
frequente a utilizacdo de imunoestimulantes na dieta, em especial o p-glucano. O
experimento apresentado buscou analisar parametros hematolégicos, morfologia
intestinal e desempenho de tilapias-do-Nilo alimentadas com B-glucano e desafiadas
com manejos estressantes. Realizado nas dependéncias da FCAT - UNESP/Dracena,
0 experimento utilizou 408 tilapias juvenis, distribuidas em 24 caixas, com a densidade
de 17 peixes por caixa, submetidos a 8 tratamentos, onde C15, C15D, C30 e C30D,
receberam dieta controle por 15 e 30 dias, sendo C15D e C30D desafiados com
manejos estressantes aos 14 e 29 dias. Ja os tratamentos 315, 15D, B30 e 30D,
receberam dieta experimental (1 g kg* de B-glucano), nos quais B15D e B30D foram
desafiadas com manejos estressantes aos 14 e 29 dias. As coletas ocorreram aos 15
e 30 dias, e em cada procedimento foi realizado a biometria dos animais, coleta de
sangue e das por¢cdes anteriores e posteriores do intestino, além de avaliagbes de
desempenho zootécnicos que eram realizadas diariamente. Para os parametros
hematoldgicos, foram determinados a porcentagem de hemécias no sangue por meio
de centrifugacdo dos capilares, o niumero de eritrécitos pela camara de Neubauer,
concentracdo de hemoglobina, nimero de células total e diferencial em extensfes
sanguineas. Em relacéo aos parametros histolégicos, as partes do intestino passaram
por desidratacdo em alcool e fixacdo em xilol, logo apds foram inclusos em parafina,
cortados no micrétomo com espessura de 7 uym, e corados em hematoxilina eosina
para a microscopia de luz. O desempenho zootécnico foi avaliado por célculos de
ganho de peso, taxa de crescimento especifico, consumo alimentar diario, conversao
alimentar, taxa de eficiéncia proteica e fator de condicdo. As analises estatisticas
foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5%. As variaveis expressas no trabalho,
nado apresentaram resultados significativos, apenas alteracbes nas médias
histologicas intestinais e hematologicas. Concluindo que o B-glucano nao causou
nenhuma mudanca nas variaveis analisadas.

Palavras-chave: Imunoestimulante. Imunidade. Estressores. Peixe.



ABSTRACT

The development of tilapia aquaculture brings concerns about the health of the
animals, given that the production intensification can cause stress which affects the
animals' immune system. In the attempt to mitigate immunosuppression, has become
common the use of immunostimulants in the diet. The stated experiment aimed to
analyze hematological parameters, intestinal morphology and the performance of Nile
tilapia fed with B-glucan and challenged with stressful management. Conducted at the
FCAT-UNESP/Dracena facilities, the experiment used 408 juvenile tilapias, distributed
in 24 boxes, with a density of 17 fish per box subjected to 8 treatments, where C15,
C15D, C30, and C30D, received the control diet for 15 and 30 days, being C15D and
C30D subjected to stressful management at 14 and 29 days. The 315, 15D, B30 and
B30D treatments received an experimental diet (1g kg-" of B-glucan) where 315D and
B30D were subjected to stressful management at 14 and 29 days. The collection
occurred at 15 and 30 days, and in each procedure was realized the biometry of the
animals, blood collection and collection of the anterior and posterior portions of the
intestine, as well as daily evaluations of zootechnical performance. For the
hematological parameters, were determined the percentage of red blood cells in the
blood using capillary centrifugation, the number of erythrocytes using a Neubauer
chamber, hemoglobin concentration, total number of cells and differential cell count. In
relation to the histological parameters, the intestinal sections passed by dehydration in
alcohol and fixed in xylene, right after were included in paraffin, cut in the microtome
with 7 ym-thick sections, then stained with hematoxylin and eosin for light microscopy.
The zootechnical performance was evaluated by calculating weight gain, specific
growth rate, daily food consumption, food conversion, protein efficiency rate and the
conduction factor. The statistical analysis were compared by the Tukey's range test at
5%. The variables expressed in this study did not show significant differences, only
changes in average intestinal histology and hematology. We conclude that 3-glucan
did not cause any significant changes in the analyzed variables.

Keywords: Histology. Immunity. Weight gain. Cells.
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1 INTRODUCAO

A produgéo aquicola tem se desenvolvido rapidamente, pelos seus meios de
producdo acessiveis economicamente, que geram alta produtividade e boa qualidade
dos produtos finais (SIQUEIRA, 2017). A aquicultura obteve um crescimento de 5,3%
ao ano entre 2001 e 2018, sendo a piscicultura responsavel por 46,0% e por essa
produtividade o Brasil ocupou 13° lugar no ranking mundial (FAO, 2020). Destaca-se
dentro da piscicultura a criacdo de tilapias segundo a Associacdo Brasileira de
Piscicultura (PEIXE BR, 2021), a producao de tilapia passou de 6,2 milhdes toneladas
no ano de 2020.

A tilapia é um peixe extremamente comercializavel, por diversos pontos, tais
como possibilidade de producé&o em sistemas intensivos e extensivos, suportar altas
temperaturas, ter uma producdo de manejo simples e custos acessiveis, com
excelentes indices reprodutivos, além de atingir seu peso ideal precocemente e
chamar atencéo pela auséncia de espinhos intramusculares. Mas mesmo com todas
as suas qualidades ainda € um animal suscetivel a doencas quando exposto a
sistemas de criacao intensivos (MIANI VERRI, 2022).

A intensificacdo da producéo leva a problemas sanitarios, jA que 0s peixes
ficam expostos a situacbes de estresse, deixando o animal sujeito a agentes
causadores de enfermidades, resultando prejuizos econémicos (DOTTA; PIAZZA,
2012; LEIRA et al., 2017). Como forma de reduzir o aparecimento de doencas e
consequentemente perdas econbmicas, utiliza-se imunoestimulantes. Os
imunoestimulantes sdo capazes de atuar em mecanismos de defesa especificos e ndo
especificos dos animais, fortalecendo a resposta imune (SAURABH; SAHOO, 2008).

A alternativa mais procurada na criacdo de peixes, tem sido o B-glucano
proveniente da parede celular de leveduras, ja que age na prevencao de doencas por
elevar a imunidade inespecifica do animal (FALCON, 2007). O B-glucano atua sobre
o sistema imune, sobre variaveis hematologicas e tecidos produtores de muco, como
o intestino, além de elevar o desempenho zootécnico dos peixes que recebem o
imunoestimulante em sua dieta.

Sousa (2010) relata em seu trabalho que tildpias alimentadas com B-glucano
durante 60 dias, apresentaram peso e comprimento acima da média, além de vilos

intestinais maiores e em maior quantidade. Aramli et al. (2015) também observou os
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mesmos efeitos positivos do B-glucano sobre o desempenho, além de salientar a
melhora hematologica dos animais, que apresentaram um aumento de glébulos
brancos e linfocitos.

Dawood et al. (2020a) também observaram respostas positivas em variaveis
hematoldgicas de tilapias alimentadas com 500mg por kg de B-glucano na dieta por
60 dias, relatando maiores niveis de hemoglobina e hemacias.

Apesar de ser um excelente método para estimular o sistema imune, deve-se
atentar a pontos como quantidade e tempo ofertado, para que néo haja efeito contrario
ou inexistente. Com isso se ressalta a importancia de estudos com foco no
monitoramento de parametros histoldgicos, hematolégicos e zootécnicos, diante do

uso de B-glucano, em associagcdo com manejos estressantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar variaveis histologicas do intestino, hematolégicas e de desempenho de
tilapias alimentadas com B-glucano, durante 15 e 30 dias, submetidas a estresse de

manejo.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar a altura e largura de vilosidades das porcdes anterior e posterior
do intestino;

e Analisar o hematdcrito, namero de eritrocitos, concentracdo de
hemoglobina, nimero de células totais e diferenciais;

e Avaliar o ganho de peso, taxa de crescimento especifico, consumo
alimentar diario, converséao alimentar, taxa de eficiéncia proteica e fator

de condicao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tildpia-do-Nilo

A tilapia do Nilo € de naturalidade africana, e classificada como uma espécie
tropical (TREWAVAS, 1983). Foi introduzida no Brasil pelo Departamento Nacional de
Obras Contra as Secas (DNOCS), no ano de 1971, visando o estimulo da producéo
aquicola no Nordeste (SCHULTER; VIEIRA FILHO, 2021). Ajustam-se com facilidade
a diferentes sistemas produtivos e a variacdes nos aspectos qualitativos da agua,
possuem aceitacdo do mercado consumidor, além de serem alvo de desenvolvimento
tecnoldgico produtivo (MORO et al., 2013).

A tildpia € um animal que exibe parametros excelentes, para cultivos com fins
lucrativos, tais como, adaptabilidade a adversidades ambientais, rapido
desenvolvimento corporal, rusticidade e tolerancia ao estresse causado pelo manejo
de rotina (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011; PRABU et al., 2019; SANTOS; LOURENCO;
IGARASHI, 2007). E capaz de se reproduzir em ambientes controlados, possui habitos
alimentares onivoros, o que contribui na introducao de dietas comerciais (EL- SAYED,
2006).

E um peixe que se destaca na aquicultura, por atingir os parametros de
aceitagdo do mercado, ja que seu filé ndo apresenta de espinhos em forma de “Y”
(HILSDORF, 1995; BOSCOLO et al., 2004). A carne proveniente do pescado é fonte
de vitaminas A, B e D, minerais, aminoacidos e 6mega 3 (FAO, 2020).

A aquicultura brasileira, tem se aperfeicoado na tilapicultura, por conta das
qualidades da espécie, o que levou a mesma a se destacar na aquicultura brasileira
como cultivo predominante (EMBRAPA, 2017). Ao comparar dados dos anos de 2019
e 2020, notou-se um progresso de 12,5%, com uma producao de 486.155 toneladas
em 2020, constituindo 66,6% da producao total de peixes no Brasil. (PEIXE BR, 2020).

Ao analisar os dados produtivos de cada estado, temos em destaque o Parana,
que produziu em torno de 172 mil toneladas no ano de 2020, em seguida o estado de
Sé&o Paulo, com um progresso de 20% em sua producdo em 2020. Esse crescimento
é correlacionado a normatiza¢cdo ambiental, investimentos publicos e escoamento do

produto, ja que € um polo de consumo de pescados (SNA, 2021). Dentro desse
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crescimento, alguns fatores chamam atencéo, em especial a sanidade (GUDDING;
VAN MUISWINKEL, 2013; OSMOND; COLOMBO 2019).

A intensificacdo da producdo pode desencadear condi¢cdes de estresse, como
o desbalanco alimentar, variacbes na temperatura da agua, excesso de matéria
organica e poluicdo no ambiente aquatico, e tornam o ambiente propicio para
patdgenos, que afetam a saude dos peixes, levando infec¢cdes e mortalidade (YU et
al., 2007; DASH et al., 2009). O aumento da densidade em um sistema producao
busca, torna-lo mais eficiente, mas altas densidades, associado a manejos de rotina,
transporte e manipulacdo dos peixes, causa déficit no funcionamento do sistema
imune, tornando-os mais suscetiveis a doencas (SAKAI, 1999; PAVANELLI et al.,
2008; URBINATI et al., 2004).

Os principais agentes patégenos encontrados em pisciculturas sao fungos,
virus, parasitos e bactérias (TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2009). Doencas
bacterianas, podem ocasionar prejuizos na producdo, e elevar as taxas de
mortalidade nas pisciculturas ou podem deixar sequelas que impedem a chegada do
produto final as prateleiras (LEIRA et al., 2017). As bactérias que mais acometem as
pisciculturas sdo dos géneros Aeromonas, Flavobacterium, Streptococcus,
Edwardsiella e Francisella (SILVA, 2020).

Como tentativa de conter os prejuizos causados pelos patégenos nas
producdes e causar uma melhoria no bem-estar dos animais, tem se aumentado o
uso de imunoestimulantes, que além de causar resisténcia aos patégenos, leva a
substituicdo dos antibidticos. Os imunoestimulantes sao oferecidos com o intuito de
prevenir doencas causadas pelos patégenos, pois agem elevando a imunidade, e

causando respostas fisiologicas mais acentuadas (DUGENCI et al., 2003).

3.1.1 Imunoestimulantes

Os imunoestimulantes sdo usados com a finalidade de prevenir a acdo de
agentes patogénicos no organismo animal e melhorar as variaveis de desempenho
zootécnicos. Bem como a busca por uma alimentagédo nutricionalmente adequada e
sem muito custo, traz a utilizacdo de suplementos, entre eles os imunomoduladores,
gue além de reduzir as enfermidades, é capaz de aumentar o desempenho zootécnico
e a taxa de sobrevivéncia (SOUSA, 2010).
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A oferta dos imunoestimulantes na alimentacéo de peixes, tem por objetivo de
melhorar os mecanismos de defesa inespecifica, que sao importantes na profilaxia de
diferentes organismos (RODRIGUEZ et al., 2003).

Na aquicultura podem ser administrados pelo alimento (via oral), sendo a
maneira mais pratica, que abrange a maior quantidade de animais, além de causar
menos estresse; por banhos de imerséo, que apesar de apresentar eficacia pode ser
dificultado ao medir a dosagem conforme quantidade de agua; ou de forma injetavel,
a maneira mais eficaz, entretanto a mais estressante, e a forma de acao pode variar
conforme o meio de administracdo (RODRIGUES et al., 2020). Os compostos
imunoestimulantes ativam leucoécitos ao se conectarem com a sua membrana,
promovendo efeitos positivos no funcionamento de macréfagos, neutréfilos e
mondcitos, além ampliarem a producéo de lisozimas, linfécitos e anticorpos (SAKAI,
1999).

Apesar de serem utilizados em todas as fases de vida do animal, os
imunoestimulantes sdo indicados para etapas nas quais 0s peixes se encontram mais
sensiveis a doengas, sendo elas a etapa de larvicultura e alevinagem (CHAGAS et al.,
2014; VASEEHARAN et al., 2013). Quando aplicado por um tempo prolongado, causa
tolerancia no organismo e desencadeia respostas imunossupressoras (SHAKYA et
al., 2014; SELVARAJ et al., 2015).

Os imunoestimulantes sao classificados pela sua composicdo, como 0s
compostos quimicos sintéticos, fatores nutricionais quando se trata de vitaminas,
hormonais ou substancias biolégicas que séo oriundas de bactérias, polissacarideos,
vegetais ou animais (SAKAI, 1999; BILLER-TAKAHASHI, 2014). Apesar dos efeitos
benéficos na imunidade dos animais, 0s compostos quimicos levam a resisténcia
bacteriana, e dificultam a saida comercial do produto, por deixarem resquicios no filé,
promovendo maleficios para a salude humana (CABELLO, 2006; ROMERO et al.,
2012). Estudos mostram que imunoestimulantes de origem biolégica promovem acao
antiparasitaria e antimicrobiana, sem causar danos ao meio ambiente e a saude
humana (CHAGAS et al., 2014; RODRIGUES et al., 2020).

Apresentam acao positiva comprovada sobre o sistema imune de peixes, as
substancias biologicas oriunda do alho (Allium sativum), nim (Azadirachta indica),
linhaga (Linum usitarissimim), gengibre (Zingiber officinale), babosa (Aloe
barbadensis), hortela pimenta (Mentha piperita), canela (Cinnamomum zeylanicum),
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leveduras (Saccharomyces cerevisiae) e outros (LIMA, 2013; RODRIGUES et al.,
2020).

Ressalta-se o uso de B-glucano procedente da parede celular de leveduras
(Saccharomyces cerevisiae), como imunoestimulante na aquicultura, por ser um
composto biolégico que ndo apresenta resquicio no produto final e ndo altera a
qualidade da agua, além de ser uma medida profilatica, pois atua na imunidade nao
especifica do animal (FALCON, 2007).

3.1.2 B-glucano

Historicamente data-se o inicio dos estudos com glucanas entre os anos de
1960 e 1970 (VOLOSKI, 2018). Sao descritos como polissacarideos, constituidos por
ligacdes B-1,3 e B-1,6, suscetiveis a variacdes estruturais conforme sua origem, o que
também causa mudancas na sua forma de acdo no sistema imune (PILARSKI et al.,
2017). Fungos, plantas e leveduras agem como fontes de B-glucano, jA que os
polissacarideos fazem parte da estrutura da parede celular (LOPES, 2018).

Sao identificadas como PAMPs (Padrdes Moleculares Associados a
patdogenos) pelos PRRs (Receptores de Reconhecimento Padrdo) presente nas
células, e causa uma estimulacéo que gera respostas imunes inatas (VOLOSKI, 2018;
LOPES, 2018). B-glucanos se conectam aos receptores especificos dos macréfagos,
estimulando a fagocitose, 0 que aumenta o ataque aos patdgenos. Elevam a
fabricacéo de proteinas do sistema complemento e das lisozimas, além de ser capaz
de reduzir as respostas a estimulos estressantes (MELLO, 2016; GARCIA, 2008). A
administrac@o de imunoestimulantes, visa ndo s6 a imunomodulagdo, mas também a
diminuicdo da imunossupressao causada pelo estresse (ANDERSON, 1992).

A atuacao do B-glucano no organismo depende da via de administracao, sendo
possivel via oral, injecdo ou imersao (FALCON, 2007; REIS, 2021). A oferta de
glucano via oral se torna mais eficaz, ja que atinge o maior nimero de peixes, com
um menor custo e estresse (GUSELLE et al., 2007).

Os resultados do B-glucano podem ser afetados pela quantidade ofertada,
baixas concentra¢cées em um pequeno espaco de tempo aumentam a resposta imune,

enguanto altas concentracdes em grandes periodos, leva imunossupressao, consumo
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de reservas de energia e exaustdo do sistema imune (ROBERTSEN et al., 1994,
CASTRO et al., 1999; BAGNI et al., 2005)

Tildpias-do-Nilo alimentadas com dietas enriquecidas com B-glucano, pelo

periodo de seis semanas apresentaram alta na taxa de mondcitos circulantes, notou-
se também uma visivel queda no cortisol do organismo, a partir da terceira semana
de administracdo do composto, que também na reducdo do estresse (CAIN et al.,
2003). O B-glucano administrado em Clarias batrachus, durante 21 dias demonstrou
resultados positivos na acéo imunoestimulante, beneficiando a resisténcia a doencas
e a imunidade nao especifica (KUMARI; SAHOO., 2006).
B-glucano é capaz de promover melhorias na salude do animal, jA que causa efeitos
positivos na absor¢cdo do intestino delgado, e estimula as bactérias benéficas que
habitam o sistema gastrointestinal (SILVA, 2021). Ao receber B-glucano durante 60
dias via dieta, tilapias-do-Nilo apresentaram maiores medias de peso e comprimento,
além de apresentar mudancas positivas na densidade e comprimento de vilos,
analisadas na morfologia do intestino, quando comparados com animais que nao
receberam o composto na dieta (SOUSA, 2010). Tilapias-do-Nilo demonstram
melhorias no sistema imune e nos indices de desempenho, apds alimentacdo com [3-
glucano (PILARSKI et al., 2017)

3.1.3 Sistema Imune

O sistema imune tem funcéo protetora, defendendo o organismo animal contra
patdgenos, células malignas e toxinas (REIS, 2021). Sua eficiéncia pode sofrer
interferéncia de diversos fatores, tails como agentes estressores, micro e
macronutrientes, sazonalidade, acdes hormonais, tempo de exposicdo ao agente
estressor, tudo isso pode levar a respostas positivas ou negativas do sistema
(FLETCHER, 1997; VERLHAC; GABAUDAN, 1997).

Classifica-se a resposta imune em dois tipos, a inata (néo especifica), que age
de maneira rapida e constante diante de agentes estressores, e a resposta adaptativa
(especifica), que apesar de responder lentamente, atua sobre um agente especifico e
a partir disso gera memoéria imune (BEN-SHAANAN et al., 2016). Mesmo com essa

separacao de classes dentro do sistema imune, quando o organismo é atingido por
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um patdégeno, o sistema imune atua de forma global para combater o estressor, e
esses mecanismos podem agir juntos ou separados (FERNANDEZ et al., 2002).

A resposta adquirida, forma anticorpos e memoria imunolégica, por meio da
identificacdo dos patdgenos pelas células presentes no sistema imune, essa resposta
também se divide, entre humoral e celular, que agem em conjunto (SECOMBES,
1996). A resposta adquirida conta com os linfocitos B e T, onde os linfocitos B se
dividem, e dao origem aos plasmoécitos e células de memoria, que produzem
anticorpos especificos contra os antigenos, as células de memodria respondem
rapidamente quando expostas aos antigenos. E os linfécitos T, atuam reconhecendo
0S antigenos que entram em contato com os receptores dos macréfagos (células
fagociticas), fazendo com que eles se multipliquem (BILLER, 2008).

O sistema inato € composto por barreiras fisicas, como o tegumento (pele e
muco), células dendriticas, macrofagos, mondcitos, neutrdfilos, linfocitos, citocinas,
lisozima e sistema complemento, que agem fagocitando e exterminando agentes
estressores (LOPES, 2018). O sistema inato é dividido em imunidade humoral e
celular (BILLER, 2008).

A imunidade celular é representada por células de defesa, tais como
trombdcitos, mondcitos, macréfagos, granuldcitos e células citotoxicas, que tem
origem de producédo em tecidos linféides, sendo eles rim, baco e timo (EVANS, 1997).
Ja a imunidade humoral é caracterizada por substancias ndo especificas presente em
fluidos corpéreos, tais como muco, soro e ovos de peixes, contamos com a lisozima,
interferon, proteina C reativa, transferrina, lectina e sistema complemento. E agem
inibindo a proliferacédo de patdgenos no organismo animal (BILLER, 2008).

O sistema complemento se destaca dentro dos mecanismos de respostas
imunes, pois age na linha inata e adquirida, sendo composto por um conjunto de
proteinas séricas e de membrana (RIBEIRO, 2019).

A lisozima tem uma funcdo relevante, por ser uma enzima com acao
bactericida, atuando sobre bactérias gram-negativas e gram-positivas, com acao
antiviral e antiparasitaria, se encontra em muco, saliva e sangue. Em peixes, a
lisozima é produzida em grande quantidade em neutréfilos, mondcitos e macrofagos,
tendo como o 6rgdo de principal secrecdo os rins anteriores, seguido por trato
digestorio, baco, muco, soro, branquias, figado e musculo (MURRAY; FLETCHER,
1976; LIE et al., 1989; PALAKSHA et al., 2008; RIBEIRO, 2019).
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3.1.4 Intestino

O intestino é uma parte do trato gastrointestinal (CRUZ, 2018), é um tubo longo
em espiral, chegando a ser de 7 a 13 vezes maior que o corpo de uma tilapia adulta,
exercendo a funcdo de complementar a digestdo feita pelo estomago, além de
apresentar orgao linféide associados a mucosa (ZAPATA et al., 1996; SOUSA, 2010),
sendo essa mucosa de suma importancia imunoldgica para os peixes (CHAGAS,
2010).

A morfologia do intestino é classificada em trés partes, a regidao proximal atua
na finalizacdo da digestao, inicio da absorcao e secrecdo mucosa, ja a regido medial
absorve nutrientes e produz grandes quantidades de muco, enquanto o segmento
posterior é responsavel por absorver macromoléculas proteicas (STROBAND; VAN
DER VEEN, 1981; GONCALVES et al., 2013). De forma histologica, o intestino dos
peixes é classificado em camadas, que se diferenciam pelos tecidos que os compdem.
O epitélio intestinal de peixes é composto por mucosa, submucosa, muscular e serosa
(CRUZ, 2018).

A camada mucosa é composta por tecido epitelial simples cilindrico com
microvilosidades, capazes de aumentar a superficie de contato, tornando a absorcao
e secrecdo mais eficientes (GENTEN et al., 2009; CRUZ, 2018). O epitélio intestinal
apresenta enterécitos, que sdo células de revestimento, tem formato cilindrico e
funcdo absortiva. Na parte apical, localizada entre os enterécitos, é encontrada as
células caliciformes, com funcdo de produzir o muco que protege e lubrifica o canal
intestinal (BIDO, 2020).

O muco do intestino é rico em componentes do sistema imune inato, tais como,
proteinas do sistema complemento, lisozima e imunoglobulinas (REIS, 2021). As
lisozimas possuem acao bactericida, erradicando bactérias gram-positivas e
negativas (REIS, 2021), as proteinas do sistema complemento atuam na quimiotaxia
de leucdcitos, na fagocitose de patogenos, além de serem anti-inflamatorias (ROED
et al., 1992).

O aumento das vilosidades da camada mucosa, aumenta a superficie de
contato, favorecendo a absorc¢éo de nutrientes (CASPARY, 1992). A administracdo do
B-glucano, pode levar a modificacdes no epitélio intestinal, e isso pode melhorar
diretamente o desempenho animal, pelo maior aproveitamento de nutrientes
(CEROZI, 2012).
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3.1.5 Hematologia

Classificado como um tecido conjuntivo, o sangue, se mantem em equilibrio
com os demais tecidos do organismo (MUZZOLON, 2018), A porc¢éo liquida é a matriz
extracelular (plasma) constituido por 90% de agua e 7% de proteina sendo elas
globulinas e albuminas, ja a porcéo figurada do sangue é formada por eritrocitos,
leucdcitos e tromboticos (RANZANI-PAIVA, 1996; TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

O sangue é um condutor de gases respiratérios, produtos do metabolismo
celular, nutrientes e atua na imunidade do organismo (RANZANI-PAIVA et al., 2013),
sendo um importante mecanismo de homeostase do corpo animal (KALASHNIKOVA,
1979). Andlises de sangue tem como funcao de reconhecer alteragdes fisioldgicas
desencadeadas por circunstancias estressantes, como doencas, manejos de rotina,
exposicoes a metais e outros (CHAGAS, 2010).

Os eritrécitos (glébulos vermelhos), sdo as células em maior quantidade no
sangue, tem formato oval, nucleo localizado ao centro também em formato oval, com
cromatina compacta e auséncia de nucléolos, sendo essa célula responsavel pelo
transporte de oxigénio e uma porcdo do gas carbdnico no sangue para os tecidos,
isso acontece por meio da acdo da hemoglobina presente no interior dos eritrocitos
(TOCIDLOWSKI et al., 1997; RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Os leucdcitos (globulos brancos) sao representados pelos linfécitos, neutrdfilos,
eosindfilos, mondcitos e basdfilos (SOUSA, 2010), atuam na resposta imune do
organismo e no reconhecimento de antigenos (MUZZOLON, 2018). Entre as células
leucocitarias, os linfécitos sdo a maior parte da populacédo, em tilapia se encontram
em tamanhos grandes, onde seu nucleo é redondo, possuem um padrao de cromatina
aberto, citoplasma abundante, enquanto em linfécitos pequenos o nucleo é escuro,
redondo ou oval e seu padréo de cromatina é condensada (HINES; YASHOUV, 1970;
ALKAHEM, 1994; HRUBEC et al., 2000; BORGES, 2005).

Mondcitos e neutrofilos realizam fagocitose, sendo os monaocitos migratérios do
sangue para outros tecidos, reconhecidos por serem células avantajadas e de formato
circular, sdo os principais agentes de fagocitose em peixes, ja os neutréfilos podem
ser diferenciados por conterem ndcleo de formato irregular e diferentes projecdes de
citoplasma, ja que seu formato também é circular (MUZZOLON, 2018). Neutrofilos por
serem células que realizam fagocitose, atuam contra infecgcbes (LEHMANN et al.,
1987).
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Trombdcitos sédo reconhecidos pelo seu formato eliptico, nucleo fusiforme e
hipercorados (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Os tromboéticos em peixes exercem
atividades semelhantes as plaquetas em animais mamiferos, sendo coagulantes

sanguineos e atuando no sistema imune inato (STOSIK et al., 2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Instalacao

O experimento foi realizado no biotério do Laboratério de Imunologia Animal —
LIA, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas, Campus de Dracena, Séo
Paulo. Foram utilizadas 24 caixas de polietileno de 130L, que foram armazenadas no
biotério e tampadas com telas impedindo a perda dos peixes. O sistema de agua era
de renovamento diaria e monitorado regularmente; a temperatura mantida a 26 + 1°C.
Houve a instalacdo de luminarias e a cobertura das janelas, garantindo 12h de

iluminacao artificial e homogénea entre aos animais.

4.2 Animais

Para realizar o experimento foram utilizadas 408 tilpias juvenis, revertidas,
provenientes de piscicultura da regido de Santa Fé do Sul - SP, com o peso inicial
meédio de 80g. Os peixes foram distribuidos em 24 caixas, contendo 17 peixes em
cada caixa e alimentados durante 3 semanas com dieta comercial para o periodo de
aclimatacao e, somente ap0s esse periodo € que o experimento foi iniciado.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no
uso de animais, no dia 25/11/2020, registrada com o n°: 07/2020.R2 - CEUA.

4.3 Dieta

Para o presente experimento, foram confeccionadas duas dietas: Uma dieta
controle (livre de B-glucano) e uma dieta experimental (0,1% de B-glucano),
produzidas no Instituto de Pesca de S&o José do Rio Preto — SP formuladas segundo
as exigéncias da espécie.

Em cada dieta, os alimentos foram pesados, pré-misturados e moidos em
moinhos do tipo martelo contendo peneira de 0,8 mm, para que houvesse a inclusdo
de suplemento mineral. Posteriormente, ocorreu a inclusdo de 0,1% de (B-glucano. A
mistura foi umedecida com agua a 50°C e submetida ao processo de extrusdo com
matrizes de 2,5 mm, em seguidas seca em estufa de ventilagdo forcada por 12 horas

a 55°C, levando a um produto final com aproximadamente 10% de umidade.
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As dietas foram mantidas em potes de material plastico, identificados conforme
o tratamento e a caixa, conservadas em refrigeracdo em todo o periodo do trabalho e

passaram por pesagem diéria.

Tabela 1 — Formulacéo da racao da dieta controle e com B-glucano

Racao

Ingredientes % %
Controle B-glucano

Farelo de soja 34,218 34,218
Farinha de visceras 18,000 18,000
Milho 17,511 17,511
Farelo de trigo 9,000 9,000
Quirera de arroz 8,000 8,000
Farinha de carne e ossos 6,686 6,686
Protenose 3,446 3,446
Fosfato bicalcico 0,755 0,755
Oleo de soja 1,000 1,000
Premix 0,500 0,500
Antifungico 0,200 0,200
Sal 0,300 0,300
DL-metionina 0,168 0,168
Antioxidante 0,050 0,050
Calcario 0,167
Betaglucano 0,167
Total 100,00 100,000

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Delineamento Experimental

Um total de 408 tilapias juvenis, foram distribuidos em 24 caixas, na densidade
de 17 peixes por caixa, divididos em 8 tratamentos:

Tratamento 1 (C15). Tilapias receberam dietas controle (livre de B-glucano) por
15 dias e foram amostradas aos 15 dias de experimento.

Tratamento 2 (C15D). Tilapias receberam dietas controle (livre de B-glucano)
por 15 dias, foram desafiadas aos 14 dias, e foram amostradas aos 15 dias de
experimento.

Tratamento 3 (B15). Tilapias receberam dietas experimental (1g kg* de B-
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glucano) por 15 dias e foram amostradas aos 15 dias de experimento.

Tratamento 4 (B15D). Tilapias receberam dietas experimental (1g kg? de B-
glucano) por 15 dias, foram desafiadas aos 14 dias, e foram amostradas aos 15 dias
de experimento.

Tratamento 5 (C30). Tilapias receberam dietas controle (livre de B-glucano) por
30 dias e foram amostradas aos 30 dias de experimento.

Tratamento 6 (C30D). Tilapias receberam dietas controle (livre de B-glucano)
por 30 dias e foram desafiadas aos 29 dias, e foram amostradas aos 30 dias de
experimento.

Tratamento 7 (B30). Tilapias receberam dietas experimental (1g kg de B-
glucano) por 30 dias e foram amostradas aos 30 dias de experimento.

Tratamento 8 (B30D). Tilapias receberam dietas experimental (1g kg* de B-
glucano) por 30 dias e foram desafiadas aos 29 dias, e foram amostradas aos 30 dias
de experimento.

Aos 14 dias, os grupos “C15D e 315D”, e aos 29 dias, os grupos “C30D e 330D”
foram desafiados com manejos estressantes (estresse de manejo e infecgdo com 1,0
x 108 UFC de S. agalactiae/peixe inativada). Aos 15 dias, os tratamentos C15, C15D,
B15 e B15D, e aos 30 dias os tratamentos C30, C30D, B30 e 30D, quatro peixes de
cada caixa (n=12) foram amostrados, anestesiados em solu¢éo de 6leo de cravo (1 g
10 L! de agua), para obtencédo de dados de biometria por meio de pesagem em
balanca digital semi-analitica com precisdo de 0,01g e medidos em ictibmetro para
avaliacdo do desempenho zootécnico, em seguida foram coletados sangue para
avaliacdo de variaveis hematoldgicas, seguida foram sacrificados e coletado o
intestino para avaliacdo morfologica das vilosidade (largura e altura), por meio de
técnica histoldgica.

4.5 Desafio de Estresse e Infeccdo Experimental

O desafio de estresse consistiu em simular alguns manejos ou episodios que
sdo comuns no cultivo de tilapias. Para tal, os animais passaram por 12 horas de
adensamento, e durante esse periodo, os peixes sofreram perseguicdo durante 10
min e exposicado aérea por 3 min, repetidos no periodo da manha e da tarde. Em
seguida, foram injetados com 0,5mL de suspensao bacteriana inativada contendo 1,0

x 108 UFC de S. agalactiae/peixe.
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4.6 Descricao das Analises

4.6.1 Preparacgéo e processamento das amostras para observacgéao ao

microscopio de luz

Aos 15 e 30 dias de experimento, peixes de todos os tratamentos foram
amostrados e anestesiados em solucdo de 6leo de cravo (1 g 10 L de agua), foram
coletados os intestinos para avaliacao histoldgica e afericdo das alturas e larguras das
vilosidades. Para a analise histolégica, os intestinos foram recortados
transversalmente em sec¢des anteriores e posteriores, e em seguida foram fixados por
imersao em solucao aquosa de formaldeido tamponado a 10%, 0,1M, pH 7,4, por 24
horas.

ApoOs a fixacdo, o material foi processado rotineiramente para histologia, ou
seja, desidratacdo em uma série de etandis em concentracdes crescentes (de 70 a
100%) e diafanizacdo em xilol, seguida de inclusdo em Histosec®(Merck). Entao
foram realizados os cortes ao micrétomo, com espessura de 7 um, que foram corados
por hematoxilina eosina (H.E.) (TOLOSA et al, 2003).

Posteriormente, a laminas foram analisadas e fotografadas na microscopia de

luz, por meio do aparelho Leica e o programa IM50.

4.6.2 Analise Quantitativa das Laminas Histoldgicas

As laminas foram analisadas na lente de 40x, onde foi possivel observar as
vilosidades dos intestinos. Com o programa IM50, havendo a coleta de medidas de
largura e comprimento dos vilos, contabilizando em torno de 10 a 12 vilos por amostra

de anterior e posterior em cada animal.

4.6.3 Analises Hematologicas

No sangue total heparinizado foram determinados o hematdcrito, nimero de

eritrocitos (NE), concentracdo de hemoglobina e nimero de células total (eritrécitos,
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leucdcitos e trombdcitos) e diferencial (linfocitos, neutréfilos, mondcitos, eosinofilo,
célula granulocitica especial (CGE) ou leucécito granular PAS (LG-PAS) e basdfilo).

Na determinacdo do hematdcrito, houve a introducdo de sangue
homogeneizado em capilares para microhematdécrito e selando uma das extremidades
do capilar, logo em seguida foram alocados na centrifuga de microhematdécrito, onde
passaram pelo processo de centrifugacao por 5 minutos a 10.000rpm, em sequéncia
foram avaliados com a ajuda da tabela de microhematdcrito (GOLDENFARB et al.,
1971).

Para a contagem total e diferencial de células, foram realizadas extensdes
sanguineas, confeccionadas em laminas de vidro, e secas ao ar livre, logo em seguida
coradas pelo método de Rosenfeld (1947), posteriormente lidas em microscépio de
luz em maior aumento, com a adicdo de 6leo de imersdo. A contagem total de
leucdcitos e tromboticos ocorreu por método indireto, quantificando as células em
cada 2000 eritrocitos, por estimativa, levando em consideracéo o valor total de células
vermelhas obtido no contador de células, enquanto o diferencial de leucécitos foi
quantificado contando-se 200 células e estimando para o total de leucdcitos.

A contagem do numero de eritrécitos, ocorreu com aliquotas de 10ul de sangue
de cada exemplar diluidas 1990ul de solucéo de formol-citrato 4% (NATT; HERRICK,
1952), em seguida da homogeneizac¢éo da solu¢éo, houve a contagem com o auxilio

da camara de Neubauer.

4.6.4 Desempenho Zootécnico

Os peixes receberam dois tratos ao dia, sendo o primeiro no periodo da manha
e 0 segundo no final da tarde, sendo os tratos oferecidos até aparentarem saciedade,
ao final do segundo trato todos os potes eram pesados em balanca digital semi-
analitica com precisdo de 0,01g e anotados os valores em planilhas. Os animais
passaram por trés biometrias, sendo a primeira no inicio do experimento, a segunda
aos 15 dias de experimento junto da primeira coleta e a terceira aos 30 dias de
trabalho, junto a segunda coleta.

Foram avaliadas as seguintes variaveis zootécnicas:

e Ganho de peso: GP (g) = peso final (g) — peso inicial (g);
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e Taxa de crescimento especifico: TCE (%) = 100 x [(In peso final (g) — In
peso inicial (g)) + periodo experimental];

e Consumo alimentar diario: CAD (%) = 100x [alimento consumido total (g)
+ (peso inicial (g) x periodo experimental)];

e Conversao alimentar: CA = alimento fornecido (g) + ganho de peso (g);

e Taxa de eficiéncia protéica: TEP (%) = 100x (ganho de peso (g) +
proteina bruta consumida (g));

e Fator de condic&o: K =100 x [peso/(comprimento total)3].

4.6.5 Andlise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) o nivel de significancia
adotado foi de 5%, e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%), através do

programa estatistico SAS, versédo 9.4 M7.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Variaveis Histoldgicas

Ao analisarmos as medias das variaveis histolégicas (tabela 2), ndo notamos
diferencas significativas entre tratamentos. Mas aos 30 dias € possivel notar no
intestino anterior, que ao compararmos a altura do tratamento controle (C) com o
tratamento suplementado com B-glucano (B), nota-se uma média numericamente
maiores na altura das vilosidades do tratamento suplementado.

O mesmo ocorre com a largura do intestino anterior aos 30 dias, o tratamento
suplementado com B-glucano desafiado (3+D) ao ser comparado com o tratamento
controle desafiado (C+D), também mostrou medias mais altas no tratamento
suplementado quando comparado ao tratamento controle.

Ainda aos 30 dias, a largura do intestino posterior, apresenta medias levemente
maiores nos tratamentos suplementados quando comparamos controle (C) com (-

glucano (B), e controle desafiado (C+D) com B-glucano desafiado (3+D).

Tabela 2 — Variaveis histoldgicos do intestino de tilapias alimentadas com ragéo
controle racdo com B-glucano, durante 15 e 30 dias.

L Anterior Posterior
Variaveis
Altura Largura Altura Largura
C 1717,50 786,46 1373,8 715,79
C+D 2049,46 786,74 1146,49 729,97
15 dias
B 1711,39 656,49 1359,84 696,05
B+D 1937,55 831,68 1047,02 1008,34
C 1571,72 743,04 1184,90 630,79
C+D 2095,22 724,59 1388,96 661,53
30 dias
B 2093,61 763,09 1266,67 806,76
B+D 2262,87 770,29 938,32 734,42

Legenda: C= Dieta controle; f= Dieta com (B-glucano; D= Desafio experimental.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Nota-se nas imagens (figura 1), a diferenca entre o desenvolvimento dos vilos
em altura e largura entre os tratamentos controle (C) e B-glucano () aos 30 dias, para

a porcao anterior e posterior o intestino.

Figura 1 - Largura e altura do intestino de tilapias alimentadas com B-glucano
e expostas a desafios de manejo

Legenda: 1= Altura dos vilos do intestino anterior no tratamento controle (C) aos 30 dias; 2= Altura dos
vilos do intestino anterior no tratamento com B-glucano (B) aos 30 dias; 3= Largura do intestino posterior
no tratamento controle (C) aos 30 dias; 4= Largura do intestino posterior no tratamento com 3-glucano
(B) aos 30 dias.

Fonte: Autora

O presente trabalho analisou o efeito na altura e largura dos vilos com o
fornecimento de racdo com e sem a adicdo de imunoestimulante, em periodo de 15 e
30 dias, evidenciando que os tratamentos B30 e B30D apresentaram aumento
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numeérico nas dimensdes dos vilos em animais que se alimentaram de racao
suplementada quando comparado a animais que consumiram racdes ausente de
suplementacdo, mesmo que ndo tenha apresentada diferencas significativas.

A utilizac&o de 0,1% [B-glucano, nao levou a alteragdes positivas na altura dos
vilos (DAWOOD et al., 2020b). Dawood et al. (2020c) alega que tilapias que ingeriram
B-glucano (0,5 g/kg) pelo periodo de 30 dias e expostas a deltametrina, apresentaram
vilos com maior largura e altura, além de resisténcia a agdo da deltametrina ao epitélio
intestinal.

Esses estudos demonstram a acdo positiva do B-glucano na morfologia
intestinal, entretanto acdo depende da dosagem e do tempo de administracdo do
imunoestimulante, além da forma de oferta. Zambrano (2021) relata que a utilizagédo
de dietas com 0,2% de [B-glucano, e dietas 0,1% de MOS + 0,1% de B-glucano,
durante 90 dias, levou a um aumento na altura das vilosidades. Esse aumento
influencia diretamente na quantidade de células presentes no intestino, em especial
as caliciformes, que possuem capacidade de secretar muco (MOKHBATLY et al.,
2020).

5.1.2 Variaveis Hematoldgicas

Ao observar as médias das varidveis hematolégicas (tabela 3), ndo notamos
diferengas significativas entre tratamentos. No entanto as médias para as variaveis
hematoldgicas dos tratamentos B-glucano (B) e B-glucano desafiado (+D) aos 30 dias
se mostraram menores quando comparadas aos tratamentos B-glucano (B) e PB-
glucano desafiado (3+D) aos 15 dias.

Barros et al. (2014), incluiu na alimentacdo de tilapias 0,1% de B-glucano
associada a 600 mg Vit C, pelos periodos de 45, 30, 15 e 7 dias, nos quais 0s animais
gue receberam o alimento suplementado por 7 dias apresentaram maior nimero de
hemacias, hemoglobina e eritrécitos, mesmo apdés 4h de transporte. O que se levanta
a possibilidade de influéncia do tempo de fornecimento na atividade do 3-glucano, na
hematologia.

Mohammadian et al. (2019) testou em carpas, 0,5%, 1% e 1,5% de B-glucano
associado a MOS, por 60 dias, e ndo observou mudancas significativas de hematocrito

e hemoglobina entre os tratamentos, porém aos 30 dias a concentracdo de
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hematdcrito e hemoglobina sofreram uma pequena alteracéo positiva nos grupos que
receberam (3-glucano, quando comparados ao controle, ja aos 60 dias houve uma leve
gueda na concentracdo de hemoglobina dos grupos suplementados em relagéo ao
controle.

Podemos reforcar que quanto maior o tempo de utilizacdo do imunoestimulante,
menor seu potencial de acdo na hematologia, em seu trabalho Sousa (2010) utilizou
0 B-glucano a 0,03% por tonelada de racdo em tilapias, por 90 dias, e ndo obteve

médias com valores significativos em hematdcrito e hemoglobina.

Tabela 3 — Variaveis hematolégicas de tilapias alimentadas com B-glucano, durante

15 e 30 dias, e desafiados com manejos de estresse.

Varidveis RBC HB HT Leucécitos Linfocitos Neutréfilos Monécitos Eosinéfilos Tombrocito
(x10%ul-1) (g/dl-Y) (%) (x10° pi-1)  (x10%/ul-1) (x10%/pl-1) (x10%/pl-1) (x10%/ul-1)  (x10°ul-1)
C 2,753 11,269 29,250 17,712 161,515 130,687 3,950 0,72 32,900
C+D 1,911 8,864 17,375 7,726 64,087 23,623 11,009 0,82 7,514
15 dias
B 2,632 8,431 30,958 19,262 183,693 77,215 2,777 1,4 11,682
B+D 2,494 7,769 28,208 11,918 104,980 122,663 13,644 1,3 6,191
C 2,759 11,447 31,792 22,269 211,363 91,691 2,594 0,08 16,378
C+D 2,701 11,588 27,125 9,563 69,708 50,861 8,159 0,28 24,793
30 dias
B 2,224 8,125 31,667 16,565 160,178 37,476 1,881 0,05 8,872
B+D 2,074 6,525 28,125 8,424 71,835 50,223 8,506 0,07 2,842

Legenda: C= Dieta controle; f= Dieta com B-glucano; D= Desafio experimental; RBC= Contagem total
de glébulos vermelhos; HB= Hemoglobina; HT= Hematdcrito.
Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.3 Variaveis de Desempenho

Com relacao ao desempenho do presente trabalho (tabela 4), nenhuma variavel

expressou diferenca significativa.
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Tabela 4 — Variaveis de desempenho zootécnicos de tilapias alimentadas com [3-
glucano, durante 15 e 30 dias, e desafiadas com estresse de manejo.

Variaveis GP TEC CAD CA TEP K

C 26,607 177,382 46,996 14,354 1,310 1,796

C+D 31,325 208,834 50,620 11,994 1,118 2,060

15 dias
B 48,376 161,252 51,725 16,633 0,718 1,825
B+D 50,052 166,839 50,606 15,177 0,683 1,948
C 29,574 197,160 48,646 12,935 1,160 1,815
C+D 29,199 194,658 53,261 12,620 1,169 1,905
30 dias

B 54,370 181,232 50,426 14,040 0,627 1,808

B+D 56,795 189,170 52,272 13,413 0,606 2,038

Legenda: C= Dieta controle; f= Dieta com B-glucano; D= Desafio experimental; GP= Ganho de peso;
TEC= Taxa de crescimento especifico; CAD= Consumo alimentar diario; CA= Conversao alimentar;
TEP= Taxa de eficiéncia proteica; K= Fator de condicéo.

Fonte: Elaborada pela autora.

O estudo de Chagas et al. (2013), ndo relatou aumento significativo nas
variaveis de desempenho (peso, comprimento final, ganho de peso, converséo
alimentar e sobrevivéncia) de tambaquis, suplementados com 3-glucano a 0, 0,1, 0,2,
0,4 e 0,8% durante 60 dias. Amphan et al. (2019), ofertou 0,1% de B-glucano em
periodos alternados de 2 e 4 semanas, e a cada 2 semanas, para tilapias, e analisou
taxa de crescimento especifico, crescimento médio diario, taxa de converséo
alimentar e taxa de sobrevivéncia, e apesar do irrisério aumento da taxa de
crescimento e crescimento médio diario do tratamento suplementado por 2 semanas
guando comparado com o controle, todos as variaveis de desempenho né&o
apresentaram diferenca significativa.

Apresentando resultados parecidos Koch et al. (2021) alega em seu estudo que
a oferta de 1% B-glucano, durante 15, 30 e 45 dias, ndo causou efeitos expressivos
no desempenho de tilapias. Apesar de relatos positivos com o0 uso do

imunoestumulante, autores relatam que néo existe literatura que afirme a acéo do B-
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glucano, no desempenho de peixes, portando o aumento de ganho de peso pode estar
ligado com uma possivel degradacéo do -glucano pela glucanase, gerando energia,
e levando ao seu uso como nutriente (LOPEZ et al., 2003; Al et al., 2007).

Outra possivel resposta para impactos positivos, esta relacionada a acéo
benéfica para a microbiota intestinal do animal, que tem seu crescimento estimulado
ao ser exposta ao B-glucano, causando uma melhora na saude intestinal, levando o
animal a maior aproveitamento do alimento (MEENA et al., 2013; MIEST et al., 2016;
GHAEDI et al., 2016).
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6 CONCLUSAO

A inclusdo B-glucano ndo causou alteracdes nas variaveis histologicas,
hematoldgicas e de desempenho avaliadas. Novos estudos com diferentes periodos
de inclusdo poderéo avaliar a eficiéncia do aditivo, e quanto ao desempenho, ndo ha

comprovacoes da eficiéncia do imunoestimulante.
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